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RESUMEN

Las deficiencias en la tecnologia postcosecha y el
ataque de fitopatdgenos ocasionan que los productos hor-
tofruticolas, como el jitomate, presenten una vida util muy
corta. Ademas del dafio econdmico, esto puede traer efectos
negativos sobre la salud y el medio ambiente. El objetivo de
este trabajo fue evaluar un recubrimiento activo de alginato
de sodio en combinacién con nanocapsulas poliméricas
cargadas con eugenol (AL-NP-EUG) para mejorar la vida
util del jitomate. Utilizando la técnica de nanoprecipitacién
se obtuvieron NP con un tamano de 171 nm, un indice de
polidispersidad de 0.113 y un potencial zeta de -2.47 mV.
Utilizando la técnica de HS-SPME con CG-FID, se determiné
un porcentaje de eficiencia de encapsulacion de 31.85 %
para el EUG. El estudio de vida util demostré que los jitoma-
tes tratados con el AL-NP-EUG mantuvieron por mas tiempo
la firmeza que aquellos sin el recubrimiento. Ademas, en el
ensayo de patogenicidad se demostré que los jitomates con
el AL-NP-EUG no presentaron signos de dafio ocasionado por
el fitopatdégeno Colletotrichum gloesporoides. Se concluyé
que la formulacion de EUG nanoencapsulado e incorporado
al recubrimiento comestible presenta alto potencial para
su aplicacion como nanoconservador natural de productos
hortofruticolas como el jitomate.
Palabras clave: Vida util, recubrimientos comestibles, euge-
nol, nanoparticulas poliméricas y HS-SPME.

ABSTRACT

Deficiencies in post-harvest technology and the
attack of phytopathogens cause a very short shelf life of
fruits and vegetables, such as tomatoes. In addition to the
economic damage, it can have negative effects on health and
the environment. The objective of this work was to apply an
active sodium alginate coating in combination with eugenol-
loaded polymeric nanocapsules (AL-NP-EUG) to improve the
shelf life of tomato. Using the nanoprecipitation technique,
NP were obtained with a mean size of 171 nm, a polydisper-
sity index of 0.113 and a zeta potential of -2.47 mV. Using
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the technique of HS-SPME coupled to GC-FID, a percentage
of encapsulation efficiency of 31.85% was determined for the
EUG-loaded NP. The shelf life study showed that tomatoes
treated with AL-NP-EUG held firm longer than those without
the coating. In addition, for the pathogenicity test, it was
shown that tomatoes with AL-NP-EUG did not show signs
of damage caused by the phytopathogen Colletotrichum
gloesporoides. It was concluded that the formulation of EUG
nanoencapsulated and incorporated into the edible coating
has high potential for its application as a natural nanopreser-
vative of fruit and vegetable products such as tomato.
Keyword: Shelf-life, edible coatings, eugenol, polymeric
nanoparticles, and gas chromatography.

INTRODUCCION

México actualmente se encuentra entre los 10 prin-
cipales paises productores de productos agroalimentarios a
nivel mundial. El jitomate (Solanum lycopersicum) es uno de
los productos hortofruticolas mas importantes de México.
Lamentablemente, su misma naturaleza, las deficiencias
en la tecnologia postcosecha y el ataque de fitopatégenos
ocasionan que, en general, los productos hortofruticolas,
presenten una vida util muy corta y pérdidas postcosecha de
hasta el 50% de la produccién total, segin informacién de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAQ, 2011). En los ultimos anos, el uso de con-
servadores naturales en la industria alimentaria se ha vuelto
tendencia debido a la demanda de los consumidores por
los productos naturales. En particular, los aceites esenciales
(AE) son metabolitos secundarios de las plantas aromaticas
y tienen una amplia gama de actividades biolégicas (e.g.
antioxidante y antimicrobiana) que los han hecho emerger
como una alternativa para el control y reduccién de pérdidas
postcosecha (Pandey et al., 2017; Ju et al., 2019). De hecho, las
propiedades antimicrobianas de los AE y sus componentes
se han aprovechado para controlar hongos y bacterias fito-
patégenas (Camele et al., 2012; Choudhary et al., 2017). El eu-
genol (EUG) es un derivado fenélico conocido comunmente
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como esencia de clavo, que se extrae de los AE de pimienta,
laurel, canela y alcanfor, entre otros. Se ha demostrado que
el EUG presenta una actividad antimicrobiana importante
contra bacterias y hongos (Marchese et al., 2017), ademas, la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) lo ha clasificado como sustancia GRAS (Gene-
ralmente Reconocido Como Seguro) y ha sido aprobado por
la Comisién Europea como aditivo en alimentos (Prates et al.,
2019). Lamentablemente, la aplicacién de compuestos como
el EUG, como aditivos alimentarios, tiene limitaciones ya que
presentan un fuerte caracter lipofilico, alta volatilidad, son
insolubles en agua y se deterioran con facilidad por factores
ambientales, como la luz y el oxigeno, lo que dificulta su in-
corporacion en productos comerciales (Asbahani et al., 2015;
Feyzioglu and Tornuk, 2016). En afios recientes, la nanotec-
nologia en la industria de los alimentos ha presentado un
desarrollo importante, ofreciendo nuevas alternativas para
superar estos impedimentos. La nanoencapsulacién supone
la incorporacién, adsorcion, solubilizaciéon o dispersién de
compuestos bioactivos (e.g. EUG) en o sobre una estructura
polimérica a escala nanométrica. La incorporacion de estos
biocompuestos en nanoparticulas poliméricas (NP) a base de
polimeros preformados (e.g. Eudragit L 100-55) puede pro-
tegerlos contra la degradacion, mejorando asi su estabilidad
fisica y quimica. Ademas, la combinacion de estas NP con los
denominados recubrimientos comestibles (RC) ha surgido
como una alternativa importante en la conservacién de ali-
mentos. Un RC se define como una capa continua y delgada,
de algun material, que es incorporada sobre el alimento. El
alginato (AL) es un polisacérido aniénico lineal glicosidico
constituido por unidades monoméricas de D-manuronato y
L-guluronato y es obtenido principalmente de dos fuentes:
las algas pardas (Phaeophyceae) (40% de la materia seca) y
bacterias (Guerreiro et al., 2015; Zia et al., 2015). Este polimero
se ha utilizado en la industria alimentaria como material de
recubrimiento o empaque, ademas, también es reconocido
por la FDA como sustancia GRAS. Se ha estudiado la incor-
poracién de nanomateriales y antimicrobianos, incluidos
aceites esenciales y sus componentes, en RC para dar nuevas
propiedades al recubrimiento y mejorar la seguridad y vida
util de frutas y verduras (Correa-Pacheco et al., 2017; Pifa-
Barrera et al., 2019). En este contexto, un sistema combinado
de NP, RC y compuestos que exhiben actividad biolégica,
como el EUG, puede tener potencial como alternativa a los
conservadores agroquimicos sintéticos.

