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Resumen

LLa nanotecnologia es una ciencia emergente que tiene numerosas aplicaciones
en diferentes campos como la medicina, medioambiente y alimentos. En este al-
timo rubro, en el Centro de Desarrollo de Productos Biéticos-IPN (CEPROBI-
IPN), especialmente en el laboratorio de Tecnologfa Postcosecha de Productos
Agricolas, se ha incluido dentro de sus lineas de investigacion, la sintesis, caracte-
rizacién y aplicacion de recubrimientos nanoestructurados con el objetivo prin-
cipal de conservar productos agricolas de interés comercial que son susceptibles
al dafio por microorganismos causantes de importantes pérdidas econémicas
durante su almacenamiento. Los recubrimientos nanoestructurados formulados
se basan en polimeros biodegradables como el quitosano, incorporando también
aceites esenciales y extractos vegetales. Los resultados demostraron la eficacia de
estos para inhibir a los microorganismos en comparacion con las frutas o vegeta-
les no tratadas. Igualmente, su aplicacion demostrd que no hubo efecto negativo
en la maduracién de los mismos. A nivel toxicologico, tampoco se observaron
dafos a nivel genético (genotoxicidad) y citotéxico En un futuro, es necesario
escalar el proceso a nivel comercial, asi como, realizar estudios sobre los meca-
nismos de accién sobre los microorganismos.

Palabras clave: Cubiertas nanoestructuradas, quitosano, aceites esenciales,
extractos vegetales, microorganismos postcosecha.
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1. Introduccion

Actualmente, la aplicacién de la nanotecnologia se enfoca en la conservacion
de productos agricolas mediante el disefio y desarrollo de nuevos materiales que
ayuden a extender la vida de anaquel de estos [1]. La pérdida de alimentos impli-
ca serios efectos econémicos, ambientales y sociales, ya que, la tercera parte de
los productos agricolas se pierden durante la cadena productiva. Debido a esto,
se deben aplicar nuevas tecnologfas que cumplan con la corriente actual de nula
contaminacion al medioambiente y seguridad para el ser humano [2]. Las causas
de las pérdidas postcosecha se atribuyen principalmente al inadecuado manejo
postcosecha y a la incidencia de plagas y enfermedades. La presencia de microor-
ganismos patdgenos que incluyen bacterias y hongos, causan el deterioro grave
de las frutas y hortalizas |3, 4].

Entre las soluciones que se han buscado para inhibir el desarrollo de estos mi-
croorganismos patégenos, se encuentra el uso de peliculas y recubrimientos co-
mestibles [5-7]. Los compuestos naturales como el quitosano [8] y agentes bioac-
tivos con propiedades antimicrobianas [9] incluyendo a los aceites esenciales [10]
y los extractos botanicos [11] pueden incorporarse a estos recubrimientos, siendo
sus componentes individuales o en conjunto mas eficientes en su modo de accion
y con una liberacion de manera gradual, ejemplo, el a-pineno, que forma parte
de los extractos activos del nanche (Byrsonima crassifolia) [12, 13]. Sin embargo,
muchos de estos compuestos son volatiles lo que hace que rapidamente pierdan
su efecto antimicrobiano [14, 15]. Para solucionar este problema, se ha hecho uso
de la nanotecnologia, mediante el encapsulamiento de los agentes bioactivos para
mejorar su actividad antimicrobiana [16, 17]. Entre los nanomateriales mas em-
pleados en el control de microorganismos se encuentran las nanoparticulas me-
talicas, tales como el oro y la plata [18]; no obstante, actualmente se apuesta por
el uso de materiales biodegradables amigables con el medio ambiente [19] como
los mencionados anteriormente. Entre las ventajas del uso de las nanoparticulas,
se reportan el aumento de su reactividad debido a una mayor relaciéon de area
superficial por unidad de volumen comparada con el material con mayor tamafio
de particula y por lo tanto, una inhibicién del microorganismo mas rapida y mas
efectiva [20, 21].

Por otro lado, el 4rea mas activa de la investigacion y desarrollo de la nano-
ciencia de los alimentos es el del embalaje o empaque: el mercado global de na-
noempaques en alimentos y bebidas fue de 4.130 millones en 2008; con una tasa
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de crecimiento anual del 11,65 %. Sobre este tema, Reynolds [22] informé que
se comercializan entre 400 a 500 tipos de nanoempaques y se espera que en la
proxima década al menos el 25 % de todos los empaques de alimentos seran pro-
ducidos bajo esta tecnologfa, con la finalidad de extender la vida util mediante la
reduccion del intercambio de gases, humedad, exposicion a la luz UV y presencia

de microorganismos [23].

