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Introduccion

RESUMEN

El consumo de la fresa se ha relacionado con muchos beneficios para la salud; sin
embargo, su vida util postcosecha asociada a la velocidad de su deterioro, es uno
de los principales problemas a resolver con el fin de garantizar su sabor, su color
y su valor nutricional.

En este sentido, en esta tesis se desarroll6 un bionanocomposito a base de
quitosano y ZnO nanoestructurado y su funcionalidad en la preservacion de fresas.
Para ello, obtuvimos quitosano a partir de exoesqueletos de camaron mediante el
método quimico asistido por ultrasonido, posteriormente se obtuvo el material de
ZnO nanoestructurado mediante el método de sublimacion en espacio cercano
(CSS) y se obtuvo el bionanocomposito. EI ZnO nanoestructurado se caracterizé
mediante XRD, SEM, y TEM; el quitosano fue caracterizado mediante FTIR Y
SEM. Una vez obtenido el material se evalué como recubrimiento en la
preservacion de la fresa, evaluandose color, textura, pH, acidez titulable,
contenido de humedad, grados Brix y pruebas microbiolégicas. De acuerdo con
los principales resultados, el material nanoestructurado de ZnO en fase wurtzita
se distribuy6 de manera homogénea sobre la solucion del quitosano, las pruebas
fisicoquimicas (pH, acidez titulable, contenido de humedad, grados Brix y color) y
de textura (firmeza) sugieren que las fresas recubiertas con quitosano y ZnO
mantuvieron sus propiedades de fresas frescas tras ocho dias de almacenamiento.
El andlisis microbioldgico mostré que el uso del bionanocomposito redujo la carga
microbiana de las fresas tratadas debido al efecto sinérgico de las propiedades

que presentan ambos materiales.
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INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa) es una fruta caracterizada por su sabor y por ser
fuente importante de compuestos bioactivos, antioxidantes y fendlicos altamente
benéficos para la salud. No obstante, la fresa tiene una vida Util relativamente corta
debido a procesos de deshidratacion, infecciones por la presencia de diversos
agentes patdgenos y a la susceptibilidad de sufrir dafio mecanico.

Ante este escenario, recientemente la aplicacion de empaques activos y
recubrimientos comestibles basados en polimeros naturales como el quitosano
han sido explorados con resultados prometedores; pues en general, este posee
propiedades antifingicas, antioxidantes y antimicrobianas, ademas de la habilidad
de formar peliculas o recubrimientos que lo convierten en una opcién ideal para
su aplicacion como material de empaque, para prolongar la vida util de los
alimentos sin alterar sus propiedades sensoriales 1.

Con la finalidad de mejorar el desempefio de los recubrimientos a base de
quitosano, durante los ultimos afios se han desarrollado materiales compuestos
como los recubrimientos o peliculas con quitosano y ZnO nanoestructurado. El
ZnO ha sido evaluado en el &rea de preservaciéon de alimentos como la fresa pues,
ademas de ser considerado como seguro por la FDA, sus propiedades
antibacteriales, bajo costo y estabilidad quimica y térmica son algunas de las
ventajas tecnolégicas que hacen al ZnO una opcion altamente viable para el
desarrollo de bionanocompositos 2.

Ademas, se ha mostrado que los materiales compuestos de quitosano y 6xido de
zinc nanoestructurado tienen propiedades térmicas, mecanicas, de barrera y
antimicrobianas deseables. Ambos materiales han demostrado efectividad en la
industria nanotecnolégica para aplicaciones farmacéuticas y alimentarias. Con
base en lo anterior, en este trabajo se propuso la elaboracion de un recubrimiento

basado en quitosano y 6xido de zinc nanoestructurado (Q/ZnO-NSs) 3.

En esta propuesta se plantea el uso de la técnica de sublimacién en espacio

cerrado (CSS) y post tratamiento térmico en aire para la obtencién de material




Introduccion

nanoestructurado de ZnO. Esto con el objetivo de incorporar el ZnO
nanoestructurado en una matriz polimérica (quitosano) a fin de obtener
bionanocompositos de quitosano-ZnO y evaluar su rendimiento como

recubrimiento en la preservacion de la fresa (Fragaria x ananassa).
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1 Fresa (Fragaria x ananassa)

Las fresas son uno de los frutos mas importantes tanto econémica como
comercialmente, dado su amplio consumo tanto frescas como procesadas
(mermeladas, jugos y jaleas). México es el segundo proveedor de fresa frescas en
el mercado internacional con un 14.83 % del valor de las exportaciones mundiales.
Las exportaciones mexicanas representaron en el aio 2017 el 87.79 % de las
importaciones de Estados Unidos “. Los principales estados productores de fresa
son Michoacéan, Baja California, Guanajuato y el Estado de México, los cuales
aportan el 99 % de la produccién total. Otros estados que producen en menor
proporcion son Aguascalientes, Jalisco, Sinaloa, Oaxaca, Veracruz, Tlaxcala y
Puebla 4. Debido a esto, las fresas se encuentran entre las bayas mas estudiadas

desde el punto de vista agronémico, gendémico y nutricional °.

1.1.1 Descripcion de la planta y de la fresa

El género de la fresa (Figura 1.1), Fragaria, pertenece a las Rosaceae, una familia
de plantas que incluye muchos cultivos de arboles frutales como manzano,
melocotdn y cereza, plantas frutales herbaceas (fresa y zarzamora), plantas
ornamentales (rosa y espino) asi como de otros cultivos utilizados en la produccion
de madera (cerezo) ©.

La planta de fresa es de tipo herbaceo, perenne y de porte rastrero, con altura no
mayor a 50 cm de altura. Esta presenta numerosas hojas originadas en un rizoma
muy corto, que se encuentra a nivel del suelo y que constituye la base del
crecimiento de la planta. Las inflorescencias (color blanco) se desarrollan a partir
de una terminal de la corona axiales a las hojas. El fruto se cosecha cuando
presenta como maximo el 50 % de su superficie de color rojo tenue o rosa, su

didmetro variade 1.6 a 3.2 cm ’.
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Figura 1.1. Planta de fresa con flor y fruto (Fragaria x ananassa).

1.1.2 Propiedades fisicoquimicas de la fresa

La Tabla 1.1 muestra las propiedades fisicoquimicas de la fresa Fragaria x
ananassa, las cuales pueden variar de acuerdo con su grado de maduracion,
condiciones de crecimiento, factores ambientales y especie entre otros. Dentro de
las principales propiedades se encuentran el pH, la acidez titulable, los sdélidos

solubles totales, color y la textura.

Tabla 1.1. Propiedades fisicoquimicas de la fresa (Fragaria x ananassa) 811

Propiedad Intervalo
pH 3.0-3.90
Actividad de agua 0.997-0.986
Acidez titulable
(g &cido citrico/100 g) 0.57-0.81
Solidos solubles totales (°BXx) 4.89-8.51
Color (superficie)
L 36.0-42.3
a* 32.8-34.5
b* 24.1-30.4
°h 34.8-42.7
Textura (superficie)
Firmeza (N) 0.612-1.26

Respecto al pH reportado por diversos autores, es considerado como acido, lo cual
favorece la inhibicion del crecimiento microbiano, reduce la resistencia térmica

microbiana y brinda estabilidad a las antocianinas 12714,
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Por su parte, la acidez titulable es utilizada para predecir el impacto del acido en
el sabor del fruto. En conjunto el pH y la acidez titulable brindan aspectos
particulares sobre la calidad del fruto °. Durante la postcosecha de la fresa, los
principales atributos de calidad que contribuyen a la aceptacion del consumidor
son el atractivo color rojo y el dulzor y sabor afrutado (Figura 1.2). A pesar de los
cambios en el color de la fresa a lo largo de su proceso de madurez y el periodo
postcosecha, estos atributos de calidad no se consideraron un factor limitante para

la vida atil de la fresa 18.

b

2 3 4 5 6

Figura 1.2. Tabla de color de los estados de maduracion de la fresa .

Otro atributo importante es la firmeza del fruto dado que es asociada con su
calidad, la cual debe medirse y controlarse, ya que durante la postcosecha se
produce un ablandamiento que influye tanto en la aceptacion del consumidor como

en la calidad nutricional 1812,

1.1.3 Composicion quimica de la fresa

En la Tabla 1.2 se presenta el perfil nutrimental de la fresa. En la mayoria de las
frutas el agua es el componente que se encuentra en mayor proporcion (90-99 %).
Es responsable del crecimiento microbiano y reacciones bioquimicas, por lo que
desempafa un papel vital en muchas de sus funciones bioldgicas. En la fresa, el
contenido de agua representa el 91.1 % de su masa, el cual contribuye a su
deterioro postcosecha, puesto que permite el crecimiento microbiano 2°. Por su
parte, la fibra dietética, ayuda a controlar la ingesta de calorias por su efecto
saciante, contribuye a regular los niveles de azucar en sangre al ralentizar la

digestion °.




Tabla 1.2. Composicion nutricional de la fresa (Fragaria x ananassa) 8,
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Componente Cantidad
Grasa 0.40¢g
Colesterol 0 mg
Sodio 1.40 mg
Carbohidratos 551¢g
Fibra 1.68¢
Azucares 5.50¢g
Vitaminas

A 3ug

B12 0 ug

C 54.93 mg

B3 0.79 mg
Proteinas 0.81¢g
Hierro 0.46 mg
Calcio 21.47 mg
Humedad 91.1%

La fresa presenta un alto contenido de vitamina C que en conjunto con el folato
tiene un papel importante en el metabolismo ?1. Se ha reportado que 250 g de
fresas (~60 mg de folato en promedio) pueden proporcionar el 30 % de las
cantidades diarias recomendadas de folato °. La fresa también es considerada una
fuente de vitaminas como tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6, vitamina K,
vitamina A y vitamina E. Ademas de estos compuestos, las fresas contienen una
variedad de componentes bioactivos como los polifenoles (flavonoides, acidos

fenolicos, antocianinas, lignanos y taninos) 8.

1.1.4 Vida util de la fresa

Las fresas tienen una vida de anaquel corta debido a que son susceptibles al dafio
mecéanico, ablandamiento excesivo de la textura, deshidratacion, desordenes
fisiolégicos e infecciones causadas por patdogenos que pueden reducir
rapidamente la calidad de la fruta. La vida util de las fresas almacenadas sin
refrigeracion es de 3 a 4 dias, mientras que en refrigeracion se extiende alrededor

de 2 semanas %223,
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Algunos de los patdgenos reportados en las fresas durante su almacenamiento

son la Botrytis cinérea y Rhizopus stolonifer (Figura 1.3).

Figura 1.3. Fresas afectadas por (a) Botrytis cinérea y (b) Rhizopus stolonifer.

Las fresas presentan un alto nivel de contaminacién en comparacion con otro tipo
de frutas, su epidermis turgente, alta tasa de respiracion, alto nivel de actividad de
agua (Aw), altos niveles de azlcares y otros nutrientes, y una piel suave que puede
romperse facilmente, la hacen susceptible al dafio mecanico y a la invasion por
hongos patégenos®®*.

El B. cinerea infecta hojas, tallos, flores y frutos ?* y es un obstaculo importante
para el transporte y almacenamiento a larga distancia 2°. Por su parte, R. stolonifer
es causante de pudricion de varias frutas y verduras. Este hongo infecta
principalmente la fruta madura solo después de la cosecha, a menos que la fruta
en el campo tenga lesiones graves. Por lo tanto, es importante encontrar métodos

adecuados para preservar la calidad de las fresas durante el almacenamiento 22
24,26

1.1.5 Efecto de los tratamientos sobre calidad y vida postcosecha

La practica mas comun es almacenar los frutos a temperaturas bajas, ya que esto
desacelera el crecimiento microbiano, sin embargo, se ha reportado que presenta
efectos perjudiciales, reduciendo la capacidad antioxidante y los flavonoides 2’.

