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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue establecer el efecto de la composicion del liquido de
conservacion, sin y con inulina (fructanos de agave) y carboximetilcelulosa como
polisacaridos soporte, nanoparticulas de aceite esencial de toronja como agente antioxidante
y antimicrobiano, sobre los cambios de calidad fisicoquimica y actividad enzimatica de pera
Beurré D’Anjou fresca, con y sin pretratamiento con un agente reforzador de textura (lactato
de calcio), cortada y envasada en polipropileno cristal, para la selecciéon de la formulacién
que contribuya en mayor medida a incrementar su tiempo de almacenamiento en
refrigeracion. Previo al establecimiento de formulaciones y objetivos finales se evaluaron el
lactato y el cloruro de calcio para seleccionar aquel que serviria como agente reafirmador de
textura en los experimentos posteriores. Se utilizaron distintas técnicas de evaluacién de la
calidad final de los distintos tratamientos y se compararon con los parametros del fruto sin
tratamiento. Dichas técnicas aplicadas al fruto y al liquido de hidroconservaciéon fueron
colorimetria y determinacion de pH, ademdas pruebas de dureza en texturémetro,
determinacion de actividad enzimatica de polifenol oxidasa por el método Folin-Ciocalteu y
actividad de pectin metil esterasa aplicadas al fruto, y turbidimetria iinicamente aplicada al
liquido de hidroconservacion. Los resultados de las distintas pruebas se analizaron mediante
un analisis ANOVA en Minitab para determinar el efecto de cada variable de tratamiento. Se
encontré que el pretratamiento con lactato de calcio permitié conservar mejor la textura del
fruto a lo largo del tiempo de almacenamiento, y que los polisacaridos de soporte (fructanos
de agave y carboximetilcelulosa) actuaron en conjunto con las nanoparticulas de aceite
esencial de toronja para reducir la oxidacion de la pera y prolongar el tiempo de vida util del

producto.
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INTRODUCCION

La pera Beurre D’Anjou (Pyrus communis, var. Anjou), o simplemente Anjou, es el fruto del
peral, arbol de la familia de las Rosaceas, que procede de la region de Angers (anteriormente
llamada Anjou) en el centro de Francia (Eladio, 2015). Segun cifras de SAGARPA (2018),
México aporta al mundo una producciéon de poco mas de 24 mil toneladas de pera, y el
principal estado productor es Morelos con 28.8% del total, seguido de Puebla y Michoacan
con 20.6% y 20.5% respectivamente. Actualmente existe un alto consumo de frutos
minimamente procesados debido a su frescura y facil obtencién; esto promueve el uso de
tecnologias aplicadas a estos productos que les brinden mayor duracién y garanticen la
reduccion de pérdidas postcosecha (Escobar et al., 2014). Los principales efectos que pueden
dafiar a la pera sin pericarpio incluyen la formacién de cavernas en su interior debido a
elevadas concentraciones de CO2, humedad y altas temperaturas (INTA, 2015),
deshidratacion, dafios mecanicos, crecimiento mohos, bacterias, infestacion por insectos y

oscurecimiento (Zhang et al,, 2018).

El oscurecimiento en la fruta es causada principalmente por el dafio de membrana celular y
la consiguiente oxidacion enzimatica de los fenoles en presencia de oxigeno por polifenol
oxidasas (PPO) liberadas durante el rompimiento de la membrana celular (Lin et al, 2016).
Se han estudiado diferentes pretratamientos (Zhang et al.,, 2018) y tratamientos quimicos y
fisicos con el fin de reducir este efecto (Dong et al, 2018; Zhang et al., 2018; Wang et al.,
2018). Una de las novedades para contrarrestar estos dafios es la nanotecnologia (Avalos et
al, 2016). Las nanoparticulas forman parte de las tecnologias emergentes con aplicaciones
en el area de alimentos, ya que permiten el transporte de compuestos bioactivos que
confieren al producto resistencia a los microorganismos y a la degradacion quimica y

enzimatica. Dentro de las sustancias activas utilizadas en la funcionalizacion de
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nanoparticulas se encuentran los aceites esenciales, que por su composicion quimica sirven
como antioxidantes y antimicrobianos (Gonzalez-Reza et al., 2018). No obstante, conforme a
lo que mencionan Zambrano-Zaragoza et al. (2018) para que las nanoparticulas se adhieran
con mayor facilidad a la superficie del alimento es necesario utilizar un polimero que sirva
como matriz de soporte, como en el caso de la carboximetilcelulosa (CMC) y la inulina. El
lactato de calcio y el cloruro de calcio estan clasificados por la FAO (2018) como un agentes
reforzadores de textura, ya que promueven la permanencia de firmeza en los tejidos
estructurales de las frutas. Para este proyecto, previo al establecimiento de objetivos, se
realiz6 un experimento para seleccionar uno de estos dos compuestos como agente
reafirmante, y finalmente se selecciono el lactato de calcio para el pretratamiento de la pera.
En el presente trabajo de tesis se estudia el efecto de un pretratamiento con lactato de calcio
y de la composicidn del liquido de hidroconservacion conformado por inulina/CMC para y
nanoparticulas funcionalizadas con aceite esencial de toronja sobre la calidad de pera pelada

y cortada.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades de la pera.

La pera es el fruto del peral (Pyrus communis L.), perteneciente a la familia de las Rosaceas
(Eladio, 2015). El peral es un arbol piramidal, redondeado en su juventud, luego oval, que
llega hasta 20 metros de altura, con una vida productiva de aproximadamente sesenta y cinco
afios (Gonzalez, 1996). En excavaciones arqueoldgicas se han encontrado vestigios de este
arbol que datan de 3,000 afios a.C. No existen pruebas que evidencien su consumo entre
egipcios, griegos y semitas. Sin embargo, en estado silvestre, se hallaba distribuida por las
zonas templadas de Europa y Asia Central. Los responsables de la difusiéon y mejora de su
cultivo fueron los romanos, quienes desarrollaron nuevas variedades de este fruto mediante
técnicas de injerto. De hecho, Plinio dej6 testimonio escrito de su importancia en la antigua
Roma describiendo 38 variedades de pera (FEN, 2011). Hoy por hoy existen muchas
variedades naturales e hibridas de pera, de las cuales unas son mas dulces que otras. Segin
su color, pueden ser blancas, amarillas, verdes, rojas o pardas. Aunque en el mundo existen
mas de 2,000 variedades de peras (SADER, 2016), entre las mas comerciales a nivel mundial
se encuentran la Red Clapps, Williams (Bartlett), Red Williams (Red Bartlett), Beurre
D’Anjou, Red D’Anjou, Abate Fetel, Packham’s Triumph, Golden Russet Bosc y Forelle
(Kleppe, 2018).

La variedad Beurre D’Anjou (Pyrus communis var. Anjou) proviene muy probablemente de
Bélgica o la region de Angers (anteriormente llamada Anjou) en el centro de Francia (Eladio,
2015) y es de ahi de donde recibe su nombre. En México también son conocidas con el
nombre de “Pera mantequilla” o simplemente como “Anjou”. Las Anjou se reconocen por su

apariencia en forma de huevo: con la parte mas baja de forma esférica que se afina en la parte



media para terminar con la parte superior redondeada y mas pequeiia (SADER, 2016). Su piel
es color verde brillante y en algunas ocasiones tiene un ligero rubor rojizo (PERAS USA,
2016). El color de su cascara permanece verde en todas las etapas de su madurez, por lo que
no es un indicativo de su madurez o textura. Tiene un sabor suave y una textura bien firme
aun siendo jugosay dulce (Kleppe, 2018). En cuanto al consumo, debido a que esta fruta tiene
un sabor muy dulce, normalmente es consumida fresca en cOcteles, ensaladas o sola, aunque
también es utilizada para la preparaciéon de alimentos como mermeladas, ates, frutos en
almibar, licores y en reposteria, por mencionar algunos. Ademas de la fruta, las hojas del peral
también tienen una gran importancia para la elaboracién de tés relajantes, mientras que su
madera se emplea para construir muebles e instrumentos musicales como violines y

guitarras (SADER, 2018).

1.1.1. Composicion quimica y valor nutricional.

De acuerdo con la SADER (2018), la pera es una fruta que contiene importantes nutrientes,
entre los ciuales destacan las vitaminas A, B, C y K, minerales como cobre, hierro, potasio y
magnesio, ademas de una gran variedad de acidos saludables. De igual manera su cascara
contiene fitonutrientes y vitaminas que protegen al cuerpo de los radicales libres dafiinos.
Esta fruta posee fibra tanto soluble como insoluble, que ademas de ayudar a mantener un
sistema digestivo sano, favorece la disminucidon del colesterol, facilita la eliminacion de
toxinas, previene enfermedades cardiovasculares y ayuda a mantener un sistema digestivo

sano (SADER, 2018).

El Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) y la Fundacion Espafiola de la
Nutricion (FEN) reportan la siguiente composiciéon quimica para pera Anjou (Tabla 1). De
igual manera, ambos organismos reportan los siguientes valores de composicién nutricional

por cada 100g de porcién comestible de pera (Tabla 2).



Tabla 1. Composicion quimica de la pera Anjou (USDA, 2019; Fen, 2011).

COMPONENTE (USDA) (%) (FEN) (%)
Proteinas 0.44 0.40
Lipidos 0.10 -
Carbohidratos 15.79 10.60
Cenizas 0.37 -
Agua 83.31 86.70

Tabla 2. Composicion nutricional de la pera Anjou (USDA, 2019; FEN, 2011).

UNIDAD VALOR
USDA FEN
Energia kcal 66 49
MINERALES
Calcio mg 12.00 12.00
Hierro mg 0.24 0.20
Magnesio mg 7.00 7.00
Fésforo mg 13.00 17.50
Potasio mg 127.00 130.00
Sodio mg 1.00 2.00
Zinc mg 0.10 0.14
VITAMINAS
Niacina mg 0.151 0.200
Tiamina mg 0.010 0.030
Riboflavina mg 0.022 0.030
Vitamina C mg 4.400 3.000
Vitamina E mg 0.120 -
Vitamina Be mg 0.026 0.020
Vitamina A (Eq. de retinol) ug 1.000 10.000
Vitamina K ug 4.300 -




1.1.2. Producciény comercio.

Segun cifras del INTA (2016), en 2013 la producciéon mundial de pera fue de 22,619,716
toneladas. En ese afio, China se coloc6 como el principal productor con 15,696, toneladas,
equivalente a 69.39% del total. En la lista de proincipales productores le siguieron EEUU con
3.17% e Italia con 2.96%. Ese afio el aporte de México a la producciéon mundial fue de 21,730
toneladas equivalentes a 0.096% del total, mientras que en el 2012 ocup6 el noveno lugar

entre los principales paises importadores con un total de 96,671 toneladas importadas.

En México, la SADER (2017) reporta un consumo anual per capita de 900 g de pera. En cuanto
a la produccién nacional de este fruto, segiin datos de la SAGARPA, en el 2018 se cosecharon
29,940 toneladas, y los principales estados productores fueron Puebla con 42,58% del total,
Michoacan con 33.36%, Morelos con 7.30% y Veracruz con 6.91%. La SADER (2016) indica
que aproximadamente 40 toneladas de este producto se destinan para el mercado

internacional, por lo que el restante se conserva en el pais para consumo nacional.

1.2. Productos derivados.

Existe una gran variedad de productos derivados de la pera, como jugos y néctares,
mermeladas, confituras, jaleas, productos deshidratados, conservas de fruta rebanada
selladas al vacio y productos refrigerados minimamente procesados (Rodriguez & Simon,
2008; PROFECO, 2018; CODEX, 2009). Conocer a profundidad los ultimos dos es de especial

importancia para este proyecto.

1.2.1. Conservas de fruta rebanada sellados al vacio.

Son productos en que el alimento se conserva en forma de rebanadas y ha sido sometido a
un proceso quimico o térmico para garantizar una vida util larga. Su forma de presentacion
es en botes de cristal o mas cominmente en latas de aluminio. En el caso de conservas de
frutas, estas suelen realizarse en un medio liquido denominado almibar, el cual es una

solucion azucarada que puede variar de 14 a 24 grados Brix, dependiendo del fruto en
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conserva. En estos procesos, las vitaminas hidrosolubles son las mas afectadas
(especialmente la vitamina C y algunas del grupo B), no sélo por el tratamiento térmico sino
también por el tiempo de almacenamiento hasta que el producto final es consumido

(Rodriguez & Simén, 2008).

En estos procesos el debido al envasado en caliente se genera una conserva al vacio, por lo
que el principal riesgo a evitar es la posibilidad de germinacién de esporas de Clostridium
botulinum (Rodriguez & Simén, 2008). Una vez que se ha enlatado el producto, es sometido
a un proceso térmico de esterilizacién, en donde se manejan altas temperaturas (120-130 °C)
en corto tiempo (< 30 minutos), este proceso inactiva las enzimas propias del alimento,
evitando la maduracién y por lo tanto la pérdida de nutrimentos se detiene debido a la
ausencia de oxigeno y del contacto del producto con el medio exterior (sustancias gaseosas,

liquidas, sélidas o la misma luz) (CANAFEM, 2017).

1.2.2. Productos Refrigerados Minimamente Procesados (PRMP).

En los recientes afios, los consumidores han buscado adquirir alimentos que conserven
cualidades de frescura y, al mismo tiempo, sus propiedades nutricionales y atributos
sensoriales, como color, olor, sabor y textura. Es entonces cuando surge el concepto de
alimentos minimamente procesados, los cuales se caracterizan por no tener o contener bajas
cantidades de aditivos sintéticos e incluir en su procesamiento tecnologias principalmente
no térmicas que permitan conservar la calidad nutricional y sensorial (Alzamora et al., 2016).
La creciente demanda por PRMP ha llevado a la industria alimentaria a desarrollar nuevos
procesos y tecnologias de conservacion (Mohammed & Mohammad, 2015). Sin duda las
frutas y vegetales son un buen ejemplo de alimentos minimamente procesados. De acuerdo
con Rodriguez y Simén (2008), se trara de frutas u hortalizas que han sufrido un ligero
tratamiento adicional (pelado, recorte, troceado, escaldado, etc.) en comparacién con los
productos frescos, y cuya vida util es habitualmente menor que la de los ultimos, por lo que
deben ser mantenidos en refrigeracion y someterse a otras técnicas de conservaciéon
(atmosferas modificadas, disminucién de pH, recubrimiento superficial, irradiaciones,

adicion de conservadores, etc.) para prolongar su vida de anaquel. La principal ventaja de
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estos productos es la comodidad de su consumo, asi como el ahorro de tiempo, ya que la
mayoria estan listos para ser consumidos o utilizados en la elaboracion de distintos platillos.
Debido a la creciente demanda de estos productos, principalmente en Europa y
Norteamérica, se han estudiado nuevas técnicas para prolongar la vida de estos productos,
como el uso de pulsos de campos eléctricos, pulsos de luz de alta intensidad, ultrasonido de
alta potencia, campos magnéticos oscilantes, irradiacion microondas y nanotecnologia

(Mohammed & Mohammad, 2015).

1.3. Deterioro de calidad.

El valor de los productos frescos-cortados radica principalmente en las caracteristicas de
frescura y conveniencia (facilidad de obtencion e ingesta para el consumidor). Sin embargo,
operaciones tales como pelado, cortado, desmenuzado y rebanado aumentan en gran medida
el dafio tisular de los productos recién cortados y pueden resultar en varios deterioros
bioquimicos, como el oscurecimiento, la produccién de sabores desagradables, la pérdida de
textura, degradacién del valor nutricional y cambios en la calidad microbiana de los
productos. Entre las diversas alteraciones podemos citar cambios en la transpiracion, la
actividad enzimatica, la pérdida de agua, el sabor, el aroma, los perfiles de compuestos
volatiles y la proliferacién microbiana, y para la mayoria de los productos, la tasa de
respiracion acelerada representa el factor principal que provoca la inaceptabilidad de los

alimentos (Del Nobile & Conte, 2013).

1.3.1. Oscurecimiento enzimatico.

Las frutas pueden clasificarse en climatéricas o no climatéricas de acuerdo con su tasa de
respiracion y produccion de etileno durante la maduracion (Paul et al, 2012). Los frutos
climatéricos son aquellos en que la velocidad de respiracién y produccion de etileno al inicio
de la maduraciéon aumenta considerablemente, fenémeno que no se observa en frutos no
climatéricos (Lindo-Garcia et al, 2019). Los frutos climatéricos muestran un
comportamiento autocatalitico en la produccion de etileno, lo que les permite continuar

madurando aun después de ser separados del arbol (Van de Poel et al, 2014). Las peras en
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general son clasificadas como climatéricas, aunque las variedades invernales, una vez
cortadas del arbol, maduran mas lento que las variedades de verano y requieren
temperaturas menores para iniciar su produccién de etileno (Lindo-Garcia et al., 2019). Mas
alla de la autocatalisis de etileno, existen numerosos estudios que enlistan una gran cantidad
de factores que promueven el oscurecimiento en frutas y verduras, incluyendo el dafio por
frio, oscurecimiento enzimatico, peroxidacion de la membrana lipidica, presencia de
elementos minerales, dafios por gas, dafios fisicos durante la cosecha y procesamiento
térmico (Kou et al., 2015). Dentro de estos, el oscurecimiento enzimatico es el proceso de

mayor importancia relacionado con el oscurecimiento en frutas.