Actualmente, se han logrado avances en la producciéon de nanoparticulas
(NPs) para liberar ingredientes activos en el control de las enfermedades post-
cosecha con menores efectos sobre el medio ambiente. En el laboratorio de
Tecnologia Postcosecha de Productos Agricolas del CEPROBI-IPN y en co-
laboracién con otras instituciones como la Universidad de Sonora (UNISON),
la Universidad Auténoma del Estado de Morelos (UAEM), la Universidad
Auténoma Metropolitana (UAM) y el Centro de Nanociencias y Micro y
Nanotecnologias del IPN (CNMN-IPN), entre otras, y la participacion de estu-
diantes de licenciatura y posgrado, asi como de profesores visitantes en estancias
de investigacion, se estan llevando a cabo investigaciones relacionadas con la
sintesis, caracterizacion y aplicacion de nanomateriales solos o adicionados con
compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas cuyo objetivo principal
es la conservacion de productos hortofruticolas. Especialmente, se ha estudiado
la aplicacion de cubiertas nanoestructuradas en base al polimero quitosano, adi-
cionadas con agentes bioactivos como los aceites esenciales y extractos botanicos
en frutas y hortalizas como el higo, pepino, fresa, jitomate, pimiento morrén y

aguacate, entre otros [24-30].

Igualmente, a pesar de la importancia de esta tecnologia en el campo de los

alimentos, aun hay pocas investigaciones asociadas con su posible toxicidad.

El objetivo de este capitulo entonces fue divulgar a la comunidad cientifica los
avances que ha tenido el grupo de investigacion del Laboratorio de Tecnologia
Postcosecha de Productos Hortofruticolas del CEPROBI-IPN sobre el uso de
la nanotecnologia en estudios de caracterizaciéon de las cubiertas nanoestructu-
radas, su efecto en evaluaciones i vitro e in situ y principalmente sobre el control
de microrganismos patoégenos aislados de frutas y hortalizas de interés comercial
y en la calidad de los mismos durante su almacenamiento, ademas, se reportan
los primeros resultados sobre estudios de toxicidad de las nanoparticulas en un

modelo murino.
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2. Metodologia

2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Materrases

Se utilizaron quitosanos de mediano peso molecular con grado de desacetila-
cién de 75-85 % (Sigma-Aldrich Chemistry Inc. San Luis, MO, EU) y comercial
de alto peso molecular con grado de desacetilacion del 91 % (América Alimentos.
Ingredientes Funcionales, Zapopan, Jalisco, México). Los aceites esenciales em-
pleados fueron de tomillo (Thymus vulgaris) y limén (Citrus limon) (Essential Oils-
HEssencefleu , Rancho La Noria, Ciudad de México, México). En cuanto a los
extractos botanicos se emplearon hojas de nanche (Byrsonyma crassifolia) y de aran-

dano (Vaccininm mytillus).
2.1.2. Mueroorganismos (bacternas y bongos)

Se evaluaron bacterias fitopaté enas y de los alimentos [31] Estas fueron:
Pectobacterinum carotovornm, Listeria monocytogenes, Bacillus cerens, Staphylococcus anreus,
Shigella dysenteriae Salmonella typhi, y Escherichia coli. Las cepas fungicas [32] que se
han estudiado pertenecen a los siguiente géneros y especies: Alternaria alternata la
cual se aisl6 de frutos de higo (Ficus carica) y plantas de romero (Rosmarinus offina-
1is). Colletotrichum gloeosporioides y C. fragariae se obtuvieron de frutos de guanabana
(Annona muricata), papaya (Carica papaya) y chirimoya (A. squamosa). Rhizopus stolo-
nifer se obtuvo de frutos de papaya y fresa (Fragaria x ananassa) y Aspergillus flavus

de mazorcas de maiz (Zea mays).
2.2. Métodos
2.2.1. zntesis de las nangparidinlas ) #nanocqpsilias