Como se ha mencionado con anterioridad, uno de los principales retos para el
desarrollo del cultivo comercial de fresa e incluso en la postcosecha de la fruta, es
el manejo de las enfermedades que en su gran mayoria son de caracter fungoso.
Para contrarrestar este problema, comunmente se utilizan productos quimicos

sintéticos como carbendazim; no obstante, se ha demostrado que dichos
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productos representan riesgos potenciales para la salud humana y el medio
ambiente, que pueden generar cambios indeseables en el sabor y valor nutricional
22,23,28,154_

A nivel doméstico se usa el hipoclorito de sodio (NaOCl) puesto que se ha
demostrado que reduce la actividad microbiana en las fresas, ?° no obstante, el
acido hipocloroso, sustancia presente en la solucion de NaOCI, interactia con las
macromoléculas bioldgicas y libera cloro (oxidante fuerte), lo que inhibe enzimas
y cloraminas que interfieren en el metabolismo celular 3° que eventualmente
provoca la formacion de compuestos altamente mutagénicos, como

trihalometanos, acidos haloacéticos, bromatos y cloritos 3.

1.2 Técnicas de conservacion de fresas

Diferentes métodos han sido aplicados para incrementar la vida de anaquel de las
fresas.

La vida de anaquel estd definida como el periodo de tiempo durante el cual un
producto alimenticio conserva su calidad sensorial, quimica, fisica, microbiologicas
y funcionales deseadas 12,

Algunos de los métodos mas utilizados para prolongar la vida de anaquel de este
fruto son:

1. Tratamiento térmico

El uso de calor o tratamiento térmico es considerado como una de las técnicas
tradicionales para la conservacion de alimentos. El proceso generalmente implica
calentar los alimentos a una temperatura entre 45-90°C 33. Es uno de los
tratamientos postcosecha mas efectivos, pues impacta directamente reduciendo
la descomposicién y el mantenimiento de varios rasgos de calidad, asi como
reducir la presencia de patdgenos. Sin embargo, exponer las frutas o verduras a
altas temperaturas puede atenuar algunos procesos y potenciar otros, por lo que
depende del tipo de fruta y de los tratamientos a altas temperaturas (inmersién o
en forma de vapor) 343, Para el caso de la fresa se ha encontrado una mayor

actividad antioxidante en la fruta tratada con calor durante el almacenamiento, lo
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gue indica que el calor podria proteger la fruta contra especies reactivas de
oxigeno generadas durante la senescencia o el ataque de patégenos 3.

Por otra parte, el tratamiento térmico conduce a la disminucién de la frescuray a
la pérdida de nutrientes, como consecuencia, la busqueda de métodos de
conservacion con cambios adversos minimos y que retengan su valor nutricional
es necesaria.

2. Enfriamiento y congelacion

El enfriamiento y la congelacion son tratamiento que han sido aplicados para la
conservacion de fresas, ya que mantienen sus atributos sensoriales y las
propiedades nutricionales. El proceso de enfriamiento y congelacion se basa
principalmente en el proceso de transferencia de calor 3738, Esta técnica de
conservacion se enfoca a la disminucion del metabolismo y, por lo tanto prolongar
la senescencia (proceso de degradacion y envejecimiento o muerte del tejido) *°.
Si bien el enfriamiento y la congelacion son efectivos en sus propios términos, la
temperatura de congelacion por debajo del punto de congelacion de la fresa (-1.1
°C) puede destruir las membranas celulares y causar considerables cambios en el
volumen, dafio mecanico y agrietamiento por congelacion, adicionalmente algunos
compuestos bioactivos como las vitaminas A y C, carotenoides y compuestos
fendlicos pueden verse afectados debido al congelamiento y al almacenamiento
prolongado 4°.

3. Tratamiento con altas presiones

Es una tecnologia no térmica que se basa en utilizar agua como medio de
transferencia de presién (desde 0 hasta 800 MPa). Esta técnica se caracteriza por
un impacto minimo de las propiedades de los alimentos (sensoriales, nutricionales
y funcionales) #*. En comparacién con la preservacién a base de tratamientos
térmicos tradicionales, el tratamiento a altas presiones ha demostrado una mejor
retencion de compuestos bioactivos como la vitamina C y el color de los productos
a base de fresa *2.

No obstante, se ha informado que la estructura de las moléculas de alto peso
molecular, como las proteinas y los carbohidratos, pueden alterarse mediante el

procesamiento a alta presion, asimismo, pueden ocurrir inconvenientes debido a
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la destruccién de enlaces covalentes que retienen el sabor, color y nutrientes o
afectar la integridad de la fresa debido a la acumulacion de aire confinado en la
matriz alimenticia durante la presurizacién y descompresion, alterando los tejidos

del fruto 1743,

4. Irradiacion con diferentes fuentes como rayos gamma, rayos x o rayos UV

Este tipo de tratamiento de conservacion es un método efectivo y seguro para el
procesamiento de alimentos. Esta técnica implica la exposicion a una radiaciéon
ionizante (radiacion con suficiente energia para expulsar electrones de sus &tomos
e ionizar moléculas).

Esta tecnologia ha sido empleada eficazmente en la disminucién de la incidencia
de descomposicion y la pérdida de peso en la fresa durante el almacenamiento 44~
46 asi como para la eliminacion de agentes patdgenos y contaminantes naturales,
pues afecta a microorganismos como bacterias, levaduras y mohos al causar
lesiones en el material genético de las células.

Algunos investigadores han reportado el método de irradiacion por rayos gamma
como el método mas efectivo para extender la vida de anaquel de los productos
recién cosechados, estableciendo qué altas dosis de irradiacion pueden conllevar
a la disminucion de la firmeza de la fresa y de su calidad organoléptica. Otros
factores asociados a esta tecnologia son los costos operacionales y la inversion
de capital inicial "4,

5. Tratamiento con Ozono

El ozono es reconocido como un agente antimicrobiano y antiviral para el
almacenamiento, lavado y procesamiento de frutas y vegetales “¢. En los ultimos
afos, el ozono ha sido incluido en la lista de la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (FDA) como un solvente generalmente reconocido como seguro
(GRAS). En comparacién con el cloro, su degradacion deja un residuo

insignificante cuando se trata con alimentos sélidos o bebidas 3.

Los efectos del tratamiento con ozono han sido evaluados sobre las caracteristicas
fisiologicas, el metabolismo del oxigeno activo y las propiedades antioxidantes de

la fresa. Algunos resultados han revelado la inhibicién de la pérdida en peso y la
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tasa de respiracion de la fresa, mientras que algunos parametros como la firmeza

y la cantidad de soélidos solubles totales se han visto disminuidos #°.

1.2.1 Nanotecnologia para la conservacién de alimentos

La nanotecnologia involucra cualquier material o nanoparticula que tenga una o
mas dimensiones del orden de 100 nm o menos *°. La razon del éxito de la
nanotecnologia se debe a sus resultados prometedores, ausencia de emision de
contaminantes, eficiencia energética y menor necesidad de espacio. La
nanotecnologia también ha mostrado aplicaciones versatiles en términos de
seguridad, toxicidad y evaluacién de riesgos en areas como la agricultura °2, la
alimentacion y el medio ambiente °2,

Respecto a la industria de alimentos, el desarrollo de nanoparticulas se ha
enfocado en el procesamiento de alimentos, envasado, desarrollo de alimentos
funcionales, seguridad alimentaria, deteccién de patdogenos transmitidos por los
alimentos y la extension de la vida Util de los alimentos 2 y/o productos alimenticios
(Tabla 1.2) %4

Tabla 1.3. Diferentes nanotecnologias para encapsular y entrega de

ingredientes funcionales

Nanotecnologia Caracteristicas Ejemplo
Recubrimientos Recubrimientos
comestibles comestibles a base de

Para preservar la calidad de los _ _
_ gelatina que contienen
alimentos frescos durante el )
_ nanocristales de celulosa.
almacenamiento prolongado.

Hidrogel ) Capsulas de colageno,
Propuesto para uso agricola _ _
o gelatina, alginato y
con el objetivo de aumentar las
_ y agarosa.
propiedades de retencién de

agua de los medios de cultivo. o
Recubrimientos de

guitosano/nanosilica.
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Protege los medicamentos de
ambientes extremos y los Pelicula de quitosano con
administra en respuesta a nano-SiOz.

estimulos ambientales como el

pH y la temperatura. Hidrogeles de proteinas.
Nanoparticulas
inorganicas Buena capacidad de Nanoparticulas de silice
encapsulacion y sus superficies mesoporosas.
rigidas permiten una Nanoparticulas de ZnO.

funcionalizacién controlada.

Mejora la actividad antioxidante
en los sistemas de empaques
extendiendo la vida util de los

alimentos.

1.3 Quitina 'y quitosano

La quitina (poli [B-(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-Glucopiranosa]) es un
polisacarido ampliamente distribuido en la naturaleza, ocupa el segundo lugar en
abundancia después de la celulosa, aunque presenta una tasa de recambio mayor
gue ésta.

La estructura quimica de ambos compuestos es similar entre si; la diferencia entre
ellas se encuentra en el carbono 2, que contiene un grupo hidroxilo en la celulosa
y un grupo acetamida en la quitina (Figura 1.4) °5°%, Si bien el grupo funcional
acetamida se encuentra en casi todos los monémeros de la quitina, en algunos se
tiene un grupo funcional amina en su lugar, generalmente en un 5 a 10 % del total
de mon6meros en la cadena polimérica °”°8, La quitina se encuentra como material
de soporte y defensa en exoesqueletos de invertebrados, tales como artrépodos,
crustaceos e insectos; también se puede hallar en la pared celular de algunas
especies de hongos y algas; solamente en estas ultimas todos los monémeros se

encuentran acetilados °.
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Figura 1.4. Estructura quimica de a) celulosa y b) quitina.

La principal fuente de materia prima para la produccion de quitina son los
desechos de la industria pesquera, fundamentalmente esqueletos de camarones
y cangrejos °¢, estimados en el orden de 10° toneladas por afio, con un contenido
de quitina que va del 10 al 30 % en materia seca dependiendo de la especie y la
época del afio %8,

Dependiendo de la especie de la materia prima, la quitina se encuentra asociada
de diferentes maneras. En los crustaceos, ésta se halla unida con proteinas,
pigmentos y sales inorganicas, es por ello que para su aislamiento se requiere de
tratamientos que permitan eliminar estos componentes.

Uno de los métodos més utilizados para la extraccion de quitina a partir de
crustaceos es el tratamiento quimico con bases y acidos fuertes, procedimiento
gue involucra la desmineralizacién con acido clorhidrico (HCI) o &cido sulfarico
(H2S04), la desproteinizacion con hidroxido de sodio (NaOH) y la despigmentacion
por medio de agentes oxidantes °°. La composicion promedio para los
exoesqueletos de camarén es de un 13-58 % de proteina, 20-72 % de carbonatos
y fosfatos de calcio, 0.8-12.0 % de lipidos y 13-45 % de quitina 3°°°,

La quitina se puede hallar en tres formas polimérficas denominadas a-, B- y y-
quitina, siendo la primera la mas abundante. La diferencia entre ellas es la
disposicidon de las cadenas en la region cristalina. Asi, en la a-quitina se presentan
en disposicion antiparalela, mientras que en la B-quitina se presentan paralelas,
y en la y-quitina, se encuentran dos cadenas paralelas en un sentido y la siguiente

en sentido opuesto (Figura 1.5) *°. La quitina es insoluble en agua, en alcalis y
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acidos diluidos, y en la mayoria de los disolventes organicos, lo cual restringe sus
aplicaciones. La transformacion de los grupos funcionales acetamida en grupos
funcionales amina, amplia las posibilidades de aplicacion al generar un polimero

con grupos amina libres que le permiten reaccionar en infinidad de formas.

\ s A \‘TI Y N A AAA

a) b) c)

y W v v

Figura 1.5. Configuraciones polimorficas de la quitina: a) a-quitina, b) B-quitina y c) y-

quitina.

El quitosano es un polisacarido nitrogenado lineal que se encuentra raramente en
la naturaleza, pero puede ser hallado en algunos hongos como el Mucor Rouxi en
el que se forma por la accién de la enzima desacetilasa %61, Se obtiene
principalmente mediante la desacetilacion parcial de la quitina. Esta reaccion
consiste cominmente en un tratamiento con soluciones alcalinas concentradas y
el uso de altas temperaturas bajo condiciones heterogéneas (Figura 1.6) °°92,
Mediante este proceso lo que se consigue es trasformar parte de los grupos
funcionales acetamida de la quitina en grupos funcionales amina; por ello, el
guitosano es en realidad un copolimero constituido por unidades repetitivas de
[B(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-D-Glucopiranosa] (x) y [B(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-
Glucopiranosa] (y), y grupos funcionales aminas, los cuales deben ser superiores
al 50 % para que el polimero desacetilado pueda considerarse como quitosano
(Figura 1.7) °>83, La presencia de grupos amina en la cadena polimérica le confiere
al quitosano un comportamiento tipo basico que le permite formar sales con acidos
y originar polielectrolitos, ademas, le otorga propiedades como la quelacién,
mucoadhesion, hemostaticidad, efecto filmogénico, capacidad antioxidante,
capacidad de adsorcion y actividad antimicrobiana 63%4, ademas de que puede ser

sometido a una gran posibilidad de modificaciones ®, lo cual, aunado a su
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biocompatibilidad, no toxicidad y biodegradabilidad, ha hecho del guitosano uno

de los materiales mas estudiados actualmente 6.

