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RESUMEN
La produccion y el consumo de frutos frescos cortados han ido aumentado
considerablemente en los Ultimos afios, dada la necesidad de consumo de
alimentos naturales. Sin embargo, los frutos durante el pelado y troceado tienen
alteraciones como consecuencia de la ruptura celular del tejido, provocando la
liberacion de enzimas; las polifenoloxidasas que causan el oscurecimiento
enzimatico y las pectinmetilesterasas que inducen la pérdida de textura. Una
reciente alternativa es el uso de recubrimientos a base de nanoemulsiones. Estos
recubrimientos permiten distribuir mejor los nutrientes por su tamafio nanométrico,
y ayudan a disminuir la actividad enzimatica. En este trabajo se evalu6 la
influencia de recubrimientos aplicandolos en talla micrométrica y nanométrica.
Dichos recubrimientos fueron elaborados a base de nanoemulsién-mucilago,
nanoemulsion, emulsiéon y mucilago de nopal con dl-a- tocoferol, en manzanas
frescas cortadas variedad Red Delicious para su conservacion en almacenamiento
refrigerado. Para reducir el tamafio de particula se utilizé un homogeneizador de
alta presion a una velocidad de cizalla de 10,000rpm. Posteriormente, las
manzanas se cortaron y se sumergieron en los recubrimientos y se refrigeraron a
una temperatura recomendada de 4 °C en vasos de poliestireno, durante 22 dias.
Se determiné a cada tratamiento su textura, actividad pectinmetilesterasa, color,
actividad polifenoloxidasa, y pérdida de peso. Los recubrimientos con
nanoemulsién y nanoemulsién-mucilago mostraron los mejores resultados
respecto al tratamiento control. La actividad polifenoloxidasa en los recubrimientos
con nanoemulsion se obtuvo un méximo de 112.23 U/mL al dia 13 y de actividad
pectinmetilesterasa de 6.58 UPE/mL al dia 15, los cuales se relacionaron
cualitativamente con la diferencia total de color (AE) y la textura. La reduccion de
la talla de particula contribuyé a una mejor distribucion del antioxidante y una
mayor uniformidad del recubrimiento, causando un menor indice de
oscurecimiento y una mejor textura, por lo que aumentd la vida util de las

manzanas cortadas.

Palabras clave: actividad enzimatica, manzana, recubrimientos, nanoemulsion.
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INTRODUCCION

El consumo de frutas en la dieta diaria tiene un efecto benéfico para la salud, ya
gue son una excelente fuente de vitaminas, minerales y fibra ademas de poseer
un bajo contenido cal6rico. Frutos como la manzana contienen compuestos
fendlicos y flavonoides con propiedades que ayudan a la prevencion de
enfermedades degenerativas (Rojas-Grau et al., 2009; Feliciano et al., 2010;
Gonzales-Portillo et al., 2008).

Los frutos frescos cortados son una buena alternativa para incrementar el
consumo de frutas, debido a su consumo inmediato, a su apariencia fresca y a que
mantienen sus propiedades naturales. Sin embargo, las operaciones que
conllevan estos alimentos muchas veces alteran la integridad de las frutas dando
efectos negativos, que causan la pérdida de calidad de estos productos, como el
oscurecimiento enzimatico y la pérdida de textura, que son resultado de
numerosas enzimas principalmente hidroliticas, como consecuencia al corte del
tejido (Menéndez-Aguirre et al., 2006). El oscurecimiento enzimatico es causado
por la oxidaciobn de compuestos fendlicos por la accibn de enzimas
polifenoloxidasas, que originan quinonas que a Su vez reaccionan con otros
compuestos formando melaninas, que causan pigmentos de color oscuro
(Villegas-Ochoa et al., 2005; Lu et al.,, 2007; Pilar-Cano et al., 2010). Otro
inconveniente es la pérdida de textura causada por la degradacion de sustancias
pécticas en la pared celular, catalizadas por enzimas pectinmetilesterasas. (Soliva-
Fortuny et al., 2003; Rico et al., 2007)

La aplicacion de técnicas que permitan controlar dichos factores alterantes (el
oscurecimiento enzimético y la pérdida de textura) para mantener la calidad en
frutas frescas cortadas, es actualmente objeto de muchas investigaciones en los
que se han aplicado métodos de conservacion, tales como; atmésferas

modificadas, aplicacion de altas temperaturas y recubrimientos comestibles en



ntroduccion b

unién con la aplicacion de inhibidores quimicos, los cuales consiguen inactivar los

mecanismos no deseados de oxidacion y pérdida de textura. En otros estudios se
ha demostrado que sustancias como el acido ascorbico en combinacién con sales
de calcio previenen el oscurecimiento enzimatico y mantiene la firmeza de
manzanas frescas cortadas (Rocha et al., 2001; Soliva-Fortuny et al., 2002; Yan et
al., 2003), también se ha probado acido citrico y antioxidantes naturales como N-
acetilcisteina o glutation y acetato de alfa tocoferol (vitamina E), aplicados en
recubrimientos comestibles, los cuales tienen efectos positivos en manzanas
cortadas, que adicionalmente fueron almacenados por algin periodo a

temperatura de refrigeracion (Rojas-Grau et al., 2008; Mendoza, 2011).

La aplicacion de recubrimientos comestibles sobre la superficie del tejido
expuesto, es una buena alternativa ya que favorece el control de los procesos
respiratorios propios del fruto, controla la deshidratacion y permite el transporte de
agentes antioxidantes que mejoran la calidad del producto. En general sus
propiedades mecénicas de barrera dependen fuertemente de la composicion de
los recubrimientos, que pueden estar formados por lipidos, proteinas,
hidrocoloides o mezclas de dos o mas componentes (Olivas et al., 2006; Perez-
Gago et al., 2006; Falcao- Rodriguez et a., 2007).

Actualmente, se investigado el uso de diferentes hidrocoloides como mucilagos
para la elaboracion de recubrimientos comestibles, (Rojas-Grau et al., 2008) Estos
contienen acido ascorbico (Guevara-Figueroa et al., 2010) y altas concentraciones
de calcio (Contreras-Padilla et al., 2010) los cuales ayudan a inhibir el
oscurecimiento enzimético. El uso del mucilago de nopal ayuda a integrar una
gran gama de agentes espesantes; la accién de este polisacarido se debe a su
compleja matriz que posee pectinas que confieren propiedades gelificantes (Sdenz
et al., 2003). Aprovechando las ventajas de los recubrimientos con mucilagos se
han implementado para la formacion de emulsiones, ya que se obtienen sistemas

mas estables por la formacién de gotas pequefias de aceite, ademas que al
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aplicarse un compuesto lipidico provee de una buena barrera al vapor de agua y

mejoran sus propiedades (Garcia et al., 2000; Yang et al., 2000;)

Silva et al. (2011) reportd que la industria alimentaria se ha beneficiando con la
aplicacion de nanotecnologia en alimentos, ya que ofrece una alto potencial de
mejorar la incorporacion de ingredientes funcionales en recubrimientos
comestibles. Por otro lado, las emulsiones son sistemas termodinamicamente
inestables, compuestos por dos liquidos inmiscibles, es por eso que al sistema se
le aplica una alta energia para disminuir el tamafio de particula y formar
nanoemulsiones, con el fin de evitar la coalescencia y hacerlos mas estables
(Weiss et al., 2006; Qian et al., 2010; Quintanilla-Carvajal et al., 2010; Rao et al.,
2010).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es investigar el efecto que ejerce la
disminucién del tamafio de particula en recubrimientos comestibles de
nanoemulsion con dl-a-tocoferol y mucilago de nopal sobre la actividad enzimatica
de manzanas Red Delicious frescas cortadas y almacenadas en refrigeracién, de

manera que se logre preservar sus atributos originales y extender su vida (til.
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l. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades de la manzana

La manzana es una fruta crujiente, de pulpa blanca y piel que puede ser roja,
amarilla o verde, segun su variedad. Tiene un sabor dulce refrescante, con cierta

acidez que puede ser mas o menos intensa segun la variedad de la manzana.

Pertenece a la familia de las Rosaseas, es uno de los frutos mas consumidos y
cosechados a nivel mundial. En México se cultiva en 23 estados, dentro de los que
destaca por su produccién la regién norte-centro del pais, principalmente en los
estados de Chihuahua, Durango, Coahuila, Puebla y Zacatecas. Los cultivares
principalmente son del tipo “Delicious”, como la manzana Golden Delicious y Red
Delicious que son las variedades mas cosechadas y consumidas en toda la

Republica mexicana (Gonzalez-Portillo et al., 2008).

Ademas, es un fruto que se puede encontrar casi todo el afio en excelentes
condiciones para su consumo y es recomendada por sus propiedades
nutricionales, ya que ayuda a prevenir enfermedades cardiovasculares, crénico-

degenerativas y cancer (McCann et al.,2007).

1.1.1 Caracteristicas de la manzana Red Delicious

Dentro de las numerosas variedades de manzanas podemos encontrar la variedad
Red Delicious, la cual se muestra en la figura 1. Es un fruto que presenta forma
ovoide alargada, de céscara lisa y brillante de color rojo intenso, de pulpa jugosa,
de sabor dulce ligeramente &cido y muy aromatico, por lo general tiene una textura
crujiente y firme. Su época de cosecha es generalmente en los meses de

septiembre a noviembre.



capltulp 1 Anffaddﬁntﬂ.s&

Es un fruto que se conserva muy bien durante su almacenamiento en atmdésferas
controladas y en temperaturas de refrigeracién bajo condiciones 6ptimas 4 + 1°C

(Mancera-Lo6pez et al., 2007).

Figura 1. Manzana Red Delicious
1.1.2 Propiedades nutrimentales
Esta variedad de manzana se caracteriza por su alto contenido de antioxidantes,
carbohidratos, vitaminas y minerales, ademas de contener una importante porcion
de fibra, pectina, fructosa y acidos malico y tartarico.

En el cuadro 1 se presenta la composicién quimica promedio para la manzana.

Cuadro 1. Composicién de la manzana

| | contenido en porcentaje (%)
| Humedad |

Humedad 84
Carbohidratos 15

03
0.4
03

(Fuente: Lozano, 2006)
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En el cuadro se aprecia que la manzana tiene un alto contenido de agua, por lo
que resulta ser una fruta muy refrescante. Su sabor dulce se debe al alto
contenido de azucares, la mayor parte lo conforma la fructosa que es seguido en

menor cantidad por la glucosa y sacarosa (Gonzalez-Portillo et al., 2008).

Tiene una buena fuente de fibra dietaria que ayuda al intestino a digerir alimentos.
Su funcion se asocia con la capacidad de retencién de agua, el intercambio iénico,
la absorcion de acidos biliares, minerales y vitaminas y su interaccién con la fibra
microbiana. También disminuye los niveles de glucosa, de colesterol y la

estabilizaciéon del movimiento gastrico (Feliciano et al., 2010).

El contenido de vitaminas presentes por manzana se muestra a continuacion:

Cuadro 2. Contenido de vitaminas en la manzana

| Contenidoenmg |
6.300
0.057
4.000
0.250
3.000
0.023
0.036
0.126

(Fuente: Lozano, 2006)

Como se puede observar en el cuadro 2, la manzana es una fruta muy completa y
enriquecedora en la dieta, dentro de las vitaminas presentes destacan la vitamina
C, en mayor proporcién y la vitamina E en menor cantidad, que son antioxidantes
naturales propios de la manzana. Sin embargo, la concentraciéon en la pulpa de
vitamina C no es lo suficientemente alta para evitar su oscurecimiento, cuando es
retirada su piel o es cortado el fruto porque se expone al oxigeno del medio
ambiente y como consecuencia se presentan cambios en la calidad del fruto, no

deseables por el consumidor.
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Ademas de las vitaminas, la manzana contiene compuestos fendlicos y
flavonoides con propiedades anticancerigenas, antioxidantes, anti-alergénicas,
anti-inflamatoria, anti-microbiana, anti-trombético, cardioprotectivo y con efecto
vasodilatador (Samman et al., 1998; Middleton et al., 2000; Puupponen-Pimia et
al., 2001; Manach et al., 2004). Estos efectos benéficos han sido atribuidos a su
actividad antioxidante (Heim et al., 2002; Feliciano et al., 2010), que se debe a la
habilidad para estabilizar o neutralizar radicales libres, donando &atomos de
hidrégeno o electrones, y previniendo asi el dafio oxidativo (Afanas’ev et al., 1989;

Amarowicz et al., 2004).

