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Resumen. En la actualidad, para prolongar el
tiempo de vida util de las frutas y vegetales, se es-
tan buscando alternativas naturales, tales como el
quitosano y los aceites esenciales, con la finalidad
de sustituir a los tradicionales pesticidas que con-
taminan el ambiente. En este trabajo, se presentan
los resultados del efecto de nanorecubrimientos de
quitosano-aceite esencial de tomillo sobre la ca-
lidad postcosecha en jitomate luego de 7 dias de
almacenamiento. Se evaluaron las variables: color,
firmeza, pH, sélidos solubles totales (SST), caro-
tenoides, pérdida de peso (PP), respiracion y ac-
tividad antibacteriana. De los resultados, se obtu-
vo que todas las variables presentaron diferencias
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estadisticas significativas para las formulaciones y
los controles, excepto la PP. El recubrimiento con
un 15 % de nanoparticulas de quitosano QS+NPQs
(15%) + G mantuvo una mayor firmeza durante el
periodo de almacenamiento y ademas presento la
mayor inhibicién contra Pectobacterium carotovo-
rum. La aplicacion de recubrimientos basados en
compuestos naturales y bioactivos como el quito-
sano y los aceites esenciales, empleando una técni-
ca innovadora como la nanotecnologia, representa
una alternativa viable y amigable con el ambiente,
para la conservacion de productos hortofruticolas.

Palabras clave: nanoparticulas, bacteria, madura-
cion, UFC, Solanum lycopersicum.

Abstract. Currently, in order to prolong the shelf
life of fruits and vegetables, new natural solutions,
such as chitosan and essential oils have been used
instead of synthetic pesticides that causes envi-
ronmental pollution. In this work, the results of
chitosan-thyme essential oil nanocoatings on the
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postharvest quality in tomato after 7 days of sto-
rage are presented. The variables evaluated were:
color, firmness, pH, total soluble solids (SST),
carotenoids, weight loss (PP), respiration and an-
tibacterial activity. From the results, all variables
presented significant statistical differences for the
different formulations and controls, except the
PP. The coating with 15% of chitosan nanoparti-
cles (QS + NPQs (15%) + G) maintained higher
firmness during storage time and also showed the
highest inhibition against Pectobacterium caroto-
vorum. The application of coatings based on natu-
ral and bioactive compounds such as chitosan and
essential oils, using an innovative technique such
as nanotechnology, represents a viable and envi-
ronmentally friendly alternative for the conserva-
tion of horticultural products.

Key words: nanoparticles, bacteria, ripening,
CFU, Solanum lycopersicum.

Pectobacterium carotovorum es una bacteria
Gram-negativa y patdgena para las plantas que
causa enfermedades en diversos productos horto-
fruticolas como la berenjena y el tomate (Wang et
al., 2015), entre otros. Actualmente, productos qui-
micos se utilizan para controlar esta bacteria, sin
embargo, causan problemas de contaminacion al
medioambiente, resistencia y dafios a la salud. Por
lo tanto, se deben buscar nuevas alternativas como
los polimeros naturales y los compuestos bioacti-
vos para su control. Las peliculas y recubrimientos
comestibles de polisacaridos, lipidos y proteinas se
han aplicado en frutas y vegetales para controlar di-
ferentes enfermedades y mejorar su calidad y vida
de anaquel. Entre los polisacaridos mas eficaces,
se encuentra el quitosano, debido a sus conocidas
propiedades antibacterianas y antifingicas (Hassan
et al., 2018). Por otro lado, diversos compuestos
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bioactivos poseen propiedades antimicrobianas,
entre ellos, los aceites esenciales, que son alta-
mente efectivos contra diversos microorganismos
(Mari et al., 2016). Sin embargo, los aceites esen-
ciales poseen una alta volatilidad lo que disminuye
su actividad antimicrobiana (Robledo ef al., 2018).
De aqui surge el uso de la nanotecnologia la cual
permite el encapsulamiento de estos compuestos
en nanoestructuras que los protegen del ambiente,
disminuyendo su volatilidad (Lal et al., 2015). Cu-
biertas de nanoparticulas de quitosano con aceite
de tomillo han sido probadas contra la antracnosis
en aguacate (Correa-Pacheco et al., 2017). Sin em-
bargo, actualmente, pocos estudios se han llevado
a cabo con la finalidad de estudiar el efecto de na-
norecubrimientos de quitosano y aceites esenciales
sobre la maduracion y calidad postcosecha de hor-
talizas como el jitomate (Solanum lycopersicum) y
su actividad antibacteriana. Por lo tanto, el objeti-
vo del siguiente trabajo experimental, fue evaluar
las variables de calidad y fisiologicas, asi como la
actividad antibacteriana sobre P. carotovorum de
nanorecubrimientos de quitosano adicionados con
aceite esencial de tomillo en el fruto de jitomate
y determinar su efecto sobre la conservacion del
mismo.