El oscurecimiento enzimatico estd mayoritariamente asociado con la accién de las polifenol
oxidasas (PPO), sin embargo existen otras enzimas responsables en menor grado. La
principal catalizadora de la alteracién del color en los alimentos, la polifenol oxidasa (PPO)
es una enzima ampliamente distribuida en la escala filogenética, encontrandose tanto en
organismos procariotas como eucariotas. Recibe distintos nombres segin el material
biologico del que proceda. Asi, se denomina tirosinasa en animales y organismos procariotas,
y polifenol oxidasa en vegetales. La polifenol oxidasa se localiza siempre en organulos
celulares, concretamente en cloroplastos y mitocondrias. Se puede hallar de dos formas
distintas, bien unida a membranas, como a la membrana tilacoidal de los cloroplastos, o bien
en forma soluble. Es de destacar el hecho de que la proporcién de fraccion soluble de PPO

aumenta durante la maduracién del fruto (Pérez, 2003).

La PPO es una metaloenzima oxidorreductasa intracelular que contiene 0.2% de cobre y
cataliza la oxidacion de sustratos polifendlicos a quinonas, que subsecuentemente
polimerizan en pigmentos cafés y oscuros. Como resultado de esta reaccion no sélo se altera
el color y se degrada la capacidad antioxidante del fruto, sino que, debido a la condensacion
de las quinonas con otros compuestos como aminoacidos, proteinas, fenoles y azudcares, se
tienen pérdidas de sabor y nutricionales del producto (Tinello & Lante, 2018). Segun la
Comisién para la Nomenclatura Enzimadtica, todas las enzimas pueden agruparse en seis
clases. Las enzimas involucradas en el oscurecimiento enzimatico pertenecen al grupo 1 o

grupo de las oxidorreductasas, constituido por deshidrogenasas, reductasas, oxidasas,
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transhidrogenasas, peroxidasas y oxigenasas. Es conveniente distinguir entre dos subclases
de enzimas, las oxigenasas y las oxidasas. Las oxigenasas catalizan la incorporacion tanto de
atomos de oxigeno como de oxigeno molecular en el substrato, dando lugar en la mayoria de
los casos a la formacion de grupos hidroxilo. Pueden incorporar un &tomo de oxigeno por mol
de substrato (se denominan entonces monooxigenasas) o dos atomos de oxigeno
(dioxigenasas). Las oxidasas, sin embargo, catalizan la transferencia de electrones desde su
substrato al oxigeno, reduciendo este ultimo a perdxido, superéxido o agua, pero sin
incorporar ningin atomo de oxigeno al substrato. Las oxidasas son frecuentemente

metaloproteinas (Pérez, 2003).

Para su clasificacion y facil identificacién, el Comité de Nomenclatura de la Union
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB, por sus siglas en inglés) asigna a
cada enzima un numero EC (por las iniciales de Enzyme Commission), el cual consiste en las
siglas “E.C.” seguido de los nimeros de clase y subclase que corresponden a la categorizacion
de enzimas dictada por el mismo organismo. Bajo la genérica denominacién de polifenol
oxidasa, quedan comprendidas dos tipos de enzimas. El primer tipo lo constituyen las catecol
oxidasas (E.C. 1.10.3.1) y el segundo tipo las lacasas (E.C.1.10.3.2.). Las primeras (catecol

oxidasas) catalizan dos reacciones distintas:

e Reaccion 1 o Actividad cresolasa: hidroxilacién de monofenoles en la posicion orto

para obtener o-difenoles. Reaccidn 2 o Actividad catecolasa:

e oxidacién de o-difenoles a sus correspondientes 0-quinonas.

Estas dos reacciones enzimaticas consumen oxigeno y son conocidas en la literatura por el
apelativo de actividad monofenolasa (o cresolasa) y actividad o-difenolasa (o catecolasa). La
actividad cresolasa de la enzima es reflejo de un comportamiento de oxigenasa, mientras que
la actividad catecolasa es un claro exponente de la actividad enzimatica de una oxidasa. la
hidroxilacion de monofenoles (reaccion 1) es propia de una monofenol monooxigenasa o
tirosinasa, monofenolasa o cresolasa y la oxidacion a quinonas (reaccién 2) propia de una

difenol oxidasa, difenolasa o catecolasa. Es por ello que en las publicaciones especializadas
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aparece la denominacion E.C. 1.14.18.1 junto a la de E.C. 1.10.3.1 para referirse ambas a la
enzima que cataliza la hidroxilacién de monofenoles Se ha cuestionado que las lacasas estén
involucradas en los procesos de oscurecimiento enzimatico ya que estan ausentes en la

mayoria de los vegetales (Pérez, 2003).

El oscurecimiento enzimatico acelerado de las frutas es consecuencia lesiones causadas al
producto durante la cosecha, procesamiento postcosecha y almacenamiento (Zhang et al,
2019). Cualquiera de estos dafios, cambian la textura o el color del tejido, debido a la
destruccién de los compartimentos celulares del fruto, que permiten que los sustratos de
naturaleza fendlica sean accesibles a la enzima polifenol oxidasa, dando lugar a polimeros
oscuros (Morante et al., 2014). El oscurecimiento enzimatico puede contemplarse como una
transformacién que conlleva dos etapas, una catalizada por enzimas y otra posterior no
enzimatica. La primera fase enzimatica se traduce en una conversién de monofenoles en
quinonas. Esta transformacion tiene lugar en dos pasos: hidroxilacién de monofenoles en o-
difenoles, y oxidacién de estos o-difenoles a o-quinonas, que corresponden a las dos
actividades consecutivas realizadas por la polifenol oxidasa. La segunda fase del
oscurecimiento, que no es de caracter enzimatico, presenta mayor complejidad, pues las o-
quinonas producidas en la primera fase son inestables en disolucion acuosa e increiblemente
reactivas. El conjunto de reacciones que componen el oscurecimiento de vegetales
desembocara en la formacion de pigmentos llamados melaninas. Pero este mecanismo de
reaccion de oscurecimiento en sus fases no enzimaticas aun no ha sido elucidado. De todos
modos, las reacciones que se suceden de oxidacidon y polimerizacion se han clasificado segun
si involucran o no a compuestos fendlicos de nuevo. Las reacciones en cadena posteriores en
las que si se implican los compuestos fenélicos dependen de los potenciales de oxidacion de
las diferentes parejas de fenol/quinona presentes. Este tipo de reacciones puede llevar tanto
a condensaciones de gran peso molecular (polimeros) como a la regeneracién del fenol
originario o de una o-quinona diferente a la primaria por una oxidacién en cadena. Las o-
quinonas son tan reactivas que al reaccionar con otro fenol pueden dar lugar a dimeros del

fenol de partida (Pérez, 2003).



Hasta el momento se carece de un certeza respecto al beneficio que obtiene el fruto de la PPO,
sin embargo se ha atribuido a los compuestos coloreados responsables del oscurecimiento
vegetal un efecto téxico hacia ciertos microorganismos. Ademas, dichas oxidasas pueden
estar involucradas con la producciéon de compuestos fenoélicos, precursores de la sintesis de
lignina para el reforzamiento de paredes vegetales, proceso éste que tiene un papel
importante en las respuestas de defensa de las plantas. El estudio de esta enzima ha tomado
importancia en modelos de interaccion planta-insecto, en los cuales la proteccion de la planta
contra herbivoros parece darse debido al mal sabor que presentan las hojas por su alto
contenido de quinonas, las cuales son producidas por dichas enzimas. Asi mismo, se ha
considerado un efecto antimicribiano para proteger zonas lesiondas en frutos, promovido
por la PPO, debido a la disminucién del pH provocado por o-quinonas, melaninas y
compuestos resufitdos de la actividad de dicha enzima (Roquesa & Higuera, 2007). No
obstante, las melaninas formadas por la actividad de esta enzima siempre resultaran en una

pérdida de calidad para el consumidor.

1.3.2. Daiios por microorganismos.

Ademas del oscurecimiento enzimatico, las frutas y verduras también son propensas al
deterioro microbiano debido a su alto contenido de azlcares, pectina y una actividad de agua
alta. Dentro de los principales agentes microbianos y los mas peligrosos que atacan a las
frutas y hotalizas se encuentran Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Escherichia
coli, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes y Salmonella spp.
No obstante, los casos de presencia de estos microorganismos en frutas son menores y se
deben principalmente a contaminaciéon cruzada (Mohammed & Mohammad, 2015). Si bien
en términos generales las frutas y hortalizas presentan una suceptibilidad menor al
deterioro microbiano al de otros productos de origen nimal o considerados perecederos,
debido principalmente a las cubiertas protectoras (cascaras) que impiden el acceso de los
microorganismos a las estructuras interiores, y en el caso de las frutas, al bajo pH, el exceso
de humedad puede promover el crecimiento de hongos en susuperficie. Asi mismo, siempre
existe el riesgo de contaminacién por instectos o plagas debido a inadecuadas practicas de

cultivo y recoleccion (Rodriguez & Simoén, 2008).
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Especialmente en frutos minimamente procesados existe un mayor suceptibilidad a hongos
fitopatégenos, los cuales pueden provocar grandes pérdidas en la produccién de frutas y
hortalizas. Estos microorganismos son capaces de producir sustancias, como resultado de su
metabolismo secundario, como las micotoxinas, que se distribuyen con facilidad en el
substrato y pueden llegar a ser perjudiciales aiin cuando se encuentran en concentraciones
muy bajas, poniendo en entredicho su inocuidad, ya que un 25 % de las cosechas de alimentos
a nivel mundial estan contaminadas con algin tipo de micotoxinas, lo cual representa un
fuerte riesgo para la salud de la poblacién de paises importadores de alimentos que no
controlan estos contaminantes (Trigos, Ramirez, & Salinas, 2008). Las micotoxinas son
sustancias venenosas producidas por algunos hongos que se encuentran mayormente en las
siembras de granos y en nueces, pero también y en otras frutas y vegetales. Existen muchos
de ellos y continuamente se descubren nuevos. La Organizacién de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés) estima que un 25% de las
cosechas a nivel mundial son afectadas por las micotoxinas, de las cuales las aflatoxinas son

las mas notorias (USDA, 2010).

1.3.3. Degradacion textural.

Otro factor clave en la calidad de frutas frescas peladas es la textura. En la industria, la
mayoria de los procesos como el blanqueo, la congelacion, la deshidratacion, la
pasteurizacion y la esterilizacion aplicados para preservar frutas y verduras causan dafios
fisicos irreversibles en los tejidos celulares. La hidrolisis y la despolimerizacién de la pectina,
la degradacion de las paredes celulares, la descomposicion celular debido a la senescencia, y
la absorcion de liquido, son factores que causan el ablandamiento de la fruta (Khodaei &
Hamidi-Esfahani, 2019). Sin embargo, los efectos negativos del procesamiento sobre la
textura se pueden superar aplicando diferentes procesos, que implican el uso de la enzima

pectin metil esterasa (PME).

La pared celular es una estructura semirrigida y dindmica que rodea a la célula vegetal y

define la morfologia distintiva de la planta. La pared celular en crecimiento esta compuesta
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por un esqueleto de microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz gelatinosa formada
por pectina, hemicelulosa, enzimas y proteinas estructurales. Las pectinas (Figura 1) son un
extenso grupo de polisacaridos complejos que son sintetizados en el aparato de Golgi y son
transportados a la pared celular por vesiculas secretoras. Las pectinas se clasifican en:
homogalacturonanos (HG), ramnogalacturonanos I (RG-I) y ramnogalacturonanos II (RG-II)
y en algunas especies particulares también se pueden encontrar xilogalacturonanos y
apiogalacturonanos. Las pectinas son sintetizadas en el cis-Golgi, posteriormente son
metilesterificadas en su carboxilo Ce en el Golgi medio por las pectin metiltransferasas (PMT)
y modificadas por la adicién de cadenas laterales al esqueleto en el trans Golgi, dando lugar

a RG-I, RG-ill y xilogalacturonanos.

Pectinatipo HG

DAcido D-Galacturénico

O Grupo metilo

O Grupo acetilo

Figura 1. Estructura de las pectinas (Salazar & Gamboa, 2013).

La estructura fina de la matriz de pectina es modificada extensamente in muro durante el
desarrollo y en respuesta a requerimientos funcionales locales por la accién de enzimas
modificadoras incluyendo pectin metil esterasas (PME), que remueven el grupo metilo del
acido galacturénico, dejando la cadena de estos acidos libres, lo cual incrementa la
susceptibilidad de los polimeros pécticos a la degradacién por enzimas como
poligalacturonasa (PG) (Diaz-Cruz et al, 2016), que degradan a las pectinas demetil
esterificadas al hidrolizar el enlace a-1,4 del 4cido galacturénico (Salazar & Gamboa, 2013).
Mas especificamente, la PME (E.C. 3.1.1.11) es una enzima hidrolitica del grupo éster metilico

que cataliza reacciones de acuerdo con los mecanismos de doble desplazamiento, la
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desesterificacion mediante la transferencia de los grupos carboxilo Cs en los complejos de
pectina-PME a moléculas de agua que alteran el grado y el patron de esterificacién de metilo
y la transacilacién a través de la transferencia de los grupos carboxilo Cs a los grupos
hidroxilo de otras moléculas de pectina, dando como resultado la formacién de pectinas de

alto peso molecular con nuevos enlaces de éster no metoxi (Salazar & Gamboa, 2013).

Cuando las pectinas son demetil esterificadas pueden ocurrir diversos procesos que incluyen
la relajacién o el aumento en la rigidez de la pared, la alteracion en la adhesion celular y la
generacion de fragmentos de oligogalacturénidos (OGA). Los residuos con carga negativa del
acido galacturénico pueden interactuar con diferentes moléculas. Por un lado, se favorece la
hidratacién de la pared y, en consecuencia, se incrementa su relajacion y por otro lado la
interaccion de un minimo de nueve residuos de acido galacturénico con calcio (Ca*?)
promueve un aumento en la rigidez de la pared al establecerse una interaccion entre dos
moléculas de HG adyacentes (Salazar & Gamboa, 2013). El mecanismo de reafirmacién en
este método se basa en la desmetilacidn de la pectina natural en los tejidos vegetales por la
accion de PME y la quelacién del calcio agregado o natural con los grupos carboxilo libres
generados en las moléculas de pectina. Tal quelacidn provoca la formacion de redes entre las
moléculas de pectina (el modelo de caja de huevo), estabiliza la pectina y aumenta la firmeza
de los tejidos vegetales. Algunas de las aplicaciones exitosas de la reafirmacion enzimatica
mediante el uso de PME incluyen acondicionar las fresas antes de la congelacion, fabricacion
de mermeladas, reafirmar las manzanas, fresas y frambuesas antes de la pasteurizacion.
Ademas de los PME comerciales, el PME in situ en el producto también se puede usar para
reafirmar frutas y verduras. Algunos de los reactivos utilizados industrialmente para
conseguir estos efectos son el lactato y el cloruro de calcio (Beigi et al, 2015). Para este
proyecto, previo al establecimiento de objetivos, se realizé un experimento para seleccionar
uno de estos dos compuestos como agente reafirmante. El procedimiento se detalla en la
seccion de actividades preliminares. Se llegé a la conclusién de que el lactato de calcio es mas

eficiente para el pretratamiento de la pera.
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1.4. Alternativas de conservacion de pera minimamente procesada.

1.4.1. Refrigeracion.

La conservacion de alimentos por frio se fundamenta en un principio general de la
fisicoquimica que enuncia que la movilidad molecular disminuye al disminuir la energia
(temperatura) del sistema, y en consecuencia la velocidad de reacciones quimicas y de los
procesos bioldgicos es menor. En contraste con alimentos tratados con calor, las bajas
temperaturas no se enfocan en la destrucciéon de microorganismos o enzimas, sino solo en
disminuir su actividad en la mayor medida posible (Berk, 2018). Cuando los vegetales se
exponen a condiciones de temperaturas bajas, por encima de las de congelacidn, se produce
la inactivacién de aquellas enzimas que catalizan reacciones de deterioro, la disminucién en
la velocidad de reproduccién y crecimiento de muchas especies de microorganismos
patogenos y alterantes. A temperaturas de refrigeracion, la velocidad de respiracién del
tejido vegetal se reduce (Parzanese, 2012). La ventaja de la conservacién por refrigeracion
de frutos yace en que, bajo las condiciones adecuadas de temperatura, humedad, luz y tiempo
de almacenamiento, no se alteran las propiedades sensoriales del producto ni se alteran sus
valores nutricionales, caso contrario al tratamiento por calor (Aste, Del Pero, & Leonforte,

2017).