Oboh et al. (2007) sefala que los radicales libres (RL) son ya conocidos por que
contribuyen a las enfermedades cronico-degenerativas. Los antioxidantes
presentes en frutas y vegetales disminuyen el estrés oxidativo causado por los
radicales libres y proporcionan asi proteccion.

Adicionalmente, en el cuadro 3 se presenta el contenido promedio de minerales en

la manzana.

Cuadro 3. Contenido de minerales en la manzana

Calcio 8.00
Hierro 0.17
Magnesio 7.00
Fosforo 15.0
Potasio 148
Sodio 1.00
Zinc 0.06
(Fuente: Lozano, 2006)

Notese en el cuadro que el contenido de potasio es significativo, siendo un mineral
necesario para la transmision y generacion de impulsos nerviosos, para la
actividad muscular e interviene en el equilibrio de agua dentro y fuera de la célula,

para la accion de la bomba de sodio-potasio.
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El contenido de calcio también representa una importante aportacion en la dieta
mediante el fruto.

1.1.3 Metabolismo de la manzana

Las manzanas estan consideradas dentro del grupo de los frutos climatéricos con
una actividad respiratoria baja y un pico de produccion de etileno durante su
maduracion. Es por eso que se produce la maduracién conforme pasa el tiempo,
por lo que es necesario su almacenamiento, después de la recoleccién, durante el

transporte y comercializacion del fruto para conservar su vida util (Villareal, 2009).

A medida que la maduracién avanza, se produce un incremento en el contenido de
azucares, en especial fructosa y sacarosa, que es seguido por una disminucion del
contenido de acido malico, variaciones de compuestos fendélicos, aminoacidos, asi
como, un aumento en compuestos volatiles. También se producen modificaciones
en su estructura de los componentes de la pared celular por la accién de enzimas.
Ademas de estos cambios ocurre el oscurecimiento de la manzana, producido por

efectos enzimaticos (Mancera-L6pez et al., 2007).

1.1.4 Conservacion de la manzana

Los procedimientos utilizados para la conservacion de manzana se basan en
alargar la vida util y en conservar sus caracteristicas organolépticas. Las
tecnologias que se usan se fundamentan en la disminucion de la temperatura y en

la modificacion de su atmdsfera interna (Guerra et al., 2005).

La maduracién y el metabolismo que se produce después de su recoleccién se
deben al efecto de la respiracion que va teniendo la fruta, la cual depende tanto de
la temperatura propia de la fruta como de la temperatura exterior, en la cual se

almacena.
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La temperatura tiene que ser la apropiada para reducir las reacciones metabdlicas
causadas por la respiracion. Por un lado, si se almacenan a temperaturas muy
bajas el producto puede dafiarse, y se pueden presentar reacciones como
colacion incipiente, trayendo como consecuencia un escaldado superficial
ablandamiento y oscurecimiento interno (Artés et al., 2003). En cambio, si la
temperatura es alta aumenta su respiracion y hay una pérdida de consistencia lo

gue hace que el producto no sea aceptable por el consumidor.

En el cuadro 4, se mencionan algunas de las condiciones de almacenamiento
refrigerado recomendadas para diferentes productos, donde es posible resaltar
que son diversos los factores que influyen, como la temperatura y las condiciones

de humedad relativa a las que se debe almacenar un fruto.

Cuadro 4. Condiciones de almacenamiento para diferentes frutos

-1.0/4.0 90-95 5-52
-0.5/0.0 90-95 1-3
13/14 90-95 | e
214 90-95 1-5
-0.5/0.0 85-90 1-2
10-15 85-90 6-8
-0.5/0.0 90-95 14-25
3-9 85-90 8-12
-1.5/0.5 90-95 2-7
7113 85-90 2-5
-0.5/0.0 90-95 2-4

(Fuente: Lozano, 2006)

En el cuadro se muestran diferentes condiciones para cada material, tomando
siempre en consideracion la susceptibilidad al dafio por frio que mucho tiene que

ver con las condiciones en las que el fruto se desarrollé.
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1.2 Alimentos frescos cortados

La produccion de alimentos frescos cortados, ha aumentado su importancia y
popularidad debido a la tendencia por consumir alimentos mas sanos y listos para
consumir (McHugh et al., 2000; Lee et al., 2003; Allende et al., 2006).

En la actualidad, el consumidor esta demandando productos de alta calidad, que
sean de consumo inmediato y que tengan propiedades naturales. En su respuesta
a esta demanda las industrias alimentarias ofrecen varias alternativas (Villegas-
Ochoa et al, 2005), una de ellas son los alimentos frescos cortados o
minimamente procesados, que bien pueden definirse como cualquier fruta fresca u
hortalizas que han sido modificados fisicamente de su forma original y han sido
sometidos a diferentes procesos de pelado, lavado y cortado, sin alterar su estado
fresco y con el fin de obtener productos comestibles que después son
empaquetados y almacenados a condiciones especificas para después ser
comercializados. A estos alimentos se les da un mayor valor por ser de escasa
manipulacién en su preparacion, por emplear aditivos naturales o la ausencia de
los mismos, por la conservacién de las caracteristicas sensoriales propias del
alimento fresco y la conservacién o potenciacion de las propiedades nutricionales
y los beneficios que estos tienen para la salud. Algunas de las frutas mas
empleadas para su procesamiento como alimentos frescos cortados, son:
manzana, pera, melén, sandia, cerezas, uvas, kiwi, mango, fresas, naranjas, entre

otras (Pilar-Cano et al., 2010; Salinas- Hernandez et al., 2007).

Sin embargo, los frutos frescos cortados son sometidos a cambios fisiolégicos ya
que el cortado provoca que los componentes celulares queden expuestos. Esto
causa una serie de reacciones metabdlicas que resultan en cambios texturales,
(acelerando la madurez, la senescencia y pérdida de agua). También cambios de
sabor, color y otros efectos desagradables, dentro de los que se encuentra el

riesgo por contaminacion microbioldgica (Rojas-Grau et al., 2008; Martin-Belloso
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et al., 2011). Es por eso que se han utilizado diferentes métodos preventivos, para
contrarrestar los efectos que causan los cambios fisioldgicos, como son:
tratamientos para inactivar enzimas (ejemplo: antioxidantes), atmosferas
modificadas, el uso de recubrimientos comestibles y bajas temperaturas de
almacenamiento con la finalidad de poder extender la vida util y la calidad del
producto (Soliva-Fortuny et al., 2003; Cortez-Vega et al., 2008).

1.2.1 Problemas en la vida til en frutos frescos cortados

Los frutos frescos cortados son altamente perecederos y aln almacenados a
temperaturas de refrigeracion, estos productos se caracterizan por tener un
metabolismo muy activo, que es determinante en la pérdida de la calidad (Salinas-
Hernandez et al., 2007). Los cambios fisioldgicos que sufren van de la mano de un
aumento en la tasa de respiracion y produccion de etileno. Se presenta la pérdida
de agua, asi como una disminucion en las propiedades sensoriales, acelerandose
los procesos de ablandamiento y oscurecimiento del tejido que conllevan a la

disminucién de la calidad del producto (Saftner et al., 2005; Oms-Oliu et al., 2008).

1.2.2 Dafios en el fruto por corte o estrés

Los frutos frescos cortados tienden a ser mas vulnerables debido al dafio
mecanico al que se someten, ya que sufren modificaciones en su tejido y en la
pared celular. Esto produce sefiales que inducen a una amplia gama de genes
cuyos productos estan destinados a ayudar a reparar a el fruto, defendiéndolo de
la muerte celular y a los cambios fisiolégicos que conllevan debido al estrés del
corte (Martin-Belloso et al., 2011). Uno de los cambios que se puede observar es
el aumento de la respiracion del fruto, la produccién de etileno y la pérdida de
agua ocasionada por el estrés que sufre la pared celular, lo cual conduce un
rapido deterioro que determina la calidad del producto (Olivas et al., 2006).
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1.2.3 Respiracion del fruto

Lee et al. (2003) menciona que la respiracion de un fruto es un factor importante,
ya que es un indicador del deterioro del fruto durante su crecimiento activo. Los
frutos suelen tener altas tasas de respiracion, pero cuando estas estan maduras
sus tasas son relativamente bajas. La tasa de respiraciéon en los frutos frescos

cortados se incrementa de 1.2 a 7.0 veces mas que uno sin procesar.

Este factor depende del tipo de producto, del estado de madurez y también
depende de factores externos como: temperatura, concentracion de etileno, dafios
producidos antes y después de la cosecha, en las operaciones de proceso y por
patégenos. Por lo que a una alta tasa de respiracién hay una menor vida util en los

productos frescos cortados (Embuscado et al., 2009).

1.2.4 Produccion de etileno

El etileno participa activamente en los procesos de desarrollo, maduracion,
reblandecimiento y senescencia. La produccién de etileno puede incrementarse
con un cambio de temperatura, dafios mecéanicos, estrés hidrico y estado de
maduracion en la cosecha (Rojas Gral et al., 2008; Martin-Belloso et al., 2011).

Estos procesos pueden contrarrestarse con una temperatura de almacenamiento
adecuada. El etileno producido en un fruto puede inducir la sintesis de enzimas y
sustratos que facilita e incrementa las reacciones enzimdticas, que estan
asociadas con el corte y exposicion del tejido vegetal afectando los atributos

principales del producto (Salinas-Hernandez et al., 2007; Oms-Oliu et al., 2008).

1.2.5 Pérdida de agua

Un problema en los productos frescos cortados, es que tienden a ser mas
vulnerables a la pérdida de agua, debido a la eliminacion de piel y tejidos dafiados
que favorecen la deshidratacion de los frutos. La piel actia como una barrera que

9
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ayuda a evitar la pérdida de agua. Sin embargo, hay productos mas susceptibles
que otros, estos pueden deshidratarse o contraerse. Otros son mas resistentes
como lo son las peras y las manzanas, no obstante, también sufren el efecto de la

pérdida de agua y consecuentemente de peso.

Este problema puede reducirse estableciendo las condiciones adecuadas de

temperatura de almacenamiento y de humedad relativa (Embuscado et al., 2009).
1.2.6 Cambios de calidad en frutos frescos cortados

Los cambios de calidad se convierten en problemas que limitan la vida util del

fruto. En el cuadro 5 se presentan algunos de los principales.

Cuadro 5. Principales problemas en frutos frescos cortados

Problema Atributo afectado

IR NN ERTR Vi EL NnTE 1ol =8 | Sabor, color, vitaminas

Incremento en la actividad de agua Sabor y textura
Incremento en la actividad enzimatica efelle]AYA:1s]o]¢
Ablandamiento de los productos Textura
Oxidacion de vitamina C Valor nutricional
Marchitamiento Apariencia
Susceptibilidad al ataque microbiano VALl (S

Susceptibilidad a lesiones mecanicas WaEIEHEEREIWIIEY

(Fuente:Salinas-Hernandez et al., 2007)

A estos cambios de calidad se les relaciona con el proceso de corte y exposicion

del tejido, que sufren los frutos minimamente procesados.

La pérdida de nutrientes, como vitaminas, antioxidantes, éacidos grasos y

carotenos, es consecuencia de los procesos y manipulacion que llevan este tipo

10
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de alimentos y que es afectada por diversos factores como: la luz, el oxigeno y la
temperatura (Salinas-Hernandez et al., 2007).

Durante el corte y el proceso de los frutos frescos ocurren cambios importantes a
nivel enzimatico, que hacen que disminuya su calidad y su aspecto no sea
agradable para el consumidor, tal y como se muestra en el cuadro 6 en donde se
detallan algunos efectos provocados por diferentes enzimas en este tipo de

alimentos.

Cuadro 6. Enzimas alterantes en los frutos frescos cortados

Enzima Efectos Prevencién/control

Cholofilasas

Antocianasas

Polifenoloxidasa -Oscurecimiento
enzimatico
-Descenso del valor
nutritivo
-Pérdida de la calidad
comercial

Peroxidasa

MG EHEESER  -Ablandamiento de tejidos,

Poligalacturonasa -Pérdida de firmeza

Acidoascorbico-

oxidasa

(Fuente: Pérez, 2003)
Las caracteristicas sensoriales determinan la decision de compra de frutas
minimamente procesadas por el consumidor. Estos cambios son muy importantes,

debido a que la aceptacion esta dada por las caracteristicas propias del producto.

11
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Dentro de estas caracteristicas se ubica: aroma, sabor, textura y color. (Salinas-
Hernandez et al., 2007)

Algunos de los cambios que se observan en las manzanas frescas cortadas son:

la pérdida de textura y oscurecimiento enzimatico, (ver figura 2).