Por lo anterior, el presente estudio se enfoco a evaluar
la eficacia de un sistema combinado de NP-EUG con un RC de
alginato para extender la vida util del jitomate (Solanum lyco-
persicum) e inhibir la accién fitopatdégena de Colletotrichum
gloesporoides.

MATERIALES Y METODOS
Materiales

El alginato (PM 216,12 g mol”) y el EUG (Eugenol Rea-
gent Plus 99 %) se adquirieron de la marca Sigma Aldrich’. El
alcohol polivinilico (Mowiol 4-88 con un PM 26,000 g mol”y
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grado de hidrolisis de 88 %) fue amablemente donado por
Omya AG. Se utilizaron jitomates (Solanum lycopersicum) co-
merciales los cuales presentaron caracteristicas homogéneas
de color, textura y tamafo para los ensayos de vida util. La
acetona y el metanol fueron adquiridos de la marca TEDIA".
El polimero Eudragit L 100-55 (Acido metacrilico: Acrilato
de etilo (1:1), PM 320,000 Da) fue amablemente donado por
Evonik Industries’. El hidroxido de sodio fue adquirido de
la marca MERCK" y la fibra de SPME Carboxen/Polidimetil-
siloxano (CAR/PDMS) de 75 pm de la marca Supelco-Sigma
Aldrich’.

Nanoformulacién con eugenol y su incorporacion en un
recubrimiento comestible

Las NP con EUG se prepararon mediante la técnica de
nanoprecipitacion (Fessi et al., 1989), para ello se inyectaron
4 mL de fase orgdnica que contenia el polimero Eudragit L
100-55 (55 mqg) y el EUG (60 mg) disueltos en acetona, en una
fase acuosa (25 mL) que contenia el tensoactivo PVA al 0.5 %
(p/p). La difusion de la fase orgdnica en la fase acuosa indujo
la agregacion del polimero Eudragit L 100-55 y, por tanto, la
encapsulacién del EUG (NP-EUG) en su interior. Finalmente, el
disolvente se eliminé utilizando un rotaevaporador (Control
Laborota 4003, Heidolph Instruments, GER). Las NP sin EUG
(NP-BCO) se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento
descrito anteriormente.

El tamafo promedio de particula y el indice de poli-
dispersidad (IP) de las NP-EUG se midieron en un angulo de
dispersiéon de 90 grados utilizando la dispersion dindmica de
la luz, mientras que, la medicidn del potencial zeta se realiz
mediante microelectroforesis laser doppler (Zetasizer Nano-
7590, Malvern Instruments, UK).

Para la formacién del recubrimiento comestible se usé
AL como agente formador. El AL sélido se incorporé en una
dispersién acuosa de NP-EUG con agitacion magnética hasta
su completa disolucion.