Es muy importante considerar las variables del proceso para evitar dafos por frio en algin
producto. La temperatura es la mas importante de estas variables, principalmente en
alimentos hortofruticolas, ya que para conservar su frescura deben mantener sus
metabolitos en estado liquido, por lo que no pueden ser sometidos a temperaturas de -1.5 a
0°C. Por otro lado, algunos frutos de origen tropical y subtropical, como el platano, presentan
sensibilidad a las bajas temperaturas que se manifiesta por diferentes alteraciones y
manchas en la piel, conocidas generalmente como lesion o dafios por frio, y que provocan

pérdida de la calidad comercial (Caceres et al,, 2019).
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1.4.2. Hidroconservaciony recubrimientos.

Desde la antigliedad han existido diversos métodos por los que un alimento es conservado
en medios liquidos (salmueras, almibares). Estas técnicas de conservaciéon modifican tanto el
liquido de inmersién como las caracteristicas organolépticas del alimento debido a diferentes
procesos, como acidificaciéon y migracion de solutos del medio a la matriz del alimento. En la
buisqueda de una alternativa que permita aprovechar al maximo las caracteristicas del
liquido de conservacién sin modificar las propiedades organolépticas del alimento, la unidad
de instrumentaciéon agropecuaria EMPRABA, una empresa vinculada al Ministerio de
Agricultura brasilefio ha desarrollado un método denominado hidroconservaciéon que se
basa en utilizar las propiedades de capacidad calorifica y conductividad térmica del agua para
conservar los alimentos. (OEPM, 2006). Este proceso consiste en la inmersion del alimento
en agua (o alguna disolucion acuosa) que mediante las propiedades antes mencionadas
promueva la conservacion del alimento amortiguando los efectos producidos por la
temperatura ambiente y sus cambios bruscos, sin agregar al medio elementos que pudieran
alterar los atributos sensoriales del alimento. Con este propésito, la hidroconservacion echa
mano de algunas otras tecnologias que le permitan prolongar la vida del producto, tales como

el uso de recubrimientos comestibles y nanotecnologia.

Los términos “recubrimiento comestible” y “pelicula comestible” se suelen utilizar para
referirse a la delgada capa de un material que cubre la superficie de un alimento para
protegerlo, conservar sus propiedades e incluso hacerlo mas atractivo al consumidor, y que
se puede ingerir junto con el alimento sin necesidad de ser removido. La diferencia entre
estos términos radica en que una pelicula es un material de barrera independiente, mientras
que un recubrimiento se aplica y se forma directamente sobre la superficie de los alimentos
(Bourtoom, 2008). Estas tecnologias son bastante utiles cuando se habla de productos
minimamente procesados, ya que se trata de alimentos que por su bajo grado de
procesamiento y debido a los requerimientos de manejo, almacenamiento y transporte, son
altamente susceptibles a deshidratarse, deteriorarse, contaminarse y perder su apariencia,
sabor y valor nutricional (Embuscado & Huber, 2009). Los recubrimientos para alimentos

estan compuestos por sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS, por sus
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siglas en inglés), que se definen como aquellas que son agregadas intencionalmente a un
alimento y que son reconocidas por la FDA o alguna otra asociacion gubernamental de
alimentacién (con respaldo cientifico) como segura para ser ingerida bajo las condiciones de

uso (FDA, 2019).

De acuerdo con Acevedo-Fanietal (2017) los recubrimientos en alimentos se pueden utilizar
para inmovilizar ingredientes activos en la superficie del alimento. El liquido de
hidroconservacion puede ser el medio que contenga particulas de dichos ingredientes activos
que promuevan la conservacién de los alimentos, actuando en conjunto con las particulas de
algin agente formador de pelicula que permita inmovilizar los ingredientes activos en la
superficie del alimento. Los compuestos activos pueden encontrarse de diversas formas en
el medio de hidroconservacion. Hoy en dia los recubrimientos comestibles incorporados con
nanoestructuras como sistemas de liberacion controlada de sabores, colorantes, sustancias
antimicrobianas y antioxidantes representan una de las alternativas mas viables para

prolongar la vida util de los alimentos (Gonzalez-Reza et al., 2018).

1.5. Nanotecnologia.

En los ultimos afios ha habido un notable incremento en el estudio y la aplicacion de
nanoestructuras en varias areas del conocimiento, incluida la ciencia de los alimentos. La
mejor definicién de nanotecnologia es esta: La nanotecnologia es el estudio, disefio, creacion,
sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a través
del control y la explotacion de fendmenos y propiedades de la materia a nano escala (Diaz,
2012). Esta ciencia ha sobresalido debido a las propiedades de los nanomateriales como
vehiculos de liberacion controlada para sustancias bioactivas, pero también debido a que
promueven la solubilidad y biodisponibilidad de dichos compuestos y los protegen durante

la manufactura y el almacenamiento (Pathakoti et al., 2017).

La aplicacion de la nanotecnologia en el sector alimentario generalmente apunta a mejorar
la sensibilidad sensorial (sabor, color, sabor, textura, consistencia), nutricional (mejor

absorcion y biodisponibilidad de nutrientes), mejorar las caracteristicas de los alimentos y
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nuevos suplementos para la salud, desrrollo de nuevos materiales de envasado de alimentos
(mejorando las propiedades mecanicas, antimicrobianas, y las propiedades de barrera en
compracion con materiales de mayor escala) y también al desarrollo de nanosensores
acumulados para obtener mejores condiciones de monitoreo y trazabilidad de productos
durante el almacenamiento y el transporte. Por lo anteriormente mencionado, la
nanotecnologia presenta productos mas seguros, mas baratos, duraderos, mejor disefiados,
e incluso inteligentes, que tienen amplias aplicaciones en el hogar, las comunicaciones, la
medicina. Asi mismo, la nanotecnologia se puede utilizar en el sector alimentario para
mejorar las caracteristicas sensoriales y nutricionales de los alimentos, y para desarrollar
suplementos para la salud y nuevos materiales de envasado de alimentos, reducir el uso de
sustancias no GRAS e inclusive para prolongar la vida util del producto (Prasad, Kumar &
Kumar, 2017). Para comprender por completo el tema de la nanotecnologia es necesario

definir los nanomateriales.

1.5.1. Nanomateriales.

Los nanomateriales se pueden definir como un "material insoluble o biopersistente fabricado
intencionalmente con una o mas dimensiones externas, o una estructura interna, en la escala
de 1 a 100 nandmetros”, como se detalla en el reciente Reglamento de Cosmética de la CE
[(CE) No 1223 /2009)]. Otra definicion dada por la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO) en colaboracién con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), es "cualquier material que tenga una o mas dimensiones en el rango de
nanoescala” (Prasad, Kumar & Kumar, 2017). En la actualidad existen una gran diversidad
de nanomateriales o materiales nanoestructurados, los cuales pueden clasificarse de
diferentes maneras, por su procedencia, su naturaleza quimica, por su tamafio o de acuerdo
a las dimensiones debido a sus elementos estructrurales, grupos, moleculas o cristales
(Cornejo, 2015). En esta ultima los materiales se identifican en base a las dimensiones que
no estan confinadas al rango de nanoescala (<100nm) (Ashby, Ferreira & Schodek, 2009). A

continuacidn, en la Tabla 3, se presenta la clasificacién dimensional de los nanomateriales.
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Tabla 3. Clasificacion de nanomateriales de acuerdo con las dimensiones de sus
elementos estructurales (Bajpai et al., 2018; Cornejo, 2015).

ESTRUCTURA DEFINICION NANOMATERIALES
Las tres dimensiones (x, y,
z) son menores a 100 nm. e Nanoparticulas.
Cero Dimensional (0D) Los electrones estan e Nanoclusters.
confinados en las tres ¢ Puntos cuanticos.
dimensiones.
. . e Nanovarillas.
Dos de sus dimensiones son e Nanotubos
- . menores a 100 nm. Los '
Unidimensional (1D) . ' e Nanocables.
electrones estan confinados N
en dos dimensiones. ¢ ’vanocampanas.
¢ Nanofibras.
Una dimensién es menor a e Nanopeliculas
Bidimensional (2D) 100 nm. Los elec.trones se delgadas.
encuentran confinados en e Monocapas.
esa dimension. e Peliculas multicapas.
Ninguna dimension es e Policristales.
menor a 100 nm, por lo que
- . . e Nanobolas.
Tridimensional (3D) los electrones no estan Nanobobi
confinados y se mueven ¢ 1anobobinas.
libremente. * Nanoflores.

Dentro de los nanomateriales se encuentran aquellos que son el objetivo de este estudio: las
nanoparticulas, las cuales son una entidad discreta cuyas tres dimensiones se encuentran en

nanoescala (Prasad, Kumar & Kumar, 2017).

1.5.2. Nanoparticulas.

El término "nanoparticulas” es muy general e identifica principalmente particulas ultrafinas
medibles dentro de la escala nanométrica. La definicién de nanoparticula difiere segin los
materiales, los campos y la aplicacion a la que se refiere. En un sentido estricto, se consideran
particulas menores de 10-20 nm, pero, en general, todas las particulas en el rango de 1 nm -

1 mm adn pueden definirse como nanoparticulas. Los parametros principales de las

18



nanoparticulas son su forma (incluidas las relaciones de aspecto cuando corresponde), el
tamafio y la subestructura morfoldgica de la sustancia (Bhushan, 2016; Quintanar-Guerrero

etal, 2008).

Las propiedades de los materiales a nanoescala pueden ser muy diferentes de los
macromateriales. Las nanoparticulas representan un puente entre materiales a gran escala
y estructuras atomicas, i6nicas o moleculares. Los materiales a gran escala deben tener
propiedades fisicas constantes independientemente de su tamaflo, mientras que a escala
nanomeétrica, a menudo se observan propiedades dependientes del tamafio (Bhushan, 2016).
Esto puede basarse en nanomateriales que tienen un area de superficie relativa aumentada
y los efectos cuanticos, que puden predominar en el comportamiento de la materia a
nanoescala. Estas areas de contacto mas altas y los efectos de puntos cuanticos pueden
mejorar o cambiar propiedades, como la reactividad, la resistencia y las caracteristicas

eléctricas (Prasad, Kumar & Kumar, 2017).

Los cambios en las propiedades fisicas con el tamafio de particula se denominan "efectos de
tamafo": al disminuir el tamafio de particula, las particulas s6lidas generalmente tienden a
mostrar diferentes propiedades de los materiales a grande escala debido a la mayor
importancia de la superficie sobre la masa. Incluso las propiedades fisicas como el punto de
fusion y la constante dieléctrica pueden cambiar. Ademas, es importante subrayar que el
"efecto de tamano" no solo permite discriminar entre las propiedades fisicas de la materia a
gran escala en comparacion con las nanoparticulas, sino también distinguir entre las
nanoparticulas que tienen diferentes distribuciones de tamafio. Para materiales mayores de
un micrémetro, la fraccion de atomos, iones o moléculas en la superficie es insignificante en
relacién con la fraccién correspondiente a su volumen. En las nanoparticulas, la fraccién de
atomos, iones, moléculas ubicadas en la superficie se vuelve mayor y, por lo tanto, mas activa
porque esta sujeta a fuerzas de interaccién asimétricas debido a un estado de enlace
diferente, los enlaces en la interfaz entre sélido y vacio (o liquido o atmésfera) estan rotos.
Esto afecta las propiedades de la particula en si o su interaccién con otros materiales

(Bhushan, 2016).
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Dentro de las ventajas que ofrecen las nanoparticulas es de destacar que los sistemas
nanoparticulados muestran ser prometedores como vectores activos debido a su capacidad
para liberacion de sustancias (Cruz et al., 2006; Amaral et al., 2007) su tamafio subcelular
permite una asborciéon intracelular relativamente mejor comparada con otros sistemas
particulados (Furtado et al, 2001), pueden mejorar la estabilidad de sustancias activas
(Ourique et al, 2008) y pueden ser biocompatibles con tejidos y células cuando son
sintetizadas a base de materiales igualmente biocompatibles o biodegradables (Elaissari et

al,, 2009).

Existen diferentes formas de clasificar las nanoparticulas. La mas general es de acuerdo a su
estructura morfoldgica, la cual se presenta en la Tabla 4, y que incluye a las nanoparticulas
de matriz simple, nanoparticulas de membrana-nucleo, de dispersiéon y combinadas. Las
nanoparticulas desarrolladas en este experimento son del tipo membrana-ntcleo, las cuales
consisten en un nucleo interior de un sola fase rodeado por una membrna exterior. Dentro
de este tipo de nanoparticulas podemos encontrar una subclasificaciéon basada en el tipo de
moléculas que conforman la membrana exterior, la cual incluye las nanoparticulas

poliméricas y las nanoparticulas lipidicas.

Las nanoparticulas lipidicas son aquellas en que, como su nombre lo dice, se utiliza un lipido
para conformar la membrana exterior. Los lipidos son moléculas insolubles en agua
compuestas por un extremo polar y un cuerpo no polar que se someten a un autoensamblaje
supramolecular en medios acuosos. Este autoensamblaje es impulsado por la hidrofobicidad
que obliga a las moléculas anfifilicas a exponer el extremo polar de la molécula al agua,
confinando la parte no polar en el nucleo de la micela. Viceversa, cuando las moléculas
anfifilicas se inyectan en un solvente no polar, se obtienen micelas inversas. En las micelas
inversas, los grupos polares estan en el nicleo y la parte no polar del lipido afuera. El tamafio
de las micelas puede controlarse tanto por la naturaleza de las moléculas anfifilicas como por
las condiciones ambientales, entre las cuales se encuentran la concentracién de lipidos, la

temperatura o el pH (Cassano & Vollani, 2018).
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Tabla 4. Clasificacion de las nanoparticulas de acuerdo con sus caracteristicas
estructurales (Augustin & Oliver, 2012).

DESCRIPCION

NANOPARTICULAS ESQUEMATICA

J—

1. De matriz simple: Particulas que consisten de una sola
fase.

2. De membrana-nucleo: Consiste en un nucleo interno
de una fase rodeado por una capa externa de otra fase.
La carcasa puede estar compuesta de una monocapa o
multiples capas concéntricas.

3. Dispersién: Consiste en una fase dispersa como
particulas pequenas dentro de otra fase (matriz).

4. Combinacion. Alguna combinacion de lo anterior (1 a
3) p. Ej. un nucleo en dispersion atrapado dentro de
una membrana.

Por otro lado, se encuentran las nanoparticulas poliméricas, en las cuales la membrana
exterior se encuentra formada por un material polimérico. Un polimero es una molécula
grande (macromolécula) compuesta de unidades estructurales repetitivas. Por
polimerizacion, muchas moléculas pequeiias (es decir, monémeros) se combinan y conectan
mediante enlaces quimicos covalentes (Wallner & Lang, 2013). En alimentos, existen

diferentes materiales poliméricos que se utilizan debido a que son sustancias GRAS, entre los
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cuales se encuentran principalmente los compuestos por carbohidratos y por proteinas. Las

nanoparticulas desarrolladas durante esta experimentacion son de tipo polimérico.

1.5.3. Nanoparticulas poliméricas.

Generalmente se definen como particulas sélidas coloidales que incluyen a las nanoesferas y
a las nanocapsulas, y que pueden ser preparadas por polimerizacién o con polimeros
preformados (Elaissari et al., 2009). Las nanocapsulas se diferencian de las nanoesferas en
que son una forma de contenedor, en el que la envoltura del material s6lido rodea un ntcleo
liquido o semisélido a temperatura ambiente. Por otro lado, las nanoesferas son particulas
de densa matriz polimérica, cuya masa entera es sé6lida (Vauthier & Bouchemal, 2008).
Pueden ser hidrofilicas o lipofilicas de acuerdo al método de preparacion y a los materiales
utlizados. Ademas, teniendo en cuenta las limitaciones operativas de los métodos de
preparacion, pueden transportar el principio activo en sus superficies o embeberlo en la
matriz lipidica (Elaissari et al, 2009; Vauthier & Bouchemal, 2008). En la Figura 2 se

presentan diferentes estructuras nanoparticulares.

(a)

Macleo liquido Matriz polimérica

Membrana polimérica Membrana polimérica

()
Mucleo liguido

) Membrana polimérica
Sustancia activa en

estado molecular

Figura 2. Diferentes estructuras nanocapsulares poliméricas: (a) nanocapsulas con
nucleo liquido, (b) nanoesferas de matriz polimérica y (c) nanocapsulas con
sustancia activa en dispersion molecular (Elaissari etal.,2009)
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De acuerdo con Zambrano-Zaragoza et al. (2018) es posible conferir propiedades funcionales
a un recubrimiento alimenticio cuando se encapsulan moléculas antioxidantes o
antimicrobianas en nanoparticulas polimericas, las cuales se adhieren al alimento por medio

del recubrimiento alimenticio.