Figura 2. Pérdida de texturay color en manzana Red Delicious, 2 a) manzana

normal, 2 b) pérdida de textura, 2c) oscurecimiento enzimatico, 2d) pérdida de

texturay oscurecimiento enzimatico

12
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1.2.6.1 Cambios de color

El color en los frutos frescos cortados es un factor importante, ya que determina la
madurez y la pérdida de calidad del producto, este deterioro tiene un impacto

visual que determina la aceptacion del consumidor (Villegas-Ochoa et al., 2005).

El color en los frutos varia de acuerdo a diversos factores; en la etapa antes de la
cosecha se ve influenciado por la nutricion del fruto, su estacionalidad,
condiciones climaticas, humedad, temperatura, tiempo de almacenamiento,
mientras que en la etapa después de la cosecha influye mucho la manipulacién
que se le ha dado a los diferentes frutos. Finalmente, estos cambios de color
ocurren debido a un proceso de senescencia, ocasionado por el estrés mecanico
que sufre la pared celular del fruto y por el manejo mecanico cuando es procesado

como un alimento fresco cortado (Lu et al., 2007).

De igual manera otro factor importante en los cambios de color en las frutas es el
oscurecimiento enzimatico, siendo evidente su accién cuando el tejido vegetal
sufre cortes, golpes, magulladuras u otros dafios celulares (Albanese et al., 2007;
Pilar-Cano et al., 2010; Flores-Lozano et al., 2010). Estas reacciones son
ocasionadas por la accion de la enzima polifenoloxidasa que es la causante del
color oscuro en ciertas frutas y vegetales como: peras, manzanas, platanos,
papas, lechuga y otros (Quevedo et al., 2009; Martin-Belloso et al., 2011)

1.2.6.1.1 Oscurecimiento enziméatico

El oscurecimiento enzimético esta relacionado con la oxidacion de compuestos
fénolicos (localizados en las vacuolas) en presencia de oxigeno y por accién de la
enzima polifenoloxidasa (localizada en el citoplasma). Hay diferentes situaciones
que originan el oscurecimiento enzimatico: dafios fisiolégicos, durante la

maduracion, algunos desordenes durante el almacenamiento y procesos

13
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tecnoldgicos como los dafios ocasionados por cortes o lesiones en el tejido del
fruto, lo cual permite que el oxigeno entre (Quevedo et al., 2009). Esto provoca el
rompimiento de los compartimientos celulares de enzima-sustrato, por lo que se
catalizan las reacciones y producen metabolitos secundarios no deseados en los

frutos frescos cortados (Pérez, 2003).

Para que ocurra el oscurecimiento en algunas frutas es importante que estén
presentes los siguientes factores: oxigeno, sustratos apropiados, polifenoloxidasa

(enzima) y presencia de cobre.

Estos factores son de vital importancia, ya que determinan la velocidad en la que
el fruto cambiara de color, que a su vez dependera de la concentracién y la

actividad de la enzima polifenoloxidasa.

Algunas frutas sensibles a estos cambios son: las peras, manzanas, platanos,
aguacates y melocotones, dentro de los vegetales destacan los champifiones y
papas. En el caso de los frutos citricos no tienen la presencia de sustratos
fendlicos y su actividad de la enzima polifenoloxidasa es insignificante, por lo cual

no hay cambios de color en dichas frutas (Tomas-Barberén et al., 1997).

1.2.6.1.2 Polifenoloxidasa (PFO)
La enzima polifenoloxidasa también conocida como tirosinasa, fenolasa, catecol-
oxidasa, o-difenoloxidasa, monofenol oxidasa cresolasa, esta catalogada dentro
del grupo de las enzimas oxidoreductasas al igual que las peroxidasa y
oxigenasas (Tomas-Barberon et al., 1997).
Su caracteristica estructural més importante es la presencia en su centro activo de

dos atomos de cobre, unidos a histidinas; alrededor de los cobres, se sitan

14
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aminoécidos hidrofébicos, con anillos arométicos que son importantes para la

unién de los sustratos.

Los niveles de PFO varia dependiendo de la especie, el cultivar y estado de
maduracion. En los frutos intactos, las PFO y los sustratos fendlicos se encuentran
en compartimientos separados en citoplasma y vacuolas respectivamente, por lo
gue no hay ninguna reaccién, en cuanto estos son alterados se presenta una
desorganizacién a nivel celular, que sucede de forma natural en los procesos de
senescencia, pero si los frutos son sometidos a dafios mecanicos, es decir,
cuando hay una ruptura celular, habra contacto de PFO y fenoles dando lugar a

reaccion de oscurecimiento (Garcia et al., 2006).

Guerrero (2009) menciona que las reacciones de oscurecimiento enzimatico en
vegetales y frutas, se llevan a cabo como defensa propia del fruto contra el

desarrollo de microorganismos y patégenos.
1.2.6.1.3 Mecanismos de accion de la PFO

El mecanismo de reaccién de la PFO (ver figura 3) se basa en la catalisis de dos
etapas: oxidacion de un monofenol a o-difenol y la subsiguiente oxidacion de este
a o-quinona, actividad cresolasa y catecolasa respectivamente. Seguido de un
mecanismo ordenado, donde la enzima liga primero al oxigeno y después al
monofenol. Se produce un cambio de valencia de los iones de cobre de Cu'* a
Cu** formandose un complejo que tiene un enlace O-O bien polarizado donde se

produce la hidroxilacion a o-difenilo.
En la segunda fase del oscurecimiento, que no es de caracter enzimatico,

presenta mayor complejidad, pues las o-quinonas son inestables y muy reactivas,
pueden continuar oxidandose y polimerizandose, para dar compuestos finales que

15
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son complejos y desembocan en la formacion de pigmentos oscuros, llamados
melaninas, que dan el aspecto desagradable a ciertos frutos (Pérez, 2003).

112 O PPO .
Aclmdad Cresolasa + Hzo
0

Monofenol 0-Quinona

0
% 2 oppo CE "
Activ |dad Catecolasa
0

Difenol 0-Quinona

Aminodcidos o Proteinas Melaninas

0 Melanoidinas

(Fuente: Garcia et al., 2006)
Figura 3. Mecanismo de accion de la polifenoloxidasa

Reacciones:

1.- Actividad de la cresolasa: Hay una hidroxilacion de monofenoles a posicién orto
para obtener o-difenoles

2.- Actividad de la catecolasa: Hay una oxidacion de o-difenoles a quinonas

e Compuestos fendlicos

El estrés y el dafio mecanico, causado por los procesos que conllevan los frutos
enteros a minimamente procesados, asi como la presencia de etileno, estimulan el
metabolismo de compuestos fendlicos en el tejido vegetal, provocando que haya

cambios de coloraciones en su superficie.

16
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El tipo de sustratos fendlicos determina la coloracion de los compuestos formados
en la reacciéon enzimatica. Por lo que manzanas, albaricoques, melocotones y
peras se oscurecen en tonos marrones y nunca negros, sin embargo los platanos
y papas llegan a tomar colores negros. Esto depende de la cantidad de oxigeno
disponible y del contenido de los compuestos polifenoles presentes en los

diferentes frutos (Tomas-Barberon et al., 1997).

1.2.6.2 Pérdida de textura

La textura es otro atributo que también determina la aceptabilidad en los frutos
frescos. La manipulacion y los procesos influyen mucho en la pérdida de textura,
asi como el estado de madurez, el contenido de agua en el fruto, la temperatura

de almacenamiento y la humedad relativa son algunos factores.

Algunos cambios que ocurren en los frutos son el reblandecimiento del tejido, la
pérdida de turgencia y el aumento de elasticidad, estos cambios reducen su valor

comercial (Soliva-Fortuny et al., 2003; Varela et al., 2007).

El tejido se puede dafiar por operaciones mecénico-fisicas antes y después de la
cosecha o bien en su proceso o almacenamiento como frutos frescos, estos

procesos pueden ser producidos por impactos, compresion, penetracion y cortes.

El tejido que fue dafiado incrementa otras reacciones como lo son la accion de
algunas enzimas como: -galactosidasa, poligalacturonasa, y pectinmetilesterasa
que participan en las modificaciones de la pared celular y en la degradacion de las

pectinas presentes en las frutas (Martin-Belloso et al., 2011).

Quevedo et al. (2005) menciona que la pérdida de textura se ve influenciada por la
estructura de la pared celular, espesor, rigidez, permeabilidad, composicion

guimica y el nivel con que se degrada la pectina.
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1.2.6.2.1 Pared celular

La pared celular es una estructura que determina la forma de las células y las
mantiene unidas, proveé fuerza mecanica y rigidez, esta formada por celulosa,
hemicelulosa y pectinas (figura 4). En respuesta a su desarrollo y su medio
ambiente cambia de composicién y de propiedades fisicoquimicas, es por eso que

desempefia un papel importante en la textura.

Lamina
media

Pared
primaria =%

Pectinas
Membrana

plasmatica Celulosa

Hemicelulosa

Fuente: Hopkins, 1999

Figura 4. Componentes de la pared celular vegetal

En la pared celular de las frutas se han identificado polisacaridos importantes
como lo son: ramnogalacturonanos, xiloglucanos, galactoglucomanano,

glucoroarabinoxilanos, hemicelulosa y celulosa (Knee, 2008).

Los espacios en la red de celulosa-matriz estan rellenos por pectinas hidratadas
las cuales forman otra red dentro de la pared al igual que las proteinas, asi como

se muestra en la figura 4 (Villareal, 2009).
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Las células vegetales se encuentran rodeadas por una pared celular, que esta
constituida por una pared secundaria y una pared primaria, entre ambas se
encuentra la laminilla media que tiene la funcion de mantenerlas adheridas. La
pared primaria es la mas delgada de 1 a 3 mm de espesor, contiene
aproximadamente un 25 % de celulosa, y se encuentra formando largas micro
fibrillas entre 4.5 y 8.5 nm. Estas microfibrillas de celulosa estan recubiertas y
entrecruzadas por hemicelulosa, principalmente xiloglucanos, que se unen a la

celulosa fuertemente con enlaces de hidrogeno (figura 5).

Microfibrilla de celulosa

(Fuente: Hopkins, 1999)
Figura 5. Microfibrilla de celulosa

Las microfibrillas de celulosa se encuentran embebidas en una matriz de

polisacaridos no celulésicos, pero principalmente hemicelulosa y pectina.

El primer cambio que sufren los frutos frescos cortados cuando empiezan a perder
firmeza, es la disolucion de la lamina media (ver fig. 4), que estd compuesta de
sustancias pécticas y tiene la funcién de unir a las células, y la disminucién de la

adhesion intracelular (célula a célula), que es seguido por la solubilizacién de la
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pectina, que es cuando ocurre el ablandamiento y hay una pérdida de cohesividad
(Varela et al., 2007). Las fibras de hemicelulosa y celulosa, en algunos casos se

hinchan en la pared celular (Bayindirli, 2010).

1.2.6.2.2 Pectinmetilesterasa (PME)

La pectinmetilesterasa (PME) esta dentro del grupo de enzimas pécticas, asi como
la poligalacturonasa. Esta enzima actla sobre los compuestos pécticos que
forman parte de la pared celular (Marquez, 2009). Interviene desmetilando los
grupos carboximeti—-COOCH; de las cadenas pécticas, produciendo &acido
poligalacturénico y descendiendo el pH, ya que aumenta el nimero de grupos
carboxilo-COOH libres. Esto genera la disminucién de la solubilidad de la pectina

presente en los frutos frescos cortados (Fernandez, 2008).

Se ha documentado en muchas frutas que el efecto de la solubilizacion y
despolimerizacion, cambia la integridad de la pared celular y por consiguiente la
pérdida de textura. La despolimerizacién se debe a un descenso de la masa
molecular por division de los ramnogalacturonanos y de las cadenas laterales de
galactosa-arabinosa neutra. También puede indicar una desagregacion de los

polisacaridos pécticos unidos mediante enlaces covalentes.

Knee (2008) realiz6 estudios en diferentes frutos y vegetales, tales como; tomate,
kiwi, ciruela, aguacate, mora, fresa, etc., sobre el grado de hinchamiento y la
solubilizacion de la péctina que se produce durante el ablandamiento de los frutos.
El encontr6 que en frutos con textura semiliquida se presenta un mayor
hinchamiento y una mayor solubilizacion de la pectina, que en frutos con textura
no semiliquida que muestran un menor grado de hinchazén de la pared celular y

cantidades minimas de solubilizacion, como es el caso de las manzanas y peras.
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1.3 Métodos preventivos

El uso de recubrimientos comestibles ha tomado gran auge, en la figura 6 se
muestra la conservacion de algunos alimentos, tales como; a) frutos, b) quesos, c)
vegetales, d) carnes, por lo que en este estudio se utilizaran recubrimientos que
ayuden a conservar las caracteristicas propias del fruto reduciendo los procesos

enzimaticos.