H NaOH

HO

Quitina Quitosano

Figura 1.6. Ecuacion quimica de la desacetilacion de la quitina.

Figura 1.7. Estructura quimica del quitosano.

Se ha encontrado una variedad de aplicaciones para el quitosano en alimentacion,
medicina, cosmética, farmacéutica, agricultura y medio ambiente, entre otras.

Sin embargo, el area en la cual este biopolimero puede ser utilizado depende en
parte del porcentaje o grado de desacetilacion (% NH2) que presente y de su peso
molecular (PM) 556768 Esto se debe a que, estos dos parametros son los que mas
influyen en sus propiedades funcionales 56970,

Para aplicaciones relacionadas con el consumo humano se deben determinar,
ademas el contenido de cenizas y la cantidad de humedad 7%, Actualmente, los
principales parametros con los que esta disponible el quitosano comercial son el
porcentaje de desacetilacion, grado de polimerizacion, contenido de cenizas y la

ausencia de bacterias contaminantes ©3.
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1.3.1 Propiedades y aplicaciones del quitosano

El quitosano ha sido utilizado ampliamente en diferentes campos como la
agricultura, la medicina, sector alimenticio, cosmético, textil, farmacéutico,
biotecnoldgico y en el tratamiento de aguas residuales ’?. Propiedades como su
biocompatibilidad, biofuncionalidad y biodegradabilidad hacen del quitosano uno
de los biopolimeros mas utilizados en diversas aplicaciones. Ademas, la Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA, por su sigla en inglés) ha enunciado que el
quitosano probablemente no tendrd ninguna influencia adversa en el medio
ambiente, a mayor grado de desacetilacion menor velocidad de degradacion
presenta. Sin embargo, este puede degradarse mediante reacciones de 6xido-
reduccion, radicales libres, o mediante bacterias, hongos, otras plantas y por el
ser humano 3,

Este polimero es comestible, biodegradable y no tiene consecuencias adversas
como actividades alergénicas, mutagénicas o cancerigenas, razon por la que se
usa generalmente en productos alimenticios; debido a sus propiedades
antimicrobianas puede disminuir las pérdidas por descomposicion y enfermedades
tanto en etapas previas, como posteriores a la cosecha.

La naturaleza policatidnica del quitosano juega un papel importante en su actividad
microbiana, ya que los grupos amino cargados positivamente interactian con las
cargas negativas de las membranas celulares microbianas alterandolas.

La actividad antimicrobiana del quitosano depende del peso molecular y el grado
de acetilacion. Se ha demostrado que el quitosano con bajo peso molecular y
grado de acetilacién bajo, tiene una mayor eficacia reduciendo e inhibiendo la
velocidad de crecimiento de microorganismos. Por otra parte, las propiedades
biolégicas inherentes del quitosano en conjunto con su habilidad para formar
recubrimientos o peliculas lo convierten en un candidato ideal como material de
empagque de alimentos.

La efectividad del quitosano puede mejorarse cuando se combina con compuestos
orgénicos e inorganicos; a estos se les suele llamar cargas. Su combinacién con
aceites esenciales, acidos organicos y otras sustancias como etanol y ceras ha

incrementado la preservacién de frutas. El quitosano cargado con iones metalicos
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como calcio, zinc y cerio, mejoran la firmeza, mantiene la calidad, extiende la vida
post cosecha y ayuda en la disminucién de residuos de pesticidas en frutas.
Nanomateriales inorganicos como ZnO y CaCOs ha demostrado reducir el
decaimiento, la actividad enzimatica, velocidad de respiracion y la pérdida en peso
3, El quitosano ha sido utilizado como tratamiento o recubrimiento de semillas de
varios cultivos como el trigo, algodén, soya y otros vegetales para mejorar su
crecimiento, ademas de actuar como un agente protector contra infecciones
fungicas y ataques de insectos.

Ante la creciente demanda de empaques degradables, seguros y naturales; el
guitosano es una alternativa viable, pues es capaz de formar un recubrimiento
semipermeable que mejora la vida post cosecha de frutas y vegetales al disminuir
su respiracién y las pérdidas asociadas a la transpiracion. Al ser no téxico,
biodegradable y con propiedades antioxidantes y antimicrobianas, representa
ademas una manera no tdxica de eliminar los agentes patégenos y plagas de
insectos. Ademas, puede obtenerse en forma de peliculas, nanoparticulas y perlas
y puede depositarse mediante inmersion o rociado. El quitosano en forma de
pelicula ha sido utilizado para el mantenimiento de la calidad y la prolongacién de

la vida postcosecha de diversos alimentos y productos horticolas 223474,

1.4 Oxido de Zinc

El 6xido de zinc (ZnO) es un material multifuncional con propiedades fisicas y
guimicas unicas, tales como: estabilidad quimica, fotoestabilidad y amplio intervalo
de absorcion de la radiacion. Sus propiedades piezoeléctricas (capacidad que
tienen los cristales, para generar energia al ser accionados, pulsados o
tensionados ’°) y piroeléctricas (capacidad de generar una diferencia de potencial
temporal entre los extremos del material ante el calentamiento y/o el
enfriamiento’®) han permitido su uso en sensores, generadores de energia y como
fotocatalizador "°. Debido a su dureza y rigidez, el ZnO es un material importante
en la industria ceramica; su baja toxicidad, alta biocompatibilidad vy
biodegradabilidad, lo han convertido en un material de interés para la biomedicina

y en sistemas pro-ecolégicos. Este compuesto es un polvo blanco insoluble en
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agua, y es comunmente usado como aditivo en diversos materiales y productos,
por ejemplo: caucho, plasticos, ceramicas, vidrio, cemento, lubricantes, pinturas,
unguentos, adhesivos, selladores, pigmentos, comida, baterias, ferritas,
retardadores de fuego y cintas de primeros auxilios.

El ZnO es un semiconductor del grupo 1I-VI y se ha preparado en forma de polvos,
fibras, peliculas y nanoestructuras (NSs). Estas Gltimas (ZnO-NSs) tienen gran
importancia debido a que pueden utilizarse como material antimicrobiano, su costo
de produccion es bajo y tienen baja toxicidad, entre otras propiedades.
Tradicionalmente, las ZnO-NSs han sido obtenidas por una gran variedad de rutas
fisicas y quimicas, que han permitido la obtencion de particulas con diferentes
formas, tamafos y estructuras. Entre las rutas fisicas se encuentran el depdsito
por laser pulsado, la pulverizacién catddica, la evaporacion térmica, el depdsito
guimico en fase vapor (CVD), etc. Actualmente, las rutas quimicas son las mas
empleadas, entre las mas frecuentes se hallan, la hidrotermal, la solvotermal, la
precipitacion y la hidrélisis. Se ha explorado la sintesis las ZnO-NSs mediante
técnicas verdes empleando extractos de plantas como una alternativa, evitando
asi el uso y generacion de sustancias toxicas. Sin embargo, aun hay poca
informacidén relacionada con sus propiedades fisicoquimicas, toxicidad, actividad

antibacteriana, estabilidad, reproducibilidad y viabilidad para estos fines 7%77.

1.4.1 Métodos de sintesis del ZnO
1.4.1.1 Precipitacion

La precipitacion controlada es uno de los métodos mas utilizados para la obtencion
de ZnO. La metodologia involucra la reduccién rapida y espontanea de una sal de
zinc en solucion empleando un agente reductor para limitar el crecimiento de
particulas con dimensiones especificas, seguido de la precipitacion del precursor
de zinc presente en la solucion.

Posteriormente, este precursor se somete a tratamiento térmico, seguido de una
molienda. En general, el proceso de precipitacibn es controlado mediante
pardmetros como pH, temperatura de reaccion y tiempo de precipitacion, ademas

de considerar la concentracion y velocidad de adicidn de los reactivos precursores
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que pueden ser nitruros, cloruros y acetatos de zinc ‘. El control de estos
parametros he permitido la obtencién de particulas de ZnO monodispersas y con

una alta area superficial .

1.4.1.2 Sol-Gel

Debido a su simplicidad, bajo costo, reproducibilidad y a sus condiciones suaves
de sintesis, la obtencién de nanopolvos de ZnO mediante el método sol-gel es una
de las mas utilizadas pues ha permitido la modificacién superficial del ZnO usando
compuestos organicos especificos.

Las propiedades Opticas que se obtienen mediante esta metodologia han sido
objeto de investigacion durante los ultimos afios. Este método ha sido empleado
para la obtencion de ZnO nanocristalino a partir de la suspension coloidal y la
posterior formacion de una red tridimensional de precursores como el acetato de
zinc, dietanolamina y etanol como solvente.

El proceso implica las etapas de hidrélisis, condensacion, gelificacion,
afiejamiento, secado y cristalizacion 7°. Las temperaturas de reaccion oscilan entre
la temperatura ambiente y los 60-80 °C y el tratamiento térmico posterior puede ir
desde los 100 hasta los 650 °C. Mediante este método de sintesis se han obtenido

estructuras hexagonales y estructuras esféricas uniformes &°.

1.4.1.3 Método solvotermal e hidrotermal

Esta ruta involucra el uso de altas temperaturas y presiones (100-1000 °Cy 1 a
10,000 atm) empleando agua o una combinacion de agua y solventes organicos.
La sintesis tiene lugar en una autoclave, en donde la mezcla de precursores a
base de nitratos o acetatos de zinc es llevada a temperaturas elevadas, siendo el
uso de autoclaves la principal desventaja de esta técnica debido al costo.
Parametros como el tipo de solventes, la fuente de solucion alcalina o el uso de
surfactantes, determinan las caracteristicas de las nanoparticulas sintetizadas.

Este proceso tiene varias ventajas como la posibilidad de llevarlo a cabo a altas
temperaturas y presiones, asi como el control de las diversas formas y

dimensiones de los productos a partir de la modificacion de la composicion inicial
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de la mezcla y de pardmetros como presion y temperatura. Gracias a esto, se ha

logrado la obtencion de productos con una elevada cristalinidad y alta pureza "8,

1.4.1.4. Sublimacion de espacio cercano (CSS)

Usualmente, la técnica de sublimacién en espacio cercano (CSS) es uno de los
métodos para sintetizar peliculas delgadas semiconductoras de la familia 1I1-VI
como sulfuro de cadmio (CdS), teluro de cadmio (CdTe) y compuestos
relacionados 82, La caracteristica principal de la técnica es la cercania que existe
entre la fuente sélida y el substrato.

Las propiedades de las peliculas obtenidas mediante esta técnica dependen de
diversos pardmetros de sintesis, siendo las mas importantes: la separacion entre
fuente y sustrato (tipicamente 1-5 mm), el ambiente dentro del reactor (puede
operar a presién atmosférica o en vacio), el uso de fuentes solidas y el gradiente
de temperatura que se establece entre fuente (en el intervalo de temperatura de
200 a 700 °C) 83,

La técnica provee las ventajas de obtener una alta tasa transferencia de masa de
la fuente al sustrato (velocidades de crecimiento en el intervalo de 1-5 micrometros
por minuto), facilidad en el control de los parametros de sintesis y la viabilidad de
su escalamiento a nivel industrial 8485,

Por otro lado, se ha empleado la técnica CSS y tratamientos térmicos en ambiente
de aire a condiciones atmosféricas en la obtencion de material nanoestructurado
de ZnO. Los resultados revelaron que a través de esta metodologia es posible
confeccionar las propiedades morfolégicas y estructurales del material
nanoestructurado de ZnO de forma simple, ecoldgica y reproducible 84,

La permite la sintesis de estructuras tipo nucleo/coraza de Zn/ZnO. En las cuales,
la eficiencia biocida del ZnO depende del estimulo externo de fotoirradiacion en el
visible para generar especies reactivas de oxigeno (ROS).