1.5.4. Componentes de las nanoparticulas poliméricas.

1.5.4.1. Membrana polimérica.

Existe un gran nimero de polimeros naturales y sintéticos que pueden utilizarse para formar
las membranas de las nanoparticulas poliméricas, no obstante, estos deben cumplir con una
serie de requisitos para ser aptos para consumo humano. En primer lugar, no deben ser
toxicos. En segundo lugar, deben ser biodegradables o al menos faciles de eliminar del cuerpo
en un breve periodo de tiempo, permitiendo repetir la ingesta sin riesgos a la acumulacién
descontrolada en el cuerpo. Como tercer requisito, es necesario que sean compatibles con el
alimento en el que se utilizara y utiles para la liberacién de la sustancia activa de acuerdo con
los propésitos del investigador (Vauthier & Bouchemal, 2008). Tanto en nanoesferas como
en nanocapsulas, el tipo de polimero utilizado tiene un papel clave en las caracteristicas mas
significantes de las nanoparticulas poliméricas en relacién con el compuesto activo; por
ejemplo, en la eficiencia de encapsulacién/atrapamiento de la sustancia activa, la tasa de
liberacion, el proceso de degradacion y la capacidad protectora, entre otras (Zambrano-

Zaragoza et al., 2018).

A lo anterior hay que sumar que en la actualidad existe en consumidores y productores una
mayor preocupacion ambiental y ecologica, y que si dejar del lado la seguridad alimentaria,
los ha llevado a buscar materiales bioldgicos que sustituyan a los aditivos alimentarios
artificiales. Una de estas alternativas son los biopolimeros, los cuales son usualmente
derivados de proteinas, lipidos, celulosa, almidones y otros polisacaridos, incluidos los que

son artificialmente sintetizados a partir de monémeros naturales (Vahedikia et al., 2019).
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A pesar de que los biopolimeros proteicos tienen grandes ventajas por su abundancia en la
naturaleza, por ser sustancias GRAS y por sus excelentes propiedades funcionales, tales como
biodegrabilidad, citocompatibilidad y alto valor nutricional (Wang & Zhang, 2019), suelen
presentar ciertas desventajas en comparacién con materiales sintéticos; dentro de estas
desventajas se incluyen menor temperatura de degradaciéon y mayor permeabilidad. Como
respuesta a estos inconvenientes se ha recurrido al uso de aditivos y al uso de
nanotecnologia, ya que como se mencion6 con anterioridad, las caracteristicas quimicas,
biolégicas, eléctricas, térmicas, mecanicas, Opticas y magnéticas de nanomateriales son

diferentes de los materiales a grande escala (Kassai, 2018).

Dentro de los biopolimeros de facil obtencion en la actualidad podemos encontrar a la zeina.
La zeina es la principal proteina del maiz, ya que representa un poco mas de la mitad de las
proteinas totales del endospermo del grano. Es una prolamina rica en acido glutdmico (21-
26%), leucina (20%), prolina (10%) y alanina (10%), pero deficiente en aminoacidos basicos
y acidos, como lo son el triptéfano y lisina (Shukla & Cheryan, 2001). Se obtiene como
subproducto de facil extraccion en la industria del jarabe de maiz. Biol6gicamente es una
mezcla de 4 proteinas: a-zeina (19 y 22 kDa), B-zeina (14 kDa), y-zeina (16 y 27 kDa) y &-
zeina (10 kDa) (Yong et al, 2015). Las a-zeinas son las de mayor importancia econémica y
contribuyen con mas del 70% del total de la composicion total de la zeina (Liu et al. , 2019;
Kassai, 2018). La zeina se encuentra en "cuerpos zeinicos" de 1 mm distribuidos
uniformemente en todo el citoplasma de las células de endospermo de maiz entre granulos
de almidon de 5-35 mm (Shukla & Cheryan, 2001). Esta proteina es conocida por su
solubilidad en solventes binarios alifaticos inferiores que contienen un alcohol y agua, como

el etanol y el isopropanol acuosos, y por su insolubilidad en agua sola (Lawton, 2002).

El primer uso comercial importante de zeina fue para recubrimientos. Cuando el Shellac era
escaso durante la Segunda Guerra Mundial, la zeina estaba en gran demanda como reemplazo
en lacas, barnices y revestimientos (Lawton, 2002). La gelificacién de la zeina podria ser el
resultado de la desnaturalizaciéon consecuente a la solucién y / o debido a la presencia de
"cuerpos"” insolubles que actdan autocataliticamente para precipitar o gelificar la zeina

(Shukla & Cheryan, 2001). A lo largo de la historia, debido a sus propiedades de barrera y
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formadoras de pelicula, asi como por sus ventajas sobre otras proteinas, la zeina ha sido
ampliamente estudiada, y mas recientemente, con aplicaciones en el campo de
nanotecnologia (Gaona-Sanchez et al,, 2015; Gezer et al, 2015; Han et al., 2014; Kashiri et al,,
2017; Panchapakesan et al, 2012; Wang, Fu, & Wang, 2009, citados por Spasojevic et al,
2019; Liu etal. , 2019; Kassai, 2018).

1.5.4.2. Nucleo liquido.

Algunos componentes de interés en los alimentos que sirven como matriz de ciertas
nanoestructuras se encuentran naturalmente en la escala submicrométrica (lipidos,
proteinas y carbohidratos, principalmente), lo que facilita el proceso de nano estructuracién
en formas individuales o conjugadas. En este proyecto se utiliz6é un nucleo liquido, compuesto

por aceite esencial de toronja.

1.5.4.2.1.  Aceite esencial de toronja.

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos y volatiles obtenidos de diferentes
partes de las plantas (hoja, tallo, corteza, brote, flor o semilla) y son ampliamente utilizados
como saborizantes y aromatizantes (Aliakbarlu et al, 2013). Cerca de 3000 aceites esenciales
extraidos de distintas plantas han sido reportados, pero sélo 300 tienen importancia
econdmica y uso dentro de las industrias de fragancias, alimentos, farmacéutica, agricola y

sanitaria (Basak & Guha, 2018).

Existen varios métodos para extraer aceites esenciales. Estos pueden incluir el uso de di6xido
de carbono liquido, microondas, y principalmente destilacién a baja o alta presién empleando
agua hirviendo o vapor caliente. Debido a sus propiedades bactericidas y fungicidas, los usos
farmacéuticos y alimenticios de estas sustancias, estan cada vez mas extendidos como
alternativas a los productos quimicos sintéticos, ya que permiten proteger el equilibrio
ecologico. En esos casos se prefiere la extraccidon por destilacion al vapor o por presion en

frio, como en citricos (Bakkali et al., 2008).
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Cada aceite esencial es una mezcla compleja de terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, y
sus derivados oxigenados, tales como alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, cetonas, fenoles 'y
oxidos), compuestos fenodlicos y fenilpropanoides derivados del acido mevaldnico y del acido
siquimico, respectivamente (Basak & Guha, 2018). Los terpenos son combinaciones de varias
unidades de 5 carbonos (C5) llamadas isoprenos. Los terpenos forman los bloques de
construccion de los monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) y secuencias mayores (Bakkali et al, 2008). Un
terpeno que contiene oxigeno se llama terpenoide. Estos compuestos constituyen 80-90%
de los componentes totales de los aceites esenciales y les permiten tener una gran variedad

de estructuras (Basak & Guha, 2018).

La toronja (Citrus paradisi) es un fruto muy conocido por su alto valor nutritivo (USDA, 2019).
Se distribuye a lo largo de las regiones tropicales y subtropicales del mundo, a una altitud
variable que va de 0 a 1800 m (Liu et al, 2019) y a una temperatura de 13° a 35°C. Su cascara
esta constituida por un amplio nimero de compuestsos que pueden clasificarse en 7 grupos:
terpenos, hidrocarburos sesquiterpénicos, alcoholes, aldehidos, ésteres, 6xidos y otros
compuestos. Los terpenos representan los compuestos prevalecientes: éstos incluyen
limoneno, mirceno, citral y terpino, y equivalen aproximadamente al 85% del total

(Cristébal-Luna et al., 2018).

Con respecto a la composicion de las semillas de toronja, hay menor nimero de informes, sin
embargo, se ha descrito que tienen un alto contenido de aceites esenciales, contenido que
alcanza el 36,5%, asi como 13,5% de humedad, 8,5% de fibra y 4.1% consistente en una
mezcla compleja de lipidos, alcoholes, acidos grasos, tocoferol, flavonoides, polifenoles y
limonoides aglicona. Curiosamente, los compuestos como los flavonoides y los polifenoles
favorecen el desarrollo de la semilla al protegerlas de los depredadores. El jugo de toronja es
también una mezcla compleja con una variedad de componentes, que poseen alto valor
nutritivo y que puede participar en la mejora de la salud humana (Cristébal-Luna et al,
2018). El aceite esencial utulizado en este proyecto es extraido de la cascara de la toronja,

por lo que en la Tabla 5 se resumen sus principales componentes.
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Tabla 5. Principales componentes fendlicos de la cascara de toronja
(Cristébal-Luna et al., 2018).

COMPUESTO CANTIDAD (%)
Terpenos
Limoneno y D-llimoneno 75.07
Mirceno y -mirceno 5.32
a y y-terpineno 1.58
a y B-pineno 1.26
Citral 1.22
a y B-felandreno 1.21
Hidrocarburos sesquiterpénicos
a y B-cariofileno 3.91
Valenceno 3.36
Germacreno A, Cy D 0.86
Alcoholes
Cis, trans, E'y Z-carveol 3.5
Citronelol 1.78
Aldehidos
Octanal 1.14
Decanal 0.61
Esteres
Acetato de carvilo 0.66
Ftalato 0.54
Oleato y palmitato de metilo 0.50
Oxidos
Oxido de B-cariofileno 0.56
Oxido de limoneno 0.28
Otros
Isoforona 1.29
Carvonay D-carvona 0.84

1.5.4.2.2.

Aceites esenciales como sustancias activas.

Las sustancias activas pueden entenderse como aquellas que confieren ciertos beneficios

funcionales a alimentos, como incrementar la vida util y retrasar cambios indeseables en la

frescura de los productos (Yousuf et al, 2018).

Dentro de estas podemos encontrar
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antioxidantes, antimicrobianos, probidticos, prebidticos, colorantes y saborizantes
(Gonzalez-Reza et al., 2018). Entre los productos naturales, los aceites esenciales extraidos
de las especias y hierbas han demostrado poseer actividad antimicrobiana y antioxidante
(Weiss et al, 2009; Donsi et al, 2019; Bag y Chattopadhyay, 2018), por lo que en este
proyecto el mismo nucleo liquido se encuentra formado por la sustancia activa, aceite

esencial de toronja.

Como ya se menciond, la oxidacién en pera se debe principalmente a la actividad de la PPO,
la cual se puede dividir en dos subclases de enzimas, el primer tipo lo constituyen las catecol
oxidasas (E.C. 1.10.3.1) y el segundo tipo las lacasas (E.C.1.10.3.2.), sin embargo, se ha
cuestionado que las lacasas estén involucradas en los procesos de oscurecimiento enzimatico
ya que estan ausentes en la mayoria de los vegetales (Pérez, 2003), por lo que las enzimas de

mayor interés son las catecol oxidasas, que catalizan dos reacciones distintas:

e Reaccion 1 o Actividad cresolasa.

e Reaccion 2 o Actividad catecolasa.

Estas dos reacciones enzimaticas consumen oxigeno y son conocidas en la literatura por el
apelativo de actividad monofenolasa (o cresolasa) y actividad o-difenolasa (o catecolasa). La
actividad cresolasa de la enzima es reflejo de un comportamiento de oxigenasa, mientras que
la actividad catecolasa es un claro exponente de la actividad enzimatica de una oxidasa. La
hidroxilacion de monofenoles (reacciéon 1) es propia de una monofenol monooxigenasa,
tirosinasa, monofenolasa o cresolasa y la oxidacién a quinonas (reaccién 2) propia de una

difenol oxidasa, difenolasa o catecolasa (Pérez, 2003),

Existen diferentes métodos fisicos y quimicos que buscan inhibir la actividad de la PPO, sin
embargo, en este caso nos enfocaremos en el uso de sustancias denominadas antioxidantes.
Los antioxidantes son sustancias presentes en alimentos que, al encontrarse en bajas
concentraciones comparado con un sustrato oxidativo, retrasan o previenen la oxidacion.
Algunos antioxidantes de grado alimenticio han sido utilizados para prevenir el deterioro de

la calidad de productos y mantener su valor nutricional (Shahidi, 2000). De acuerdo con
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Gonzalez-Reza et al. (2018), los antioxidantes pueden clasificarse en dos grupos: sintéticos y
naturales. Dentro de los antioxidantes artificiales podemos encontrar el hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) y galato de propilo (PG), principalmente.
Debido al potencial cancerigeno de los antioxidantes artificiales y al actual incremento en la
demanda por parte del consumidor de alimentos con aditivos naturales, el enfoque del
desarrollo de nuevas tecnologias de conservacién ha cambiado. Los compuestos fenolicos,
(acidos fenolicos y flavonoides), carotenoides ([3-carotenos y licopeno), tocoferoles (vitamina
E) y &cido ascérbico (vitamina C), presentes de forma natural en frutas y hierbas, han sido
ampliamente estudiados y empleados en la industria alimentaria (Gonzalez-Reza et al,

2018).

La actividad antioxidante de un compuesto en particular, una mezcla de compuestos, o una
fuente natural que contenga dicho reactivo esta generalmente relacionada con 5 mecanismos
de accién: (i) su capacidad para eliminar radicales libres, (ii) su potencial como quelante de
iones metdlicos para evitar que generen especies reactivas o descompongan peroéxidos
lipidicos, (iii) su facultad de unirse a moléculas de oxigeno para prevenir la formacién de
peroxidos, (iv) poder para romper la cadena autoxidativa y (v) reducir las concentraciones
localizadas de oxigeno (Brewer, 2011). El alto contenido de sustancias como limoneno (72
+1.75 %), B-mirceno (5.55 + 0.55 %), n-octanal (4.3 + 0.41 %), linalol (2.11 £ 0.01 %) y trans-
B-cariofileno (1.8 + 0.15 %) confieren al aceite esencial de toronja diferentes propiedades
que actuan como mecanismos de accion antioxidante reduciendo o-quinonas a difenoles
incoloros de baja rectividad, actuando como quelantes del centro activo de cobre de la PPOy

rompiendo la cadena autoxidativa (Pérez, 2003; Rojas et al., 2009).

Por otro lado, los agentes antimicrobianos son aquellas sustancias que eliminan o inhiben el
crecimiento de microorganismos (Zhang et al., 2010). Al igual que otras sustancias bioactivas,
los agentes antimicrobianos son sustancias reactivas que pueden causar problemas
considerables cuando son embebidos en un matriz alimenticia compleja, como efectos
negativos sobre la estabilidad fisicoquimica o la integridad nutritiva, asi como la defradacion
de la actividad biolégica y otras sustancias bioactivas ya presentes en el alimento. Esto ha

llevado a buscar concentraciones que sean lo suficientemente altas para inhibir el
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crecimiento microbiano y que cumpla con as regulaciones alimentarias, y que al mismo
tiempo proboque alteraciones minimas en las propiedades cualitativas de un producto
(Weiss et al., 2009). Esto se ha solucionado mediante la nanoencapsulasion de sustancias
antimicrobianas, ya que las protege de interaccciones con ingredientes de los alimentos,
permite su concentracién en areas criticas de locacion de microrganismos, y debido al

tamafio subcelular, incrementa su absorcién y bioactividad (Donsi et al., 2019).

Fundamentalmente, los antimicrobianos pueden actuar de dos maneras: como
perturbadores de la membrana bacteriana o como inhibidores de la dinamica de
transferencia de protones. Ejemplos de estos ultimos son los 4cidos organicos débiles, como
el acido benzoico y el acido sérbico, que se han utilizado ampliamente como conservantes

para inhibir el crecimiento de microorganismos en las bebidas (Weiss et al.,, 2009).

La eficacia de estos acidos organicos débiles es una funcién del pH ambiental. Esto se debe a
que algunas de las moléculas de acido débil se disocian en solucién para formar los aniones
acidos cargados negativamente, mientras que otras moléculas permanecen sin disociarse.
Solo las moléculas de acido organico no disociadas pueden penetrar en la envoltura de la
célula bacteriana, mientras que los aniones disociados son repelidos debido a las
interacciones electrostaticas. Dado que la concentracion del acido no disociado aumenta a
medida que disminuye el pH, las concentraciones mas altas de compuestos activos pueden
migrar al espacio intracelular a un pH mas bajo para inhibir reacciones metabolicas
esenciales. Alternativamente, los antimicrobianos pueden actuar como perturbadores de la
membrana al insertarse en la membrana microbiana, interrumpiendo asi la estructura y
funcionalidad de la bicapa de fosfolipidos. A su vez, la membrana pierde su capacidad de
actuar como una barrera, impidiendo el intercambio de material entre el interior y el exterior
de la célula y su capacidad de albergar y regular la funcionalidad de los complejos de

proteinas, los cuales estan suspendidos en la bicapa (Weiss et al., 2009).