Figura 6. Recubrimientos comestibles 6 a) Recubrimientos en frutas,
6 b) Recubrimientos en quesos, 6 ¢) Recubrimientos en vegetales,

6 d) Recubrimientos en carnicos

Actualmente se han desarrollado tecnologias que controlan el oscurecimiento
enziméatico y los cambios en la textura sin modificar sus propiedades nutricionales
y de calidad. Algunas de las tecnologias se presentan en el cuadro 7 (Albanese et
al., 2007; Pilar Cano et al., 2010).
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Cuadro 7. Tecnologias alternativas

| | condiciones Ventajas/Desventajas
I recomendados

I
PROCESOS
TERMICOS

BAJAS Temperatura: £1°C Preserva la calidad de
TEMPERATURAS HR: 85-95 frutos y hortalizas. procesamiento de
Disminuye las reacciones frutas y hortalizas

Para el

metabdlicas. minimamente

Incrementa la vida util. procesadas.

ATMOSFERAS
MODIFICADAS

RECUBRIMIENTOS Condiciones de Estabiliza y extiende la Frutas y hortalizas
COMESTIBLES refrigeracion vida util. minimamente

Controla el intercambio procesadas. Se han

de gases y reduce latasa hecho estudios en

respiratoria. peras, manzanas,
Reduce la pérdida de patatas, zanahorias
nutrientes. entre otros.

Retrasa la produccion de
etileno.
(Fuente: Pilar Cano et al., 2010)
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1.3.1 Recubrimientos comestibles

En el proceso que conllevan los frutos frescos cortados se altera su integridad y
son susceptibles a diversos efectos negativos. De ahi que los recubrimientos
comestibles son una buena alternativa para conservar la frescura de este tipo de
alimentos. Adicionalmente, extienden su vida util y reducen los efectos de
deterioro en las diferentes etapas del proceso (Perez-Gago et al., 2006; Albanese
et al., 2007; Falcdo-Rodrigues et al., 2007; Rojas Grad et al., 2009).

Quintero et al. (2010) define los recubrimientos comestibles como una matriz
continua, delgada, que se estructura en la superficie de un alimento, en adicién o
reemplazo de la corteza natural, y que se comportan principalmente como
barreras que reducen la difusion de gases (O,, CO,, vapor de agua).
Generalmente se pueden aplicar mediante la inmersién o aspersion de una
solucion formadora. También pueden adquirir diversas propiedades funcionales

dependiendo de las caracteristicas de las sustancias formadoras o encapsuladas.

Los recubrimientos comestibles, aplicados en frutos frescos cortados, actldan
creando una atmosfera modificada que protege al alimento, desde el momento en

el que se aplica hasta su consumo final (Cerqueira et al., 2009).

1.3.2 Propiedades de los recubrimientos comestibles

Barrera al vapor de agua: Los recubrimientos comestibles mejoran la resistencia a
la migracion de vapor de agua, evitando la deshidratacion superficial de los frutos
frescos que traen como consecuencia la pérdida de peso y turgencia en el
producto, con lo que se reduce la pérdida de calidad. Sin embargo, los
recubrimientos forman una barrera, en donde también influyen las condiciones

externas como la temperatura y humedad relativa (Embuscado et al., 2009).
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e Barrera de gases: El uso de recubrimientos forman una proteccion en el
alimento que modifica su atmoésfera interna, regulando el intercambio de
gases del interior del fruto a la atmosfera que lo rodea, lo cual produce una
disminucién en la tasa respiratoria evitando las condiciones anaerobicas

que ocasionan sabores y olores indeseables en el producto.

e Trasporte de aditivos: El proceso que tienen los alimentos minimamente
procesados conlleva a diversos cambios en las propiedades fisicas,
quimicas y texturales. La aplicaciéon de aditivos como: antioxidantes,
antimicrobianos, saborizantes y colorantes mejoran la apariencia de frutos y
vegetales cortados. También contrarrestan los cambios surgidos y aportan

un valor nutricional (Bésquez, 2003; Rojas-Grau et al., 2007).

1.3.3 Importancia de los recubrimientos comestibles

Los recubrimientos al aplicarlos sobre la superficie del alimento forman una
barrera semipermeable que detiene la maduracion, retrasando la transferencia de
gases (CO;, O, y vapor de agua), la respiracién de fruto y la produccién de etileno
(Sothornvit et al., 2008). También con la aplicacién se reduce la pérdida de agua y
solutos, retrasan los cambios de color y se mejora la apariencia del producto
(Perez-Gago et al., 2006; Rojas-Gral et al., 2008).

Un factor importante a considerar en los recubrimientos es la afinidad que tengan
estos con el material a recubrir, ya que se necesitan adherir a su superficie,
cuando la adhesién es mas fuerte hay una mayor durabilidad del recubrimiento en
la superficie del alimento. Ademas, deben cumplir con una serie de requerimientos
para poder ser empleados en frutas frescas cortadas, uno de los mas importantes
es estar constituidos por sustancias generalmente reconocidas como seguras
(GRAS) y también deben aceptarse sensorialmente por el consumidor (Quintero et
al., 2010; Martin-Belloso et al., 2011).
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1.3.4 Composicién de los recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles se elaboran a base de biopolimeros de alto peso
molecular que forman una matriz macromolecular. Estos pueden formarse a base
de polisacéridos, lipidos, proteinas y mezclas. También en su interior pueden
contener aditivos como plastificantes, surfactantes, emulsificantes, agentes
antimicrobianos, antioxidantes, colorantes, saborizantes, especies y nutrientes,
para aumentar su valor comercial. En general dependiendo del tipo de
componente con el que se forme la pelicula o recubrimiento seran las propiedades
que le den al alimento (Perez-Gago et al., 2006; Ponce et al., 2008).

1.3.4.1 Recubrimientos a base de polisacaridos

La aplicaciéon de recubrimientos comestibles a base de polisacaridos en frutos
cortados es una buena opcion ya que se adhieren con facilidad a su superficie
protegiéndola y dandole un buen aspecto. Ademas de estas caracteristicas,
proporciona una alta permeabilidad al CO, y O,, reduce la pérdida de peso, el
crecimiento de actividad microbiana, el oscurecimiento y la rancidez oxidativa.
Este tipo de recubrimientos ayudan a retardar la maduraciéon en algunos frutos,

aumentando su vida util (Cerqueira et al., 2009).

Una de las desventajas en la aplicacion de este tipo de recubrimientos, es que no
ofrecen una buena barrera contra la humedad, gracias a su naturaleza hidrofilica.
Para contrarrestar esta desventaja muchas veces a este tipo de recubrimientos se
les puede incorporar lipidos, que emulsificados en una solucién sobre el producto,

pueden ayudar a prevenir reacciones degradativas.

Dentro de los polisacaridos que se utilizan para la aplicacién de recubrimientos en
frutas frescas cortadas se incluye aquellos que se derivan de plantas (celulosa y

derivados, pectinas, almidon), extractos de algas marinas (alginatos,
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carrageninas), caparazon de crustaceos (quitosano), y algunos compuestos de

mucilagos (Martin-Belloso et al., 2011).

Olivas et al. (2006) en estudios recientes demostré que el uso de polisacaridos
como carrageninas en unién con &cido ascorbico, acido citrico, y acido oxalico han
prolongado la vida (til de manzanas frescas cortadas en rebanadas por 2

semanas cuando fueron almacenadas a una temperatura de 3 °C.

e Mucilagos utilizados en recubrimientos

Los mucilagos son los constituyentes normales de las plantas y su uso como

recubrimientos para frutos frescos cortados no ha sido muy estudiado.

En general, se caracterizan por ser heteropolisacaridos formados por diferentes
azlcares y acidos uronicos y por formar disoluciones coloidales viscosas (geles en
agua) (Quevedo et al., 2005).

En investigaciones recientes se ha demostrado que el gel que proviene de la
sabila (Aloe vera) puede prolongar la conservacion de productos frescos. Se forma
un gel cristalino (mucilago) el cual esta libore de aromas y sabores; dicho
compuesto se ha llegado a aplicar en recubrimientos para uvas de mesa y se ha
observado una extension en la vida util de esas frutas hasta de 35 dias
comparandolas con uvas sin recubrir. Por otro lado, también se estudi6 el efecto
de aloe vera en recubrimientos para cereza, observandose una disminucién en la

pérdida de calidad, ademas se observaron excelentes propiedades sensoriales.

Otro mucilago recientemente empleado en la elaboracién de recubrimientos
comestibles es el extraido de cactus (O. ficus indica) y es empleado con el fin de
extender la vida util, ya que se comprob6 que mantiene buenos resultados en el

color y firmeza en frutos como la manzana (Aquino et al., 2009; Mendoza, 2011).
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e Mucilago de nopal (Opuntia ficus indica)

Es un compuesto presente en los cladodios, piel y pulpa del nopal. Siendo un
polisacarido de alto peso molecular, compuesto principalmente por L- arabinosa
(24.6-42%), D- xilosa (22-22.2%), D-galactosa (21-40.1%), L-ramnosa (7-13.1%) y
acido galacturénico (8-12.7%) (Medina-Torres et al., 2000; Ledn-Martinez et al.,
2010).

A continuacién se mostrara la composicion quimica promedio que tiene el

mucilago de nopal Opuntia ficus:

Cuadro 8. Composicion quimica del mucilago

g/100g muestra

Humedad 4.9+0.6
Proteina 7.9+¥1.5
Cenizas 36.2+2.3

Nitrégeno 1.3£0.2

Ca 109.2+0.7
1.6+0.2

Fuente Abrajan, (2008)

El mucilago de nopal ha sido objeto de numerosos estudios para la aplicacion en
la industria alimenticia, ya que modifica la viscosidad, elasticidad, retencién de

agua y tiene un alto poder gelificante y emulsificante (Saenz et al., 2003).

Se ha probado el uso del mucilago de nopal aplicado en recubrimientos de frutas
como fresa, jicama y platano (Hernandez, 2009; Ruiz, 2009; Aquino et al., 2009),
dando buenas caracteristicas reolégicas, lo que hace que el mucilago tenga el
potencial para formar recubrimientos que conserven la vida util de los frutos
frescos cortados (Abrajan, 2008; Mendoza, 2011).
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A continuacién se muestran algunas propiedades que tiene el mucilago de nopal

usado en la aplicacién de recubrimientos:

e Reduce la tensién superficial.
e Estabiliza emulsiones de tipo aceite en agua.
e [Forma gotas pequefias de aceite.

e Tiene la capacidad de formar geles.

Una de las ventajas que tiene el usar mucilago de nopal en recubrimientos es que
provee de elementos nutritivos, como su alto contenido de fibra que proporciona
beneficios para el ser humano como, el control de la produccion de acidos
gastricos protegiendo la mucosa gastrointestinal, ademéas de ayudar a eliminar
toxinas y acelerar el paso de alimentos por el tracto digestivo, teniendo un efecto
diurético (Diaz et al., 2007; Contreras-Padilla et al., 2010).

1.3.4.2 Recubrimientos a base de proteinas

Con el uso de proteinas en recubrimientos comestibles se presentan buenas
propiedades mecéanicas, pero son pobres como barrera contra la humedad, debido
a su naturaleza hidrofilica. Generalmente este tipo de recubrimientos son
susceptibles y quebradizos, es por eso que necesitan el uso de un plastificante
que le de flexibilidad (Yan et al., 2003; Atarés et al., 2010).

Dentro de las proteinas que se pueden usar como recubrimientos, estan aquellas
derivadas de origen animal, como la caseina y el suero de proteina, y las de
origen vegetal como el gluten de trigo, la zeina y la proteina de soya. Se han
usado este tipo de recubrimientos en union con polisacaridos y ceras, y se sabe

gue le dan un importante valor nutricional a los alimentos (Bésquez, 2003).
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Olivas et al. (2006) demostré que el concentrado de proteina de suero de leche
aplicado en un recubrimiento en manzanas cortadas en cubos daba como
resultado la disminucion del oscurecimiento enzimatico y la pérdida de textura de

estas muestras, asi como también reducia la pérdida de humedad del fruto.

1.3.4.3 Recubrimientos a base de lipidos y resinas

Los recubrimientos a base de lipidos ayudan como barreras al vapor de agua

debido a que son compuestos hidrofdbicos.

Los ingredientes que se pueden usar para la elaboracion de estos recubrimientos
son grasas, aceites, ceras, resinas naturales, aceites esenciales entre otros
(Rojas-Grad et al., 2008; Embuscado, 2009).