Se empled el método de nanoprecipitacion para
preparar las nanoparticulas de quitosano con aceite
esencial de tomillo (Sotelo-Boyas et al., 2017). Ini-
cialmente, se elabord una solucion acuosa de qui-
tosano (0.05% p/v) (peso molecular medio, grado
de desacetilacion 75-85%, marca Sigma, Estados
Unidos) en acido acético glacial (2% v/v) (Fermont
Chemicals, México), ajustandose el pH a 5.6. Por
otra parte, se elabord una solucion de Tween 20
(Hycel, México), aceite esencial de tomillo (5%)
(Essential Oils-Essencefleur) y alcohol de cana
(96°) (Milab, México). Posteriormente, mediante
el uso de una bomba peristaltica (MasterFlex®, Es-
tados unidos) con la técnica de goteo, se adicionaron
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2.5 mL de quitosano en 40 mL de la solucién con-
teniendo el aceite y el alcohol y se dejo en agita-
cién durante 10 min. Finalmente, se concentrd la
solucion a 2 mL, mediante el uso de un rotavapor
(Buchi 300®, Suiza). La morfologia de las nanopar-
ticulas obtenidas, se observd mediante microscopia
electronica de transmision (TEM, por sus siglas en
inglés) mediante el uso de un microscopio marca
JEOL-JEM 2010 con un voltaje de aceleracion de
200 kV. El tamano de las nanoparticulas se calcu-
16 con el software ImagelJ. Se realizaron 6 formu-
laciones con una solucion base de quitosano (1%
p/v), glicerol (J.T. Baker, Estados Unidos) y nano-
particulas de quitosano y quitosano-aceite esencial
de tomillo, variando su concentracion en 15, 30 y
45%. Se seleccionaron 10 frutos de jitomate (va-
riedad saladet, procedentes del Estado de Colima),
con la finalidad de evaluar las diferentes formula-
ciones. Inicialmente, los frutos se lavaron con agua
corriente y jabon para remover el exceso de tierra.
Posteriormente se desinfectaron sumergiéndolos en
una solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante
3 min y después se enjuagaron con agua destilada.
En condiciones estériles, a cada fruto se le hicieron
8 perforaciones de aproximadamente 3 mm de pro-
fundidad aplicandose posteriormente la suspension
bacteriana (10%). Posteriormente, se sumergieron
durante 30 s en las formulaciones respectivas. Los
controles consistieron en jitomates inoculados y no
inoculados con la bacteria. La bacteria fue propor-
cionada por el Laboratorio de Bacterias Fitopato-
genas de Fitopatologia del Colegio de Postgradua-
dos en Ciencias Agricolas. Finalmente, los frutos
se almacenaron en una camara de refrigeracion a
10 °C por un periodo de almacenamiento de 7 dias
a una humedad relativa de 70% para los cuales se
evaluaron las variables de calidad: color, firmeza,
pH, SST y carotenoides. En cuanto a las variables
fisiologicas, se midid la PP y la respiracion. Por
otra parte, se evalu6 la actividad antibacteriana de
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los nanorecubrimientos a las 48 h, para la cual los
frutos se lavaron después de la aplicacion de los
nanorecubrimientos e infestacion a los 7 dias. Para
observar las diferencias en el nimero de UFC, se
evalud un control sin tratamiento y sin inéculo C
(-) y un control sin tratamiento ¢ inoculado C (+).
Los valores de a, by L de color se midieron con un
colorimetro 9992-995® (Kénica Minolta, Japon) en
dos zonas opuestas de la parte media del fruto. A
partir de los valores a y b, se calculd el angulo ma-
tiz (Hue®) mediante la formula tan! (b/a) y la pure-
za de color (Chroma) con la formula (a’+b?)°>. La
firmeza se midid en ambas caras del fruto mediante
el uso de un penetrometro Fruit Firmness Tester®
(Turonia®, Italia). El pH se midi6 usando un poten-
ciémetro Navih® 51 (Horiba, Japon). La lectura se
obtuvo colocando el electrodo en 4 g de jitomate
triturado. Para la determinacion de los SST se tomo
una gota de jugo de jitomate de ambas caras del
fruto utilizando una pipeta, colocandose posterior-
mente dicha gota sobre el sensor de un refractéme-
tro (Atago, Japon). Los carotenoides se determina-
ron tomando 4 g de jitomate que se maceraron con
5 mL de una solucién de hexano/acetona/etanol
(50:25:25), la cual se centrifugd posteriormente
en una microcentrifuga PRISM® (Labnet, USA) a
6500 rpm por 10 min. Finalmente, el sobrenadante
se recuperd y se afordé a 10 mL con hexano. Las
determinaciones se llevaron a cabo utilizando un
espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis (Thermo
scientific®, Estados Unidos) a 450 nm, tomando
el coeficiente de extincion molar del B caroteno
como 2505 mM™ cm! con la siguiente ecuacion:
Carotenoides= (absorbancia*volumen de afo-
ro*10°) / (Coeficiente de extincion molar*peso de
la muestra®*100). En cuanto a las variables fisiolo-
gicas, para determinar la PP, se utilizé una balanza
digital portable scale® (OHAUS, Estados Unidos).
Se etiquetaron 10 frutos por tratamiento. La pro-
duccion de CO, (respiracion) se cuantifico con la
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técnica de espacio-cabeza mediante cromatografia.
En un recipiente hermético se colocaron tres jito-
mates por formulacion durante 2 h, posteriormente,
se tomaron 5 mL del gas contenido en el espacio
de cabeza, el cual se almacen6 en tubos vacutainer
para posteriormente inyectar 1 mL del gas en un
cromatdgrafo de gases 789B GC system (Agilent
technologies®, Estados Unidos). Para la evaluacion
de la actividad antibacteriana, cada fruto se lavo
con 10 mL de agua desionizada. Del volumen total
de tomaron 500 pL y se sembraron en cajas Petri
con medio de cultivo MacConkey por duplicado.
Las cajas se incubaron a temperatura ambiente (25
+ 1 °C) durante 24 h. Este procedimiento se realizo
para 10 jitomates por formulacion. Se conto el nu-
mero de unidades formadoras de colonias (UFC).
A los datos obtenidos, se les realizo un analisis de
varianza (ANOVA) y una comparacion de medias
de Tukey (p<0.05).