Andlisis de la nanoformulacién por cromatografia de
gases con detector de ionizacion de llama (CG-FID) y
microextraccion en fase sdlida modalidad headspace
(HS-SPME)

Para determinar el porcentaje de eficiencia de encap-
sulacién (%EE), la dispersion de NP-EUG se centrifugo (Cen-
trifuga Allegra 64R, Beckman Coulter, USA) y el sedimento
formado por las NP-EUG se sometio a la técnica de HS-SPME
utilizando una fibra de carboxen/polidimetilsiloxano (CAR/
PDMS) de 75 um de espesor de recubrimiento para cuanti-
ficar el EUG en las NP por CG-FID (Clarus 480, Perkin Elmer,
USA). Para el método cromatografico se utilizé una columna
capilar (Elite-5, Perkin Elmer, USA) (30 m x 0.25 mm x 0.25
pm). Las temperaturas del inyector y del detector fueron de
270 °C. La temperatura del horno se programé de la siguiente
manera: 70 °C durante 1 min, se incrementd en 30 °C min' a
190°C, seincrementd en 10 °C min™ hasta 210 °Cy finalmente
se aumento en 20 °C min™ hasta 270 °Cy se mantuvo durante
1 min. El flujo del gas portador helio (99.999 % de pureza,
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INFRA") fue de 1 mL min™'. Posteriormente, el porcentaje de
eficiencia de encapsulaciéon (% EE) se calculé utilizando la
siguiente férmula:

%EE = (EUGC/EUGL) x 100 (M

Donde EUGc es la cantidad EUG cuantificada en las
NP-EUG (mg) y EUGt es la cantidad de EUG (mg) total utiliza-
do en la fase organica de la nanoformulacién.

Evaluacion del efecto conservador de la nanoformula-
cién en combinaciéon con un recubrimiento comestible
sobre los parametros de vida util del jitomate

Se seleccionaron jitomates (Solanum lycopersicum)
con caracteristicas homogéneas de color (maduracién),
tamano y sin dafo mecanico para la aplicacién de los di-
ferentes tratamientos. Se lavaron con agua destilada y se
secaron. Los frutos se distribuyeron en cinco grupos de tres
jitomates cada uno. El primer grupo se usé como CONTROL
(sin tratamiento). El segundo grupo se puso en contacto
por inmersién con una solucion de AL (ALG) al 0.5 % (p/p)
por 1 min. Al tercer grupo se le aplicé por inmersién, en las
mismas condiciones anteriores, un tratamiento de RC de
AL con EUG sin nanoencapsular (ALG-EUG). El cuarto grupo
fue tratado con una dispersién de NP sin activo, es decir, sin
EUG (NP-BCO). Finalmente, al quinto grupo se le aplicé por
inmersién una dispersiéon acuosa del RC de AL al 0.5 % (p/p)
con la nanoformulacion con EUG incorporado (ALG-NP-EUG).
Todos los grupos se mantuvieron a 25 °Cy 35 % de humedad
durante 16 dias. Transcurrido este tiempo, a cada grupo se le
hicieron las evaluaciones mencionadas a continuacion:

Evaluacion de la firmeza. La firmeza de los jitomates se
midié utilizando un Texturémetro (CT3 Texture Analyzer,
Brookfield-Ametek, USA) equipado con una sonda cilindrica
de 2 mm de didmetro. La firmeza se expresé en Newton (N).

Evaluacion del cambio de color. Los valores de color (CIE
L* a* y b*) de los jitomates se determinaron por medicién
directa de la superficie del fruto utilizando un colorimetro
(ColorFlex EZ, HunterLab, USA). El cambio de color total (AE)
se midié utilizando la siguiente ecuacién:

AE* = ((L*1—L*2)2 + (a*1—a*2)2+(b*1—b*2)2 )1/2 (2)

Donde AE* es el cambio de color total. L* / L*, es lu-
minosidad inicial/luminosidad obtenida. a* / a*, es el color
rojo-verde inicial/color rojo-verde obtenido y b*./ b*, es el
color amarillo—azul inicial/color amarillo—azul obtenido.

Evaluacion del contenido de sdlidos solubles totales. El
contenido de sélido soluble totales (SST) del jugo de jitoma-
te se obtuvo de manera directa por refractometria (Abbemat
200, AntonPaar, AUT).

Evaluacion de acidez titulable. Para el analisis de la calidad
postcosecha de los frutos, se determind la acidez titulable

(AT) mediante valoracién del jugo de jitomate usando una
solucion de NaOH al 0.1 N hasta el final de la valoracién (pH
= 8.2). El resultado se expresé en gramos de acido citrico por
100 mL de jugo.

Todos los parametros se determinaron por triplicado
al principio y al final del estudio de vida util. Ademas, los
resultados se analizaron en el programa estadistico Startical
Product and Service Solutions (SPSS Statistics version 23)
mediante una ANOVA (p = 0.05).