Las nanoparticulas de quitosano y de quitosano adicionadas con el aceite de
limén, de tomillo o extracto de nanche o arandano se sintetizaron siguiendo la
metodologia de Luque-Alcaraz et al. [33] con ciertas modificaciones y los na-
nocapsulas de quitosano adicionadas con aceite esencial de tomillo o de limén

siguiendo la metodologfa de Lozano et al. [34].
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2.2.2. Preparacion de las cnbierias nanoestyneinsadas

Los recubrimientos nanoestructurados se elaboraron de acuerdo con las me-
todologias de Ramos-Garcia et al. [35] y Correa-Pacheco et al. [30] para las di-
ferentes composiciones de quitosano, aceites esenciales y extractos vegetales. Se
afiadieron los plastificantes aceites de canola 0.1 % y glicerol 0.3 % en todas las
formulaciones. Para la preparacion de los extractos botanicos se utilizaron los
solventes etanol y metanol (Fermont, Productos Quimicos Monterrey S.A. de
C.V. Monterrey, Nuevo Ledén, México).

2.2.3. Eralnacion del ¢féco I VILEO de /s #angpar 7ilas ) cibresvas #nanoessyncinyadias

El efecto #n vitro de las nanoparticulas y cubiertas nanoestructuradas para el
caso de las bacterias, se evalué mediante las variables “Halo de inhibicién” y
“Unidades Formadoras de Colonias (UFC)” mientras que, para los hongos se de-
terminaron el “Crecimiento micelial”, “Inhibicién del micelio” y “Germinacion
de los conidios” [35].

2.2.4. Evalnacron del efécto v siin de las cnbrerias nanoest e adas

El efecto de las cubiertas nanoestructuradas se evalu6 directamente sobre fru-
tos y hortalizas cosechados en huertos e invernaderos de la regién de Yautepec,
Morelos. Se estudi6 el aguacate (Persea americana) y tresa (Fragaria X ananassa). Las
variables fueron la incidencia (%) y el indice de severidad de la enfermedad. En
el caso de la calidad postcosecha se evalud la pérdida de peso (%), fi meza (N),
el contenido de solidos solubles totales (SST) expresados en °Brix, materia seca
(%) (Aguacate) y acidez (tartarico o citrico) (%), siguiendo las metodologias de
Baldoni et al. (2016) [7] y de Barnes et al. (2012) [306].

2.2.5. Caracterrzacton de las #angpariinlas de guirosans (algadas on apiies ) és-
Idbo de la toxiiidad

En este estudio se determiné la morfologia de las nanoparticulas por micros-
copia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés de transmission
electron microscopy) con un microscopio JEM2100 (JEOL USA) con un voltaje
de aceleracion entre 80 y 200 kV. La distribucion del tamafio de particula y el po-
tencial Z por dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés de dynamic
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light scattering) fue medida con un equipo Zetasizer Nano ZS90 device (Malvern
Instruments, UK). La identificacién de grupos funcionales por espectrometria
de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) (CRAIC Technologies, USA).

El efecto sobre el comportamiento y toxicidad de las nanoparticulas de qui-
tosano cargadas con a-pineno (NpQ-P) y un recubrimiento nanoestructurado
de nanoparticulas de quitosano con a-pineno (RNpQ-P) se evalu6 sobre un
modelo murino. Se realizé sobre ratones hembra de cepa ICR proporciona-
das por el Centro de Investigacion Biomédica del Sur-IMSS (CIBIS-IMSS),
México, llevandose a cabo los experimentos bajo la norma mexicana NOM-
062-200-1999. Para la toxicidad subcronica, los ratones se dividieron en 3
grupos de 10. Se les administré una dosis de 2.5 mg/g diatia a un volumen
de 10 pL/g de peso corporal. El comportamiento de los animales se evalué
durante 28 dfas. Se evalu6 el peso del ratén y de los 6rganos extraidos (higado
y riion izquierdo). De igual forma se evalu6 la hepatoxicidad con muestras de
suero mediante la determinacion de la actividad enzimatica y la genotoxicidad
y citotoxicidad con muestras sanguineas, siguiendo la metodologia de Aguilar-

Santamaria et al. [37].
2.2.6. Andlisis estadistico

El arreglo de los tratamientos para todos los experimentos se realiz6 me-
diante un disefio completo al azar. LLos datos se analizaron mediante ANOVA y
la comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (P < 0.05), realizando
transformaciones de raiz cuadrada para cumplir los supuestos del ANOVA en

algunos casos.