Este tipo de recubrimientos se han experimentado en frutas y hortalizas enteras. Y
se ha probado que el uso de cubiertas de resina, pueden generar condiciones

anaeroébicas debido a su baja permeabilidad a los gases.

De entre los materiales lipidicos que se han empleado para la formulacién de
productos minimamente procesados se encuentran: ceras de abeja,
monogliceridos acetilados, acido esteérico, acido laurico y ésteres de acidos

grasos (Bésquez, 2003).

1.3.4.4 Mezclas de compuestos para recubrimientos

Los recubrimientos con un solo componente presentan algunas desventajas, ya
sea en propiedades mecanicas o en barrera de gases. Se han mejorado las
propiedades funcionales de estos recubrimientos mediante el uso de mezclas
entre dos 0 mas compuestos, lo cual permite mejorar el intercambio gaseoso,

adherencia y permeabilidad al vapor de agua (Aguilar, 2005)
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1.4 Nanotecnologia

Uno de los avances mas importantes en la industria alimentaria es la incorporacion
de la nanotecnologia, es decir, el uso de particulas diminutas de tamarfio

nanométrico (Weiss et al., 2006).

Esta tecnologia se puede aplicar en varias areas para la produccion de alimentos
como: en envases o0 en el mismo alimento, con el fin de incorporar nutrientes, para
desarrollar alimentos funcionales y para hacer mas estables a sistemas
inmiscibles. En la industria alimentaria, se han hecho evidentes varias aplicaciones
a la nanotecnologia incluyendo el uso de nanoparticulas, nanoemulsiones,

nanocapsulas, entre otras. (Rojas-Grad et al., 2009).

Ademas, con la reduccién del tamafio de particula, la nanotecnologia puede
contribuir a mejorar las propiedades de los compuestos activos en ciertos
alimentos, como el prolongar el tiempo de residencia en el tracto intestinal y la
absorcion eficiente a través de las células de compuestos como: omega 3 y

omega 6, acidos grasos, prebioticos, probidticos, vitaminas, minerales, etc.

1.4.1 Nanoemulsion

La estabilidad de una emulsion depende de la composicion y del tamafio de las
gotas en el sistema. El tamafio de particula en una emulsién convencional es
mayor a 1um, haciendo que este tipo de particulas sean susceptibles a sedimentar
por fuerza de gravedad. Es por eso que hay un mayor interés en la utilizacion de

nanoemulsiones en la industria, cosmética, farmacéutica y alimenticia.

Las nanoemulsiones son un tipo de emulsiones que poseen un tamafio de
particula de 10- 100 nm, tienen baja polidispersidad que generalmente les confiere

una alta estabilidad cinética y una apariencia translucida. Estos sistemas
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contienen dos fases liquidas inmiscibles, una fase esta dispersa en otra y cuya
estructura es estabilizada por un agente emulsionante (Qian et al., 2010).

Algunas ventajas que tienen las nanoemulsiones son las siguientes:

e Evita que los sistemas se sedimenten facilmente debido a que reduce las
fuerzas de gravedad.

e Previene la floculacion y la coalescencia de las gotas.

e El tamafio nanométrico permite una mejor distribucion de los componentes.

e Permite la incorporacion de ingredientes activos y permite que se penetren

con mayor facilidad y uniformidad.

1.4.2 Métodos de preparacién de nanoemulsiones

Debido a que las nanoemulsiones son sistemas termodinamicamente inestables
no pueden formarse facilmente, por lo que se requiere de la aplicacion de energia
para su formacién. Esta energia puede suministrarse por métodos de dispersion

(alta energia) o métodos fisicoquimicos (baja energia) (Rao et al., 2010).

A continuacion se presentan los métodos que ayudan a la formacién de

nanoemulsiones:

1.4.2.1 Método de alta energia

En los métodos de dispersion por alta energia, el tamafio y la polidispersidad de
las particulas de las nanoemulsiones dependen de la energia aplicada durante su
proceso y del tiempo durante el cual se aplica esta energia. Entre los métodos
mas eficaces para producir nanoemulsiones con el método de alta energia se
encuentran: los homogenizadores de alta presion, la microfluidizacién y el método
por ultrasonido (Hernandez, 2004; Fernandez et al., 2004; Silva et al., 2011).
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Método de homogenizacion de alta presion: la mezcla se bombea a través de un
sistema de valvulas y boquillas, que suministran suficiente energia de cizalla para

romper las gotas de la emulsion y asi formar gotas méas pequefias.

Método por ultrasonido: se aplica ondas sonoras de alta frecuencia que propagan
movimientos turbulentos que inducen la fluctuacién de la presién generada por un

actuador que vibra en frecuencias especificas.

Método de microfluidizacion: se basa en pasar corrientes de fluidos a través de un
sistema de micro-canales, en donde se aplica una fuerza de arrastre ejercida por
los fluidos cuando se mueven en el sistema y el contacto entre si provoca la

ruptura de la emulsion en gotitas (Quintanilla-Carvajal et al., 2010).

1.4.2.2 Método de baja energia

Pasa de un sistema en equilibrio en el cual hay un cambio de variables
(temperatura y composicion), a un estado de desequilibrio con una energia mayor
(Solé et al., 2009). Produce transiciones de fases que con el contenido de alguin
surfactante producen emulsiones con un tamafio de gota pequefio. Entre los
métodos fisicoquimicos utilizados para obtener este tipo de emulsiones esta la
inversion de la emulsiéon por una disminucién o aumento de temperatura, se
produce forzando la transicion de emulsiones de aceite en agua a bajas
temperaturas y de agua en aceite a altas temperaturas (Fernandez et al., 2004;
Garcia, 2011).

1.4.3 Estabilidad de las nanoemulsiones

El principal mecanismo de desestabilizacion es el aumento del tamafio de las

gotas mas grandes a expensas de las pequefas. Este mecanismo es altamente
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dependiente de las condiciones iniciales, es decir, del grado de polidispersion de
las gotas y de las interacciones entre estas. (Schalbart et al., 2010).

Estudios efectuados sobre la estabilidad reportan que las gotas de las
nanoemulsiones se comportan como esferas rigidas, bajo estas condiciones las

gotas no se deforman lo suficiente, evitandose la coalescencia (Hernandez, 2004).

1.4.3.1 Distribucién del tamafio de particula

Indica la estabilidad del sistema, es decir, que tanto se fragmenta el sistema en su
fase dispersa. Es importante ya que predice el comportamiento de las particulas y
sefiala la eficiencia del proceso de emulsificaciéon. La forma de distribucién y sus
cambios, son informaciones valiosas del proceso de formaciébn de una

nanoemulsion.

En la figura 7 se muestran los diferentes tipos de distribucién que pueden

encontrarse en las nanoemulsiones.

simétrica asimeétrica bimodal separada

frecuencia

diametro

monodispersa E unimodal polidispersa E bimodal polidispersa
f
= I | I- -lIIII.II.I.I‘..I.L

Figura 7. Distribucién de tamafo
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En la figura a y d se aprecia un sistema monodisperso, la distribucion de tamafo
de particulas es simétrico, generalmente se produce cuando la agitacion es
homogénea, en cambio un mezclado incompleto o mal efectuado puede dar paso
a una distribucion polidispersa como lo muestran las figuras b y e que generan un
amplio rango de tamafios de particulas. La distribucion de tipo bimodal, como se
aprecia en la figura c y f es producido por lo cual no es deseable porque la
nanoemulsion se encuentra repartida en dos grupos de tamafios predominantes
gue le daran menor estabilidad, por lo que se puede observar dos poblaciones en

ambas figuras (Bosquez, 2003).

1.4.3.2 Potencial zeta

El potencial zeta es una de las principales fuerzas que median las interacciones

entre particulas, como se muestra en la figura 8 a) y 8 b).

POTENCIAL Z

Figura 8. Potencial zeta a) lones negativos y positivos; 8 b) Repulsidn de particulas

Es una medida de estabilidad e indica el potencial que se requiere para penetrar la
capa de iones circundante en la particula para desestabilizarla. Por lo que
representa la repulsion eléctrica de las particulas, como se puede observar en la
figura 8, ya que a mayor potencial zeta menor sera la agregacién de particulas y
serd mayor la estabilidad en la solucion (Garcia, 2011).
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Il. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 PROBLEMA

Los frutos como las manzanas cambian considerablemente después de ser
procesadas como frutas frescas cortadas, debido a la accién de enzimas pécticas
y polifenoloxidasas que provocan cambios de textura y oscurecimiento enzimatico.
Sin embargo, es necesario recurrir a distintos métodos de conservacion para
lograr incrementar su vida Util y conservar su apariencia, por lo que la aplicacién
de un recubrimiento de nanoemulsién-mucilago de nopal con dl-a-tocoferol es una
alternativa a considerar para disminuir la actividad enzimatica e incrementar la

vida util de manzana fresca cortada.

Para resolver el problema en este trabajo se planteé un objetivo general que se

desgloz6 en tres objetivos particulares.

2.2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto de recubrimientos de mucilago de nopal con dl-a-tocoferol
aplicandolos en talla micrométrica y nanométrica, mediante los cambios en la
actividad enzimatica pectinmetilesterasa y polifenoloxidasa en manzanas frescas
cortadas variedad “Red Delicious” para su conservacion en almacenamiento

refrigerado.

OBJETIVOS PARTICULAR 1

Establecer las condiciones de preparacion de nanoemulsién-mucilago de nopal y

nanoemulsién con dl-a-tocoferol empleando el método de homogenizacion de alta
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energia para obtener un sistema estable de talla nanométrica con tamafios de
particula menores a 500 nm.

OBJETIVOS PARTICULAR 2

Correlacionar la actividad pectinmetilesterasa (PME) con los cambios en la textura
de manzana fresca cortada y refrigerada para comparar la efectividad de
recubrimientos de mucilago de nopal y dl-a-tocoferol en talla micrométrica y
nanométrica.

OBJETIVOS PARTICULAR 3

Determinar la actividad polifenoloxidasa (PFO) en manzana fresca cortada Red
Delicious correlacionandola con la efectividad en la disminucion del

oscurecimiento en funcion a los recubrimientos utilizados.

2.3 SELECCION DE VARIALES Y JUSTIFICACION

En el cuadro 9 se presenta el resumen de los factores y niveles de variacion
utiizados para determinar el efecto del tamafio de particula sobre el
oscurecimiento enzimatico y degradacion de la textura observada en manzana
cortada variedad Red Delicious almacenada en refrigeracion durante un periodo
de 22 dias. Asi como las técnicas que se utilizaron para la evaluacion de estos
parametros estudiados. Ademas, en la Ultima columna se muestra el instrumento

y/o equipo utilizado durante la experimentacion.
Las actividades para el cumplimiento de objetivos se resumen en dicho cuadro y

se proyecta de manera conjunta en la metodologia experimental. Posteriormente,

se explicé detalladamente cada uno de los experimentos realizados.
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Cuadro 9. Factores de variacion

Factores de Niveles de Replicas/ Factor Factor Técnica/
variacion variacion Repeticiéon | Dependientes Respuesta Instrumento
Nanoemulsion
con mucilago Tamafio de
Tipos de Nanoemulsion particula. _
o . i ) B Nano- sizer
recubrimientos | sin mucilago 3 Potencial Z. Estabilidad -
o -sizer
Emulsion con Indice de
mucilago Polidispersion.
Mucilago
Variacion de Disminucion del .
o Colorimetro
color oscurecimiento
Fuerza )
Prueba de ) Texturometro
y necesaria para
puncién » (Instron 4411)
su deformacion.
Espectrofotome
Dias de 1,6, 8, 13, 15, 3 Determinacion de | Oscurecimiento | tria UV Visible
Almacenamiento 20, 22 polifenoloxidasa enzimatico Jiménez et al.,
(2001)
o . Volumetria
Determinacion de Pérdida de )
_ } Aguirre et al.,
pectinmetilesterasa textura
(2006)
Diferencia de
Balanza

Pérdida de peso

peso
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2.4 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.4.1 Material bioldgico

e Manzana Red Delicious:

Para el experimento se adquirié un lote de 20 kg de manzana de la variedad Red
Delicious en un mercado local (ubicado en Cuautitlan Izcalli), selecciondndose con
base en su aspecto, color, estado de madurez, tamafio y principalmente sin dafios
superficiales. En la figura 9 se muestra como se seleccionaron las manzanas.
Estas se almacenaron en refrigeracion a 4 °C durante un tiempo de 24 horas

previo a su utilizacion.

Figura 9. Seleccion de manzana Red Delicious.