Evaluacion del efecto protector de la nanoformulacion
en combinacion con el recubrimiento comestible sobre
frutos de jitomate inoculados con el fitopatogeno Colle-
totrichum gloesporoides

Los frutos de jitomates fueron limpiados y desinfecta-
dos. Se les aplicé cada uno de los tratamientos por inmersion.
En condiciones de asepsia, se realizaron tres heridas sobre su
superficie. En una de ellas se inoculé el fitopatégeno Colle-
totrichum gloesporoides por estria y otra herida por puncién.
Los frutos se colocaron en una cdmara de humedad a 25 °C
durante 5 dias. Al finalizar, se observé ausencia o presencia
del crecimiento del fitopatdgeno en el jitomate.

RESULTADOS Y DISCUSION
Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de la nanofor-
mulacién con eugenol

De manera general, los polimeros Eudragit han sido
utilizados para modificar los perfiles de liberaciéon de far-
macos ofreciendo propiedades protectoras y de liberacion
sostenida (Pifa-Barrera et al., 2019). Debido a las propieda-
des exhibidas por dichos polimeros (e.g. buena estabilidad,
liberacién controlada y enmascaramiento de sabor y olor),
su uso confiere proteccion a los componentes bioactivos
de naturaleza quimica inestable, no solo en la industria
farmacéutica, sino también en la industria alimentaria. En el
presente estudio se utilizé el polimero Eudragit L 100-55, el
cual es un copolimero aniénico derivado del acido acrilico y
metacrilico (Figura 1).

Este polimero resulta ser muy atractivo para su uso
en la industria alimentaria, ya que presenta excelentes pro-

CH3 CHS
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n

Figura 1. Estructura basica del polimero
Eudragit L 100 55.
Figure 1. Basic structure of the polymer
Eudragit L 100 55.
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piedades de enmascaramiento de sabores desagradables,
asi como liberacién controlada de forma dependiente del
pH (Contri et al., 2013). En el presente estudio se obtuvieron
NP-BCO con un tamano promedio de 164.2 £ 6.6 nm, un IP de
0.084 + 0.018 y un potencial zeta de -1.80 + 0.64. Las carac-
teristicas fisicoquimicas para la nanoformulacién NP-EUG se
presentan en laTabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las NP-BCO y de la nanoformula-
cién con eugenol incorporado obtenida por la técnica de nanoprecipita-
cién. (n=3;x +DS).

Table 1. Physicochemical characteristics of NP-BCO and nanoformulation

with incorporated eugenol obtained by the nanoprecipitation technique.
(n=3;x+DS).

- POTENCIAL
TA('\::'I)\IO IP’ ZETA % EE?
(mV)
NP-BCO 164.0+6.6 0.084+0.018 -1.80+0.64 NA
NP-EUG 171.0+3.0 0.113+0.036 -2.47+0.61 31.85+£12.77

' Indice de polidispersidad que varia de 0 a 1. Un valor mds alto corres-
ponde a una distribucién de tamario menos homogénea; ? Porcentaje
de eficiencia de encapsulacion; NA: NP sin eugenol.

La técnica de nanoprecipitacién ha sido utilizada exi-
tosamente para la encapsulacion de AE y sus componentes,
como el EUG (Pascoli et al., 2018; Fraj et al., 2019; Lammari et
al., 2020). La incorporacion de estos componentes inestables
al medio ambiente en NP puede ofrecer ventajas para su
aplicacién e incorporacién en productos comerciales de la
industria alimentaria. Por ejemplo, debido a su tamafo na-
nométrico y caracter multiparticulado, las NP cargadas con
EUG pueden mejorar la interaccion NP/superficie del fruto y,
posteriormente liberar gradualmente el EUG (Boehm et al.,
2003; Sotelo-Boyas et al, 2017). Ademds, en comparacion
con particulas grandes (e.g. microparticulas), los nanosiste-
mas presentan una mejor relacion superficie/volumen, por lo
tanto, es posible tener mayor superficie del fruto en contacto
directo con las NP (Granata et al.,, 2018). Ademas, la pared
del polimero de las NP permite retener el EUG dentro de la
estructura, disminuyendo asi su velocidad de evaporacion,
favoreciendo su aplicacion, aumentando el tiempo de resi-
dencia en la superficie del alimento y mejorando la incorpo-
racion del EUG en sistemas acuosos (He and Hwang, 2016).
El tamafio promedio de las NP-EUG (i.e. 171.0 + 3.0 nm) fue
similar al reportado por Gomes, Moreira and Castell-Perez
(2011) quienes obtuvieron NP de PLGA con EUG incorporado
de un tamano promedio de 179 nm. Ademas, los autores
reportan que en los ensayos de liberacion realizados se pre-
sentd una tasa de liberacién mas lenta del EUG incorporado
dentro de las NP, lo que mejoraria su aplicaciéon general.

Por otro lado, el IP es un pardmetro asociado a la
homogeneidad de la dispersién del nanosistema. Para este
estudio, el valor IP de las NP-EUG fue de 0.113 + 0.036, lo
que indica una alta homogeneidad de nanoparticulas que
permitiria que las interacciones individuales de las NP (e.g.
bioadhesiény liberacion de EUG) también sean homogéneas
en la superficie del fruto. Para el equipo Zetasizer Nano-ZS90
(Malvern Instruments) utilizado, los valores de IP varian de 0
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a 1. Un valor inferior a 0.200 indica una distribucién homo-
génea del tamafo de nanoparticulas (Galindo-Rodriguez et
al., 2004).