3. Resultados y discusion

A continuacién, en las Tablas 1-8 y en las Figuras 1 y 2, se presentan los
resultados del estudio 7 vitro e in situ de los productos agricolas evaluados y la
comparacion entre cubiertas a base de quitosano y nanoestructuradas de quito-
sano solo o adicionado con los agentes bioactivos: aceites esenciales y extractos
botanicos, y su efecto en el desarrollo de microrganismos patégenos en la calidad

postcosecha del fruto u hortaliza.
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3.1. Evaluacion del efecto de las nanoparticulas y cubiertas nanoes-
tructuradas adicionadas con aceites esenciales en el desarrollo
de in vitro de bacterias patogenas

En esta seccion, se muestran los resultados del efecto de las nanoparticulas de
quitosano y nanoparticulas de quitosano adicionadas con aceites esenciales de li-
moén o tomillo sobre bacterias fitopatdgenas como P. carotovorum (Tabla 1) y de
nanoparticulas y nanocapsulas adicionadas con aceite esencial de limén (Tablas 2y
3) y con aceite esencial de tomillo (Figura 1) en bacterias presentes en los alimentos.

En la Tabla 1 se observa que el mayor halo de inhibicién fue para las nanopar-
ticulas de quitosano (NpQ-AET) con aceite esencial de tomillo en concordancia
con la menor cantidad de UFC encontradas. En 1a literatura se ha reportado la
eficacia de nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de tomillo en la inhi-
bicién de P. carotovorum |27, 38] debido a su mecanismo de accién donde la pared
celular de la bacteria y las estructuras de la membrana se deforman, y rompen
causando la fuga de compuestos intracelulares [39].

Tabla 1. Efecto de nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano adi-
cionadas con aceites esenciales de limoén o tomillo sobre el desarrollo de P. carotovorums.

Tratamientos Halo de inhibicion* (mm) UFC
NpQ (0.05 %) 15.0 £ 0.2 Incontables
NpQ (0.05 %) con AEL (20 %) 13.0 £ 0.1¢ 450
NpQ (0.05 %) con AET (5 %) 24.0 £0.17 240
Testigo Medio nutritivo ATP 0% 0.0 Incontables

NpQ = nanoparticulas de quitosano; AEL = aceite esencial de limén; AET = aceite esencial de
tomillo; Los datos representan la media & desviacion estandar. *Las letras diferentes en la misma

columna indican diferencias estadisticas (Tukey, P < 0.05)

En las Tablas 2 y 3, se observa que a medida que aumenta la concentracion,
se incrementa el halo de inhibicion, tanto para las nanoparticulas como para las
nanocapsulas de quitosano solo y adicionadas con aceite esencial de limén para
todas las bacterias evaluadas. Por otra parte, se tiene que las nanoparticulas fue-
ron mas efectivas en su efecto inhibitorio comparadas con las nanocapsulas. Se
ha reportado en la literatura [40, 41] que, en el caso de las nanoparticulas, el aceite
es adsorbido en la superficie de las mismas siendo su liberaciéon mas rapida. En
las nanocapsulas el aceite esta contenido en el interior de estas y debe atravesar la
pared de la misma para ser liberado. De igual forma, se ha demostrado el efecto
antibacteriano tanto del quitosano [42] como del aceite esencial de limon [43].
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Tabla 2. Efecto de la concentracion de nanoparticulas y nanocapsulas de quitosano y de quito-

sano adicionadas con aceite esencial de limén, obtenidas por los métodos de nanoprecipitacién

y nanoencapsulacion, respectivamente, en el desarrollo de bacterias presentes en los alimentos.

Concentracion (ul)
5 2.5 1.25
Bacteria Tratamiento NP NC NP | NC | NP | NC
Halo de inhibicién (cm)*
S. aureus NpQ 1.5 | 0.0 1.3> [ 0.0 | 0.0° | 0.0°
NpQ-AEL 1.5 | 0.2¢ | 1.4 | 0.0°| 0.9* | 0.0°
L. monocytogenes NpQ 1.8 | 0.0° | 1.3 | 0.0°| 0.9 | 0.0°
NpQ- AEL 1.2¢ | 0.28 1.1¢ | 0.0° | 0.9* | 0.0°
S. dysenteriae NpQ 200 | 0.0 1.6* | 0.0° | 1.4* | 0.0°
NpQ- AEL 250 | 04 1.8* | 0.0° | 0.3" | 0.0°
E. coli NpQ 1.0¢ | 0.0° | 0.0 | 0.0°| 0.0° | 0.0°
NpQ- AEL 1.2¢ | 0.0" | 1.0 | 0.0° | 0.0° | 0.0°