Algunas de las unidades experimentales eliminadas se muestran en la figura 9.
Las manzanas sefialadas en circulo son muestra de que se retiraron por

magulladuras, deformidad, colores no uniformes, dafios en la corteza y estado de
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putrefaccion. Aproximadamente se presenta una pérdida del 10% en una caja de

20 kg de producto adquirido.

e Mucilago de nopal:

El mucilago de nopal se obtuvo de nopales que se recolectaron en el rancho “Los
Lores” ubicado en el estado de Guanajuato-México, cosecha primavera-verano del
2010. Posteriormente, se lavaron, desinfectaron, pelaron y descoronaron. La
extraccion de mucilago se realizé a partir de una molienda himeda de nopal de
100 dias de maduracién (aprox. 400 g.). La pulpa de nopal se centrifugdé en un
equipo (DIDACTA ltalia TAG1/d) para obtener la fraccion soluble, la cual se
precipité con etanol de grado 96%, se filtr6 a vacio a 30 mmHg. Y finalmente se
deshidrato a 40 °C. Las condiciones de extraccién que fueron utilizadas son las

reportadas por Paredes (2011).

2.4.2 Actividades del objetivo particular 1

2.4.2.1 Formacioén de los recubrimientos

Nanoemulsién:

Las nanoemulsiones independientemente de su composicion se prepararon por el
método de emulsificacién convencional, utilizando para ello un sistema rotor/stator
con las condiciones reportadas por Camacho (2010). Se consider6 una
temperatura de 40 °C y una velocidad de cizalla de 10,000 rpm con un dispositivo
mezclador de alta velocidad, Ultra Turrax modelo T50 de IKA USA, como se
muestra en la figura 10 a y el dispositivo en la figura 10 b, que corresponde a una
propela de cizallamiento, en el cual se realizaron 3 ciclos de 5 minutos con 5
minutos de descanso. En la figura 10 ¢ se presenta la nanoemulsién y en la figura
10 d se muestra la nanoemulsién con mucilago de nopal preparada al 1% de este

polimero. Ambas nanoemulsiones, se prepararon de tal manera que se obtuviera
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un HLB de 6.0 en funcién a la concentracién de dl-a-tocoferol utilizando 2 g/L,

como surfactantes se utilizaron Tween 80 y Span 80.

Figura 10. a) Ultra Turrax; 10 b) Dispositivo utilizado; 10 ¢) Nanoemulsién;

10 d) Nanoemulsién con mucilago de nopal

Emulsién:

Para la preparacion de la emulsion, a la dispersion de mucilago se le adicion6 2%

de vitamina dl-a-tocoferol y 1% de glicerol. Se mantuvé a una agitacién constante
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con la ayuda de un dispersor de propela a 2,000 rpm, realizdndose 3 ciclos de 5
minutos y 5 minutos de descanso, manteniéndose una temperatura constante de
40 °C con una parrilla de calentamiento. La figura 11 muestra la preparacién de la

emulsiéon con mucilago de nopal.

Figura 11. Preparacion de emulsion

2.4.2.2 Tamarfo de particula

A los 2 tipos de nanoemulsiones se les tomé una alicuota y se diluyé en agua
destilada Milli-Q (Millipore®, USA-Bedford, MD). Para medir el tamafio de particula
y el indice de polidispersion se utilizé un Nano-Sizer® (marca COULTER y modelo

N4 Plus), de dispersion laser.
2.4.2.3 Potencial zeta

Para la determinacion del potencial zeta se utilizé6 un Z-sizer 42 (Zetasizer Nano
Series, Malvern Ltd, France). Se tomé una alicuota que se dispers6 en agua
destilada Milli-Q (Millipore®, USA-Bedford, MD). Las mediciones se realizaron a

una temperatura de 25 °C por triplicado.
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Acondicionamiento y aplicacién de recubrimientos. Las condiciones se presentan

en el diagrama de bloques de la figura 12.

| Recepcion |
T=4°C | Pre-enfriamiento |
cion | 10% de pérdida
vado | Agua sucia

Solucidn de NaClO a 70 ppm *Desin
t=5min.

Color, madurez y sin Sele
dafios superficiales

[}

Agua y jabdn

L

Pediinculo y
corazon

=

8 gajos por unidad

Solucidn de CaCl» =
t=2 min. Inmersion

t=2 min. rrido
Nanoemulsién con mucilago,
Nanoemulsicn,
Emulsion y Mucilago
t=2min.

ersion

t=2min rrido

ron ]
ersion |
rido_]
=

s el [ [zl s

Envases de poliestireno (PS)

g * Puntos criticos

|

*Almacenado

Figura 12. Diagrama de bloques de la aplicacion de los recubrimientos
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Descripcién del diagrama de bloques:

e Recepcion de materia prima
Se adquiri6 manzana Red Delicious en un mercado local, se seleccionaron

visualmente por color, madurez, tamafio uniforme y sin dafios superficiales.

e Pre-enfriamiento
En esta etapa se logra eliminar el calor que se genera durante el transporte de la
materia prima a las instalaciones de la FESC UNAM (Nave 2000). Con el fin de
disminuir la respiracion del fruto. El producto se almacend en una camara de

refrigeracion a condiciones de 4 °C de temperatura.

e Seleccién de materia prima
Se eliminaron las manzanas que presentaron dafos superficiales y se aceptaron

aquellas que tuvieron mejor aspecto.

e Lavado
Con el objetivo de eliminar el exceso de tierra y materia extrafia las manzanas se

lavaron con agua corriente y jabén.

e Desinfeccion
Posteriormente se sumergieron las manzanas durante 5 minutos en una solucion
de hipoclorito de sodio a 70 ppm. Con la finalidad de reducir la carga microbiana
de la superficie del producto y de evitar la contaminacion durante el proceso se

limpiaron utensilios y el material a emplear con cloruro de benzalconio a 150 ppm.
e Cortado
Con un instrumento punzo cortante de acero inoxidable se cortaron los casquetes

correspondientes al pedunculo y a la base de la manzana, usando un
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descorazonador se obtuvieron 8 gajos de cada manzana. De estos gajos se
descartaron los que presentaban algin dafio o mostraban aspecto anémalo, como

oscurecimiento interno, pulpa traslicida, o algin otro tipo de desorden fisiologico.

Esta operacion tiene una influencia determinante en la calidad del producto final y
por lo tanto se cuidd en producir el menor dafio posible al tejido, ya que la rotura
de este por el corte supone un incremento de la respiracién y transpiracion que

conducen a un rapido deterioro del producto.

e Inmersion
Los gajos de manzana obtenidos se sumergieron en una solucion de cloruro de
calcio a 1% durante 2 minutos. Esta solucion ayuda a mantener la firmeza en las

manzanas tratadas.

Es importante mencionar, que las muestras control solo fueron tratadas con

cloruro de calcio, por lo que no se les aplicé ningln recubrimiento.

e Escurrido
Los gajos de manzana se dejaron escurrir durante 2 minutos evitando el exceso

de solucién de cloruro de calcio.

e Inmersion
Las manzanas cortadas se sumergieron en los diferentes recubrimientos
(nanoemulsién con mucilago, nanoemulsién, emulsién y mucilago de nopal), para

garantizar la formacién del recubrimiento se dejaron reposar durante 2 minutos.
e Escurrido
Para eliminar el exceso de los recubrimientos se dejaron escurrir durante un

periodo de 2 minutos.
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e Envasado
Una vez secas las manzanas se envasaron en vasos de poliestireno (PS) con un

contenido aproximado de 100 + 10 g por cada muestra y se etiquetaron.

e Almacenamiento
Todas las muestras fueron almacenadas a una temperatura de 4 °C, para ello se

utilizé una cAmara de refrigeracion localizada en la Nave 2000 (figura 13).

Figura 13. Almacenamiento en camara de refrigeracion

Métodos de analisis

Para cumplir con los objetivos de este proyecto fue importante realizar la
determinacion de los parametros que indican la calidad de las manzanas frescas
cortadas: como cambio de color, pérdida de textura y determinaciones
enzimaticas. Las determinaciones se hicieron cada 3 dias durante el tiempo de

almacenamiento (22 dias).
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2.4.3 Actividades de objetivo particular 2

2.4.3.1 Pérdida de peso

La pérdida de peso se monitoreo con una balanza digital marca Ohaus Voyaver
modelo VP613C, en la que se registré el peso inicial de la muestra y el peso final a
los 22 dias de almacenamiento. Las mediciones se hicieron por triplicado para
cada tratamiento y los resultados se expresaron como el porcentaje de la pérdida

inicial de peso mediante la siguiente ecuacion:

L peso inicial — peso final
% Pérdida de peso = — * 100
peso inicial

2.4.3.2 Textura

Método

En muchos casos, cuando se estudian cambios en la textura durante el
ablandamiento del tejido vegetal, se utiliza un método destructivo el cual mide la
resistencia a la compresién, penetraciéon o deformacion mediante un ensayo de

compresién uniaxial (Pérez, 2003).

Se realiz6 un ensayo, a temperatura ambiente, para ello se utilizé un texturémetro
Instron modelo 4411 (USA) equipado con una célula de carga de 5kN, ver figura
14, en el cual se realiz6 un ensayo de puncién donde se utilizé un embolo plano
de 9 mm de didmetro. Se utiliz6 el software series IX de Instron para llevar a cabo
el analisis de resultados. Esta prueba se realizé de igual forma por triplicado para

cada tratamiento.
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Figura 14.Texturémetro Instron 4411

2.4.3.3 Determinacion de pectinmetilesterasa

Método
La actividad pectinmetilesterasa se determind midiendo la velocidad de
desmetilacion de pectina por valoracion de NaOH por una técnica volumétrica

reportada por Aguirre et al. (2006).

Para la extraccidon enzimatica se homogenizé 5 g de superficie recubierta en 25
mL de soluciéon amortiguadora Trix-100 a 0.25 M, con 0.3 M de NaCl a pH 8, el
homogenizado se agité durante 10 minutos y se centrifug6é durante 25 minutos a

2000 rpm, el sobrenadante fue el extracto enziméatico.

Se determind la velocidad de desmetililaciéon de pectina por valoracién con NaOH.

Se utiliz6 25 mL de sustrato (pectina comercial citrica al 1 % (p/v) en NaCl 0.1M a
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pH 7. Se ajust6 el pH a 7.0 con NaOH 0.025 mL o HCI 0.02 N. Y se valoré la
solucién con NaOH 0.025 N hasta alcanza pH 7.0 representando la cantidad de
NaOH necesario para neutralizar los grupos carboxilo liberados. Los resultados se

expresaron de la siguiente manera:

N
UPE UV *3500
_ 1000 106
mlL txa

Donde:

UPE= unidades de pectinmetilesterasa
v=volumen gastado de NaOH

N= normalidad de NaOH empleado
t=tiempo de agitacion

a= alicuota
2.4.4 Actividades del objetivo particular 3
2.4.4.1 Color

Método
Las medidas de color se realizaron en ambos lados de cada gajo, con tres replicas

para cada tratamiento.

Se utilizé un colorimetro Minolta® modelo CR-300 (Konica Minolta® Tokio, Japén),
como se muestra en la figura 15, para determinar las coordenadas CIE L*a*b*. Los
valores “a@” en abscisas se mueven desde los valores negativos para el verde a
valores positivos para el rojo, los valores “b” en coordenadas van desde el azul

hasta el amarillo y el parametro “L” representa luminosidad de reflexion nula (L=0)
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a reflexién difusa (L=100). El instrumento se estandarizé por medio de un plato

blanco de ceramica de calibracion (L*= 97.02, a*= +0.13, b*= +1.77).

Figura 15. Colorimetro Minolta CR-300

Se calcul6:
AE = \/(Aa #)2 + (Ab %)2 + (AL %)?
10 = 100(x — 0.31) B a*+1.75L *
-7 0172 X T 5645 L*+ax—3012b+
Donde:

AE= diferencia total de color

Aa, Ab y Ac= representan las diferencias entre los parametros de color de la
muestra y los parametros de color del blanco estandar

0= indice de oscurecimiento

x=factor
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2.4.4.2 Determinacion de polifenoloxidasa

Método

La actividad enzimatica fue determinada por la medicién del incremento en la

absorbancia, utilizando el método reportado por Jiménez et al (2001).

Para la obtencion del extracto enzimético se obtuvieron 30 g de superficie
recubierta que fue molida en una licuadora con una cantidad suficiente de (20 mL)
de buffer de fosfato de sodio frio 0.2 M a pH de 7 con 1% (v/v) de Triton ® X-100
por 30 segundos. El homogenizado fue filtrado a vacio con la finalidad de eliminar
las particulas soélidas y centrifugado a 4000 rpm por 35 minutos. El sobrenadante

consistié en el extracto enzimatico.