El potencial electrostético en el limite que divide la
capa compacta y la capa difusa de las particulas coloidales,
llamado potencial zeta, fue de -2.47 mV para las NP-EUG.
Este potencial negativo puede atribuirse a las moléculas del
polimero aniénico formador de la pared polimérica (Eudragit
L 100-55) que imparte una carga negativa a las NP obtenidas
debido a sus grupos de acido metacrilico. El potencial zeta
de las NP depende principalmente de la naturaleza quimica
del polimero, ademas de la naturaleza quimica del agente
estabilizador. Por lo tanto, cuando se preparan NP a partir de
polimeros derivados de metacrilatos utilizando agentes es-
tabilizantes no idnicos, se obtienen valores de potencial zeta
negativos debido a la presencia de grupos carboxilicos termi-
nales del polimero (Mora-Huertas, Fessi and Elaissari, 2010)
Portanto, se deduce que el Eudragit formo efectivamente una
envoltura que constituye la pared exterior de las nanoparti-
culas. El nucleo corresponderd al EUG nanoencapsulado. De
igual manera, el potencial zeta puede considerarse como un
indicador de la estabilidad de las dispersiones de NP. Aunque
se considera como regla general que valores absolutos alre-
dedor de 30 mV proporcionan una buena estabilidad, cuando
se utilizan tensioactivos (i.e. PVA), que acttan principalmente
por estabilizacién estérica, valores por debajo de 20 mV o
mucho mas bajos pueden proporcionar una estabilizacién
suficiente de las dispersiones (Galindo-Rodriguez et al., 2004;
Honary and Zahir, 2013). Este potencial negativo también es
importante porque podria facilitar la interaccion del NP-EUG
con la membrana de microorganismos fitopatdégenos lo que
aseguraria que la interaccidon del EUG fuera directamente
desde la NP al microorganismo, mejorando, por lo tanto, su
efectividad antimicrobiana (Wang, Hu and Shao, 2017)

Para completar la caracterizacion fisicoquimica de las
NP-EUG se extrajo el EUG de las NP utilizando la técnica de
HS-SPME y se cuantificé por un método analitico por CG-FID
para determinar la eficiencia de encapsulacion (%EE) (Tabla
1) utilizado la ecuacién (1). Con respecto a la técnica de
HS-SPME, se utiliz6 una fibra CAR/PDMS de 75 um debido a
que el EUG es un componente parcialmente polar (Log Po/w
= 2.7) de bajo peso molecular (164.20 g mol') que tiene
afinidad por este tipo de fibras. En la Figura 2 se muestra el
cromatograma del EUG extraido por la técnica de HS-SPME

CARVACROL

- T:=5.42 min

Intensidad (mV)

Tiempo (min)

Figura 2. Cromatograma del EUG (40 pg mL™") y carvacrol (10 ug mL™)
con el recubrimiento de CAR/PDMS (75 um) por CG-FID.

Figure 2. Chromatogram of EUG (40 ug mL™") and carvacrol (10 pg mL")
coated with CAR/PDMS (75 um) by GC-FID.
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y el estdndar interno (carvacrol) utilizado para determinar el
%EE por el método analitico por CG-FID (Figura 2).

El %EE obtenido para las NP-EUG fue de 31.85 + 12.77
(Tabla 1) lo que indica que mas del 30 % del EUG afadido du-
rante la formulacion quedé encapsulado en la NP utilizando
la técnica de nanoprecipitacion, por lo tanto, es probable que
este compuesto activo se libere gradualmente desde la NP a
la superficie de la fruta.

Evaluacion del efecto conservador de la nanoformula-
cion en combinaciéon con un recubrimiento comestible
sobre los parametros de vida util del jitomate (Solanum
lycopersicum)

Firmeza. En la Figura 3 se detallan los resultados de los en-
sayos de firmeza realizados en jitomates después de 16 dias
de almacenamiento a temperatura ambiente. La firmeza de
los jitomates fue de 1.5 N al comienzo del experimento. Este
pardmetro disminuyd para todos los grupos de jitomates
analizados. Se observé una disminucion del 42.7 % de la
firmeza en los jitomates sin ningun tratamiento (CTRL) (0.86
N). Los jitomates tratados con ALG (0.68 N) y con ALG-EUG
(0.71 N) presentaron una pérdida del 54.7 y 52.7 % respec-
tivamente, mientras que los jitomates tratados con NP-BCO
(0.87 N) tuvieron un valor de firmeza similar a la inicial. No se
encontré diferencia significativa entre los grupos ALG, ALG-
EUG y NP-BCO respecto al grupo CTRL.