Un estudio reciente ha mostrado que las estructuras del tipo Zn/ZnO presentan
una actividad antibacterial superior en comparacion al ZnO por si solo, incluso en
condiciones de oscuridad. Lo anterior fue atribuido a que dicha estructura genera

una mayor concentracion de ROS 86,
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En este contexto, las restricciones normalmente impuestas a las nanoestructuras
de ZnO en el bionanocomposito tales como: facilidad para obtener una amplia
gama de morfologias, valores altos en la relacion superficie a volumen y control
de la estequiometria, pueden ser cubiertas cabalmente mediante la técnica CSS,

obteniendo asi grandes ventajas de sintesis.

1.4.1.5 Otros métodos para la obtencién de ZnO

Existen otros métodos para la obtencion de ZnO, tales como el crecimiento en fase
gaseosa, el método de rocio quimico pirolitico, método sonoquimico y empleando
microondas. Para el caso del método de rocio quimico pirolitico, la solucion
precursora es atomizada, evaporada y descompuesta para la formacién de
peliculas y particulas. Los precursores de zinc son disueltos en agua y bajo la
presion del aire, la solucibn es nebulizada. Posteriormente, ocurre la
descomposicion de las gotas en el reactor a temperaturas altas (1200 °C) y se
obtienen nanoparticulas que posteriormente se secan en un horno °.

Para la obtencion de ZnO mediante fase gaseosa (aire, nitrdgeno, oxigeno, etc.)
se considera un amplio rango de valores de tiempo y temperatura de
calentamiento que conllevan a la obtencién de diversas morfologias, porosidades
y pureza de la superficie cristalina.

En el caso del método sonoquimico, la solucién precursora acuosa de nitrato de
zinc se somete a condiciones de ultrasonido durante un tiempo y bajo
temperaturas de hasta 80°C. Cuando se utiliza radiacion con microondas para la
obtencion de ZnO, se considera una mejor distribucion de la temperatura entre la
superficie y el bulto del material qgue ademas comienza desde el centro de la
muestra da lugar a la formacion rapida de nanoparticulas de ZnO. Adicionalmente,
pueden llegar a obtenerse altos rendimientos, ademas de un material con mejor

selectividad y altas velocidades de reaccion &7,

1.4.2 Propiedades y aplicaciones de las ZnO-NSs

Las nanoparticulas de ZnO son consideradas materiales multifuncionales, debido
a que exhiben diversas propiedades como una alta actividad antimicrobiana,

emision en la regiébn UV cercana, piezoelectricidad, transparencia Optica y
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conductividad eléctrica 8. Estas nanoparticulas se han utilizado en cosméticos,
materiales para empaque de alimentos y biosensores, esto, debido a su excelente
biocompatibilidad.

Existe una estrecha relacion entre las propiedades morfolégicas y estructurales de
materiales nanoestructurados de ZnO con su actividad antimicrobiana, tanto en
empaques como en recubrimientos comestibles. Generalmente, el material
nanoestructurado de ZnO posee la capacidad de inactivar el crecimiento de
hongos y bacterias, dando como resultado una minimizacion de riesgos por
contaminacion y por ende una extension de vida de los productos alimenticios .
Las nanoparticulas de ZnO han sido utilizadas en el area de la conservacion de
alimentos por sus propiedades antibacterianas (98.86 % contra Staphylococcus
aureus y 99.93 % contra Escherichia coli) 8°.

Se ha descubierto que el recubrimiento de las nanoparticulas de ZnO en conjunto
con carboximetil celulosa (OPs-ZnO NPs/CMC) mejoré la actividad antimicrobiana
ante Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Aspergillus niger, disminuyendo
ademas la pérdida de peso y el indice de pudricién, extendiendo la vida util de
frutos como la fresa °°,

La actividad antibacterial del ZnO nanoestructurado es una consecuencia de su
exposicion a la radiacion que, al estar en contacto directo con la pared celular de
bacterias y/o hongos provoca una destruccion de la integridad de los
microorganismos al liberar iones de Zn?* y promover la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) L.

Recientemente, se ha investigado una gran variedad de bionanocompositos a
base de quitosano y ZnO nanoestructurado empleando diversas morfologias. A
diferencia de otros 6xidos metalicos, el ZnO nanoestructurado es reconocido como
material seguro (GRAS) por la Administracion de medicamentos y Alimentos de
los Estados Unidos (FDA)®2. Ademas, el zinc es un metal traza ubicuo esencial
para un vasto nimero de metaloenzimas en organismos vivos %.

El ZnO nanoestructurado presente en los empaques puede llegar a migrar hacia
los alimentos, esta migraciéon depende de factores como la concentracion, el

tamafio, la forma y la dispersion, factores ambientales como la temperatura o el
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estrés mecéanico, pH, asi como de las propiedades del polimero que contenga al
ZnO nanoestructurado, también son determinantes en su efectividad. En general,
no existe un protocolo establecido sobre la migracion de estos compositos
nanométricos usados como empaques, sin embargo, se sabe que, durante este
fendmeno, los compuestos pueden llegar a transformarse cuando estan en
contacto con los alimentos & .

En el ZnO, la migracion ocurre a partir de un proceso de disolucion que resulta en
la migracién de iones de Zn?* °*. Es importante considerar que la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha establecido un Limite de Migracién
Especifica (SML) de 5 a 25 mg de Zn/ kg de alimento °°. El Instituto Nacional de
Salud para los materiales en contacto con alimentos impuso un consumo diario de

Zn de 40 mg/dia para el cuerpo humano 88

1.5 Bionanocompositos a base de Quitosano y ZnO en la preservacion

de frutas

Los “Nanobiocompositos” abren una oportunidad para el uso de materiales
compuestos novedosos de alto rendimiento, ligeros y ecoldgicos, lo que los
convierte en materiales idoneos para sustituir a los plasticos tradicionales no
biodegradables. Como matriz se han utilizado biopolimeros como el quitosano
(CS), la carboximetilcelulosa (CMC), acido polilactico (PLA), succinato de
polibutileno (PBS), almiddn y el celofan ’®; como carga las nanoarcillas de silicato
en capas, como la montmorillonita (MMT) y la caolinita y nanoestructuras de 6xido
de zinc, de oOxido de titanio (TiO2) y de plata (Ag-NSs) han sido ampliamente
utilizadas. Con relacion a los nanobiocompositos que contienen quitosano, se ha
reportado la presencia de ZnO desde 2 hasta un 8% con tamafios de nanoparticula
entre 10 y 30 nm %-°%; se ha mostrado que su actividad antibacterial es funcién
del contenido de ZnO %19 sin embargo, en algunas otras investigaciones el
contenido puede variar en funcion del color de la pelicula, valores de migracion,
propiedades mecanicas, térmicas, proteccion ante radiacion UV y actividad
antimicrobiana 97:1%9-103 E| porcentaje de ZnO en el nanobiocomposito estara

sujeto a la dispersion de las nanoestructuras en la matriz polimérica 97:102:104,105
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1.6 Hipétesis

Aplicar un nanobiocomposito de quitosano y ZnO nanoestructurado como

recubrimiento de fresas aumentando su vida de anaquel.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Obtener bionanocompdsitos a partir de quitosano y ZnO nanoestructurado

(Q-ZnO-NSs) para la preservacion de fresas.

1.7.2 Objetivos especificos

Obtener ZnO nanoestructurado por el método de sublimacién en espacio
cercano (CSS).

Obtener quitosano a partir de exoesqueletos de camarén utilizando el
método quimico asistido por ultrasonido.

Obtener  bionanocompdésitos basados en quitosano y ZnO
nanoestructurado.

Caracterizar los bionanocompdsitos mediante técnicas espectroscopicas
(Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR),
Espectroscopia de Energia Dispersiva (SEM-EDS).}

Examinar los bionanocompositos mediante su andlisis fisicoquimico
(porcentaje de humedad, pH, sdlidos solubles totales y acidez titulable).
Evaluar la funcionalidad de los bionanocompdsitos en la preservacion de
fresas mediante pruebas microbiologicos (bacterias mesofilas aerobias,

hongos y levaduras).
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CAPITULO II. METODOLOGIA

2.1 Obtencion del ZnO nanoestructurado mediante sublimacion en

espacio cercano (CSS)

2.1.1 Preparacion de sustratos

Se emplearon sustratos de cuarzo de 1.5 cm?, los cuales se sometieron a un
proceso de limpieza utilizando diferentes solventes organicos. En un vaso de
precipitado se verti6 una cantidad suficiente de xileno; posteriormente los
sustratos se sumergieron en este solvente y se sometieron a bafio ultrasénico a
una temperatura de 35-40 °C durante 10 min. EI mismo procedimiento se llevo a
cabo también con acetona y propanol. Finalmente, se enjuagé el material con
agua desionizada (resistividad 18 MQ-cm) y se secé con gas de nitrdgeno de alta

pureza.

2.1.2 Arreglo CSS

Sobre el calefactor se colocé la pastilla de zinc (fuente del material); encima de
ésta se coloco un anillo de cuarzo (1 cm de espesor) que actia como separador
entre la fuente y el sustrato de cuarzo.

En la Figura 2.1 se muestra el arreglo experimental simplificado del sistema CSS
ilustrando sus elementos principales, asi como los pardmetros de sintesis

asociados a ellos.

@) (9

T sustrato

~eostillpmmmn S cparacion D<1 mm

010 @
T fuente -

Figura 2.1. Arreglo CSS para la sintesis de peliculas delgadas: 1) Calefactores de grafito;

2) Separador anillo de cuarzo; 3) Fuente; 4) Sustrato y 5) Separacién fuente-sustrato.
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2.1.3 Deposito del material nanoestructurado de Zinc

Las capas nanoestructuradas de zinc fueron sintetizadas bajo las siguientes
condiciones experimentales: presién del reactor: 150 mTorr, temperatura de la
fuente de 400 °C, temperatura del sustrato de 350 °C, vacio de la camara 5 mTorr,

distancia entre fuente y sustrato de 1 mm y tiempo de depdsito de 10 min.

2.1.4 Obtencion del material nanoestructurado de ZnO

Las capas nanoestructuradas de ZnO fueron obtenidas mediante un proceso de
oxidacion térmica del material nanoestructurado de zinc (ZnO-NSs); se realiz6 en
un horno tubular de paredes calientes con recubrimiento de oro a presion
atmosférica (780 mTorr) y temperatura de 500 °C considerando un tiempo de

recocido de 60 min.

2.2 Caracterizacion del material nanoestructurado de ZnO

El ZnO-NSs se caracteriz6 mediante Microscopia Electrénica de barrido (SEM, por
sus siglas en inglés) (TESCAN SEM Vega, modelo TS-5136SB), Difraccion de
Rayos X (XRD) (BRUKER D8 Discover) y Microscopia Electronica de Transmision
(TEM, por sus siglas en inglés) (JEOL EM-ARM2000CF).

2.3 Preparacion de la materia prima (esqueletos de camaron)

Se utilizaron exoesqueletos de camardén sin ningun proceso de coccion
provenientes de las pescaderias del Mercado Zapata; se excluyeron cola, patas y
cabeza. Los exoesqueletos fueron lavados y secados en una estufa convencional.
Una vez secos se pulverizaron y se tamizaron para homogenizar el tamafio de

particula (~ 250 um) 106,

2.4 Obtencion de quitosano

Para obtener quitosano se utilizé el método quimico; considerando las etapas de
desmineralizacion, desproteinizacion y desacetilacion. En la desmineralizacién, la
muestra se coloc6 en un vaso de precipitados con HCI 0.6 M, considerando una
relacion 1:11 m/v, la reacciéon se llevé a cabo durante 3 h a 30 °C con agitacion

constante de 300 rpm.
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La muestra desmineralizada se lavé en repetidas ocasiones hasta alcanzar un pH
neutro y después se secO a 90 °C durante 3 h. La desproteinizacion se llevé a
cabo empleando un bafio ultrasénico de alta frecuencia considerando un tiempo
de 40 min después, se sec0 a 90 °C durante 3 h. Al finalizar esta etapa se obtuvo
quitina.

Para obtener quitosano se agregdé quitina en un matraz con una solucion de NaOH
(50 %) en una relacion 1:4 (w/v) con agitacibn magnética (700 rpm) a una
temperatura de 70 °C durante 2 hy a 115 °C por 2 h mas. La muestra obtenida se
lavo hasta pH neutro y posteriormente se sec6 a 40 °C durante 12 h. Al finalizar

esta etapa se obtuvo quitosano (ver Figura 2.2).