La actividad polifenoloxidasa se determiné con un espectrofotmetro CINTRA-10
DOUBLE BEAM UV VISIBLE a 420 nm de absorbancia (Figura 16). La mezcla de
reaccion consisti6 en 0.2 mL de solucién enzimatica y 2.8 mL de 0.050 M de
catecol en 0.1M citrato-fosfato buffer pH 6.5 a 25 °C, el blanco contenia
Unicamente 3.0 mL de solucién de sustrato. Los cambios en la absorbancia fueron
colectados cada minuto durante 15 minutos. Una unidad de actividad
polifenoloxidasa se define como el cambio de 0.001 Abs por minuto, la velocidad
de reaccion inicial fue estimada de la porcion lineal de la curva graficada. Las

mediciones se realizaron por triplicado.

La actividad enzimatica se determind mediante la regresion lineal de la gréafica
obtenida en el espectofotémetro, la pendiente representa la tasa de velocidad en
el cabio de catecol a o-benzoquinona por minuto y el coeficiente de correlacién

determina el grado de asociacion lineal entre el tiempo y la absorbancia.
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Figura 16. Espectrofotometro CINTRA-10

2.4.5 Tratamiento estadistico
Se realiz6 un anadlisis de varianza de dos vias con a=0.05 (tiempo de

almacenamiento y tratamiento de las manzanas) y se evalué el efecto de los
diferentes tipos de recubrimientos.
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Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Resultados del objetivo particular 1

3.1.1 Tamafio de particula

El tamafio de particula y la distribucion de tamafio en una nanoemulsion es
importante ya que indica su estabilidad y eficiencia. Cuando se obtienen tamafios
de particulas entre 100 y 1000 nm, en un sistema mejora la distribucion
homogénea y evitan la agregacién en las particulas, reduciendo la velocidad de

sedimentacion.

En la figura 17 se presenta el comportamiento de la nanoemulsion-mucilago a las

5 semanas de almacenamiento refrigerado.
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Figura 17. Tamafio de particula vs porcentaje de volumen
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De acuerdo a la figura 17 de % de volumen contra tamafio de particula, el
comportamiento de la nanoemulsién-mucilago presenta un aumento del porcentaje
de volumen en las particulas conforme pasa el tiempo, asi como también un

incremento en el tamafio de particula.

En la primera semana de almacenamiento refrigerado se percibe una curva
bimodal con tamafios de particula entre los 100 y 1000 nm. Sin embargo, a partir
de la segunda semana aumenta considerablemente el tamafio de particula en el
sistema siendo mayor a 1000 nm. A partir de la cuarta semana se presenta un
comportamiento bimodal notable, que influye en la estabilidad del sistema
atribuido al mucilago de nopal, ya que tiende a formar agregados y como
consecuencia hay un aumenté en la talla de las particulas. Por otro lado se
conserva una mejor estabilidad en la nanoemulsion sin mucilago ya que presentan
tamafios de particula menores a 200 nm de acuerdo a lo reportado por Galindo,
(2011) y Sanchez, (2011).

Hernandez (2004), logr6 demostrar que el principal mecanismo de
desestabilizacion de las nanoemulsiones, es el crecimiento de las gotas mas

grandes a expensas de las mas pequefias.

3.1.2 Potencial zeta

La determinacién del potencial zeta indica la estabilidad en sistemas coloidales, ya
gue a mayor potencial zeta menor serd la agregacion de las particulas durante el
almacenamiento, debido a una mayor repulsién eléctrica de las particulas

dispersas en el sistema (Rao et al., 2010).

Como se aprecia en el cuadro 10, los valores obtenidos de potencial zeta a las
diferentes semanas de almacenamiento muestran la estabilidad de los

recubrimientos con nanoemulsion y nanoemulsién-mucilago.
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Cuadro 10. Potencial zeta
Nanoemulsién Nanoemulsién-mucilago
1 semana -53.96 -31.1
2 semana -40.36 -24.2
3 semana -41.33 -24
4 semana -42.13 -25
5 semana -46.5 -23.7

De acuerdo a los resultados obtenidos en la nanoemulsion mucilago se puede
apreciar una estabilidad moderada, que va de -31 a -40 mv, en la primera semana
de acuerdo a lo reportado por Schramm, (2005). Sin embargo, a partir de la
segunda semana de almacenamiento pasa a una estabilidad ligera, lo contrario a
la nanoemulsion sin mucilago que present6é una buena estabilidad (-41 a -50 mv)
durante el tiempo de almacenamiento (Galindo, 2011), producido por la repulsién

de particulas que evita que el sistema sedimente, flocule o coalesca.

3.2 Resultados del objetivo particular 2

3.2.1 Pérdida de peso

La rotura del tejido por el corte aplicado a los frutos provoca un incremento de la
intensidad respiratoria y transpiracion, causando con ello el deterioro del fruto.
Estos problemas inducen la pérdida de peso y subsecuentemente alteraciones
fisiol6gicas como disminucién de textura que se ve afectada por la deshidratacion
del fruto, el ablandamiento y la flacidez, tal como lo reportan Marquez (2009) y
Embuscado et al. (2009).

El agua en forma de vapor migra del interior del fruto a la superficie y siendo

cortada la manzana, tiene una mayor area superficial expuesta, la cual es
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susceptible a la difusién de agua, haciendo que se presente una mayor pérdida de

peso conforme pase el tiempo (Bosquez, 2003).

En la figura 18 se observa la evolucién de la pérdida de peso de las manzanas
cortadas con los diferentes tratamientos respecto al tiempo de almacenamiento

refrigerado a 4 °C.
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Figura 18. Pérdida de peso vs dias de almacenamiento refrigerado a 4 °C

De acuerdo con el andlisis de varianza con un nivel de significancia de 0.05 y lo
que se aprecia en la figura 18, la pérdida de peso de las diferentes muestras
tratadas no mostrd diferencia estadisticamente significativa entre ellas. Las
muestras control son las que presentaron un mayor porcentaje de pérdida de peso
al dia 22, mientras que los demas tratamientos presentaron un menor porcentaje.

Esto se atribuye al empleo de envases de poliestileno que protegen los frutos
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frescos cortados, ya que ayuda a limitar la migracion de vapor de agua y controla

el intercambio de gases, lo cual contribuye a mantener su humedad (Sanchez,
2011).

Sin embargo, a partir del dia 7 se puede observar que todas las muestras que
fueron recubiertas presentaron una menor pérdida de peso que la muestra control,
gue tuvo una disminucion de 0.41% al dia 22 por efecto de la deshidratacion del
fruto cortado. Esto coincide con lo reportado por Perez-Gago et al. (2006) que
trabajé con manzana Golden Delicious. Por otro lado, Albanese et al. (2007) y
Rojas-Grall et al. (2008) que trabajaron con recubrimientos a base de
polisacaridos, reportaron que el empleo de un envase ayuda a disminuir la pérdida
de peso como se presentaron en los resultados obtenidos, resaltando que el uso
de recubrimientos en manzanas frescas cortadas ayuda a limitar el intercambio de

vapor de agua del fruto al exterior, evitando su deterioro y alargando su vida Util.

Se mostrd que las muestras tratadas con mucilago de nopal tienen una pérdida de
peso al final del almacenamiento de 0.28%, debido a que el mucilago es un
hidrocoloide que tiene la capacidad de captar y almacenar agua, por lo que
conserva aln mejor la humedad en el interior del fruto (Abrajan, 2008; Mendoza,
2011).

En los tratamientos de emulsion, es importante mencionar que a pesar de que
presentan una menor pérdida de peso inicial, esta se incrementa en los Ultimos
dias de almacenamiento, debido a una deshidratacién del fruto. Sin embargo, en
los recubrimientos con nanoemulsion hay un incremento significativo de pérdida
de peso a partir del dia 15 alcanzando un valor maximo de 0.28%, mientras que
los tratamientos de nanoemulsion-mucilago de nopal presentaron una pérdida de
peso menor de 0.18% a los 22 dias de almacenamiento refrigerado. Por
consiguiente fue posible demostrar que el uso de sistemas de talla nhanométrica

contribuye a disminuir el intercambio de vapor de agua y por ende hay una menor
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pérdida de peso, ya que logra distribuirse homogéneamente el recubrimiento en la

superficie del fruto de acuerdo a lo reportado por Karbowiak et al. (2007).

3.2.2 Determinacion de la textura

La pérdida de textura es uno de los cambios visuales mas notables en frutos
frescos cortados, ya que como consecuencia de las acciones de pelado y cortado,
el fruto sufre lesiones y degradacion de la pared celular, debido al estrés del tejido
del que se desencadenan cambios metabdlicos y la pérdida de agua en el
producto (Olivas et al., 2006; Rojas-Grad et al., 2008).

En la figura 19 se presentan los cambios de firmeza, en funcion de la carga,
conforme pasa el tiempo en manzanas frescas cortadas. Estos cambios estan

asociados con el tipo de tratamiento empleado y el tiempo de almacenamiento.

Carga (N)

10 15
Tiempo (dias)

—@— Nanoemulsién-mucilago —#&—Nanoemulsion Emulsién —¢— Mucilago —=— Control

Figura 19. Gréafica carga vs tiempo de almacenamiento
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En la muestra control se observa una pérdida progresiva de firmeza, generada por
el ablandamiento del tejido, y asociado a la actividad de las enzimas
pectinmetilesterasas, lo que implica que haya modificaciones en la resistencia
mecéanica que presenta el fruto en dicho tratamiento. Sin embargo, cabe resaltar
que en el dia 20 alcanza un valor maximo de 52 N y disminuye drasticamente en
los ultimos dias de almacenamiento hasta 38 N, a estos resultados se les puede
atribuir la deshidratacion en la superficie del producto, probablemente por una
menor migracion de vapor de agua. También es importante mencionar que estos
resultados se encuentran directamente relacionados con el aumento del

porcentaje de pérdida de peso en el fruto.

Las manzanas recubiertas mostraron un mejor comportamiento en cuanto a
textura de acuerdo a lo reportado por Olivas et al., 2006. En el caso del mucilago
de nopal se puede observar un ablandamiento en el fruto en los primeros dias de
46 N a 40 N en el sexto dia de almacenamiento, hasta el dia 15 donde aumenta a
43 N manteniéndose constante hasta el Ultimo dia. Este comportamiento podria
deberse a que el mucilago tiene la capacidad de absorber y retener agua como lo
menciona Abrajan (2008). No obstante los recubrimientos con emulsiones tienen
la ventaja de tener compuestos hidrofébicos que ayudan como barrera de vapor
de agua por lo que contribuye a mantener la textura del fruto mostrando un
comportamiento semiconstante y se puede observar que en el ultimo dia de

almacenamiento se obtiene una carga de 43 N.

Los recubrimientos a base de nanoemulsién-mucilago y nanoemulsién, mantienen
un comportamiento similar, siendo mas evidente en los Ultimos dias de
almacenamiento. En el caso de la nanoemulsién-mucilago se puede observar un
menor cambio en la textura, ya que al veinteavo dia alcanza un valor de 45 N, en
cambio en el mismo dia la nanoemulsion alcanza un valor de 43 N. En ambos
tratamientos se ha observado que mantienen la textura del fruto, evitando el

reblandecimiento del tejido y conservando mejor su calidad.
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3.2.3 Actividad pectinmetilesterasa

La pérdida de firmeza se puede ocasionar por la accion de enzimas pectoliticas
sobre los componentes de la pared celular, tal es el caso de la pectinmetilesterasa
que gracias a la hidrélisis de la sustancias pécticas de la pared genera una

disminucién de la solubilidad de la pectina (Pérez, 2003; Rojas-Gral et al., 2009).

En la figura 20 se presenta el comportamiento de la actividad pectinmetilesterasa

de las diferentes muestras durante su periodo de almacenamiento.

Pectinmetilesterasa (UPE/mL)

10 15
Tiempo (dias)

—®— Nanoemulsién-mucilago —#— Nanoemulsién Emulsion =>¢=Mucilago —#— Control

Figura 20. Actividad pectinmetilesterasa vs dias de almacenamiento
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Se puede apreciar que para las muestras mucilago y emulsibn-mucilago la

actividad inicial fue de 5.53 y 6.58 UPE/mL respectivamente, incrementando su
actividad hasta alcanzar valores promedio de 7.3 en el dia 6 para ambos casos.
En el caso del mucilago de nopal su actividad se atribuye a que al mucilago
obtenido para la preparacién de los recubrimientos no se le consideré su inhibicion
de la actividad pectinmetilesterasa, por lo que su actividad enzimética en los
primeros dias es mayor. Sin embargo, en la emulsién hubo un incremento de
actividad durante los 5 primeros dias de almacenamiento, disminuyendo
considerablemente después de transcurrido este tiempo y permaneciendo

constante en el resto del almacenamiento.