NpQ = nanoparticulas de quitosano; NP = nanoprecipitaciéon; NC = nanoencapsulacion; AEL

= aceite esencial de limon. *Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son esta-

disticamente diferentes segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

Tabla 3. Efecto de la concentracién de nanoparticulas y nanocapsulas de quitosano y de quitosa-

no adicionadas con aceite esencial de limén, obtenidas por los métodos de nanoprecipitacion y

nanoencapsulacion, respectivamente, en el desarrollo de 4 bacterias presentes en los alimentos.

Concentracién (ul)

40 20 10
Bacteria Tratamiento NP NC NP | NC NP | NC
Halo de inhibicién (cm)*
S. anrens Q 2.9¢ 1.4¢ 2.8 1.2¢ 1.6° | 0.6°
Q-AEL 3.3b 1.28 1.8¢ 0.5" 1.7¢ 0.3"
L. monocytogenes ~ Q 3.3 | 0.8 2.0° 0.5¢ | 1.9° | 0.0
Q-AEL 1.8¢ 1.3¢ 2.0° 0.98 1.6¢ 0.4"
S. dysenteriae Q 3.1° | 0.0° 2.2 0.0 | 2.2* | 0.0
Q-AEL 3.5% 1.5F 2.9? 1.0¢ 2.6 0.6"
E. coli Q 2.8¢ 0.0 2.1 0.0 2.0 0.0
Q-AEL 3.0° 1.0 2.2° 0.6 2.0P 0.4"

Q = quitosano; AEL = aceite esencial de limén; NP = nanoparticulas elaboradas por nanopre-

cipitaciéon; NC = nanocapsulas elaborados por nanoencapsulacion; AEL = aceite esencial de li-

moén. *Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes

segun la prueba de Tukey (P < 0.05).
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La Figura 1 muestra el efecto antibacteriano de las nanoparticulas de qui-
tosano y de las nanocapsulas de quitosano que contienen aceite esencial de
tomillo sobre el crecimiento de 6 bacterias presentes en los alimentos: §. ax-
reus, L. monocytogenes, B. cereus, S. typhi, S. dysenteriae y E. coli. Las variables que

5
A S. a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes 5
4 N B S. a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes
E EPQ':EE_}" B. c=B. cereus; S.1=S. typhi I NpQ-AET B, c=B. cereus; S. t=S. typhi
4F Q- S. d=5. dysenteriae; E. ¢ =E. coli 4 | ETINQ-AET 5, =S, dysenteriae; E. c=E. coli
3L -
g §
=
5
C S. a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes 5 8. a=S aureus; L. m = L. monocytogenes|
NpQ-AET B =B cereus; S.t=S. typhi NpQAET B =B cereus; S. t=S. typhi
4 [EINQAET g g=g dysenteriae; E. ¢=E. coli 4 NeQ-AET g g=5 dysenteriae; E. ¢ =E. coli
a b
_ 3
5 g
2 E 2
1

S a=S. aureus; L. m = L. monocytogenes
B. c=B. cereus; S. t=S. typhi
8. d=S. dysenteriae; E. ¢ =E. coli

5HE [ NpQ-AET

[0 NeQ-AET
a

IH (cm)

Figura 1. Efecto de las nanoparticulas de quitosano (NpQ) y nanocapsulas de quitosano (NcQ)
adicionadas con aceite esencial de tomillo (AET) sobre el crecimiento (halo de inhibicién) de
bacterias de los alimentos en diferentes concentraciones A) 2.5 pL, B) 5 ul., C) 10 uL, D) 20

pL and E) 40 uLL de volumen minimo inhibitorio. Los datos representan la media  desviacion

estandar. Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente dife-
rentes de acuerdo con la prueba de Tukey (P < 0.05).
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se presentan son la medicion del halo de inhibicién (HI) con relacion a los
diferentes volumenes considerados como volumen minimo inhibitorio (2.5, 5,
10, 20 y 40 uL). Se observa que el efecto inhibitorio fue mayor para las nano-
particulas que para las nanocapsulas con aceite esencial de tomillo. De igual
forma que este fue mayor para el volumen de 40 uL, siendo el halo de inhibi-
cién de 4.3 cm para S. aurens en el caso de las nanoparticulas y de 1.9 cm para
B. cerens para las nanocapsulas. Ademas de lo explicado anteriormente sobre
la diferencia de liberacién del aceite entre nanoparticulas y nanocapsulas, se
ha reportado en la literatura que particulas de tamafio mas pequefo, pueden
destruir con mayor facilidad la membrana celular de las bacterias teniendo en
consecuencia una mayor actividad bactericida [44, 45]. En este trabajo se ob-
servo un tamano de nanoparticulas (6.4 = 0.5 nm) menor que de nanocapsulas
(9.1 = 1.6 nm) [38].