Puesto que el aceite esencial usualmente se obtiene de una mezcla de estractos de semillas,
cascara y jugo, los principales compuestos que lo conforman son: limoneno (72 +1.75 %), B-

mirceno (5.55 * 0.55 %), n-octanal (4.3 £ 0.41 %), linalol (2.11 * 0.01 %) y trans- B -
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cariofileno (1.8 = 0.15 %) (Rojas et al,, 2009). Gracias a estos componentes es que el aceite
esencial de toroja puede actuar como antimicrobiano, perturbando la membrana bacteriana,
como inhibidor de la dindamica de transferencia de protones y como acidulante del medio

(Pérez, 2003; Brewer, 2011; Weiss et al., 2009).

1.5.4.2.3. Pluronuc-F127® como estabilizante de niicleos lipidicos.

El nucleo liquido y/o semisoélido, cuando es lipidico, se suele estabilizar con agentes
tensioactivos, y permiten incorporar sustancias activas hidrofilicas a las nanoparticulas
(Gonzalez-Reza et al, 2018). En este proyecto se utilizo Pluronic-F127® como estabilizante

para el nucleo de aceite esencial de toronja.

Los pluronics, también conocidos como poloxameros, son una clase de copolimeros de
bloques sintéticos. De acuerdo con la IUPAC , los copolimeros de bloques son sustancias
formadas por macromoléculas constituidas por bloques dispuestos en una secuencia lineal.
Para este organismo, un bloque es una porcién de una macromolécula, que comprende varias
unidades constitutivas, que tiene al menos una caracteristica que no estd presente en las
porciones adyacentes. Existen copolimeros formados por dos o por tres bloques, a los que se
suelen simbolizar, respectivamente, como AB y ABA o BAB, donde A y B son los bloques
poliméricos. También son posibles copolimeros en bloques constituidos por la repeticién de
unidades formadas por dos bloques, (AB)n y por la incorporacién aun polimero de dos
bloques de una tercera cadena (ABC). Otros tipos de copolimeros formados por bloques son
los copolimeros injertados (en inglés, graft copolymer) y los copolimeros estrella. Los
copolimeros injertados estan constituidos por macromoléculas con uno o mas tipos de
bloques conectados a una cadena principal formando cadenas laterales; estas cadenas
laterales tienen caracteristicas constitutivas o configuracionales diferentes a las de la cadena
principal . Las macromoléculas de los copolimeros estrella contienen un punto de
ramificacion del cual emanan cadenas lineales (Pasquali, Chiappetta & Bregni, 2005). En la

Figura 3 se muestran los prinipales tipos de copolimeros.
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Figura 3. Tipos de copolimeros: (a) al azar, (b) dibloque, (c) tribloque, (d) de injerto
y (e) estrella (Pasquali, Chiappetta y Bregni, 2005).

El pluronic-F127® es un copolimero de poli (6xido de etileno) (PEO) hidréfilo y poli (6xido
de propileno) (PPO) hidrofébico, dispuestos en una estructura tribloque ABA, dando asi una
estructura de PEO-PPO-PEO (Figura 4) (Bearat & Vernon, 2011). Este grupo de polimeros
sintéticos es termorreversible en soluciones acuosas. La transicién sol-gel se rige por la
composicion, el peso molecular y la concentracidon de cada polimero de bloque constituyente.
El 6xido de etileno hidrofilico y el 6xido de propileno hidrofdbico le confieren una estructura
anfifilica, lo que significa que tiene un grupo polar soluble en agua unido a una cadena de

hidrocarburo no polar insoluble en agua (Shirwaiker, Purser & Wysk, 2014).

CHs,
m n m

Figura 4. Estructura molecular de Pluronic-F127® (Uchéa et al., 2015).

Debido a sus caracteristicas anfifilicas, los pluronics poseen propiedades tensioactivas que
les permiten interactuar con superficies hidrofébicas y membranas biolégicas. Ser anfifilico
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también da como resultado la capacidad de los copolimeros individuales, conocidos como
unimeros, para combinarse y formar micelas en soluciones acuosas. Cuando la concentracion
de los copolimeros es inferior a la concentracion critica de micelas, los unimeros permanecen
como soluciones moleculares en agua. Sin embargo, a medida que la concentraciéon de
copolimero de bloque aumenta por encima de la CMC, los unimeros se autoensamblaran y
formaran micelas, que pueden adoptar geometrias esféricas, en forma de varilla o lamelares.
Sus formas dependen de la longitud y concentracion de los copolimeros de bloque (es decir,
EOy PO) y latemperatura. Las micelas generalmente tienen un ntcleo hidréfobo, en este caso

las cadenas PO, y una capa hidrofilica, las cadenas EO (Bearat & Vernon, 2011).

1.5.5. Fructanos de agave (Inulina).

Los fructanos de agave son polisacaridos también conocidos como inulina, siendo
compuestos de almacenamiento derivados de plantas, estan conformados por multiples
unidades de fructosa unidas por enlaces (3-(2-1) fructosil-fructosa. Estos polisacaridos son en
su mayoria lineales, aunque puede existir un pequefio nimero de unidades ramificadas con
enlaces [3-(2-6). En términos de arreglo, la columna vertebral de una molécula de fructano de
agave puede contar desde 2 hasta aproximadamente 60 unidades de fructosa; por lo tanto,
pueden ser clasificado segun el grado de polimerizacion (Morreale et al., 2019). Los fructanos
de tipo inulina con un promedio de polimerizacion inferior a 10 unidades se denominan
fructo-oligo sacaridos (FOS), mientras que tiene encima de 10 son generalmente
denominados como inulina (Drabinska et al., 2018). No obdtante, extisten dos yipos comunes
de inulina, los fructanos de agave y los de achicoria. En este proyecto se utilizaron fructanos

de agave.

Estos poliscaridos han sido designados como una sustancia GRAS, ademas, gracias a su
configuracion B, son resistentes a la actividad hidrolitica de las enzimas del tracto digestivo
superior humano; al ser capaces de llegar parcialmente o no digeridogeridos al intestino
grueso, pueden ser fermentados selectivamente por las bacterias beneficiosas del intestino
grueso. Estas caracteristicas hacen que estos fructanos de agave se clasifiquen como fibras

dietéticas solubles prebioticas (Morreale et al,, 2019). Gracias a estas propiedades y a que

33



son el segundo polisacarido de almacenamiento vegetal mas abundante, estos fructanos han
adquirido una gran importancia dentro de la industra alimenticia y son objeto de estudio

para desrrollo de nuevos poductos (Drabinska et al., 2018; Morreale et al., 2019).

1.5.6. Carboximetilcelulosa (CMC).

La CMC es un polisacarido semisintético idnico que tiene una estructura lineal compuesta en
su totalidad por [-d-glucosa y sal [3-d-glucopiranosil-2-0-(carboximetil)-monosddica
conectados mediante enlaces (3- (1,4-glicosidicos) (Yuliarti et al.,, 2019). El tratamiento de la
pulpa de madera purificada con una solucién al 18% de hidréxido sdédico produce celulosa
alcalina. Cuando la celulosa alcalina se hace reaccionar con la sal sodica del acido
cloroacético, se forma la sal sédica del éter carboximetilico (celulosa-O-CH2-CO2Na),

componente proncipal de la CMC (BeMiller & Whistler, 1996).

Las moléculas de CMC son largas y bastante rigidas, con carga negativa debido a los
numerosos grupos carboxilicos ionizados que contienen, y la repulsion electrostatica hace
que sus moléculas en soluciéon adopten una forma extendida. De la misma forma, las cadenas
adyacentes se repelen entre si. En consecuencia, las soluciones de CMC tienden a ser
altamente viscosas y estables. La CMC se encuentra disponible en una gran variedad de tipos
de viscosidad. La CMC estabiliza las dispersiones de proteinas, de manera especial aquéllas

que se encuentran cerca de su punto de pH isoeléctrico (BeMiller & Whistler, 1996).

Este polisacarido presenta propiedades funcionales de interés en la industria de alimentos,
actia como aglutinante, como espesante y estabilizante, y forma peliculas resistentes. Se
utiliza en productos como tortillas de maiz por su habilidad de retener agua, en la elaboracién
de jugos y néctares, rellenos de pie, productos de panificaciéon, como substituto de grasa, en
productos lacteos (helados), en salsas, aderezos y productos elaborados a base de jitomate,

entre otros (Badui, 2006).
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CAPITULO II. METODOLOGIA DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL.

2.1. Problema.

En la actualidad, existe en México un creciente interés por parte de los consumidores por
adquirir alimentos minimamente procesados con alto valor nutritivo. Asi mismo, es menester
en la sociedad moderna que estos alimentos sean de facil acceso y puedan consumirse casi
instantdaneamente. Las frutas son alimentos nutritivos, facilmente disponibles y que no
requieren de mucho procesamiento para su comercializaciéon. En México, el consumo per
capita de pera asciende a 1 kg anual. Las formas de ingesta de estos frutos en general no se
distinguen mucho de otros paises. Se comen principalmente frescas durante el desayuno,
entre comidas o como postre o bien en ensaladas de frutas. También se usan para preparar
pasteles de frutas y compotas o se consumen con crema, chocolate, nueces o caramelizadas
con un palillo que las sostenga (ProChile, 2011). En consecuencia, a su bajo procesamiento,
este fruto es muy susceptible a sufrir dafios fisicos durante su transporte, asi como deterioros
debidos a incorrectas temperaturas de almacenamiento o crecimiento de agentes patégenos.
Debido a esto, el mercado de la pera nacional sufre todos los afios de grandes pérdidas de
producto. En buisqueda de una alternativa que permita conservar y proteger la calidad
organoléptica y nutricional de este fruto sin dejar de un lado el minimo procesamiento, se
estudia en este trabajo el efecto de hidroconservacion de nanoparticulas de aceite esencial
de toronja sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la pera (variedad Anjou) pelada y

rebanada.
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1)

2)

3)

2.2. Objetivos general y particulares.

2.2.1. Objetivo General

Establecer el efecto de la composicion del liquido de conservacion con fructanos de agave
(inulina) y carboximetilcelulosa como polisacaridos de soporte, con y sin nanoparticulas de
aceite esencial de toronja sobre los cambios de calidad fisicoquimica y actividad enzimatica
de pera Anjou fresca con y sin pretratamiento con lactato de calcio, cortada y envasada en
polipropileno cristal para la seleccién de la formulacién que contribuya a incrementar su

tiempo de almacenamiento en refrigeracion.

2.2.2. Objetivos Particulares

Analizar el efecto de la formulacién del pretratamiento con lactato de calcio y el liquido de
hidroconservacion (fructanos de agave y carboximetilcelulosa) con y sin nanoparticulas de
aceite esencial de toronja, aplicados a pera cortada en gajos y almacenada en refrigeracidn,
mediante la medicion de absorcién de liquido, indice de oscurecimiento, cambios en el color
y textura para la determinacidon de la formulacién que tenga mayor influencia en la

conservacién del producto.

Relacionar el efecto de la presencia de fructanos de agave y carboximetilcelulosa con y sin
nanoparticulas de aceite esencial de toronja en el liquido de hidroconservacion sobre la
modificacion en polifenoles totales y la actividad enzimatica polifenoloxidasa (PPO) y
pectinmetilesterasa (PME) de pera Anjou cortada en gajos durante el almacenamiento
refrigerado, por medio de espectrofotometria (método de Folin-Ciocalteu), para la
determinacion de la composicién que tenga mayor influencia en la conservacion del

producto.

Determinar los cambios en color, indice de oscurecimiento, y turbidez del liquido de
hidroconservacion, asociandolos con su influencia en el incremento del tiempo de

almacenamiento refrigerado del producto.

36



4) Asociar la actividad enzimatica del liquido de hidroconservacion con el cambio en las
propiedades del producto y su influencia en el incremento del tiempo de almacenamiento

refrigerado.

2.3. Disefio Experimental.

Para la seleccion de agente reforzador de textura se realiz6 un experimento previo al
establecimiento de formulaciones finales, el cual se detalla en la seccion de actividades

preliminares.

En total se realizaron 8 experimentos considerado como factores: lactato de calcio (3 %), CMC
(0.1 %), fructanos de agave (3 %) y dispersion de nanoparticulas (4 %). Los tratamientos que
no tenian fructanos de agave y CMC como medio de conservacién ni presencia de
nanoparticulas se conservaron sé6lo en agua purificada. En la Tabla 6 se muestran los factores

y niveles de variacién utilizados durante el desarrollo experimental de este trabajo.

Las muestras se envasaron en vasos de polipropileno marca REYMA® (75 g) que se sellaron
térmicamente con pelicula de polipropileno y se almacenaron a 3.3 °C. Se evaluaron los cambios
cada semana durante 5 semanas. Se prepararon 21 muestras por tratamiento (18 para analisis
y 3 extras para casos de contaminacion) y cada semana se aplicaron pruebas analiticas a 3
muestras por tratamiento, para asi obtener datos por triplicado cada dia de experimentacion.
Cabe mencionar que la primera medicion, denominada “dia cero”, se realizé pasadas 2 h del
envasado de las muestras, y sirvié como patron de referencia de la calidad inicial del producto.
La informacién sintetizada de las muestras analizadas por semana se esquematiza en la Tabla

7, siendo M# el nimero de muestra correspondiente a cada tratamiento.
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Tabla 6. Factores y tratamientos experimentales para pera fresca cortada en liquido

de hidroconservacion.

FACTORES TRATAMIENTO
1 2 3 4 5 6 7 8
Pretratamiento en lactato de calcio al 3% Sin | Sin | Con | Con | Sin | Sin | Con | Con
i 0, 0,
Presencia de 3% fructanos de agave/ 0.1% Sin | con | sin | con | sin | con | Sin | Con
CMC.
Presencia de nanoparticulas al 4%. Sin | Sin | Sin | Sin | Con | Con | Con | Con
Tabla 7. Codificacion y dias de muestreo.
SEMANA DE PRUEBAS MUESTRAS DE
DiA 0 1 2 3 4 5 RESERVA
El\f/[iif;\%fs M1, M4, M7, M10, | M13, | M16, M19,
(determinaciones M2, M5, M8, M11, | M14, | M17, M20,
. M3 M6 M9 M12 M15 M18 M21
por triplicado)

2.4. Actividades preliminares.

2.4.1. Seleccion de agente reforzador de textura.

Se estudiaron diferentes agentes reforzadores de textura para el pretratamiento del fruto, de

los cuales se prepararon las siguientes soluciones:

e Lactato de calcio (1% y 3%).
e Cloruro de calcio (1% y 2%).
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Para esta prueba se utilizaron cubos de pera de 1.5 cm por lado. Con el fin de asegurar que
estos reactivos no tuviesen un efecto pro-oxidante, posterior a la inmersion en la disolucion
de pretratamiento correspondiente, se escurrié el fruto y se inmergié en una segunda
disolucién de nanoparticulas en agua al 25%. En la tabla 8, se muestra el disefio experimental

empleado para evaluar el efecto del reforzador de textura.

Tabla 8. Disefio experimental prueba de reforzador de textura.

EXPERIMENTO
1 2 3 4

VARIABLES

Pretratamiento con
Lactato de calcio al 1%.

Pretratamiento con
Lactato de calcio al 3%.

Pretratamiento con
Cloruro de calcio al 1%.

Pretratamiento con
Cloruro de calcio al 3%.

Inmersién en disolucién de
nanoparticulas al 25%

Para el andlisis de resultados se evalud la textura, absorcién de agua e indice de
oscurecimiento. La medicién de textura y absorcién de agua se realizé tomando dnicamente
datos de pera fresca recién pelada y cortada sin tratamiento y datos de pera una hora
posterior al tratamiento. Por otro lado, la mediciéon de color se llevé a cabo en pera fresca
recién pelada y cortada sin tratamiento y, en seguida, cada 5 min durante la primera hora
posterior al tratamiento. Los datos recabados se contrastaron con datos tomados de una
muestra control sin ningln tratamiento. La absorcion de agua se realiz6 comparando el peso
inicial y final de la pera. El color se midi6 utilizando un espectrofotometro KONICA

MINOLTA® CM-700d®. La textura se determind empiricamente por prueba de corte.
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2.4.2. Caracterizacion de la camara de refrigeracion.

Dependiendo del estado de madurez que se quiera lograr a la hora de consumo y en el cual
se adquiera la materia prima, las condiciones de temperatura en el almacenamiento de pera
seran distintas. Para este proyecto, las peras se adquirieron en estado de madurez comercial,
y es necesario mantener esta condicion en el fruto durante el mayor tiempo posible, por lo
que la temperatura ideal de almacenamiento debe estar entre -1 y 0°C (Mitcham, Crisosto, &
Kader, 2019). No obstante, no se consigui6é un equipo que alcanzara dichas temperaturas, por

lo que se buscé el que brindara las condiciones mas cercanas a las deseadas.