Las micrografias de microscopia electronica
de transmision de las nanoparticulas, se muestran
en la Figura 1. Se observa una distribucion homo-

génea de las mismas, con un tamafio promedio de
particula de 4.17+0.62 nm para las (nanoparticulas
de quitosano) NPQs y de 6.32+0.75 nm para las de
NPTs (nanoparticulas de tomillo). Tamafios simila-
res de nanoparticulas de quitosano y quitosano con
aceite esencial de tomillo ya fueron reportaron por
otros autores (Sotelo-Boyas et al., 2017; Correa-
Pacheco et al., 2017). Por otra parte, los resultados
de las variables de calidad y fisiologicas evaluadas
después de 7 dias de almacenamiento y de la actividad
antibacteriana evaluada luego de 48 h, se presentan
en el Cuadro 1. Se observaron diferencias signifi-
cativas en los valores de luminosidad (L) para las
formulaciones (p<0.05). El menor valor (37.07)
se observo para los frutos tratados con QS+NPTs
(30%) + G y el mayor para los frutos del C (+) con
un valor de 40.51. En cuanto al color Hue®, se ob-
tuvieron valores entre 38.80° y 54.45°, para C (+) y
QS+NPQs (45%) + G, respectivamente, mostran-
dose diferencias estadisticas significativas entre
las formulaciones (p<0.05). El desarrollo del color
chroma vari6 entre 26.16 y 37.90, para QS+NPTs

Figura 1. Micrografias de microscopia electronica de transmisiéon (TEM) de: a) nanoparticulas de quitosano (NPQs) y b)
nanoparticulas de tomillo (NPTs) (luego de la sintesis).
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Cuadro 1. Resultado de la evaluacion de las variables de calidad y fisiolégicas y actividad antimicrobiana sobre jitomates
tratados con los nanorecubrimientos por un periodo de almacenamiento de 7 dias a una temperatura de 10 °C y
humedad relativa de 70%.