Figura 2.2. a) esqueletos de camardn pulverizados, b) desmineralizacién, c)
muestra de quitina, d) muestra de quitosano.
2.5 Caracterizacién del quitosano

La identificacién de la muestra de quitosano se realiz6 mediante espectroscopia
de infrarrojo (en la regién de 500 a 4000 cm™). Para ello se empled un
espectrofotometro Perkin Elmer con transformada de Fourier y sistema ATR 108,

Se utilizaron 0.05 g de muestra, aproximadamente.

2.6 Preparacion y aplicacion del recubrimiento

En la Figura 2.3. se muestra el proceso empleado para la preparacion y aplicacion

de los recubrimientos.
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Se disolvio 1 g de
quitosano en 100

Se incorporaron El recubrimiento
nidessayint | Seems St
M a una nanoestructurado . fresas por
temperatura de 80 ala mezclay se inmersion en [a
°C durante 30 min agito durante 10 solucion.
min.

Figura 2.3. Metodologia de la preparacién y la aplicacion de los recubrimientos.

Los experimentos se realizaron por triplicado ejemplificandose tratamientos
diferentes (recubrimiento de quitosano sumergida durante 1y 2 min (FRQ-1y QUI-
2M) y recubrimiento del nanobiocompdsito con tiempo de inmersién de 1y 2 min
(FRBN-1 y FRBN-2), a temperatura ambiente, las muestras de fresa sometidas a
inmersion se refrigeraron a una temperatura de 4 °C %, En la Figura 2.4 se
muestran imagenes de las soluciones utilizadas para el recubrimiento por
quitosano y el material nanoestructurado (Q/ZnO-NSs), asi como de las fresas
recubiertas.

WS,

L |
‘,‘4 q;g..-L’
O e —

LR

Figura 2.4. a) soluciones de quitosano y Q/ZnO-NSs, b) fresas recubiertas.
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2.7 Funcionalidad del recubrimiento Q/ZnO-NSs en la preservacion de
fresas

Las muestras control para este andlisis correspondieron a frutas sin recubrir; todas
fueron almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeracion durante 8 dias. En

todo este tiempo se mantuvieron en observacion.

Las muestras control para este analisis correspondieron a frutas sin recubrirlas
frutas se colocaron en cajas de plastico de polipropileno (20.6 x 14.6 x 5.4 mm) y

luego se almacenaron a 25 °C y - 4 °C durante 8 dias.

2.7.1 Caracterizacion del recubrimiento o nanobiocomposito

2.7.1.1. Microscopia electronica de barrido y mapeo elemental por la técnica
de Espectroscopia de Energia Dispersiva (SEM)

La muestra utilizada para la caracterizacion consistié en polvos obtenidos a partir
de cortes transversales de la fresa previamente recubierta y secada a 40 °C por 3
h. Finalmente, la caracterizacion del recubrimiento se llevd a cabo mediante
microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) y mapeo
elemental.

2.7.1.2. Prueba de colorimetria

Todos los analisis subsecuentes se llevaron a cabo en los dias 1 y 8 de
almacenamiento de las fresas; cada analisis se llevo a cabo en tres muestras
independientes. Los cambios de color se evaluaron mediante reflectancia con un
espectrocolorimetro (HunterLab) (Figura 2.5). Se determinaron los parametros L,
a* y b* en el sistema de coordenadas de CIELab. A partir de estos valores se
calculo el indice de color croma (Cab) para detectar facilmente cambios en el color

rojo (Ecuacion 1).
C* =./(a*2+b 2 (D)

También se calculé el indice de pardeamiento (IP) con los parametros L, a* y b*,

utilizando en la ecuacion 2. El parametro X se determin6 con la ecuacion 3 18,
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IP = 100);(.)1(7—20.31) (2)
X = a*+1.75L (3)

5.645L+a*—3.012b*

Figura 2.5. Medicion de color de fresas con y sin recubrimiento.

2.7.3 Prueba de textura

La textura se midio en el analizador de textura TA.XT2i (Stable Micro Systems)
(Figura 2.6). Para ello, se configur6 una sonda cilindrica plana p/3 (3 mm de
diametro). La velocidad de medicion utilizada fue de 1 mm/s. El tiempo de

resistencia fue de 5 s. Los resultados se reportaron como firmeza en Newtons (N).

Figura 2.6. Medicién de textura.
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2.8 Analisis fisicoquimicos

Se midié el pH, los solidos solubles totales y la acidez titulable de acuerdo con los
métodos AOAC 981.12, AOAC 934.06 y AOAC 942.15 199 respectivamente.
2.8.1 Determinacion de pH

El pH se determind con un potenciometro marca WPA CD310 pH meter; una vez
calibrado se procedid6 a medir el pH de todas las muestras introduciendo el

electrodo en un frasco que contenia la muestra molida (Figura 2.7).

Figura 2.7. Medicion de pH.

2.8.2 Determinacion de acidez titulable
Para determinar la acidez titulable, las fresas se licuaron en 10 mL de agua y se
filtraron. En seguida se titularon usando NaOH 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.1.

La acidez titulable se expresé en g de acido citrico por 100 g de peso fresco.

2.8.3 Determinacion de sdlidos solubles totales (SST)

Para determinar los sdlidos solubles totales las fresas se molieron en un mortero
hasta observar una mezcla homogénea. Posteriormente, se vertieron en el sensor

de un refractometro digital (Atago RX-100) y las lecturas se expresaron en °Bx.
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Figura 2.8. Determinacion de Grados Brix.

2.8.4 Determinacion del contenido de humedad

El contenido de humedad se determiné por el método gravimétrico establecido por
el método 934.06 de la AOAC. Cada muestra previamente pesada (Figura 2.9a)
se secO a 105 °C durante 42 h en un horno de secado (Figura 2.9b);
posteriormente se registré su peso nuevamente. El contenido de humedad de las
fresas recubiertas se calcul6 a partir de la diferencia de peso antes y después del
secado utilizando la ecuacion 4.; donde M, es la masa de la muestra humeda (g)

y masa de la muestra seca (Q).

% Humedad = % x 100 (4)

0

Figura 2.9. Determinacién de contenido de humedad: a) pesado de las muestras con
humedad y b) secado de las muestras en un horno.
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2.9. Pruebas microbioldgicas

2.9.1 Bacterias mesofilas aerobias (BMA), hongos y levaduras

Se pesaron 10 g de cada muestra y se colocaron en bolsas estériles en un
homogeneizador durante 1 min. Posteriormente, se realizo la cuantificacion de
BMA mediante la técnica de vertido en placa en agar cuenta estandar; las placas
se incubaron a 35 °C durante 48 h. La cuantificacion de hongos y levaduras se
realiz6 mediante la técnica de vertido en placa con agar papa dextrosa acidificado
con &cido tartarico al 10 % a un pH de 3.5, las placas se incubaron a 25°C de 72
a 120 h.

2.10. Analisis estadistico

Todos los experimentos y mediciones se realizaron por triplicado, utilizando un
disefio completamente al azar. Un andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacion
simple fue aplicado, y cuando fue necesario, se utilizé6 una prueba de Tukey para
determinar diferencias entre las medias. El analisis de los datos se realizo
mediante el paquete estadistico Stargraphics Plus software (Statistical Graphics
Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, USA). En todos los casos se establecio

un nivel de significancia de p < 0:05.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion del material nanoestructurado de ZnO

3.1.1 Difraccion de Rayos X (XRD)

En la Figura 3.1 se muestra el difractograma correspondiente a las
nanoestructuras de ZnO (ZnO-NSs) obtenidas tras el tratamiento térmico a 500 °C
durante 60 min. Se identificaron las reflexiones caracteristicas del ZnO en fase

wurtzita (ficha JCPDS nuamero 36-1451); no se observaron indicios de fases
secundarias o impurezas.

101

100

002

Intensidad (u.a.)

=110

=102

10 20 30 40 50 60 70
20

Figura 3.1. Patrén de difraccién de rayos X de las nanoparticulas de ZnO. * Todos
los picos corresponden a la fase de wurtzita del ZnO.

Se calculé el tamafo de cristalito del material nanoestructurado utilizando el

método de Williamson-Hall y el programa de rayos X High-Score-Plus; el tamafio
obtenido fue de 40. 1 nm 1% estimado por la ecuacion:

Brricosl = I% + 4¢ sinf (5)

donde B es el ancho medio del pico (nm), D es el tamafio del cristal, k es el factor
de forma (0.9), A es la longitud de onda de radiacion del cobre (1.5418 A), ¢

entramado de celosia y 8 es el angulo de difraccion de los rayos X.
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Los picos de difraccién encontrados en 26= 31.7,34.4, 36.2, 47.5, 56.5, 62.8, 66.3,
67.9 y 68.9°, corresponden a los planos cristalogréaficos (100), (002), (101), (102),
(110), (103), (200), (112) y (201), caracteristicos de la fase de wurtzita del ZnO,
confirmando asi la naturaleza cristalina del polvo®*®. La ausencia de picos distintos
al de ZnO confirma su sintesis en fase pura.

Por otro lado, la realizacion de la calcinacion del material nanoestructurado a 500
°C, genera un proceso de difusibn atdémica, contribuyendo directamente al
aumento del tamafio de los cristales y en consecuencia a la reduccién de la red
cristalina propia del material nanoestructurado del ZnO%®4. Valores semejantes
fueron encontrados en el desarrollo de nanoparticulas de ZnO en estado puro (46
nm) 138, pero ligeramente mayores a las obtenidas en nanoparticulas de ZnO con

quitosano ¥ 37y ZnO adicionados con extractos citricos 134,

3.1.2 Microscopia Electrénica de Barrido

Los resultados de SEM del material nanoestructurado de Zn (ZnO-NSs) obtenidas
por el método de CSS sin tratamiento térmico se muestran en la Figura 3.2. La
imagen a bajos aumentos (115x) muestra una distribucibn homogénea de
aglomerados de particulas, con morfologias de espagueti cuyas longitudes
alcanzan hasta 5 um aproximadamente, con secciones transversales entre 100 y
300 nm.

MAG:580kx  DET. BSE Detector P —— T ———— Y R T A PRS-
DATE: 0312322 u Vega@Tescan HV. 200KV DATE: 03724122 Sum Vega ®Tescan
Dew f51c0qumica VAC. HVac Device 75513658

fisicoquimica VAC: Hivac Device: 75513658 fisicoquimica

Figura 3.2. Imdgenes SEM de las capas del material nanoestructurado de Zn obtenidos

por el método de CSS sin tratamiento térmico a)115x, b) 5.8 x y ¢)11.5 x.
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Por otro lado, la Figura 3.3 muestra las capas nanoestructuradas de ZnO (ZnO-
NSs) tras el tratamiento térmico (500 °C; 60 min't). En ellas se muestra que la
morfologia inicial no se modifica sustancialmente con el tratamiento térmico. Sin
embargo, se aprecia la formacion de alambres mas delgados comparados con los

obtenidos del material nanoestructurado de Zn (ZnO-NSs) sin tratamiento térmico
84

x 5 JSEMMAO 1150k DET BSE
Vega@Tesca on 2 u Veeg WY 2500 escan
Tsicocuimica o ¢ 3 tisicoquimica

Figura 3.3. Imagenes SEM de las capas del material nanoestructurado de ZnO obtenidos
por el método de CSS después de la aplicacién del tratamiento térmico a 500 °C por 60
min. a)115x, b) 5.8 x y ¢)11.5 x.

3.1.3 Microscopia Electronica de Transmision

En la Figura 3.4 se muestran imagenes de tres secciones diferentes del material
nanoestructurado de ZnO. En ambos casos se puede observar que esta
constituido principalmente por aglomerados de nanoparticulas de tamafio menor
gue 50 nm, formando cadenas irregulares entre si. Estos resultados confirman la
morfologia de espagueti observada mediante SEM.

Esta aglomeracion se debe principalmente al proceso de densificacion resultante
del espacio entre las particulas con una distribucion uniforme de sus aniones
metalicos *® ocurriendo la formacion de nanoalambres cuyas secciones
transversales se encuentran alrededor de los 200 nm, lo cual se encuentra en el
intervalo (100-300 nm) determinado en las secciones transversales de la muestra
obtenidas en la presente investigacion mediante la técnica de Microscopia
Electrénica de Barrido (SME).