Para los tratamientos con recubrimientos de nanoemulsion, la actividad PME
permanecié constante durante los primeros 13 dias y se increment6
considerablemente después de los 15 dias con un valor inicial promedio de 4.5 a
6.5 UPE/mL. Por otro lado la nanoemulsién-mucilago muestra un incremento de la
actividad a los 7 dias de almacenamiento refrigerado y alcanzando valores de 6.5
UPE/mL similares a los mostrados en la nanoemulsién lo que implica que el
empleo de este recubrimiento retarda aun mas los cambios texturales en la
manzana. Sin embargo, la reduccion del tamafio de particula contribuye a que el
dl-alfa-tocoferol inhiba la presencia de oxigeno, por lo que al ser menor la talla de
particula hay una mejor distribucién del antioxidante y permite que actué mas

rapidamente en el fruto evitando la pérdida de textura (Ne Cheong et al., 2008).

En cambio para la muestra control, la actividad PME, tiene un efecto significativo
(0=0.05) respecto al tiempo de almacenamiento, ya que disminuye de forma
constante, aumentando a partir del quinceavo dia de almacenamiento. Por lo que
se le atribuye un efecto negativo debido al corte del tejido, que genera una

solubilizacién de la pared celular y por consiguiente la pérdida de la textura.

Sin embargo, se ha demostrado que el uso de sales de calcio, como un pre

tratamiento en manzanas frescas cortadas, ayuda a mantener la firmeza (Soliva-
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Fortuny et al., 2003; Rojas-Grau et al., 2009), ya que sirven como vinculo de union

de las sustancias pécticas en la pared celular y ldmina media por lo que previene
el ablandamiento del fruto.

Romero-Gomezcafa et al. (2006) encontré una correlaciéon altamente significativa
entre la actividad de la PME vy la firmeza del fruto. Tal y como se muestra en la
figura 21, en donde la pérdida de firmeza por el proceso de cortado en las
manzanas, es atribuida a la accion de las enzimas pectinmetilesterasa, que estan
directamente relacionadas con la hidrdlisis de las estructuras moleculares de la
pared celular (Marquez, 2009).

IN
w

Textura (N)

N
w

w
w
Actividad PME (UPE/mL)

Tiempo (dias)

I PMEE NE/mucilago S PME NE [ PME Emulsion

S PME Mucilago R PME Control —@— Nanoemulsién-mucilago
—&— Nanoemulsion = Emulsion —>— Mucilago

—a— Control

Figura 21. Textura y Actividad PME vs Tiempo
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En la figura 21 se muestra notablemente el incremento de la actividad
pectinmetilesterasa en el dia 6 para el mucilago y la emulsién, debido a que no se
consideré en el proceso la inhibicién de las enzimas pectinoliticas en la obtencion
de mucilago de nopal. Sin embargo, para ambos tratamientos, se puede apreciar
una pérdida de textura causada por el corte del tejido. En los tratamientos de
nanoemulsién se evidencia una menor actividad en los primeros dias de
almacenamiento, lo que se ve influenciado en su textura, ya que esta se conserva

hasta el dia 13 de almacenamiento refrigerado.

Es importante resaltar que los tratamientos sin recubrimiento obtuvieron una
mayor actividad enzimética y un ablandamiento, que fue seguido por un
endurecimiento del tejido, como consecuencia de una deshidratacion del tejido. Es
decir la presencia de un recubrimiento ayuda a mantener la vida util de productos

frescos cortados.

3.3 Resultados del objetivo particular 3

3.3.1 Determinacion del color

El color de un alimento es un indicador de calidad; cuando una fruta es cortada
presenta reacciones quimicas que modifican sus propiedades organolépticas;
razon por la cual no es aceptado por el consumidor (Guerrero, 2009).

La diferencia total de color (AE) es un parametro util para describir la variacion de
color, entre una muestra estandar y la muestra a los diferentes dias de
almacenamiento, ya que refleja el cambio total en todos los parametros (L*, a* y
b*) y determina el oscurecimiento en frutos, resultados que se encuentran
fuertemente correlacionados con los valores de actividad polifenoloxidasa (Soliva-
Fortuny et al., 2001).
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En la figura 22 se aprecia la diferencia de color entre las muestras tratadas y las
muestras control, aumentando significativamente con el tiempo de exposicion para
todos los tratamientos. Dado que AE es >1, en todos los casos, los cambios
ocurridos fueron perceptibles visualmente (Pérez, 2003). A continuaciéon se
muestran los resultados obtenidos de la diferencia total de color de los diferentes

tratamientos a los 22 dias de almacenamiento refrigerado a 4 °C.

Tiempo (dias)

—@—Nanoemulsién-mucilago —#&—Nanoemulsion Emulsion —%—Mucilago —=— Control

Figura 22. Color (AE) vs dias de almacenamiento

En la figura se muestra una mayor AE con respecto al tiempo en las muestras
control, con una diferencia estadistica significativa (a¢=0.05), lo que implica que
fueron mas oscuras, que para los tratamientos con recubrimientos, esto debido a

gue actian como una membrana selectiva que disminuye la velocidad de
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respiracion por modificacion en el intercambio gaseoso de O, y CO; en el tejido

del fruto. Por otro lado se muestra la efectividad de los recubrimientos a base de
nanoemulsiéon y nanoemulsién-mucilago, mostrando un AE de 9.79 y de 8.59 al
dia 15 respectivamente. Sin embargo, este tratamiento aumenta en su AE a partir
del dia 15 hasta el dia 22 mostrando un valor de 19.37, por lo que se puede
resaltar que se obtuvieron mejores resultados en los tratamientos con
nanoemulsién-mucilago, atribuidos a un efecto sinérgico entre el hidrocoloide
empleado y la disminucion del tamafio de particula, lo que permite una mejor
distribucion de las gotas de dl-a-tocoferol en la superficie del producto y hace que

se inhiba el oscurecimiento enzimatico en las manzanas cortadas.

Por otro lado la emulsion y el mucilago aumentaron su diferencia total de color al
dia 13, mostrando resultados de 8.73 y 12.26 respectivamente lo que implica que

exista una mayor velocidad de oscurecimiento.

3.3.2 Actividad polifenoloxidasa

Un factor limitante en el tiempo de vida utii de manzana cortada es el
oscurecimiento enzimatico, causado por la accién de la enzima polifenoloxidasa
que en presencia de oxigeno, convierte los compuestos fendlicos en pigmentos

oscuros, (Rojas-Grali et al., 2009; Garcia, 2011).

Los niveles de actividad de polifenoloxidasa se consideran como un indice de
prediccion de la susceptibilidad que tiene el fruto a presentar pigmentos oscuros
sobre su superficie, lo cual es considerado como cambios indeseables en el
producto (Rocha et al., 2001; Hun-Sik et al., 2008).

En la figura 23 se aprecia la actividad polifenoloxidasa para los diferentes

tratamientos respecto a los 22 dias de almacenamiento refrigerado, mostrando

una diferencia estadisticamente significativa (a=0.05) con respecto al tiempo.
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Polifenoloxidasa (U/mL)

VA

10 15
Tiempo (dias)

—@— Nanoemulsiéon-mucilago —&—Nanoemulsién Emulsién —¢—=Mucilago —#— Control

Figura 23. Actividad polifenoloxidasa vs dias de almacenamiento

De acuerdo a lo que se presenta en la figura 23, en la muestra control se percibe
que la actividad polifenoloxidasa comienza a incrementarse considerablemente a
partir del sexto dia hasta el quinceavo dia de almacenamiento refrigerado
alcanzando un valor maximo de 911.66 U/mL, esto se debe a que en la ausencia
de un recubrimiento comestible, el tejido queda expuesto al oxigeno del medio
ambiente lo que genera una reaccion mas rapida para la formacion de quinonas y

COmo consecuencia su oscurecimiento del producto.
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En el caso del tratamiento con mucilago de nopal, es importante mencionar que
mantiene un comportamiento constante con un valor promedio de 323.30 U/mL
hasta el dia 20, donde incrementa su actividad polifenoloxidasa con un valor de
424.83 U/mL. Sin embargo, al igual que el tratamiento control presenta una

disminucién de actividad al dia 20 debido al agotamiento del sustrato de la enzima.

Se puede apreciar que el tratamiento a base de emulsién tiene valores de
actividad muy altos, pero es en el Ultimo dia de almacenamiento que alcanza un
valor de 808.16 U/mL. Los tratamientos con nanoemulsion y nanoemulsion
mucilago mostraron comportamientos muy similares, permaneciendo por debajo
de 150 U/mL, por lo que se muestran mejores resultados a los observados en los
tratamientos con un tamafio de particula mayor. También es importante resaltar
que los antioxidantes, en este caso el dl-alfa-tocoferol, previenen el
oscurecimiento reaccionando con las quinonas productos de la primera etapa del
oscurecimiento enzimético. Mientras que el tamafio de nanométrico, permite una
mejor distribucién del antioxidante, ya que logra abarcar una mayor area de
contacto con el fruto cortado, por lo que se le atribuye una menor actividad
polifenoloxidasa (Villegas-Ochoa et al., 2005).

Ne Cheong et al., (2008), logr6 demostrar que un tamafio en el orden de nano,
mejora la absorcion y biodisponibilidad de compuestos bioactivos. Por lo que se
puede considerar que la disminucion del tamafio de particula modifica la accion de

la polifenoloxidasa retardando el efecto de oscurecimiento en la manzana.

En la figura 24 se presenta la correlacion entre el indice de oscurecimiento y
actividad polifenoloxidasa en las manzanas frescas cortadas, en donde se aprecia
que hay un incremento de actividad enzimética conforme pasa el tiempo de
almacenamiento refrigerado en las diferentes muestras tratadas que repercute

notablemente en el indice de oscurecimiento (Rocha et al., 2001).
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Figura 24. indice de oscurecimiento y Actividad PPO vs Tiempo

En la figura 24 es evidente que el tratamiento control y la emulsion presentan un
incremento considerable en la actividad polifenoloxidasa, a partir del dia 6, lo cual
desencadena la produccion de compuestos oscuros; ademas se presenta en los
Ultimos dias de almacenamiento una alta actividad lo que conlleva a que haya un

aumento en su indice de oscurecimiento.
Cabe mencionar que los recubrimientos con nanoemulsién y nanoemulsion-
mucilago mostraron buenos resultados, se aprecia que el tratamiento

nanoemulsion tiene menor actividad polifenoloxidasa en comparacion de la
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nanoemulsidon-mucilago. Este comportamiento se debié a que no se considerd la
inhibicién enzimatica del mucilago de nopal solo. Sin embargo, la nanoemulsion-
mucilago tiene un menor indice de oscurecimiento en los Ultimos dias de
almacenamiento, mostrando frutas frescas cortadas menos oscuras y con mucho

mejor aspecto.
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CONCLUSIONES

En este estudio fue posible obtener sistemas de talla submicrénica
(nanoemulsién y nanoemulsién-mucilago), estables en almacenamiento,
empleando un método de emulsificacion por homogenizacién de alta

energia.

La disminucion del tamafio de particula muestra un efecto positivo en los
recubrimientos comestibles, debido a una mejor distribucion de los
componentes, permitiendo que actlen rapidamente en el fruto evitando los

cambios de color y pérdida de textura.

Se demuestra la efectividad de los tratamientos con nanoemulsion vy
nanoemulsién-mucilago de nopal en el oscurecimiento enzimatico
producido por enzimas polifenoloxidasas y pérdida de textura provocada
por enzimas pectinmetilesterasas. Estos tratamientos logran alargar la vida

util de manzanas frescas cortadas variedad Red Delicious.
La aplicacion de mucilago de nopal en los recubrimientos comestibles,

ayuda a mantener la humedad propia del fruto, por lo que se ve beneficiada

la disminucién de la pérdida de peso y la conservacion de la textura.
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RECOMENAACLONES &

RECOMENDACIONES

En investigaciones futuras sobre el tema se recomienda:

e Estudiar el efecto de la actividad pectinmetilesterasa y polifenoloxidasa del

mucilago de nopal.

e Considerar un método de inactivacion enzimatica del mucilago de nopal.

e Obtener la actividad pectinmetilesterasa mediante un método mas exacto al
utilizado en este proyecto, con la finalidad de obtener resultados mas

claros.
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