3.2. Evaluacion del efecto de Ias nanoparticulas de quitosano y de
nanoparticulas adicionadas con extractos vegetales de arindano
y nanche o aceite esencial de tomillo en el desarrollo de in vitro
de hongos fitopatégenos

En la Tabla 4 se observan los resultados del efecto 7z vitro de los diferen-
tes tratamientos con nanoparticulas de quitosano (NpQ) y con nanoparticulas
de quitosano adicionadas con extracto etandlico de arandano (NpQ-EEA) para
concentraciones de 0.05 % (NpQ) y del 5 % para el extracto etandlico (EEA),
de igual forma para quitosano solo al 2 %, observando diferencias significat vas
entre los tratamientos (P < 0.05). Se obtuvo que el mayor porcentaje de inhi-
biciéon micelial fue sobre el hongo A. alternata fue para el aislado de higo a un
volumen de 500 pl tanto para las NpQ como para las NpQ-EEA. En cuanto a
la inhibicién de la germinacion y la esporulacion para el aislado de romero, hubo
100 % de inhibicién y 0 esporas ml” para las NpQ a al mayor volumen (500 pl).
Por lo tanto, el tratamiento con NpQ a un volumen de 500 ul resulté ser el mas
efectivo en la inhibicién tanto del aislado de higo como del de romero. El efecto
de inhibicién de las NpQ sobre hongos ha sido ampliamente reportado en la
literatura [46]. Por otra parte, el efecto antifungico de NpQ-EEA no esta repor-
tado por otros autores. Sin embardo, se ha estudiado que extractos botanicos
han resultado menos efectivos que el quitosano en la inhibicién del crecimiento
micelial de hongos y en ocasiones han mostrado un efecto contrario, estimulando
la esporulacion [47].
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Tabla 4. Efecto de quitosano, nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano adicio-
nadas con extracto etandlico de arandano, en el desarrollo 7 vitro de A. alternata aislado de higo

y romero, por un periodo de incubacién de 7-8 dfas a una temperatura de incubacién de 28 °C.

Tratamientos | Volumen | _A. alternata A. alternata (romero)
(uD) | (higo)
Inhibicion | Inhibicion | Inhibicion de .,
L . . .| Esporulacién
micelial micelial | la germinacién (esporas ml )
(%) (%) (%) P
PDA 0.0 0.0? 26.0° 1.63 x 10%
Q 6.0? 1.2 37.5% 9.3x 10™
NpQ 250 50.2° 47.7° 41.1° 1.7 x 107
NpQ 500 83.1¢ 83.0¢ 100¢ 0d
NpQ-EEA 250 50.3° 43.8° 45,2 1.57x 107
NpQ-EEA 500 83.3¢ 76.5¢ 75.1° 1.33 x 10°

PDA = agar papa dextrosa, Q = quitosano; NpQ) = nanoparticulas de quitosano; NpQ-EEA =
nanoparticulas de quitosano con extracto etandlico de arandano. *Medias en la misma columna

seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes segtn la prueba de Tukey (P < 0.05).