Se determind la temperatura promedio de los refrigeradores 1 y 2 del laboratorio 16 de la
Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la FES Cuautitlan. Se midi6 la temperatura de
cada refrigerador en sus tres niveles (1, 2 y 3, de abajo hacia arriba, Figura 6) en intervalos
de 15 minutos por dos horas utilizando un termémetro digital HANNA® Checktemp® 1. El
refrigerador 1 en sus tres niveles conservo una temperatura promedio de 3.33 °C, siendo el
refrigerador que alcanzé una temperatura mas cercana a la 6ptima reportada en la
bibliografia, y también el refrigerador que mostr6 menor fluctuacién de temperaturas, por lo

que se selecciond para la refrigeracién del producto.

NIVEL 3

NIVEL 2

NIVEL 1

Figura 5. Division en diferentes niveles del refrigerador.
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2.4.3. Seleccion de materia prima.

La pera Beurre D’Anjou se adquirid en el mercado local de Cuautitlan de Romero Rubio, la
compra se realiz6 en temporada de cosecha (octubre-noviembre) por lote en caja de 45
piezas. Los frutos tenian, a primera vista, tamafio homogéneo y se inspeccionaron
cuidadosamente para asegurarse que no presentaran ningtn dafo fisico. Cabe destacar que
la materia prima se adquiri6 siempre de los mismos proveedores. Una vez en el laboratorio
y antes de pasar al lavado cada fruto se examin6 cuidadosamente para descartar aquellos que
pudieran presentar algiin dafio en su superficie, marcas de golpes, manchas ni rastros de

afecciones por hongos o plagas.

2.4.4. Desinfeccion de material para tratamiento y envasado de producto.

Los materiales para la preparacion fueron: pelador, rebanador, coladores, cuchillos,
cucharas, probetas, vasos para envasado, y vasos de precipitado. Inicialmente se lavé el
material tallando con esponja y jabdn liquido Salvo® limon. Se escurrié y se sumergi6 durante
10 min en una solucién de desinfectante DERMOSAN a una concentracién de 10 mL/L.
Finalmente se dejo6 escurrir por segunda vez el material. Esta misma disolucion desinfectante

se utiliz6 para los trapos de limpieza y para acondicionar las superficies de trabajo.

Durante la desinfeccion y posteriormente las puertas y ventanas del laboratorio se
mantuvieron cerradas, ademas se utilizaron guantes de latex desinfectados, cofia, cubrebocas

y bata de laboratorio.

2.4.5. Lavado, pelado y rebanado de materia prima.

Posterior a seleccion de la materia prima se removieron cuidadosamente las etiquetas
presentes en la cascara. El lavado se realizé con cdscara mediante un tallado suave con
esponja y jabon liquido Salvo® limén, un enjuagado y posterior inmersién total por 10 min
en una disolucién de plata coloidal marca Microdyn® en agua con concentracién de 10mL/L.

Se dejo escurrir la fruta en un colador desinfectado. Una vez seca la materia prima, se
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procedid a pelar la fruta con el pelador, removiendo por completo la cascara. Posteriormente
se corto la pera con el rebanador apoyando en la parte superior de la pera y ejerciendo
presion hacia abajo. De esta manera se obtuvieron 8 rebanadas por pera. El material utilizado

se muestra en la Figura 6.

a) b)

=R

Q).
/é ‘\‘_4"/"
2 -

r 4 <\

()

~

Figura 6. Material preparacion de pera; a) pelador; b) rebanador y descorazonador.

2.4.6. Determinacion del rendimiento del pelado y rebanado de la Pera Berrue

D’Anjou.

Se midi6 la masa inicial de la pera con cdscara lavada y seca y se comparé con la masa de las
8 rebanadas obtenidas posteriormente del pelado y rebanado. De esta manera se determiné
que el rendimiento promedio fue del 71.18%. Durante esta etapa también se estableci6é un
parametro dimensional promedio de las rebanadas de pera, cuyas dimensiones se presentan

en la Figura 7.

bprom= 2.22 cm

hprom=1.79

Loron=7.36 cm Aprom=0.96 €M

Figura 7. Dimensiones caracteristicas de gajos de pera.
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2.4.7. Preparacion de agua para elaboracion de dispersiones de conservacion.

Las dispersiones se prepararon empleando agua previamente hervida durante 5 min. Para
garantizar una homogénea distribucion de temperaturas se emple6 un termoagitador IKA®
C-MAG HS 7®. Finalmente, se dejo enfriar el agua y se almacend, en recipientes desinfectados,

en refrigeracién a 3.3°C.

2.4.8. Elaboracion de disolucion de lactato de calcio.

La disolucién de lactato de calcio que se utiliz6 para el pretratamiento de la pera pelada y
rebanada se realizé en agua purificada previamente acondicionada, a temperatura ambiente
y una concentracion de 3%. Se requirié de un agitador de propelas de velocidad variable tipo
R2R1 (Heidolph® Instruments, Schwabach, Alemania) y la dispersién se llev6 a cabo a 800

rpm. Se mantuvo la mezcla en agitacion hasta que se disolvié por completo el lactato de calcio.

2.4.9. Elaboracion de dispersiones de CMC e fructanos de agave.

Para los tratamientos 2, 4, 6 y 8 se prepar6 una disolucion al 0.1% de CMC y fructanos de
agave al 3%. Para esto, se calent6 el agua a 80° C (de la misma forma que se calent6 para ser
acondicionada) para dispersar 0.1% CMC durante 10 minutos agitando con ayuda de un
agitador de propelas de velocidad variable tipo R2ZR1 (Heidolph® Instruments, Schwabach)
a 2500 rpm. Posteriormente se dejé enfriar la dispersion de CMC hasta 30°C manteniendo la
agitacion y se agregaron fructanos de agave. También se afiadié azlcar para asimilar los

grados brix de la dispersion a los de la pera (16° Brix).

2.4.10. Elaboracion de nanoparticulas de aceite esencial de toronja.

La elaboracién de nanoparticulas se llevé a cabo tomando como referencia el método de
nanoprecipitacion descrito por Elaissari et al. (2009). Este método también recibe el nombre
de desplazamiento de solvente o deposicion interfacial. Se utilizaron dos fases iniciales, una

organica o solvente y una acuosa o no solvente.
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Para la fase organica se preparé una mezcla de etanol-agua y posteriormente se agreg6
sustancia formadora de pelicula (zeina) la cual se dispersé mediante una agitaciéon a 300 rpm
por 2 horas a tempertura de 35° C. Una vez que se disolvié por completo la zeina, se dejé
enfriar la mezcla a 20° Cy se agreg6 1mL de aceite esencial (sustancia activa) por cada litro
de nanoparticulas a preparar, manteniendo un agitacién a 300 rpm durante 5 minutos. La
fase acuosa se preparé como una disolucién de Pluronic® F-127 en buffer de ascorbatos a
pH=4, velocidad de agitacion de 300 rpm y temperatura ambiente. En la fase acuosa, como su

nombre lo indica, el solvente esencial es agua, medio en el cual la zeina es insoluble.

Posteriormente, la fase organica se agregé a la fase acuosa lentamente y por goteo utilizando
una bomba New Era® Syringe Pump NE-300 mientras se agitaba la fase acuosa con ayuda de
un homogeneizador IKA® ULTRA-TURRAX® T18 a velocidad de 10,000 rpm y tempertura
ambiente. La agitacion se realiz6 en intervalos de 5 minutos para dejar descansar el equipo,
mientras que el goteo era constante. Una vez obtenidas las nanoperticulas por
nanoprecipitacion, se purificaron eliminado el etanol en un rotavapor IKA® RV10 LG-17700-

102® a 135 rpm y 45°C.

T=20°C
EtOH. =5mi
o EtOH. |__ Mezclado 1 -~ t=5min
. H0. ® =300 rpm
Y T =35°C
Zeina. --D‘ Mezclado 2 I---' t=2h
® =300 rpm
A A 4 T . ZOOC
C. esenc. =20° ini -
de toronja --@@“' T__ 20 .C o Plurinic F-127. . Mezclado 4 - 0m
Ja. t=5min o Buffer ascorbatos. o e
® =300 rpm pH =
T=20°C
Mezclado 5 " ©=10000 rpm
.z T = 450(:
Evaporacion " ©=135rpm

Figura 8. Diagrama de procesos de elaboracion de nanoparticulas.
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2.4.11. Determinacion de temperatura de envasado.

Para el envasado se utilizaron vasos lisos del numero 10 de polipropileno de la marca
REYMA® y una maquina selladora automatica marca Premet® con pelicula de polipropileno.
Se realizaron pruebas con recipiente vacios y recipientes con agua (el mismo volumen tedrico
que para las muestras) para comprobar que no hubiese fugas de liquido. Se probaron
temperaturas de sellado desde 180 a 220 °C y se encontré que la temperatura de sellado ideal
para asegurar la adhesion completa de la pelicula al vaso sin dafiar la integridad del
recipiente era de 205°C. El tiempo de sellado es constante y esta preestablecido en la

selladora desde su fabricacion.

2.5. Diagrama de procesos para el tratamiento de hidroconservacion.

Pera. r-- *[ Recepcién de materia prima ]
++++++ e

Pelado

Disolucién de lactato | { Pretratamiento } 777777 T=20°C
de calcio al 3%. t=5 min
e Disolucion de Inulina

3%/CMC 0.1%. '---b[ Envasado } ffffff T=20°C

® 4% Nanoparticulas. l

[ Sellado } ****** Tsellador= 205°C

1!

[ Almacenamiento } ****** T=3.3°C

Figura 9. Diagrama de procesos de tratamiento de la pera.
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En la parte anterior se presentd el diagrama de procesos general del procedimiento seguido
para la elaboracion de los diferentes experimentos. Es necesario recordar que el

pretratamiento y las disoluciones usadas varian entre experimentos.

2.6. Técnicas de analisis.

Se aplicaron diferentes técnicas de andlisis cada tercer dia durante cuatro semanas tanto al
liquido de hidroconservaciéon como a la pera sometida a hidroconservacion. Los resultados
de las pruebas permitieron conocer el progreso y la eficiencia de conservacién de los
respectivos tratamientos. A continuacion, se describen las metodologias de cada técnica de

analisis.

2.6.1. Pruebas al liquido de hidroconservacion.

2.6.1.1. Determinacion de pH.

La medicién se realizé mediante un medidor de pH de mesa HANNA® HI-208®. Para calibrar
el equipo se utilizaron soluciones amortiguadoras de pH 4 y pH 7 marca HANNA®. En un vaso
de precipitados de 10 ml se colocé un poco del liquido de hidroconservaciéon drenado,
posteriormente se sumergio el electrodo del potenciémetro en el liquido hasta que el sensor
quedara completamente cubierto. La lectura de pH y temperatura se registré una vez que las
cifras en la pantalla del potenciémetro se mantuvieron estables. Al finalizar la prueba es
necesario limpiar el electrodo et alocar liquido de almacenamiento HANNA® en el protector

del sensor.

2.6.1.2. Colorimetria.

Existen diferentes escalas numéricas disefiadas para representar el color en una escala
espacial tridimensional. Dentro de estas escalas se encuentra la L*, a*, b*, establecida por la
Comisidn Internacional de la [luminaciéon (CIE, por sus siglas en francés); en este cddigo, la
L* representa la luminosidad o claridad del color, la a* es el componente rojo (cuando es
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positiva) o verde (si es negativa), y la b* representa el componente amarillo (si es positiva) o

azul (si es negativa).

Una vez obtenidos los datos de un color, normalmente nos interesa compararlo con otra
muestra para evaluar sus diferencias. Si llamamos a esas diferencias AL*, Aa* y Ab* para cada
uno de los ejes L*, a* y b*, la distancia total entre dos colores vendra dada por AE* (l1éase

como delta e), cuya féormula es:

AE\/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2

Para esta prueba se utilizé un colorimetro marca APOLLINAIRE® modelo Agrocolor &
Weight®. La calibracion se efectu6 con el blanco que el equipo incluia desde su adquisicién.
La lectura de datos se realiza en escala RGB. Se vertieron 5 mL de muestra del liquido en un
vaso de precipitados de 50 mL especial (que afectara lo menos posible el haz de luz del
colorimetro). Se colocé el vaso sobre el sensor y posteriormente se cubri6 la superficie del
recipiente del equipo con una hoja de papel blanco para disminuir el efecto de la luz exterior.
Esta prueba se realiz6 siempre bajo las mismas condiciones de luz exterior y en la misma
ubicacion dentro del laboratorio. Posterior a la obtencién de los datos L*, a*, b* de cada
muestra, se calculé el AE* tomando como referencia los datos de las muestras

correspondientes al dia cero.

2.6.1.3. Determinacion de turbidez.

Los turbidimetros tradicionales hacen brillar la luz a través de una seccion de agua y detectan
cuanta luz se dispersa de las particulas en el agua en un angulo de 90 grados desde la luz
entrante (HACH, 2018). En tales casos, la turbidez se mide en unidades de turbidez

nefelométricas (NTU).

Esta determinacion se llevé a cabo utilizando un radio turbidimetro WGZ-200® para medir
la turbidez de una muestra de liquido de hidroconservacién drenado. Para calibrar el equipo
se utilizaron soluciones especiales (incluidas con el equipo) de 20 y 200 NTU. En los casos en
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los cuales las soluciones que superaban las 200 NTU (limite de medicion del equipo) se utilizé
un factor de diluciéon 2 en 10 y posteriormente se realizaron los calculos necesarios para
obtener las NTU reales.

2.6.2. Pruebas ala pera Beurré D’Anjou.

2.6.2.1. Liquido absorbido.

La absorcion de liquido se puede entender como una migracion progresiva de humedad de
una region de mayor concentraciéon a una mas baja a través de las paredes celulares y los
espacios intercelulares de las muestras hasta que se alcanza el estado de saturacion. (Eheim
etal,2019). En este caso, la evaluacion de la absorcion de agua por parte de la pera en funcién
del tiempo y el tratamiento de conservacién es esencial para evaluar las condiciones de

almacenamiento que mejoren su vida til y la calidad del producto final.

Antes del envasado se registré el peso de la pera rebanada y pelada que se utilizaria para
cada tratamiento (4 rebanadas). Para la determinacion de liquido absorbido se comparé
dicho peso con el de la pera drenada posterior al tiempo de almacenamiento del respectivo
tratamiento. La diferencia de pruebas antes y después del tratamiento se interpreté como el
peso del liquido absorbido. Para el andlisis de resultados se consider6 como mas eficiente el
tratamiento que impide en mayor medida la absorciéon de liquido, manteniendo asi las

condiciones iniciales del fruto.

2.6.2.2. Colorimetria.

Esta prueba realizé con un espectrofotometro MINOLTA® CM-700d®. Se cortaron cubos de
1.5cm x 1.5 cm x 1.5 cm de muestra colada y sin liquido. Las muestras se colocaron en un
vidrio de caja Petri (desinfectada y sin rayaduras), posteriormente se coloca la caja Petri con
muestra sobre el sensor del espectrofotometro asegurandose de que la pera cubra
completamente el receptor sin dejar entrar luz del exterior. Los datos se registran en escala
L* a, b y posteriormente se convierten a escala RGB. Se tomaron mediciones por triplicado

de diferentes rebanadas de pera del mismo recipiente y tratamiento.
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2.6.2.3. Caracterizacion textural.

Un texturémetro es capaz de medir virtualmente cualquier caracteristica fisica del producto,
como dureza, fracturabilidad, adhesividad, resistencia del gel, extensibilidad de alimentos,
cosméticos, productos farmacéuticos, geles, adhesivos y otros productos. Se emplea
comunmente para medir y cuantificar pruebas fundamentales, empiricas, tanto en
compresion como en tensién, cubriendo aquellas relacionadas con el andlisis de textura y
propiedades de los materiales, asi como los efectos de la reologia de sélidos, semisoélidos,

liquidos viscosos, polvo y materiales granulados (Corporacién DAMAR, 2017).

Mediante una caracterizacién textural se evalué la eficiencia del pretratamiento con lactato
de calcio como agente reafirmante de textura e integridad celular. Utilizando un analizador
de textura Brookfield® modelo CT3-25000 G1500GR® se efecto una prueba por compresion
acubos de 1.5cm x 1.5 cm x 1.5 cm de pera post tratamiento. La distancia de compresion fue

de 7 mm. Mediante este analisis se determiné la dureza de las muestras.