Firmeza (N)
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Figura 3. Firmeza, dia 0 y dia 16, de jitomates después del almacenamiento
durante 16 dias a 25 °C. CTRL = sin tratamiento, ALG = alginato, ALG-EUG =
alginato + eugenol libre, NP-BCO = NP sin activo, ALG-NP-EUG = alginato
+ NP con eugenol. (n=3; X +DS).

* Diferencia significativa respecto al grupo CTRL.

Figure 3. Firmness, day 0 and day 16, of tomatoes after storage for 16 days
at 25 °C. CTRL = no treatment, ALG = alginate, ALG-EUG = alginate + free
eugenol, NP-BCO = NP without active, ALG-NP-EUG = alginate + NP with
eugenol. (n=3; X£DS).

*Significant difference with respect to the CTRL group.

Los jitomates tratados con las NP-EUG en combina-
cién con el RC (ALG-NP-EUG) presentaron una mayor firmeza
(1.10 N) en comparacién a los cuatro tratamientos anteriores,
representando tan solo un 22 % de pérdida en comparacion
con los frutos sin tratamiento (CTRL). Esta diferencia fue esta-
disticamente significativa. La firmeza de las frutas y hortalizas
estd relacionada con la estructura de la pared celular, la cual
depende de la turgencia, la cohesion, la formay el tamafio de
las células que la conforman. La pérdida de agua esta relacio-
nada intimamente con la pérdida de turgencia de las células
del mesocarpio, disminuyendo la firmeza del fruto (Vicente

et al., 2007).En este trabajo, la presencia del RC ALG-NP-EUG
pudo interferir con la disminucién en la taza de transpiracién
del fruto, lo que resulté en una menor pérdida de firmeza por
parte de los jitomates tratados. De igual manera, la pérdida
de firmeza estd relacionada a un aumento de la actividad de
las enzimas hidroliticas (i.e. poligalacturonasa) que actian
sobre las pectinas de la pared celular, lo que ocasiona cam-
bios en los tejidos, que a su vez provoca el ablandamiento del
fruto (Navarro-Lépez et al., 2012). Esta actividad enzimatica
es baja durante la primera etapa del desarrollo del fruto, lue-
go aumenta y alcanza un maximo en la etapa climatérica del
proceso de maduracién (Yao et al., 2014). Resultados similares
fueron reportados Fagundes et al., (2014) quienes obtuvieron
resultados de firmeza similares a los iniciales en tomates
tratados con recubrimientos de hidroxipropil metilcelulosa y
cera de abejas después de 15 dias de almacenamiento. Los
autores atribuyen esta retencién de firmeza en los tomates
recubiertos a la reduccion en las actividades enziméticas cau-
sada por la modificacién de la atmdsfera interna de la fruta.
Es decir, a una menor tasa de respiracion. De igual manera, en
nuestro estudio, el AL del RC ALG-NP-EUG tuvo la capacidad
de actuar como una barrera que interfirié el intercambio
gaseoso, lo cual condujo a la reduccién de la tasa de respira-
cién de los jitomates y evito la pérdida de agua; ademas, es
posible que la actividad biolégica del EUG nanoencapsulado
disminuyera la actividad enziméatica del fruto, dando como
resultados una maduraciéon mas lenta.

Cambio de color. En cuanto al color, en la industria alimen-
taria, para medir el cambio de color en un producto como
el jitomate, se han establecido coordenadas expresadas en
valores numéricos que permiten correlacionar el color con
la madurez. En este estudio, los cambios de color fueron
determinados por la escala de color CIE L a* b*, donde a* es
la coordenada roja/verde (+a* indica mas rojo y —a* indica
mas verde), mientras que b* es la coordenada amarilla/azul
(+b* indica mas amarillo y —b* indica mas azul). En la Figura
4 se muestra el analisis de los 3 valores de las coordenadas
obtenidas, presentados como el cambio de color (AE),
utilizando la ecuacién (2), producido en cada uno de los

400
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Cambio de color (AE)

CTRL ALG ALG - EUG ALG-NP-EUG
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NP -BCO

Figura 4. Cambio de color de jitomates después del almacenamiento
durante 16 dias a 25 °C. CTRL = sin tratamiento, ALG = alginato, ALG-EUG =
alginato + eugenol libre, NP-BCO = NP sin activo, ALG-NP-EUG = alginato
+ NP con eugenol. (n=3; X+DS).

Figure 4. Color change of tomatoes after storage for 16 days at 25 °C. CTRL
= no treatment, ALG = alginate, ALG-EUG = alginate + free eugenol, NP-
BCO = NP without active, ALG-NP-EUG = alginate + NP with eugenol. (n=3;
X £DS).
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grupos tratados y almacenados por 16 dias. Se obtuvo un
valor AE de 219.75 para el CTRL, 255.71 para ALG y 210.80
para ALG-EUG, 167.76 para el NP-BCO y 190.47 para el RC
ALG-NP-EUG. Un menor cambio de color es interpretado
como una preservacion de la calidad del jitomate. Aunque
no hubo una diferencia significativa entre los grupos, puede
observarse que la presencia de las NP en combinacién con el
RC de ALG en la superficie del fruto pudieron tener un efecto
en la conservacién del color. Es importante mencionar que
el jitomate, al alcanzar su madurez comercial, sufre cambios
minimos en cuanto a su coloracioén, algo caracteristico en los
frutos climatéricos. Diferentes autores han mencionado que
la aplicacion de recubrimientos puede retrasar los cambios
de color en los tomates durante el almacenamiento al crear
una atmosfera modificada en la fruta (Ali et al., 2010; Gomes,
Moreira and Castell-Perez, 2011)