37




Resultados y Discusién

Por otro lado, como se puede observar las nanoparticulas presentan morfologia
mixta, constituida por formas esféricas y elipticas. Ademas, se puede observar la

presencia de franjas de celosia correspondiente a los planos de celosia (100) de

la estructura cristalina tipo wurtzita del ZnO 138,

Figura 3.4. Imagenes de TEM de tres secciones diferentes de la muestra correspondiente

al material nanoestructurado de ZnO. a) 0.2 um y b) y ¢) 100 nm.

En general, el material nanoestructurado de la presente investigacion mostro
valores mayores que los obtenidos en nanoparticulas adicionadas con extractos
naturales (14 — 24 nm) 13140 pero semejantes a los obtenidos en nanomateriales
comerciales (50 a 60 nm) 3% Finalmente, se puede observar que existe
correspondencia entre los resultados obtenidos por las técnicas de difraccion de
Rayos X y TEM, dado que en ambos casos se observd un tamarfio de cristalito de

~40 nm; asi como la confirmacion de la creacién de nanoparticulas de ZnO.

3.2 Caracterizacion del recubrimiento de quitosano (FRQ) y del

nanobiocomposito (FRQB).

3.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.5 se muestran los espectros FTIR del quitosano y del
nanobiocomposito Q/ZnO-NSs. El espectro contiene las bandas de absorcion
caracteristicas del quitosano en 3356 y 3398 cm™ las cuales corresponden a las
vibraciones de estiramiento de los grupos OH. En 2877 cm se muestran las

vibraciones atribuidas a los grupos CHo.
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En 1647 cm se pueden observar las bandas a correspondientes a las vibraciones
de flexion provenientes de los enlaces N-H y del estiramiento de los enlaces C-O
de los grupos amina y amida. Las sefiales en ~1585 se atribuyen a la vibracion de
los enlaces C=0 del grupo amida . En 1419 cm™ se observan las sefiales
relacionadas con los enlaces CHz y en ~ 1377 se observan las bandas atribuidas
al enlace C-O del grupo alcohdlico primario en la estructura del almidon. De 1060
a 1250 cm™ se identificaron las vibraciones de flexion de los grupos C-O-C de la
glucosa, en ~1026 cm™ se observa la presencia del grupo amino libre (-NH2) de la
glucosamina. Finalmente, en ~ 575 cm™ se identificaron las vibraciones de flexion
de los enlaces NH. De acuerdo con estos resultados, se concluye que el quitosano
obtenido posee las bandas caracteristicas reportadas en la literatura 12,

El espectro de IR del bionanocomposito Q/ZnO-NSs también se muestra en la
Figura 3.5. Se observa un espectro similar al del quitosano, ademas de las
vibraciones ubicadas entre 500 y 800 cm™ que corresponden al estiramiento de

los enlaces O-Zn-0O 13114 especificamente la presencia de w-ZnO en 590 cm'?.
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Figura 3.5. Espectro FTIR del quitosano y del nanobiocomposito.
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3.2.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

El mapeo elemental de las fresas recubiertas de quitosano (FRQ-1) se muestra en
la Figura 3.6. Este muestra que, tal como se encuentra reportado en la literatura,
el recubrimiento de quitosano estd compuesto principalmente por C (33.8 %) y O
(52.5 %), cuya distribucidon se aprecia de manera uniforme sobre la superficie de
la fresa 11°,

En contraste, en el mapeo quimico de la seccién del bionanocomposito en
inmersion durante 1 minuto (FRBN-1) sefialada en la Figura 3.7 se aprecia que el
area de andlisis presenta, ademas de C (35.70 %) y O (54.77 %), el Zn (0.56 %)
se distribuyeron uniformemente en la superficie de los bionanocompuestos de
Q/ZnO-NSs sin agregacion severa 3699,

Por otro lado, la presencia de nanoparticulas de ZnO en la superficie del
recubrimiento se presentan con una morfologia granular uniforme con minimas
aglomeraciones de nanoparticulas, lo que indica una dispersion e integracion
homogénea y uniforme de las nanoparticulas de ZnO dentro de la matriz de
quitosano 3¢9, Ademas, las imagenes mostraron una superficie homogénea con
minimas aglomeraciones de nanoparticulas ZNnONPs apreciables, lo que indica
una dispersion e integracion homogénea y uniforme de las nanoparticulas de ZnO
dentro de la matriz de quitosano 3¢,

Esta integracion y dispersiéon homogénea indican una alta compatibilidad entre las
nanoparticulas desarrolladas y la matriz del quitosano, provocando mejoras en las
propiedades generales de los recubrimientos de quitosano#?; por ejemplo, un
aumento en las propiedades antimicrobianas del quitosano quien actia como
material pared *; asi como, ligeras modificaciones en las caracteristicas fisicas y
quimicas de los recubrimientos®.

Estos resultados especifican las interacciones entre los grupos hidroxilo libres del

quitosano y las nanoparticulas de ZnO disponibles en los bionanocompositos®.
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RECUBRIMIENTO DE QUITOSANO

Electron Image 1 CKal 2

SiKal KKa1

Elemento  Peso(%)  Atomico (%)
CK 33.78 44.09
NK 532.51 51.45
Mg K 0.26 0.17

4.25 2.37
KK .77 111
0.94 0.37
349 0.44

Cakal Full Scale 2062 cts Cursor: 0.000 ke

Figura 3.6. Mapeo elemental del recubrimiento de quitosano después de un minuto
sometido a inmersién. a) Micrografia SEM obtenida mediante electrones
retrodispersados, b) carbono, c) oxigeno, d) magnesio, e) silicio, f) potasio, g) calcio y h)
espectro. El andlisis elemental cuantitativo del recubrimiento se proporciona en la tabla

de su respectivo espectro XRD.
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BIONANOCOMPOSITO FRBN-1

Electron Image 1 CKal_ z

llg Kai 2 Cl Kai

K Ka1l CaKa1 n Ka1

Elemento Peso (%) Atomico (%)
CK 35.70 45.30
OK 3477 52.138

Mg K 0.29 018
S5TK 1.68 0.91

Cl K 015 D06
KK 1.61 0.63
Cak 0.69 0.26
Zn K 0.56 013
Au W 4.56 0.35

Full Scale 2062 ct= Cursor: 0000 ke

Figura 3.7. Mapeo elemental del Bionanocomposito después de un minuto sometido a
inmersion. a) Micrografia SEM obtenida mediante electrones retrodispersados, b)
carbono, c) oxigeno, d) magnesio, e) silicio, f) cloro, g) potasio, h) calcio, i) zinc y j)
espectro. El andlisis elemental cuantitativo del bionanocomposito se proporciona en la

tabla de su respectivo espectro XRD.
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3.2.3 Espesor del recubrimiento

El espesor del recubrimiento se midio a partir de imagenes de SEM. Para ello se
hicieron cortes transversales de la fresa (Anexo 1). La muestra constituida por el
recubrimiento de quitosano sumergida durante 1 minuto (FRQ-1), presenta una
aparente uniformidad longitudinal, con espesor promedio de = 3.5 um. Por el
contrario, el espesor obtenido a los 2 min de inmersion (FRQ-2) no presenta una
uniformidad y su espesor se encuentra en el intervalo de 2-3 um.

En el caso del recubrimiento del nanobiocompdsito con tiempo de inmersion de 1
min (FRBN-1), se puede suponer la aparicion de particulas distribuidas
aleatoriamente en la superficie de la fresa, que presumiblemente es un indicativo
de que las nanoparticulas se incorporan en todo el volumen de la matriz de
guitosano; el espesor en este caso se halla en el intervalo de 2- 3 um.

Para dos minutos de inmersion (FRBN-2), es evidente la presencia de particulas
en la superficie de la fresa como en el caso anterior. El espesor no difiere
significativamente respecto al caso precedente (2 a 3 um); por lo tanto, podemos
concluir que los tiempos de inmersion utilizados en estos experimentos no

representan un cambio significativo en el espesor de los recubrimientos.

3.3 Funcionalidad del recubrimiento Q/ZnO-NSs en la preservacion de
fresas

Las fresas con y sin recubrimiento se almacenaron a 5 °C y 25 °C durante 8 dias
(Tablas 3.1y 3.2). En la Tabla 3.1 se observa que el crecimiento microbiano en la
superficie fue menor en las fresas con el bionanocomposito de quitosano y ZnO
nanoestructurado (FRBN) que las fresas control; esto se atribuye a las
propiedades antimicrobianas que presentan tanto el quitosano como el ZnO 116117,
La conservacion en frio reduce la tasa de respiracion y la pérdida de humedad,
retardando el crecimiento microbiano, permitiendo alargar la vida Gtil y conservar
la calidad de las fresas 11°.

En la Tabla 3.2 se observa que durante el almacenamiento de las fresas con
recubrimiento (FRQ-1 y FRBN-1) a temperatura ambiente no presentaron

crecimiento microbiano en la superficie en comparacion con las fresas control. Sin
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embargo, se puede percibir que las fresas recubiertas presentan tejido rugoso en
la superficie, lo cual sugiere pérdida de humedad durante su almacenamiento, que

puede dar un aspecto de deterioro.

Tabla 3.1. Fresas con y sin recubrimiento almacenadas a 5 °C durante 8 dias

Ctrl FRQ-1 FRBN-1

Dial

X
XX,

Tabla 3.2. Fresas con y sinrecubrimiento almacenadas a 25 °C durante 8 dias

T=25°C Ctrl FRQ-1 FRBN-1

v @
]
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La actividad antifangica de FRBN-1 parece deberse a la accién del 6xido de zinc
previamente identificada. Se ha informado que la actividad antifingica de este
puede atribuirse a la generacion de especies reactivas de oxigeno intracelular
(ROS) por parte del nanobiocompdsito que entran en contacto con la pared celular
fangica 143144,

Las ROS generadas dan como resultado un estrés elevado, lo que provoca dafio
oxidativo en la pared celular fungica y los componentes celulares. Informes
anteriores sugirieron que la actividad antifangica de las NP de ZnO estaba
mediada por la produccion de ROS (Figura 3.8) 144,
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Figura 3.8. Mecanismo de actividad antifungica de las Q/ZnO-NSs. (a) Pared celular
fungica; (b) Mecanismo de accion; (A) Interrupcién de la pared celular fangica; (B) dafio

en el ADN; (C) Inhibicién de la sintesis de proteinas; (D) Dafio a las mitocondrias 44

Por otro lado, varios estudios han demostrado la amplia actividad antifiungica del
guitosano, lo anterior, mediante la inhibicion de la germinacion de esporas, la
elongacion del tubo germinativo y el crecimiento radial, quelatos de metales,
minerales, oligoelementos o nutrientes esenciales para el crecimiento fangico
145147y afecta la morfogénesis de la pared celular flngica 14%146.147 Ademas, se
ha sugerido que la eficacia del quitosano en la inhibicion de hongos patégenos en
las frutas también podria estar relacionada con su propiedad elicitante que induce

una mayor produccion de enzimas relacionadas con la defensa (por ejemplo,
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polifenoloxidasa y peroxidasa) en frutos recubiertos con quitosano 4810 Ademas,
la estructura de microporos de la pelicula de recubrimiento como barrera para el
gas ralentiza la tasa de respiracion y controla la descomposicion de los frutos
148,149,150 " Finalmente, existen reportes en la literatura sobre el posible efecto
sinérgico o complementario entre el 6xido de zinc y el quitosano que se encuentra
en el recubrimiento, por lo que el efecto de estas interacciones podria ser de gran

utilidad en la lucha contra multiples patégenos *°.

3.3.1 Evaluacién microbiolégica

Los resultados del andlisis microbiologico (BMA, hongos y levaduras) de las fresas
almacenadas durante 8 dias a 5 y 25 °C se muestran en la Tabla 3.3. Se observo
una aumento progresivo y significativo de colonias de bacterias mesofilicas
aerobicas en la muestra control en el dia 8 de su almacenamiento. Respecto a las
fresas tratadas, se observo que las BMA aumentaron considerablemente en las
fresas almacenadas a 5 °C. Esto puede deberse a la presencia de bacterias
psicrofilas, las cuales crecen en ambientes con bajas temperaturas y a la carga
microbiana inicial de la fresa. A pesar de esta situacion, los tratamientos con
nanoparticulas de ZnO presentaron valores que se encuentran en los limites aptos
para consumo, en el orden de 10° . El nimero de colonias de hongos vy
levaduras, aumenté en promedio de 3.0x10? a 1.04x10° UFC/g durante
almacenamiento de las fresas control a temperatura de 5 °C. En cuanto a los
valores en las fresas recubiertas, se observo la misma tendencia que los valores
de BMA en las fresas almacenadas a temperatura de refrigeracion.