ILa Tabla 5 muestra el efecto 7z vitro de los diferentes tratamientos con NpQ y
con nanoparticulas de quitosano adicionadas con extracto metanélico de nanche
(NpQ-EMN) para concentraciones de 0.05 % (NpQ) y del 5 % para el extracto
etanolico de nanche (EEA) y quitosano solo al 2.5 % para volumenes de 250,
500 y 750 pl y comparando con Sportak, un fungicida comercial a un volumen
de 0.01 ml. Existen diferencias significat vas entre los tratamientos (P < 0.05). La
mayor inhibicién micelial se observé para las NpQ-EMN para los volumenes de
500 y 750 pl y para el fungicida comercial Sportak tanto para el aislado de papaya
como para el de guanabana, mostrando un 100 % de inhibicién de la germina-
cion de C. gloeosporioides. Igualmente, a medida que aumenta la concentracion, se
incrementa el efecto sobre el hongo pasando de fungistatico a fungicida. Este
comportamiento es contrario al del extracto de arandano sobre A. alternata, 1o
cual puede deberse a la composiciéon o a una menor volatilizacion de este o a su
mecanismo de acciéon sobre el hongo como se menciond anteriormente, exis-
tiendo en este caso, un efecto sinérgico entre el extracto metanolico de nanche y
las nanoparticulas de quitosano. El efecto de NpQ sobre C. gloeosporioides ha sido
reportado por otros autores [48, 49].
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Tabla 5. Efecto de quitosano, nanoparticulas de quitosano y nanoparticulas de quitosano
adicionadas con extracto metanoélico de nanche, en el desarroolo in vitro de C. gloeosporioides
aislado de papaya y guanabana, por un periodo de incubacién de 7-8 dias a una temperatura

de incubacion de 28 °C.

Tratamientos | Volumen Papaya Guandbana
(ul)
Inhibicién | Inhibicién de | Inhibicion | Inhibicion de la
micelial | la germinacién | micelial germinacion
(%) (%) (%) %)

PDA 0.0 0.0 0.0 0.0
Q 9.4> 0.0 9.0 2.0°
NpQ 250 19.4° 0.0 33.0° 7.0P
NpQ 500 53.4¢ 0.0 49.0¢ 8.0
NpQ 750 57.0¢ 11.0° 59.44 7.0°
NpQ-EMN 250 44.0¢ 47.0¢ 52.8¢ 10.0°
NpQ-EMN 500 71.2¢ 1004 82.0° 100¢
NpQ-EMN 750 79.6F 1004 82.0¢ 100¢
Sportak 80.0° 1004 82.0¢ 100¢

PDA = agar papa dextrosa, Q = quitosano; NpQ = nanoparticulas de quitosano; NpQ-EMN =
nanoparticulas de quitosano con extracto metanolico de nanche. *Medias en la misma columna

seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes segtin la prueba de Tukey (P < 0.05).

En la Tabla 6, se observan los resultados de las cubiertas nanoestructuradas
con quitosano y quitosano adicionado con aceite esencial de tomillo en la inhibi-
ci6n micelial y en la germinacién de hongos fitopaté enos aislados de diferentes
frutos para una concentracion de aceite esencial de tomillo del 5 %, aceite de ca-
nola 0.1 % y glicerol 0.3 %. se observan diferencias significat vas entre tratamien-
tos. Se observa como a medida que aumenta la concentracion de las NpQ-AET
de 50, 53 a 55 % en la formulacién, hubo una mayor inhibicion del crecimiento
micelial llegando hasta un 100 % para un 55 % de NpQ-AET para todos los
hongos estudiados si presentar germinacion. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Zahid y colaboradores [50] y Correa-Pacheco et al. [30] para
C. gloeosporivides aplicando nanoemulsiones de quitosano y cubiertas nanoestruc-

turadas de NpQ-AET, en aislados de pitahaya y aguacate, respectivamente.
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Tabla 6. Efecto de las cubiertas nanoestructuradas de quitosano con aceite esencial de
tomillo (AET) en la inhibicién micelial y germinacién de hongos fitopatégenos al final del

periodo de incubacién.

(%) Inhibicién micelial / (%) germinacién

Tratamientos 5 ¢ . ¢ - C. fragariae R. R. stolonifer

alternata | gloeosporioides | gloeosporioides (o) stolonifer (i)

(higo) (papaya) (guanabana) y (papaya)

PDA 0°/85¢ 0°/92% 0*/97¢ 0*/100° 0*/95¢ 0°/94°
Q98.6 %+ |0/46° 0*/90° 0¢/95P 02/97" 0¢/100¢ | 0°/95"
NpQ-AET
1.0 %
Q89.6 %+ |0v/57 0*/89 0°/94° 0¢/96° 0°/99¢ 0:/96>
NpQ-AET
10 %
Q49.6 %+ |19.2°/90¢ [17.7°/89° 30.0°/98¢ 85.0°/95>  |72.5°/84" | 62.0°/92°
NpQ-AET
50 %
Q46.6 %+ |70.2¢/0" |65.0°/91* 92.0°/100¢ 100¢/0° 100°/0*  162.4°/0°
NpQ-AET
53 %
Q44.6 %+ |1004/0* |100¢/99¢ 100¢/0° 100¢/0° 100¢/0*  |100¢/0*
NpQ-AET
55 %

PDA = agar papa dextrosa; Q = quitosano; NpQ = nanoparticulas de quitosano; AET = aceite
esencial de tomillo. *Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadistica-

mente diferentes segin la prueba de Tukey (P < 0.05). Valores de P después de ser transformados.