Sélidos solubles totales y acidez titulable. Los SST de las
frutas tienden a aumentar durante la maduracion. El valor de
SST (Figura 5) para los jitomates al comienzo del experimento
fue de 3.64 °Brix. Después de 16 dias de almacenamiento,
este parametro aumentd para los jitomates control (4.83
°Brix), asi como para los jitomates tratados con el ALG-EUG
(4.74 °Brix), ALG (5.21 °Brix), NP-CO (5.08 °Brix) y el RC ALG-
NP-EUG (4.31 °Brix).
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Figura 5. Solidos solubles totales, dia 0 y dia 16, de jitomates después del
almacenamiento durante 16 dias a 25 °C. CTRL = sin tratamiento, ALG =
alginato, ALG-EUG = alginato + eugenol libre, NP-BCO = NP sin activo,
ALG-NP-EUG = alginato + NP con eugenol.

(n=3;x£DS).

Figure 5. Total soluble solids, day 0 and day 16, of tomatoes after storage
for 16 days at 25 °C. CTRL = no treatment, ALG = alginate, ALG-EUG = algi-
nate + free eugenol, NP-BCO = NP without active, ALG-NP-EUG = alginate
+ NP with eugenol.

(n=3;Xx £DS).

El aumento de los SST durante el almacenamiento es
debido a la respiracién. Durante el proceso de maduracion,
la acumulacion de azuicar dependerd de la degradacion del
almidén, principal compuesto de almacenamiento energé-
tico en el jitomate verde. Ademas, la actividad metabdlica
contina como resultado de la maduracién de la fruta, lo
que conduce a la conversion de carbohidratos y acidos or-
ganicos en azlcares para ser utilizados en varios procesos
metabdlicos (Guerreiro et al., 2015).Por otro lado, comparado
con el grupo control, el recubrimiento en combinacién con
las NP-EUG (ALG-NP-EUG), mostré los valores mas bajos de
SST. Este comportamiento podria atribuirse a la presencia
del RC de AL y una sinergia con las NP-EUG, lo que ocasiona
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una desaceleracién mas efectiva de la respiracién y la acti-
vidad metabdlica, retrasando el proceso de maduracién de
los frutos. Estos resultados son similares a lo reportado por
Sucharitha, Beulah and Ravikiran (2018) quienes trataron
tomates con recubrimientos de quitosano y reportaron una
diferencia significativa al final del periodo de almacenamien-
to (15 dias) entre las muestras revestidas y no revestidas con
el quitosano. En nuestro estudio, se observé una diferencia
de los SST entre el RC ALG-NP-EUG (4.31 °Brix) y el ALG solo
(5.21 °Brix). Esto podria deberse a que la presencia de las NP
con EUG encapsulado en la superficie del fruto se prolongue
por mas tiempo y que, ademas de las propiedades de barrera
del recubrimiento, la liberacién sostenida del EUG de las NP
podria haber extendido la actividad biolégica de EUG (e.g.
antioxidante) en la superficie del jitomate, lo que contribuyé
a tener una mejor conservacion de los frutos.

Finalmente, como se muestra en la Figura 6, la AT de
los jitomates fue de 1.6 g 100 mL" al comienzo del experi-
mento y después de 16 dias de almacenamiento, los valores
de AT disminuyeron para todos los grupos. Esta reduccion de
los valores de AT estd asociada al metabolismo de los acidos
orgdnicos en las frutas durante el proceso de maduracion.
Lo &cidos organicos son responsables de la acidez de la
fruta que se expresa como AT. Durante la maduracién de los
jitomates, la cantidad de acidos orgdnicos disminuye, y esto
es debido a que los acidos orgdnicos son metabolizados,
principalmente, para asegurar el suministro adicional de
carbono para la obtencion de sacarosa, glucosa y fructosa en
la fruta (Fabi et al., 2007). En cuanto a los grupos de jitomates
con tratamientos, los resultados de AT tuvieron la misma
tendencia que los obtenidos para SST. Después de 16 dias
de almacenamiento, los jitomates del grupo control tuvieron
la disminucion mas importante de AT, mientras que las del
ALG-NP-EUG la disminucién mds baja de AT. Esto significa
que el recubrimiento en combinacién con las NP-EUG fue el
tratamiento mas efectivo para retrasar la maduracion, lo que
puede atribuirse a la presencia del recubrimiento de AL que
actué como una barrera y disminuy6 la tasa de respiracion
(metabolismo) de los jitomates.