Firmeza SST Carotenoides PP CO,

Formulacién L Hue® Chroma (N) pH (%) (uL g") %) (mLkgl h) UFC

QS+NPQs (15%) + G 38.90®  49.10>  31.59* 24,02 4.8¢ 32 6.37¢ 0.7¢ 7.1b¢ 42.25°
QS+NPTs (15%) + G 38.72%® 4799  29.04®  20.73* 5.1f 4° 2.38% 1.12 3.]abe 69.00?
QS+NPQs (30%) + G 39.38%  48.17° 35284  21.55% 4.7¢ 32 3.85% 1.28 6.3b 627.254
QS+NPTs (30%) + G 37.07°  47.46>™  26.16* 2253 47¢ 4° 4.13b 0.8 8.9¢ 668.25¢
QS+NPQs (45%)+ G 37.92¢ 54.45¢  29.53®  17.06° 4.4° 4° 5.454 1.2¢ 3.8abc 294.00¢
QS+NPTs (45%)+ G 37.92° 47.16>  29.45%  2224% 42 4b 4.41% 1.02 7.9%¢ 192.00°
C() 38.96® 4851  29.55®  18.89* 4.9° 4° 4.62¢ 1.0? 1.72 17.75°
CH) 40.51° 38.80* 37.90¢  28.52° 4.7¢ 5¢ 3.62° 0.8 1.9% NC

Letras diferentes dentro de las columnas indican que las formulaciones son estadisticamente diferentes, usando la comparacion de
medias de Tukey (p<0.05).

QS = quitosano, NPQs = nanoparticulas de quitosano; NPTs = nanoparticulas de tomillo; G = glicerol; C (-) = control sin bacteria
inoculada; C (+) = control con bacteria inoculada; L= luminosidad; SST = s6lidos solubles totales; PP = pérdida de peso; UFC=

Unidades Formadoras de Colonias; NC = no contables.

(30%) + Gy C (+), respectivamente. Por otra par-
te, la menor pérdida de firmeza se registré con la
formulacion QS+NPQs (15%) + G con un valor de
24.02 N y para el control positivo, en contraste con
la formulacion QS+NPQs (45%) + G en el cual
los jitomates presentaron un valor promedio final
de 17.06 N. Tanto el pH como los SST, presentaron
diferencias estadisticas significativas entre formu-
laciones. Para el pH, el valor menor (4.2) corres-
pondié a los jitomates de la formulacion QS+NPTs
(45%) + G y el mayor (5.1) para los de la formu-
lacion QS+NPTs (15%) + G. Los valores de SST
variaron entre 3-5%, obteniéndose un 3% en los
frutos de las formulaciones QS+NPQs (15%) + G
y QS+NPQs (30%) + G y un 5% para el C (+). De
igual forma, se observaron diferencias significati-
vas en el contenido de carotenoides (p<0.05) du-
rante el periodo de almacenamiento. El contenido
menor de carotenoides correspondio a los frutos de
la formulacion QS+NPTs (15%) + G y el mayor
para QS+NPQs (15%) + G, siendo 2.38 y 6.37 uL
g!, respectivamente. En cuanto a la PP, no se
observaron diferencias significativas entre las
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formulaciones y el control durante el periodo de
almacenamiento, evidencidndose un efecto protec-
tor del recubrimiento en la pérdida de peso. Final-
mente, de los resultados obtenidos en la respiracion
(CO,), se observa que todas las formulaciones tu-
vieron valores mayores de CO, con respecto a los
controles C (-) y C (+). Para las formulaciones con
NPQs, a medida que aument6 la concentracion de
nanoparticulas (15, 30 y 45%), hubo una disminu-
cion de la respiracion en el fruto (7.1, 6.3 y 3.8 mL
kg h), respectivamente.

Relativo a la actividad antibacteriana, se obser-
v6 que la menor cantidad de UFC correspondid a
los frutos del C (-) con 17.75 UFC y a las formula-
ciones QS+NPQs (15%) + Gy QS+NPTs (15%) +
G, con valores de 42.25 y 69.00 UFC. Los mayores
valores de UFC se obtuvieron para las formulacio-
nes con 30% de nanoparticulas (NPQs y NPTs). Las
formulaciones con 45% de nanoparticulas (NPQs y
NPTs) presentaron valores intermedios, encontran-
dose diferencias estadisticas significativas (p<0.05)
entre las formulaciones. En la Figura 2, se observa
el efecto del recubrimiento en los controles y en las
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Figura 2. Daiio observado en jitomate por la infeccién de P. carotovorum a los 7 dias de almacenamiento a una temperatura
de 10 °C y humedad relativa de 70% en: a) C (-), b) C (+), ¢) QS+NPQs (15%) + G y d) QS+NPTs (30%) + G (C =
control; QS = quitosano; NPQs = nanoparticulas de quitosano; G = glicerol; NPTs = nanoparticulas de tomillo).

formulaciones QS+NPQs (15%) + G y QS+NPTs
(30%) + G.