2.6.2.4. Fenoles totales.

Para este proyecto se utilizé el método de determinacion de fenoles totales de Folin-
Ciocalteu. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracidn azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a A=765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato
sédico y molibdato sddico en acido fosférico y reacciona con los compuestos fendlicos
presentes en la muestra. El acido fosfomolibdotingstico (formado por las dos sales en el
medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendélicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el contenido
en polifenoles. El mecanismo de reaccién es una reaccién redox, por lo que ademads puede
considerarse también, como un método de medida de la actividad antioxidante total. La

oxidacién de los polifenoles presentes en la muestra causa la aparicién de una coloracion
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azulada que presenta un maximo de absorcion a 765 nm, y que se cuantifica por
espectrofotometria en base a una recta patrén de acido galico (Garcia, Fernandez & Fuentes,

2019).

La extraccion de compuestos fenoélicos se realiz6 mediante la técnica descrita por Tomas
Barberan et al. (2001) y Garcia, Ferndndez y Fuentes (2019) con algunas modificaciones.
Posterior al tratamiento de hidroconservaciéon se maceré pera en un mortero de porcelana
hasta obtener puré. De dicho puré se pesaron 3 g y se mezclaron en agitaciéon con 10 ml de
metanol durante 1 h. A continuacidn, se extrajeron 500 pl de sobrenadante y se combinaron
en un vaso de precipitado con 100 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu por 3 min, para después
afiadir 2.4 ml de H20 destilada, 2 ml de una soluciéon de NaCOs al 7.5% y dejar reaccionar en

la oscuridad durante 1 h.

La cuantificacion de polifenoles totales se efectu6 utilizando un espectrofotémetro UV-VIS a
765 nm con agua destilada como blanco. Previamente se prepard una curva patrén de acido
galico, iniciando con una disolucién madre de 100 mg/L, tomando 10 mL para preparar

diluciones de 1/10.

2.6.2.5. Polifenol oxidasa (PPO).

Para este trabajo se siguié el método de Montgomery y Sgarbieri (1975) con algunas
modificaciones. La extraccion se realizé mezclando 3 g me muestra macerada (puré) con 5
mL de cloruro de sodio al 8.8% y agitando durante 20 min. Posteriormente la mezcla se
centrifugé y se recuperard el sobrenadante. La cinética de reacciéon de la PPO se determind
mediante espectrofotometria en un espectrofotéometro UV/VIS a 420 nm. Para esto, se
mezclaron 200 pL de extracto con 2.8 mL de solucién amortiguadora de citratos y catecol y

se midid su absorbancia cada 30 s durante 5 min.

Para preparar la disoluciéon amortiguadora de citratos y catecol se elaboraron dos
disoluciones previas, A y B. La disolucion A consiste en 19.21 g de acido citrico por cada L de

H20. Para la disolucién B se utilizaron 53.65 g de fosfato de sodio heptahidratado por cada L
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de H20. En seguida, se mezclaron 25.7 mL de solucién B y 24.3 mL de solucién A y se afor¢ la
mezcla con H20 destilada hasta 100 mL. Es necesario que el pH final de la solucion
amortiguadora sea pH = 5; de no ser asi, se ajusta el pH utilizando HCl = 0.1 N y NaOH =0.1
M. Finalmente se disuelven 0.5505 g de catecol por cada 100 mL de disoluciéon
amortiguadora. Los resultados se expresaron como el cambio en la densidad 6ptica por

minuto (AAbs/min).

2.6.2.6. Pectin metil esterasa (PME).

Anteriormente ya se ha mencionado la importancia de la PME en los diversios fisiolégicos de
los frutos, con especial atencion en aquellos relacionados con el oscurecimiento y la péridad
de calidad sensorial. Para determinar la actividad enzimatica de la PME se siguid el
procedimiento descrito por Maca et al. (2013) con algunas modificaciones debido a la pera.
La extraccion enzimatica se realiz6 mezclando 3g de muestra macerada (puré) con 5 mL de
disoluciéon de NaCl al 8.8% en agitacion durante 20 min a temperatura ambiente. La
suspension obtenida se centrifugd a 6000 rpm por 10 min. El precipitado fue desechado y se

recupero el sobrenadante.

Para la medicion de actividad enzimatica se prepararon también las siguientes disoluciones:
azul de bromotimol al 0.01% en buffer de fostato dde sodio al 0.006M, pectina citrica al 1%
y H20. Todas las disoluciones se ajustaron a pH = 7.5. En una cubeta para espectrofotometria
se afladieron 100 pL de extracto, 500 pL de azul de bromotimol, 2 mL de pectina citrica y 400
uL de agua destilada. Se tomaron mediciones de absorbancia en un espectrofotometro
UV/VIS a 620 nm cada 30 s por 2 min. La pendiente de la parte lineal de la curva (velocidad

inicial de la reaccién) se tomé como actividad enzimatica.

Se realiz6 una curva patrén de acido glacturénico y en vase a las condiciones de absorbancia
contra concentracion se obtuvo la ecuaciéon descriptiva de dicha curva patrén.
Posteriormente se utiliz6 dicha ecuacién para convertir los datos de absorbancia en la prueba

de PME a concentracién de acido galacturénico (mg ac. galacturénico/ mL de solucién).
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2.7. Analisis estadistico.

Los reslutados de cada prueba (3 por dia por tratamiento) se analizaron mediante un disefio
ANOVA con ayuda del software Minitab® 19 utilizando un nivel de significaciéon a=0.05 para
determinar las diferencias y significancia. En el mismo software se elboraron graficas de caja

para facilitar la comparacién visual y la interpretacion de los resultados.
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CAPITULO III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Pruebas preliminares: seleccion de agente reforzador de textura

La textura se conservo mas firme en los casos en que se utilizé lactato de calcio al 3%. Asi
mismo, se consigui6 una menor absorcién de agua. El pardmetro de color no varié
significativamente entre las diferentes disoluciones. El calcio estd asociado con la
preservacion de la estructura de la pared celular, ya que interactia con la pectina para formar
pectato de calcio. Se ha reportado que el calcio mantiene la firmeza mediante
entrecruzamiento tanto con la pared celular como con la pectina de la lamela media (Rico et
al.,, 2007). Por otro lado, se ha informado que el lactato de calcio es una buena alternativa al
cloruro de calcio porque evita el amargor o los sabores desagradables asociados con la sal de
cloruro (Rico et al., 2007). Después del analisis por triplicado, se seleccioné el lactato de
calcio al 3% como el pretratamiento a utilizar, ya que conservé en mayor medida las

condiciones iniciales del fruto.

3.2. Pruebas aplicadas al liquido de hidroconservacion.

3.2.1. Determinacion de pH.

En la Figura 10, se observan los cambios en pH durante el almacenamiento, destacandose
que, conforme pasa el tiempo, el pH de las muestras disminuye. Sin embargo, el uso de
nanoparticulas funcionalizadas con aceite esencial de toronja reduce en gran medida la tasa
de aumento en la acidez. Dicho evento se debe al efecto antimicrobiano y antifingico que
tiene el aceite esencial de toronja sobre el producto, lo que deriva en una disminucién de

cambio de acidez. Existen distintos microorganismos que son responsables de la
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fermentacion y putrefaccion de frutos, que producen acidos organicos (acético y citrico entre
los mas destacados) como metabolitos secundarios de sus procesos bioldgicos (Reyes-
Ocampo et al. 2013). El proceso fermentativo de las bacterias anaerobias comprende una
serie de procesos, que interactiian entre si, en una serie de reacciones metabodlicas complejas
en ausencia de oxigeno, haciendo parte importante de los ciclos biogeoquimicos del carbono,
nitrégeno y azufre, entre otros. Estos procesos metabdlicos se han divido en 3 grupos o
etapas principales: 1) hidrélisis y fermentacién, 2) acetogénesis y 3) metanogénesis; Es
durante la acetogénesis que se produce acido acético. En el caso de los microorganismos
aerobios, la produccion de acido acético también ocurre durante la catdlisis anterior al ciclo
de acidos tricarboxilicos (Constanza et al, 2015). Conforme transcurren las semanas, las
bacterias liberan acidos organicos al medio de conservacion, por lo que el pH decrece y la

acidez aumenta.

Cuando se utilizan nanoparticulas de aceite esencial de toronja, la actividad microbiana
disminuye y, en consecuencia, al paso del tiempo hay menos acidos libres en el medio que en
un tratamiento sin nanoparticulas. Los aceites esenciales poseen accién bacteriostatica y
bactericida dependiendo de la concentracion y el tipo de aceite (Pardo et al., 2017). Como ya
se habia mencionado, los antimicrobianos pueden actuar como perturbadores de la

membrana bacteriana o como inhibidores de la dinamica de transferencia de protones.

Ejemplo de esto son los acidos organicos débiles, los cuales cumplen principalmente la
funcion de perturbadores de la membrana bacteriana (Weiss et al., 2009). La eficacia de los
acidos organicos débiles es una funcion del pH ambiental, ya que algunas de las moléculas de
acido débil se disocian en solucién para formar los aniones acidos cargados negativamente,
mientras que otras moléculas permanecen sin disociarse. Solo las moléculas de acido
organico no disociadas pueden penetrar en la envoltura de la célula bacteriana, mientras que

los aniones disociados son repelidos debido a las interacciones electrostaticas.
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Dado que la concentracidn del acido no disociado aumenta a medida que disminuye el pH, las
concentraciones mas altas de compuestos activos pueden migrar al espacio intracelular a un
pH mas bajo para inhibir reacciones metabolicas esenciales (Weiss et al., 2009). Esto ocurre
cuando en este experimento los microorganismos liberan acidos al medio, disminuyendo el
pH externo y promoviendo atin mas el efecto antimicrobiano. Es asi como estas sustancias
pueden actuar al insertarse en la membrana bacteriana, interrumpiendo asi su estructura y
la funcionalidad de la bicapa de fosfolipidos. La membrana pierde su capacidad de actuar
como una barrera, impidiendo el intercambio de material entre el interior y el exterior de la
célula (lo que disminuye también la dindmica de transferencia de protones) y su capacidad
de albergar y regular la funcionalidad de los complejos de proteinas, los cuales estan

suspendidos en la bicapa (Weiss et al., 2009).

Por otro lado, el uso de lactato de calcio demostré estadisticamente causar una diferencia
significativa (p>0.05) en el pH. Esto puede deberse al efecto reforzador del lactato de calcio.
Cuando la PME acttia, remueve los grupos metilo del esqueleto de acido galacturénico de una
molécula de pectina. Si esto cocurre cuando hay calcio en el medio (en este caso en forma de
lactato de calcio), el calcio se une facilmente a los grupos de acido carboxilico cargados
negtivamente de las moléculas desmetil esterificadas de pectina. Esto conduce a que distintas
cadenas de pectina lineales se estabilizen formando una un gel con modelo de caja de huevo
(Beigi et al., 2015; Kirtil et al., 2014). Cuando la estructura de la fruta es reforzada por accion
del lactato de calcio, se evita la liberacion de PPO, y en consecuencia se evita la formacion de
o-quinonas y o-difenoles, compuestos que disminuyen el pH del medio en el que se
encuentran. Es por esto que el lactato pudiera tener un efecto significativo en el control de la

disminucion del pH durante la hidroconservacion de pera.

3.2.2. Colorimetria.

Para la interpretacion grafica de AE* es necesario descartar el primer dato que en todos los
casos es aproximadamente 0; esto debido a que dicha medicién corresponde al dia cero, y en
el lapso de unas horas el cambio de color fue casi imperceptible. Una vez aclarado lo anterior

es mas facil distinguir que el uso de nanoparticulas no tuvo un efecto significativo en el color
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del medio. Esto fue corroborado por los resultados estadisticos (p<0.05). En el medio no hay
presencia natural de PPO, sino sdlo aquellas pequefias concentraciones de PPO que pudieran
ser liberadas de la pera al medio. Asi mismo, la concentracion de compuestos fendlicos en el
medio es baja. Esto redunda en una muy baja actividad de PPO en el medio, por lo que la

presencia de un antioxidante no provocé algun efecto significativo.

Por otro lado, el Unico factor que, de acuerdo con el andlisis estadistico, condujo a una
diferencia significativa en los tratamientos fue la presencia de polisacaridos. Si bien las
nanoparticulas no disminuyeron el oscurecimiento, los polisacaridos si lo hicieron, y esto es
perceptible principalmente en los tratamientos 2 y 4 (ambos con polisacaridos, sin
nanoparticulas, y el 4 con pretratamiento), respecto a sus homélogos sin polisacaridos, los
tratamientos 1y 3 (Figura 11), y posteriormente en menor medida en los tratamientos 6 y 8
(ambos con polisacaridos, con nanoparticulas, y el 8 con pretratamiento) respecto al 5y 7
(Figura 12). En aquellos tratamientos en que se usaron polisacaridos se observa una menor
disminucion en la luminosidad (L*), al igual que un menor aumento en el AE*. Theépilo et al.
(2018) mencionan que las propiedades de barrera de los recubrimientos alimenticios no
dependen Unicamente del método de aplicacion del recubrimiento, sino que también de las
propiedades del material formador de pelicula (tipo, concentracidn, densidad, viscosidad y
tension superficial). Numerosos autores han demostrado que los tratamientos con CMC
tienen excelentes propiedades de barrera y formadoras de pelicula (Salama, Abdel, & Alsehli,
2019; Tesfay et al., 2017). En este caso, si bien la CMC no se aplica directamente al fruto, al
estar presente en el medio se deposita en la superficie del fruto, formando asi una barrera
protectora que podria disminuir la migracion de PPO y compuestos fenolicos del fruto hacia
el medio de hidroconservacién, disminuyendo aiin mas la formacién de melaninas en el
liquido. Por otro lado, la CMC y los fructanos de agave son carbohidratos que, al hidratarse,
disminuyen el agua libre que pudiera ser absorbida por la pera y aumentan la viscosidad del

liquido de conservacion, dificultando atin mas la movilidad de particulas de diferentes tipos.

Para beneficio del proyecto cabe destacar que el oscurecimiento en el liquido fue poco
perceptible visualmente, y tuvo impacto considerablemente menor en la apariencia que el

aumento en la turbidez.
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3.2.3. Determinacion de turbidez

De acuerdo con el analisis estadistico solo el lactato contribuy6 a una diferencia significativa
entre tratamientos (p>0.05), siendo mayor la turbidez en los experimentos sin lactato. Esto
se debe principalmente al efecto clarificador de la PME que acttia en conjunto con el lactato
de calcio. Las sustancias pécticas son las principales responsables de la consistencia, turbidez
y apariencia de los productos derivados de frutas. La clarificaciéon de dichos productos se
debe principalmente a la actividad de la PME. Esta enzima interviene en la desesterificacion
de la pectina, produciendo zonas de carga negativa altamente reactivas que finalmente son
eliminadas mediante quelacién de calcio produciendo pectatos de calcio. La formacién de
grandes pectatos de calcio insolubles inicia la precipitacion de otros componentes del medio
coloidal y aumentando asi la claridad (Wicker et al., 2002; Itziar et al., 1998). No obstante, la
formacidn de estos precipitados pudiera conducir a un mayor rango de error experimental,
ya que, si la muestra analizada no es completamente homogénea, la variacién en

concentracion de precipitados afectara la turbidez.

La presencia de nanoparticulas no tuvo efecto significativo (p<0.05), sin embargo, en los
tratamientos 6 y 7 (sin y con pretratamiento, con y sin polisacaridos, respectivamente) en
comparacion con sus homologos sin nanoparticulas, los tratamientos 2 y 3, se observa que
hay un menor incremento de turbidez, lo cual puede deberse a la accién antioxidante del
aceite esencial de toronja, que elimina las especies reactivas para romper la cadena de
formacidon de melaninas (Brewer, 2011), compuestos que por su color y tamafio pudieran

también contribuir al aumento de turbidez.

Cabe destacar que, visual y experimentalmente, los tratamientos con nanoparticulas
presentaron una mayor turbidez debido al mayor nimero de elementos en el medio que
provocan que la luz se disperse y absorba en lugar de transmitirse en linea recta a través de
la muestra. Esto pudiera representar un inconveniente en cuanto a la eleccién del producto
por parte del consumidor, ya que como se menciond con anterioridad, el cambio mas
perceptible en liquido del producto fue el aumento en turbidez. En la Figura 13 se muestran

los cambios de turbidez de los diferentes experimentos, respecto al tiempo.
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3.3. Pruebas aplicadas a la pera Beurré D’Anjou.

3.3.1. Liquido absorbido.

En esta prueba los polisacaridos tuvieron efecto significativo, lo que pudiera ser debido a
principalmente a la CMC, ya que de acuerdo con lo que mencionan Theépilo et al. (2018), las
propiedades de barrera de los recubrimientos alimenticios no dependen Unicamente del
método de aplicacién del recubrimiento, sino que también de las propiedades del material
formador de pelicula, y un gran ndmero de estudios han demostrado que los tratamientos
con CMC tienen excelentes propiedades de barrera y formadoras de pelicula (Salama, Abdel,

& Alsehli, 2019; Tesfay et al., 2017).