Al respecto, diversos autores han reportado el efecto que tiene el quitosano en la
inhibicion eficaz del crecimiento microbiano en productos como jitomate, fresa,
ginseng, entre otros 118-120,

Por otra parte, existen reportes que han estudiado la aplicacion de ZnO como
agente antimicrobiano al incorporarlo en materiales de empaque o recubrimientos
comestibles para reducir el crecimiento de microorganismos en alimentos frescos,

incluido el jugo de naranja %3121 |os cuales estan de acuerdo con los hallazgos.
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Tabla 3.3. Efecto de los diferentes recubrimientos sobre los cambios

microbiolégicos de las fresas tratadas almacenadas a5y 25 °C.

Tratamiento T

Bacterias mesofilicas
aerobias (UFC/qg)

Hongos y levaduras
(UFC/g)

*Ctrl 5 6.0x10% + 1123 1.5x10%+ 10 8

25 2.0x10% + 12PA 3.0x10%+ 2.6 @A

5 INC INC

25 4.0x10°% + 2208 1.04x10° + 1.628
FRQ-1 5 50 + 1.22A 0+0.00 24

25 2.0x10%+7.2b8 0 +0.00 A

5 1.3x10% + 15612 28 3.9x106+ 13212 "B

25 4.3x10° + 182°C 2.9x10%+ 1122 ¢©
FRQ-2 5 3.0x10%28 0+0.00 24

25 0 PC 0 +0.00 @A

5 1.3x10% A 3.9x10°6 + 10100 P8

25 2.4x103PA 3.4x10%+ 123 €
*FRBN-1 5 0+0.00 24 0+0.00 24

25 0+0.00 24 0 +0.00 @A

5 7.9x10° + 600 P© 1.2x10% + 1200 P8

25 0+0.00 24 0 +0.00 #2
FRBN-2 5 0+0.00 24 0+0.00 24

25 0+0.00 24 0 +0.00 @A

5 6.3x10°%+ 0.00 °C 1.2x10% + 1300 P8

25 0+0.00 24 0+ 0.002*

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD). ta (dias): tiempo de almacenamiento, T (°C):

temperatura de almacenamiento, INC: incontable, FRQ-1;FRQ-2: recubrimientos de quitosano y FRBN-1;

FRBN-2: recubrimiento de quitosano y nanoparticulas de ZnO con uno y dos minutos de inmersion

respectivamente. 2P Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa entre las medias

(p < 0.05) de temperatura. ~#B.C Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa entre

las medias (p < 0.05) de tiempo de almacenamiento. *Representa diferencia significativa entre las medias (p

< 0.05) de los tratamientos.
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Asi mismo, se ha demostrado que la incorporacion de nanomateriales en
recubrimientos de polimeros comestibles mejora sus propiedades fisicas, como
las propiedades de barrera al oxigeno y la humedad, lo que inhibe el crecimiento

de microorganismos en frutas frescas recubiertas#,

3.3.2 Andlisis fisicoquimicos

3.3.2.1 Contenido de humedad

En la Tabla 3.4 se muestran el contenido de humedad de las muestras
almacenadas durante 8 dias (5y 25 °C). La muestra control presenté una humedad
maxima de 91.9 + 2.0 % y minima de 45.3 £ 3.7 % presentandose una reduccion
de 2.6 % y 44 % después de 8 dias de almacenamiento a temperaturas de 5y 25
°C respectivamente.

Tabla 3.4. Contenido de humedad de fresas recubiertas y sin recubrir

almacenadas a diferentes temperaturas durante 8 dias.

Humedad (%)
ta T

Control *FRQ-1 FRQ-2 FRBN-1 FRBN-2

5 919+20% 0926+223%8 0922+092®% 0932+1.13% 0916+1.323"8
25 89.1+063 89.0+1.3% 820+993" 890+223 027+403C

5 893+1.13 0923+143 014+1.03% 029+083 91.0+1.43
25 453+37P" 698+15P 674+27PB 830+16°C 845+3.3°C

1

8

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD). tadias): tiempo de almacenamiento, T (°C):
temperatura de almacenamiento, INC: incontable, FRQ-1;FRQ-2: recubrimientos de quitosano y FRBN-1;
FRBN-2: recubrimiento de quitosano y nanoparticulas de ZnO con uno y dos minutos de inmersién
respectivamente. 20 Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa entre
las medias (p < 0.05) de los tratamientos. ABC Diferentes superindices en la misma fila indican
diferencia significativa entre las medias (p < 0.05) de tiempo de almacenamiento. * Representa
diferencia significativa entre las medias (p < 0.05) de los tratamientos ** Representa el tratamiento

mas significativo (%).

Por su parte, las muestras recubiertas fluctuaron un intervalo de humedad de 93-
83 y 92-85 % para FRBN-1 y FRBN-2 respectivamente, mostrandose una

reduccion maxima de 10 %.
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Esto sugiere que las soluciones de recubrimiento crearon una barrera en la
superficie en las fresas que evitd la pérdida de humedad, especialmente en
soluciones que contienen quitosano y ZnO 122,

Al respecto, se ha reportado que los materiales de recubrimiento, como el alginato
de sodio, proporcionan una fina capa protectora entre las frutas frescas y la
atmosfera que las rodea, lo que disminuye la transferencia de humedad y el
intercambio de Oz y CO2 123,

Cabe resaltar que el contenido de humedad se vio reducido cuando se usaron
temperaturas de refrigeracion (5 °C) durante su almacenamiento. En este sentido,
se han reportado que la aplicacion de bajas temperaturas con métodos
complementarios de conservacion de alimentos tales como tratamientos quimicos
y recubrimientos comestibles generan menores perdidas de humedad en los
alimentos aplicados. Por otra parte, la incorporacion de nanoparticulas de ZnO en
conjunto con alginato reduce significativamente (p <0,05) la pérdida de peso de

las fresas 124

3.3.2.2 Prueba de textura

La textura es uno de los atributos mas importantes para los consumidores a la
hora de evaluar la calidad de las frutas. Los cambios de firmeza de las fresas bajo
diferentes tratamientos se muestran en la Fig. 3.8, los mismos fueron
determinados en el dia 1 y 8 de almacenamiento a temperatura de refrigeracion.
Los valores de firmeza obtenidos al inicio del almacenamiento fueron 2.2 N (25 °C)
y 0.6 N (5 °C), los cual disminuyeron a medida que aumento el tiempo de
almacenamiento con diferentes tasas de ablandamiento. Después del dia 8, el
valor de firmeza en la mayoria de las fresas recubiertas fue mas bajo que la fresa
control a excepcion de las recubiertas con FRBN-1y FRBN-2 (1.6 N). Con respecto
a las muestras sometidas a almacenamiento a temperatura ambiente (25 °C) éstas
presentaron perdida de turgencia, provocando la pérdida del material de estudio
para la determinacion de firmeza en el dia 8. Finalmente, la evaluacion de los
cambios en la firmeza de las fresas control mostré diferencias significativas
(p<0.05) entre las muestras recubiertas y sin recubrir durante el almacenamiento

en frio.
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En general, el control y los diferentes tratamientos mostraron una disminucion
significativa en la firmeza de la fresa. Esta disminucion muy probablemente se
debe a la mayor migraciéon de vapor de agua en la superficie del fruto, que favorece
el crecimiento de los diferentes hongos (Botrytis cinera y Rhizopus stolonifer).
Ambos mohos ocasionan dafios estructurales a los tejidos y permite su

ablandamiento 1°1,

I Dia 1
[ IDia8

165 aD
14l bD
1.2

bB aB
07 bB

0.8 +

aA aA
0.6 i cCA

0.4 cC

bCA

Firmeza (N)

0.2 +

0.0 = T T T T
Ctrl FRQ-1 FRQ-2 FRBN-1 FRBN-2

Figura 3.9. Cambios de firmeza de fresas tratadas con quitosano FRQ-1, FRQ-2, FRBN-
1, FRBN-2 y control almacenadas a 5°C durante 8 dias. FRQ-1;FRQ-2: recubrimientos de
quitosano y FRBN-1; FRBN-2: recubrimiento de quitosano y nanoparticulas de ZnO con
uno y dos minutos de inmersion respectivamente. ¢ Diferentes superindices indican
diferencia significativa entre las medias (p < 0.05) de los dias de almacenamiento. ABC
Diferentes superindices indican diferencia significativa entre las medias (p < 0.05) de los

tratamientos.

Cabe destacar también que para este caso la disminucién de la firmeza se
encuentra relacionada con el aumento en el % de pérdida de humedad en los

frutos sin recubrimiento.
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Ademas, la disminucién en la firmeza, que se observd durante los primeros 8 dias
de almacenamiento en los diferentes tratamientos evaluados podria relacionarse
con la degradacién del parénquima cortical que forma la pared celular debido a
procesos de degradacion enzimatica 1°©%! y a la misma pérdida de humedad

durante el almacenamiento.

3.3.2.3 pH, soélidos solubles y acidez titulable

Dentro de los indices indispensables para evaluar el sabor de las frutas se
encuentran la dulzura y la acidez, las cuales se evallan mediante pardmetros
fisicoquimicos como pH, soélidos solubles totales (SST) y acidez titulable (AT) %8,
En la tabla 3.5 se presentan los valores de los parametros evaluados en las fresas
recubiertas y sin recubrir almacenadas a dos temperaturas (5 y 25 °C).

Es importante mencionar que estos parametros pueden verse influenciados por
factores como el cultivo, las practicas culturales, la region de cultivo, la temporada,
entre otros 12°,

El pH de las muestras sin recubrir aumentd ligeramente durante el
almacenamiento, mientras que no se observaron diferencias significativas en las
muestras recubiertas (Tabla 3.5), lo cual concuerda con los resultados obtenidos
por Nunes et al. ¥?®, lo que posiblemente encuentre explicacion en el proceso
normal de senescencia de los frutos!®!, porque los azlcares resultantes de la
hidrdlisis de la sacarosa se utilizan como sustrato en reacciones metabdlicas de
respiracion>0-151,

Respecto a los solidos solubles totales y la acidez titulable, después del
almacenamiento de 8 dias, se observé una tendencia creciente para SST y
decreciente para AT, la cual se vio favorecida en los recubrimientos con quitosano
y ZnO al controlar la madurez de la fruta, mejorando la AT y previniendo el
aumento de SST en las fresas 23129 Las variaciones de los valores de AT y SST
en fresas con y sin recubrir durante el almacenamiento no fueron estadisticamente
significativas (p<0.05).

Es importante mencionar que estos parametros pueden verse influenciados por
factores como el cultivo, las practicas culturales, la region de cultivo, la temporada,

entre otros 12°,
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Tabla 3.5. Parametros fisicoquimicos de fresas recubiertas y sin recubrir

almacenadas a diferentes temperaturas durante 8 dias.

Tratamiento T ta pH SST (°Bx) AT (%)
5 1 359+0.182° 85+0.22 0.76 +0.04 @A
Ctrl 25 3.17 £ 0.038 8.1+0.12 0.80 +£0.02 @A
5 8 3.31+0.012% 8.0+0.12 0.76 £ 0.04 @A
25 3.68 +0.030A 7.7 +0.2°A 0.60 +0.01 B
5 1  347+0.0224 8.1+0.12 0.77 £0.05 @A
FRQ-1 25 3.38 £ 0.082¢ 8.2+0.2% 0.79 £0.02 @A
5 8 3.32+0.012€ 8.0+0.12 0.61 £0.01 @A
25 3.76 £+ 0.01 8 6.9 +0.298 0.69 +0.03 A
5 1  3.53+0.062 85+0.52 0.77 £0.03 24
FRQ-2 25 3.31+0.01°¢ 7.8 +0.3PA 0.80 +0.013
5 8 3.67+0.06% 85+0.32 0.60 + 0.01 8
25 3.80 £+0.18°B 6.7 +1.0°8 0.68 +0.02 A
5 1 3.48 +0.01 9.1+0.2°¢A 0.80 + 0.04 aCA
*FRBN-1 25 3.37 £0.012¢ 9.5 +0.33CA 0.82 +0.023CA
5 8 3.61+0.01b" 8.6 +0.2PA 0.70 £0.01 %A
25 3.85 +0.0228 85+0.282 0.77 £ 0.023A
5 1 3.22+0.0228 8.9+0.1 0.80 +0.01 24
FRBN-2 25 3.28 +0.0228  10.3+0.5P¢A 0.80 +0.01 3
5 8  3.54+0.05bA 8.3+0.3% 0.69 +0.01°A
25 3.98 +0.022¢ 9.2+0.5"C 0.75 + 0.04 @A

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD). ta (dias): tiempo de almacenamiento, T (°C):
temperatura de almacenamiento, INC: incontable, FRQ-1;FRQ-2: recubrimientos de quitosano y FRBN-1;
FRBN-2: recubrimiento de quitosano y nanoparticulas de ZnO con uno y dos minutos de inmersion
respectivamente. 22 Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa entre las medias
(p < 0.05) de temperatura. ~#B.C Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia significativa entre
las medias (p < 0.05) de tiempo de almacenamiento. * Representa diferencia significativa entre las medias (p
< 0.05) de los tratamientos. ** Representa el tratamiento mas significativo.