2.0
1.5
1.0
0.0
CTRL ALG

ALG - EUG NP -BCO ALG-NP-EUG
Tratamiento

Figura 6. Acidez titulable, dia 0 y dia 16, de jitomates después del almace-

namiento durante 16 dias a 25 °C. CTRL = sin tratamiento, ALG = alginato,

ALG-EUG = alginato + eugenol libre, NP-BCO = NP sin activo, ALG-NP-EUG

= alginato + NP con eugenol.

(n=3; x£DS).

Figure 6. Titratable acidity, day 0 and day 16, of tomatoes after storage for

16 days at 25 °C. CTRL = no treatment, ALG = alginate, ALG-EUG = alginate

+ free eugenol, NP-BCO = NP without active, ALG-NP-EUG = alginate + NP

with eugenol. (n=3; X +DS).
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Evaluacion del efecto protector de la nanoformulacién
en combinacion con el recubrimiento comestible sobre
frutos de jitomate inoculados con el fitopatégeno Colle-
totrichum gloesporoides.

El cultivo de jitomate es afectado por diversas enfer-
medades postcosecha, las cuales muchas de ellas son ocasio-
nadas por hongos. Entre los principales agentes fitopatoge-
nos postcosecha del jitomate se encuentran: Fusarium solani,
Botritys cinérea, Alternaria alternata, Penicilium expansum vy,
de manera particular, Colletotrichum gloesporoides (Barad
et al, 2017). En el presente estudio, jitomates con cada uno
de los tratamientos antes mencionados se les inoculé por
puncion el fitopatégeno Colletotrichum gloesporoides y se
observo su desarrollo durante 5 dias a temperatura ambiente
en cdmaras de humedad. Los resultados se observan en la
Figura 7. Después de 5 dias, los jitomates tratados con el RC
ALG-NP-EUG no presentaron crecimiento del hongo (Figura
7-E), mientras que el resto de los frutos presentaron colonias
caracteristicas del hongo Colletotrichum gloeosporioides.
Esta proteccién se debe a la capacidad antimicrobiana y el
efecto sobre fitopatdgenos del EUG (Abbaszadeh et al.,, 2014;
Marchese et al., 2017; Davy et al., 2020). Hong et al., 2015
demostraron que el AE de clavo y el eugenol presentaron
una importante inhibicién del crecimiento de Colletotrichum
gloeosporioides por medio de la reduccion del didmetro de
una lesién en pimiento verde inmaduros inoculados con este
fitopatdgeno. Ademas, la incorporacion del EUG en la estruc-
tura polimérica de la NP puede ocasionar un aumento en el
tiempo de residencia en la superficie del fruto al disminuir su
rapida evaporacion al aplicarse de manera libre.

Se ha propuesto que el mecanismo de accién de la
actividad antifingica de los componentes de los AE parece
depender de su estructura quimica y de su capacidad para
atravesar la pared celular y penetrar entre las cadenas de &ci-
dos grasos de la bicapa lipidica, haciendo que la membrana
celular sea mucho mas permeable y, como resultado, ocasio-

Figura 7. Prueba de patogenicidad con C. gloesporoides después de 5 dias
de almacenamiento de tomates con diferentes tratamientos. A) = control,
B) = alginato, C) = alginato + eugenol libre, D) = NP blanco, E) ALG-NP-EUG.
(n=3; X £DS).

Figure 7. Pathogenicity test with C. gloesporoides after 5 days of storage of
tomatoes with different treatments. A) = control, B) = alginate, C) = alginate
+ free eugenol, D) = blank NP, E) ALG-NP-EUG. (n=3; X £DS).

nan la muerte celular o la inhibicién de la esporulacién y la
germinacién de hongos u otros microorganismos causantes
del deterioro (Wattanasatcha, Rengpipat and Wanichwecha-
rungruang, 2012; Diao et al., 2014; Grande-Tovar et al., 2018).
Tomando en cuenta este mecanismo, el EUG incorporado en
las NP en combinacion con el RC ayudé a tener un contacto
mas intimo y prolongado entre el activo y los microorganis-
mos en la superficie de la fruta.

CONCLUSIONES

Las propiedades fisicoquimicas de los componentes
individuales del RC en combinacién con NP-EUG contribuye-
ron positivamente a retrasar la maduracion de los jitomates
y protegerlos de fitopatégenos como el Colletotrichum gloes-
poroides. Mientras que el RC de AL actué como una barrera
que redujo la transpiracion y el metabolismo de las frutas,
el EUG con actividad antimicrobiana evitd el crecimiento
del microorganismo fitopatogeno. Ademas de esto, debido
a su tamafo y caracter multiparticulado, las NP con EUG
incorporado pudieron distribuirse de manera mas uniforme
en la superficie del fruto, liberando al EUG de manera gradual
y aumentando su tiempo de residencia en la fruta. Esto de-
muestra que el EUG nanoencapsulado en combinacién con
RC son una alternativa favorable a los métodos tradicionales
de conservacion.
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