En este caso la CMC presente en el medio se deposita en la superficie del fruto, formando asi
una barrera protectora que disminuye el intercambio de liquido y solutos entre la pera y el
medio de hidroconservacidn, por lo cual la absorcion de liquido por parte del fruto es menor.
Por otro lado, como ya se menciond, la CMC y los fructanos de agave son carbohidratos que,
al hidratarse, disminuyen el agua libre que pudiera ser absorbida por la pera y aumentan la
viscosidad del liquido de hidroconservacion, dificultando ain mas la movilidad del liquido

hacia la matriz del fruto.

En la Figura 14 también se observa una menor absorcion de liquido en los tratamientos que
tuvieron una previa inmersién en lactato de calcio, aunque estadisticamente no hubo
diferencia significativa (p<0.05). Lo anterior se explica si consideramos que esta previa
inmersion del fruto en lactato de calcio refuerza la estructura de la pera (Beigi et al,, 2015) lo
que también pudiera disminuir en una medida considerable la absorciéon de liquido por parte

del fruto.

62



B0

a0

LIQ. ABSOREIDO (g)
g

Semana o1 2 3 4

Lactato Con

Palisacaridos Can

304

20

10 |
A=a

LIQ. ABSOREIDO (g)

!
||

o1 2 3 4 5 o1 2 3 4

a

Semana a1 2 3 4 5
Lactato Con Sin

Paolisacaridos Con

Sin

Sin

b)

Figura 14. Absorcion de liquido de cobertura durante el almacenamiento de pera,

comparacion de los diferentes tratamientos. a) Muestras inmersas en dispersion con
nanoparticulas funcionalizadas con aceite esencial de toronja; b) Muestras inmersas

en dispersion sin nanoparticulas.

63



3.3.2. Colorimetria.

Los tratamientos en que se utilizaron nanoparticulas presentan un menor cambio de color,
lo cual se corrobora estadisticamente, ya que la presencia de nanoparticulas generd una
diferencia significativa (p>0.05). Esto se debe principalmente a la acciéon antioxidante del
aceite esencial de toronja, la cual, de acuerdo con lo que mencionan Beigi et al. (2015),
disminuye la actividad de la PPO al inhibir su centro activo de Cu*? y elimina las especies

reactivas como las o-quinonas y o-difenoles, interrumpiendo asi la formacién de melaninas.

Enla Figura 15y Figura 16 se muestran los cambios colorimétricos en el liquido de cobertura
empleado para la conservacion de pera, imagen que corrobora lo antes analizado. Al
comparar dichas figuras, se aprecia que con el uso de nanoparticulas es menor el decremento
dela coordenada L* respecto al tiempo, lo que se refiere a una menor perdida de luminosidad.
De igual forma en la grafica de a* se puede observar que, si bien el valor de la coordenada
inicial de los tratamientos con nanoparticulas es mayor que en aquellos sin nanoparticulas,
es menor el aumento en a* respecto al tiempo de los tratamientos con nanoparticulas, lo cual
representa una disminucién en la formacién de pigmentos rojizos relacionados con las
melaninas. El hecho de que la coordenada a* inicial sea diferente en los tratamientos con
nanoparticulas puede deberse a una pequefa diferencia en la madurez de los frutos usados
en dichos tratamientos. Finalmente, en la grafica de b* se aprecia un menor incremento en
sentido positivo con el uso de nanoparticulas, lo que se relaciona con una disminucién de

formacion de tonos amarillos relacionados con el oscurecimiento enzimatico.

El uso de polisacaridos provoco diferencia significativa (p>0.05), aumentando levemente el
valor de AE*. Este cambio desfavorable se debe a que, como ya se menciond, los fructanos de
agave estan formados por moléculas de D-fructosa unidas glucosidicamente (Guder, 2019).
Esto quiere decir que, al tener un grupo carbonilico no involucrado en el enlace glucosidico,
es capaz de reducir iones férricos o clipricos (Rédei, 2008). Es asi que su presencia reduce el

Cu*2 de la polifenol oxidasa y promueve su actividad oxidante.
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De igual forma, los azucares reductores han sido reportados como agentes que estan
involucrados en la fase no enzimatica de las reacciones formadoras de melaninas a partir de
o-quinonas y o-difenoles (Beigi et al, 2015; Garcia, Giraldo & Hurtado, 2006), como lo

muestra la Figura 17.
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Aniones inorganicos.
Agentes reductores.

Figura 17. Mecanismo de formacién de melaninas (Beigi et al., 2015; Garcia, Giraldo y
Hurtado, 2006)

3.3.3. Caracterizacion textural.

A medida que transcurrieron las semanas en inmersion, el producto disminuyé su dureza, lo
cual puede estar relacionado con la hidrolisis de la pectina y la despolimerizacion, la
degradacion de las paredes celulares, la descomposicion celular debido a la senescencia, y,
especialmente en este caso, la absorcion de liquido, factores que causan el ablandamiento de
la fruta (Khodaei & Hamidi-Esfahani, 2019). La presencia de polisacaridos demostré
diferencia significativa (p>0.05). Esto es debido a que la CMC actta en la superficie de la pera
como recubrimiento, formando una barrera que disminuye la absorcién de liquido por parte
del producto. Asi mismo, los fructanos de agave y CMC se unen al agua libre y aumentan la
viscosidad del medio, disminuyendo el intercambio de liquido entre el medio y el fruto. Esto
concluye en un menor ablandamiento del fruto debido a la hidratacién de la pared celular. En

la Figura 18 se muestra el comportamiento textural de las muestras al paso del tiempo.
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b) Muestras inmersas en dispersion sin nanoparticulas.
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Aunado a esto, la degradacion de la pared celular conduce a la solubilizacion de la pectina, lo
que reduce la adhesion de la pared y da como resultado el ablandamiento de la textura
(Thedphilo et al., 2018). El uso de lactato de calcio como pretratamiento provocé también
una diferencia significativa (p>0.05), debido a que el lactato de calcio sirve como un agente
reafirmador de textura. El mecanismo de accién en este método se basa en la desmetilacion
de la pectina natural en los tejidos vegetales por la acciéon de PME y la quelacion del calcio
agregado (en este caso como lactato de calcio) con los grupos carboxilo libres generados en
las moléculas de pectina. Tal quelacién provoca la formacién de redes entre las moléculas de
pectina mediante el modelo de caja de huevo, estabilizando la pectina y aumentando la

firmeza de los tejidos vegetales (Beigi et al., 2015).

3.3.4. Fenoles totales.

En aquellos experimentos que no tuvieron nanoparticulas en su formulacién es evidente una
mayor disminucién en la concentracion de fenoles totales respecto al tiempo. Estos
resultados demuestran que el uso de aceite esencial de toronja tuvo un efecto positivo como
antioxidante. La mayoria de los compuestos fenolicos antioxidantes de las plantas se pueden
dividir en 4 grandes grupos generales: acidos fenolicos (acido galico, protocatéquico, cafeico
y rosmarinico entre otros), diterpenos fenolicos (como acido carnoso y carnosico),
flavonoides (quercetina y catequina, entre otros) y aceites volatiles (eugenol, carvacrol, timol
y mentol, por mencionar algunos). El contenido de compuestos fenodlicos totales esta
estrechamente relacionado con la oxidacién en frutos, ya que, tienen una fuerte actividad
como donadores de protones. Asi mismo, los flavonoides tienen un alto potencial de
eliminacién de radicales libres debido a los grupos -OH libres en el esqueleto flavonoide. De
igual manera, los polifenoles han demostrado tener un gran potencial para unirse a iones
metalicos y cumplir asf una funcién antioxidante quelante (Brewer et al.,, 2011). La Figura 19
demuestra una clara diferencia entre tratamientos provocada por la presencia de

nanoparticulas.
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La efectividad antioxidante estd relacionada con diversos factores, como la energia de
activacion, los constantes de la velocidad, el potencial de oxidacion-reduccion, la facilidad con
la que el antioxidante se pierde o destruye (volatilidad y susceptibilidad al calor) y la
solubilidad antioxidante (Nawar, 1996). Dentro de las principales sustancias fendlicas que
aporta el aceite esencial de toronja se encuentra el limoneno (72 £1.75 %), B-mirceno (5.55
+ 0.55 %), n-octanal (4.3 + 0.41 %), linalol (2.11 + 0.01 %) y trans- 8 -cariofileno (1.8 £ 0.15
%) (Rojas et al, 2009). En este caso, el uso de aceite esencial de toronja supone una mayor
presencia de compuestos fenoélicos facilmente disponibles en el exterior y en la superficie de
la fruta. De igual manera, el tamafio subcelular de las nanoparticulas permite que dichos
compuestos penetren con mayor facilidad en las membrabas del fruto (Furtado et al., 2001),
promoviendo la capacidad antioxidante y permitiendo la conservacién de los fenoles
naturales presentes en la pera. En adicion a lo anterior, muchas de estas sustancias fungen
como agentes quelantes de iones metalicos, por lo cual son capaces de unirse al Cu2+ de la

PPO e inhibir su actividad oxidante.

3.3.5. Polifenol oxidasa (PPO).

En esta prueba los tratamientos que presentaron diferencia significativa fueron aquellos que
se sometieron a un pretratamiento con lactato de calcio y que tuvieron polisacaridos en su
formulacién (fructanos de agave y CMC). Como ya se habia mencionado, las polifenol oxidasas
son metaloenzimas que contienen cobre situado en el centro activo del enzima, el cual es
esencial paralaactividad de la polifenol oxidasa y suacomplejamiento da lugar a la inhibicion
de la misma. Para que la enzima actuie sobre el substrato fendlico, el Cu*2 ha de encontrarse
reducido a Cu*, estado en el que la enzima puede ligar oxigeno (Pérez, 2003), lo cual se
promueve por la presencia de fructanos de agave, formado por D-fructosa unidos
glucosidicamente (Guder, 2019). La D-fructosa es una azucar reductora. Esto quiere decir
que, al tener un grupo carbonilico no involucrado en el enlace glucosidico, es capaz de reducir
iones férricos o cupricos (Rédei, 2008). Es asi que la presencia de fructanos de agave en los
tratamientos reduce el Cu*? de la polifenol oxidasa y funciona como catalizador enzimatico.

En la Figura 20 se presenta el cambio en la actividad de la PPO respecto al tiempo.
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Figura 20. Cambios en actividad de la enzima PPO durante el almacenamiento de
pera en liquido de cobertura, comparacion de los diferentes tratamientos.
a) Muestras inmersas en dispersion con nanoparticulas funcionalizadas con aceite
esencial de toronja; b) Muestras inmersas en dispersion sin nanoparticulas.
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Conforme a lo antes mencionado, bajo la denominacién de polifenol oxidasa, quedan
comprendidas dos tipos de enzimas. El primer tipo lo constituyen las catecol oxidasas (E.C.
1.10.3.1) y el segundo tipo las lacasas (E.C.1.10.3.2.). Las primeras catalizan dos reacciones
distintas: la reaccién 1 o actividad cresolasa, que consiste en hidroxilacién de monofenoles
en la posicién orto para obtener o-difenoles, y por otro lado la reacciéon 2 o actividad
catecolasa, que es la oxidacién de o-difenoles a sus correspondientes o-quinonas. Estas
reacciones pueden ser extraordinariamente rapidas. Si concretamos para la pera, sabemos
que los dos compuestos fenodlicos mayoritarios en esta fruta, el adcido clorogénico y la
epicatequina, son los mejores substratos endégenos de la polifenol oxidasa caracteristica de
esta especie. Los flavonoles también particularmente presentes en ella se degradan durante
la oxidacién contribuyendo al desarrollo de polimeros coloreados pardos, oscuros, marrones

y negros.

3.3.6. Pectin metil esterasa (PME).

La PME es una enzima de origen vegetal (o microbiano en algunos casos) que cataliza la
hidrolisis especifica del éster metilico enlace en C-6 de un residuo de acido galacturénico
(GalA) en el dominio lineal HG de pectina, alterando asi el grado y patron de esterificacion de
metilo y liberando metanol y protones. Todas las isoformas de PME catalizan la misma
reaccion, sin embargo, difieren en pH isoeléctrico, masa molar, grado de glicosilacion,
termoestabilidad y / o propiedades cataliticas. Este mecanismo de accién de la PME puede
conducir tanto a la relajaciéon como al reforzamiento de la membrana celular, y esto depende
en gran medida de otros componentes en el medio, por lo que la PME es una de las enzimas
clave en el contexto del procesamiento de frutas y verduras. Por un lado, cuando se encuentra
presente de forma enddgena la PME puede afectar positiva o negativamente la calidad
estructural de los alimentos de origen vegetal (estabilidad del medio, viscosidad, textura).
Por otro lado, la PME, junto con otras pectinasas, encuentra aplicaciones (reales o
potenciales) como una ayuda de procesamiento exdgeno. El procesamiento de alimentos

puede aplicarse para inactivar o aumentar la actividad enzimatica (Jolie et al., 2010).
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Se ha informado que varios compuestos, tanto proteicos como no proteicos, ejercen un efecto
inhibitorio sobre la PME (Jolie et al., 2010). Ademas de la inhibicidn del producto final y una
serie de sustancias inhibidoras generales, como yodo, agentes tensioactivos, taninos, acidos
fendlicos (como acido galico y cumarico), azdicares (como sacarosa y glucosa) y glicerol, se
han descrito varios inhibidores especificos de PME de diversas fuentes vegetales, el principal
de los cuales es el inhibidor proteico de PME (PMEI) que se encuentra en el kiwi (Jolie et al.,

2010).

Estadisticamente el lactato de calcio, la presencia de polisacaridos y las nanoparticulas
provocaron una diferencia significativa en la actividad de la PME (p>0.05). El efecto mas claro
es el provocado por los polisacaridos, que actuaron como inhibidores de la PME. También
pudieran haber actuado como recubrimiento y junto con el lactato aumentar la fuerza de la
pared celular. Las PME se asocian principalmente con la pared celular por interacciones
ionicas y, por lo tanto, se liberan en el tratamiento con soluciones de alta fuerza i6nica o
desplazando el pH hacia la regién alcalina. Sin embargo, también se han detectado algunas
formas solubles. En este caso, el rebanado en la pera puede liberar las PME al medio, pero el
recubrimiento con CMC, el aumento de viscosidad del liquido de conservacién por parte de
la fructanos de agave y el reforzamiento de la textura por lactato la actividad de la PME sobre
la pectina de la pared celular. Lo anterior queda plasmado en la Figura 21, donde se presenta

el cambio en la actividad de la PME respecto al tiempo y los tartamientos de conservacion.

Respecto a las nanoparticulas y conforme a lo que mencionan Jolie et al. (2010) el
comportamiento fluctuante de la PME puede ser provocado por el aceite esencial de toronja,
ya que los diversos acidos fendlicos de los que estd compuesto pueden actuar como

inhibidores de ciertas isoformas de PME.
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Figura 21. Cambios en actividad de la enzima PME durante el almacenamiento de
pera en liquido de cobertura, comparacion de los diferentes tratamientos.
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CONCLUSIONES

La combinacién de un pretratamiento con lactato de calcio y una hidroconservacién en
solucion con fructanos de agave, carboximetilcelulosa y nanoparticulas funcionalizadas con
aceite esencial de toronja, demostrd ser la mas efectiva para prolongar la vida util de pera
cortada en gajos y almacenada en refrigeracidn, ya que se logr6é una disminucién de absorcién
del liquido por parte del fruto, y un decremento en el indice de oscurecimiento, pardeamiento

y pérdida de dureza.

El uso de fructanos de agave y carboximetilcelulosa tuvo un efecto sinérgico con las
nanoparticulas funcionalizadas con aceite esencial de toronja, que permitio la disminucion

de actividad y movilidad de enzimas polifenol oxidasa y pectinmetilesterasa en el producto.

El liquido de hidroconservacién tuvo un aumento respecto al tiempo en parametros de
turbidez y oscurecimiento, asi como una disminucion del pH. Esto debido a la degradacién de
la pared celular del fruto y la migraciéon de compuestos al exterior, produciendo una mayor
actividad enzimatica en el medio. Dichos efectos negativos fueron casi imperceptibles en las
primeras semanas, gracias al lactato de calcio que refuerza la pared celular del fruto, a los
carbohidratos (fructanos de agave y carboximetil celulosa) que disminuyen la movilidad y
actividad enzimatica, y a las nanoparticulas, que, por su funcionalizacion con aceite esencial

de toronja, penetran facilmente en el fruto y actian como antimicrobianos y antioxidantes.

Este proyecto constituye una alternativa viable para la conservacién de pera, y pudiera ser
aplicado, con pequefias modificaciones, a gran variedad de frutos; representa también una
nueva opcion para las industrias alimentarias en México, ya que cumple las demandas del
consumidor actual sobre productos minimamente procesados, nutritivos, con una larga vida
de anaquel, y por asi llamarlo, de consumo instantaneo. El producto formulado en este
proyecto contribuye también a la aplicacion de tecnologias emergentes y poco exploradas al

campo de alimentacién.
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