El pH de recubrir aumenté

las muestras sin ligeramente durante el

almacenamiento, mientras que no se observaron diferencias significativas en las
muestras recubiertas (Tabla 3.5), lo cual concuerda con los resultados obtenidos
por Nunes et al. ¥?®, lo que posiblemente encuentre explicacion en el proceso

normal de senescencia de los frutos!®, porque los azlcares resultantes de la
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Resultados y Discusién

hidrdélisis de la sacarosa se utilizan como sustrato en reacciones metabdlicas de
respiraciont®0-151,

Respecto a los sdlidos solubles totales y la acidez titulable, después del
almacenamiento de 8 dias, se observé una tendencia creciente para SST y
decreciente para AT, la cual se vio favorecida en los recubrimientos con quitosano
y ZnO al controlar la madurez de la fruta, mejorando la AT y previniendo el
aumento de SST en las fresas 1?3129, Las variaciones de los valores de AT y SST
en fresas con y sin recubrir durante el almacenamiento no fueron estadisticamente
significativas (p<0.05).

En los cinco tratamientos se observo una tendencia a la disminucion de la acidez
con el aumento del pH y SST de las fresas, posiblemente debido a que, en el caso
de los recubrimientos comestibles, éstos ralentizan la frecuencia respiratoria de
las fresas y retrasan la utilizacion de los acidos organicos en las reacciones
enzimaticas 13%1%2, Los resultados obtenidos sobre pH y acidez coinciden con los
de diferentes estudios sobre la aplicacion de recubrimientos a base de quitosano
151,152 | os valores obtenidos para las fresas recubiertas son comparables con los
parametros tanto de calidad como de aceptabilidad comercial de fresas frescas
(pH= 3.27-3.86; AT= 0.58-1.35%, SST=8.0-11.5°Bx) 3.

3.3.2.3 Color

El color es un parametro critico que afecta la decision de seleccion y compra del
cliente en la mayoria de las frutas. La Tabla 3.6 contiene los parametros de color
L, a*, b* e indice de pardeamiento (IP) de fresas con y sin recubrimiento durante
el almacenamiento. Como se puede apreciar en la Tabla 3.6, existe una diferencia
significativa en L* en los diferentes tratamientos, lo cual se atribuye al proceso de
oxidaciébn y pérdida de humedad que sufrieron las fresas durante el
almacenamiento 53154 Por tltimo, se encontré que la aplicacion de recubrimiento
comestible no afect6 la luminosidad de las fresas con respecto a la muestra control
107,132,154 En cuanto a la coordenada cromatica a* (tonalidad rojiza de la epidermis
de la fresa) no mostré diferencia estadistica ni en el inicio ni al final del
almacenamiento, cuando las mediciones se comportan como un grupo

homogéneo, como puede apreciarse en la Figura 5b.
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Tabla 3.6. Parametros de color de fresas recubiertas y

almacenadas a5y 25 °C a los 8 dias de almacenamiento.

Conclusiones

sin recubrir

T ta L a* b* iP
18.21 +0.87 @A 20.48 £ 2.433 6.01+1.083* 108.9 +11.13A

Ctrl 25 22.42 £ 3.42C 22.28 £0.953C 6.57 £ 0.47 A 97.7 £+ 8.70 bB

5 22.18 +3.70 ¢ 17.22 +1.103° 7.08 + 1.173A 89.6 + 8.30 28

25 20.05 + 8.35"8 08.01 + 3.74°F 3.95+ 0.41 0B 56.0 £ 27.2C

5 18.57 £ 4.00 @A 20.26 £5.10 5.87 +2.6923 104.0 + 13.53A
FRQ-1 25 18.83 £ 1.433A 17.71+£2.58P0 6.40 + 2.83 %A 101.2 £ 22.2 3A

5 22.17 + 1.63"8 21.78 £3.4238 11.88 +10.293° 148.5 + 99.1%

25 18.42 £ 1.973A 13.36 £ 2.14P8 4,34+ 0.91°C 73.6 + 5.8 bEC

5 19.59 £ 0.61 38 22.41+0.883 6.96+1.123 1140+ 753
FRQ-2 25 21.65 + 1.3198C 19.55+2.203 6.25+1.29 2 91.1+8.8"8

5 20.32+3.13 38 419.03+£1.83 11.97+10.353> 152.1 +88.23P

25 15.66 £ 1.29 %P 37.78+0.86°¢ 2.50 + 0.67 "B 50.6 £ 3.2 8¢

5 20.36 £ 3.1038  22.06+1.403¢ 6.84+1.18 108.4 + 6.23A
FRBN-1 25 19.30 + 2.383AB 17.81+3.90°° 517 +1.543A¢  88.6 + 12.5bB

5 21.71+5.353€C  621.88+1.93H 568+2.413C 93.9+5.4 38

25 17.50 + 2.50 bP 111.04 +3.5° 3.31+0.88°8 61.5+9.2bC

5 20.12+1.3238 24.32+1.173 7.15+0.40 42 1174+ 4.6 3
FRBN-2 25 20.89 + 1.65 B 18.21+0.77P0 574+ 1.15°C  87.6+ 4.0PB

5 21.88+2.073C  21.88+1.913C 7.31+1.443A 103.1£5.1 3

25 19.00 + 2.03 Bab 12.07 £ 1.27P8  8.82 £ 0.34 A 124.6 £103.2 3

Los datos se presentan como media + desviacion estandar (SD). ta (dias): tiempo de almacenamiento, T (°C):

temperatura de almacenamiento, INC: incontable, FRQ-1;FRQ-2: recubrimientos de quitosano y FRBN-1;

FRBN-2: recubrimiento de quitosano y nanoparticulas de ZnO con uno y dos minutos de inmersion

respectivamente. IP: Indice de pardeamiento. 2P Diferentes superindices en la misma fila indican diferencia

significativa entre las medias (p < 0.05) de temperatura. ~B.C Diferentes superindices en la misma fila indican

diferencia significativa entre las medias (p < 0.05) de tiempo de almacenamiento. * Representa diferencia

significativa entre las medias (p < 0.05) de los tratamientos. ** Representa el tratamiento mas

significativo.

Comparando con los datos del dia 8 se observa un notable incremento y posterior

descenso en los valores de a*, con diferencia estadisticamente significativa.
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Conclusiones

El aumento en la tonalidad de a* obedece a la pérdida de humedad durante el
almacenamiento debido a la transpiracion; y la disminucion en el enrojecimiento
probablemente se debe a un aumento de la actividad respiratoria y enzimatica que
ocasiona pérdida de calidad por pardeamiento oxidativo®4.

Asi mismo, entre el inicio y el dia 8 del almacenamiento no se encontré diferencia
estadistica significativa (p>0.05) entre tratamientos con respecto a la coordenada
cromatica b* (tonalidad amarilla de la epidermis en la fresa). El dia 8 se observo
una disminucién de b* en los frutos con recubrimiento comestible frente a los frutos
control, asociada con reacciones de pardeamiento enzimatico!®152154
Finalmente, los valores de indice de pardeamiento obtenidos se encontraron en el
intervalo de 97 a 117 y 50 a 152 para el dia 1 y 8 respectivamente, lo cual indica
una tendencia creciente con el tiempo de almacenamiento 108,

Los resultados indican, que a pesar de que los recubrimientos de quitosano y 6xido
de zinc actian como una barrera selectiva que impide la exposicién del fruto al
oxigeno ambiental, estos presentan posibles reacciones de oxidacion %2, asi
como, una disminucién del acido ascérbico por su degradacién en el tiempo, que
propicia las reacciones de pardeamiento enzimatico 53154,

Cabe resaltar que en el dia 8, los valores de indice de pardeamiento para el
tratamiento Q/ZnONPs 1M a temperaturas de 5y 25 °C fueron comparables a los
obtenidos con el tratamiento control. De manera general, tanto los frutos
recubiertos como los frutos control presentaron diferencias estadisticas en el dia
8 con respecto al inicio (dia 0), por efecto del factor tiempo, diferencias que se
atribuyen a la pérdida de humedad a lo largo del periodo de almacenamiento.
Esta pérdida de humedad se asume es ocasionada, probablemente, por
fendbmenos bioldgicos propios de los tejidos vegetales, como la transpiracion®. Al
respecto, diversos autores mencionan que los recubrimientos a base de quitosano
son capaces de retrasar cambios de color externos en las fresas, de manera

similar a otros recubrimientos comestibles basados en biopolimeros naturales
133,151
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Conclusion general

Se logrd la obtencion de un bioonanocompdsito a partir de quitosano y ZnO
nanoestructurado (Q-ZnO-NSs), el cual permitié el aumento de la vida de anaquel
de fresas a temperatura ambiente (25 °C) y temperatura de refrigeracion (5 °C).
Conclusiones particulares

Mediante DRX se identificaron las reflexiones caracteristicas del ZnO en su fase
Wurtzita; asi mismo, la prueba de TEM y mapeo elemental se determiné el tamafio
de cristalito igual 40 nm, lo que confirma la obtencién de nanoparticulas de ZnO.
El andlisis mediante SEM del material nanoestructurado de ZnO obtenido
mediante CSS confirmé la formacion de cristales tipicos del 6xido de zinc con
morfologia de tipo espagueti.

El analisis mediante FTIR, confirmé la presencia de las bandas asociadas a las
vibraciones caracteristicas de los enlaces presentes en el quitosano, y vibraciones
atribuidas a los enlaces Zn-O para el caso del nanobiocomposito.

Las mediciones de SEM confirman que el espesor (2-3 um) del recubrimiento de
quitosano y Q/ZnO-NSs sobre la fresa, es estadisticamente independiente de los
tiempos de inmersion usados en la presente investigacion, lo cual determina el
procedimiento para la estimacion de espesores sobre superficies extremadamente
rugosas.

El mapeo elemental de FRBN-1 muestra la distribucion homogénea del ZnO
nanoestructurado sobre la superficie de la fresa, dentro de la matriz del
bionanocomposito.

Recubrir las fresas con el bionanocomposito de quitosano con ZnO
nanoestructurado (FRBN) favorecio las propiedades fisicoquimicas y de textura de
las fresas después de ser almacenadas durante 8 dias en comparacion con las

fresas sin recubrir.
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Conclusiones

El analisis microbiolégico mostré que el uso de quitosano en conjunto con las
nanoparticulas de ZnO redujeron la carga microbiana en las fresas tratadas
gracias a las propiedades antibacteriales y sinergia que presentaron el 6éxido de

zinc y el quitosano.
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ANEXOS
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Micrografias SEM del recubrimiento de quitosano obtenido durante 1 min de

inmersién. Imagenes tomadas a aumentos de: a) 57x, b)579x y c) 2.88kx.
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Micrografia SEM del recubrimiento de quitosano obtenido durante 2 min de

inmersion. Imagenes tomadas a aumentos de: a) 116x, b)1.16kx y c) 2.88kx.
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Imagen SEM del recubrimiento de quitosano y ZnO nanoestructurado obtenido

durante 1 min de inmersion. Imagenes tomadas a aumentos de a)116x, b)2.92x,
€)5.76x
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Imagen SEM del recubrimiento de quitosano y ZnO nanoestructurado obtenido

durante 2 min de inmersion. Imagenes tomadas a aumentos de a)85x, b)2.92x,
€)5.81x
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