Entre las principales funciones de los recubri-
mientos comestibles, se encuentra la extension de
la vida de anaquel del fruto. Por ejemplo, la pérdida
de peso estd asociada con la evaporacion de agua
o deshidratacion de la superficie del fruto, siendo
el jitomate muy sensible debido a lo delgado de su
cuticula. El uso de recubrimientos a base de qui-
tosano ha permitido establecer una barrera al paso
de los gases, reduciendo la transferencia de agua y
consecuentemente, su evaporacion (Garcia et al.,
2014). Como se observo en los resultados, no hubo
diferencias estadisticas significativas entre las di-
ferentes formulaciones en cuanto a la pérdida de
peso. Resultados similares se reportaron en la li-
teratura (Divya et al. 2018), donde recubrimientos
basados en nanoparticulas de quitosano, evitaron la
pérdida de peso en berenjena, jitomate y chile, ya
que las nanoparticulas disminuyeron la permeabi-
lidad al vapor de agua, siendo efectivas como ba-
rrera a los gases. Por otra parte, relativo a la
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firmeza, resultados similares reportaron Garcia et
al., (2014), los cuales mencionan que la disminu-
cion de la firmeza se ha asociado a la degradacion
de la pectina, causando un reblandecimiento del
fruto. De los resultados, se puede observar que los
jitomates tratados con la mayoria de las formula-
ciones, tuvieron una firmeza mayor, comparados
con C (-) y menor respecto a C (+). En el caso de
los frutos de los nanorecubrimientos que sélo con-
tenian NPQs, hubo una disminucién de la firmeza
con el incremento de la concentracion de nanopar-
ticulas en la formulacion, siendo de 24.02 N para
QS+NPQs (15%) + Gy de 17.06 N para QS+NPQs
(45%) + G. Esta tendencia también la reportd por
Gad et al., (2017), obteniendo una firmeza mayor
en guayaba, para concentraciones bajas de NPQs
en goma Xantan en comparacion con las concentra-
ciones mas altas de NPQs. En cuanto a los resulta-
dos asociados con la respiracion para las NPQs, se
puede observar, que a una concentraciéon mayor de
nanoparticulas QS+NPQs (45%) + G, disminuyo la
velocidad de respiracion del jitomate (3.8 mL kg!
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h'") en comparacién con la menor concentracion
QS+NPQs (15%) + G (7.1 mL kg' h'') (Ali et al.,
2010). Por otra parte, para las NPTs, tanto para la
firmeza, como para la respiracion, no se obtuvo
una tendencia definida.

En trabajos previos (Sotelo-Boyas et al., 2015),
se evaluo la actividad antibacteriana in vitro de
NPQs y NPTs en P. carotovorum midiéndose el
halo de inhibicion (mm), resultando mas efectivas
las NPTs que las NPQs. En esta investigacion, se
obtuvo que las concentraciones QS+NPQs (15%) +
Gy QS+NPQs (30%) + G, tuvieron un mayor efec-
to inhibitorio comparado con QS+NPTs (15%) + G
y QS+NPTs (30%) + G. Por otra parte, para la con-
centracion del 45%, se observo que las QS+NPTs
(45%) + G tuvieron un mayor efecto inhibitorio en
relacion a las QS+NPQs (45%) + G. De la literatu-
ra, es bien conocido que tanto el quitosano como
el aceite esencial de tomillo poseen actividad an-
tibacteriana (Bautista-Bafios et al., 2017). En este
estudio, para el tomillo, el mayor efecto inhibito-
rio se presentd para bajas concentraciones en la
formulacion QS+NPTs (15%) + G. En general, se
observo que para las formulaciones con NPQs, los
jitomates tratados con el recubrimiento QS+NPQs
(15%) + G, mantuvieron una mayor firmeza y una
mayor actividad antibacteriana contra P. carotovo-
rum. De igual forma, para las formulaciones con
NPTs, la formulacion QS+NPTs (15%) + G, tuvo
la menor tasa de respiracion y present6d la mayor
inhibicidn contra P. carotovorum.
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