3.3. Evaluacion del efecto de la aplicacion de cubiertas nanoestruc-
turadas en el control de hongos fitopatégenos y en la calidad
postcosecha de aguacate y fresa

En la Tabla 7, se muestran los resultados de la evaluacion 7z siz# de las cubiertas
sobre el aguacate cv Hass. Se observa que la incidencia de la enfermedad fue mayor
para el fruto sin cubierta (84.6 %) comparado con el fruto con cubierta (54.0 %)
al igual que el indice de severidad con 2.6 y 1.7, respectivamente, observandose
diferencias estadisticas significativas (P < 0.05) entre ambos valores. Notoriamente,
la firmeza se mantuvo en mayor grado para el fruto con cubierta. Por otra parte, la
calidad de la fruta no se vio afectada por la cubierta ya que no se observaron dife-
rencias estadisticas significativas para la pérdida de peso, SST, contenido de materia
seca (CMS) y acidez. Se ha demostrado en la literatura la efectividad del AET en
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conjunto con el quitosano para reducir la antracnosis causada por C. gloeosporioides
en aguacate, cuyo modo de accién se asocia a la alteracion de la membrana del hon-
go y al contenido de fenoles del aceite que los sitios de activaciones de las enzimas
fungicas y el metabolismo celular del mismo [51, 52].

Tabla 7. Efecto de las cubiertas nanoestructuradas de quitosano y aceite esencial de tomillo en
el desarrollo de C. gloeosporioides y en la calidad postcosecha del aguacate cv “Hass” por un petio-
do de 8 dias de almacenamiento.

Crntamientos | CdERC [ ¢ L ieri“}; SST* | Firmeza* | CMS* | Acidez*
| v (103 /;’ CBrin) | ) | @) | )
0
Sin cubjerta | 84.6° 2.6° 11515 | 088 | 186 | 226' | 0.05
Con cubierta | 54.0° L7 1176 | 078 | 3020 | 229* | 0.06°

Escala del indice de severidad: 1 = 0 %, 2 = 1-25 %, 3 = 26-50 %, 4 = 51-75 % y 5 = 76-100 %
de la superficie de la fruta con sintomas de antracnosis. *Medias en la misma columna seguidas
por letras diferentes son estadisticamente diferentes segun la prueba de Tukey (P < 0.05).

La Figura 2, muestra los resultados de la aplicacién de cubiertas nanoestructu-
radas sobre la respuesta en las variables de fi meza, acidez y SST en fresas inocu-
ladas con el hongo C. fragariae durante un periodo de 9 dias de almacenamiento

25 14
A ~
g 1.2
~20r 2
z £ 1.0
< L I — 5 L
LI S
E o - 7 — 206}
= [ N
o 204} —— Control
5| 7:7 gontrol g ® NpQ
A PQ < 0.2 —A— NpQ-EEA
—A—NpQ-EEA 0
ol ‘ o 0.0— : =
0 3 6 9 0 3 6 9
Dias de almacenamiento Dias de almacenamiento
Figura 2. Efecto de las nanoparticulas de quitosano
(NpQ), nanoparticulas de quitosano con extracto
g etandlico de arandano (NpQ-EEA) y quitosano
°;« (Q) en fresas inoculadas con C. fragariae durante 9
2 4 dias de almacenamiento a 4 °C para las variables:
—&— Control .
R p N:gm A) fi meza, B) acidez y C) SST. Los datos
I —A—NpQ-EEA representan la media + desviacién estindar. Medias
0L . e en la misma columna seguidas por letras diferentes
0 3 6 9

son estadisticamente diferentes de acuerdo con la
Dias de almacenamiento prueba de Tukey (P < 0.05).



160 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 3

a una temperatura de 4 °C. Los tratamientos corresponden a 75 pL./mlL de las
NpQ y de NpQ-EAA, y 1.5 % de Q, ademas de un grupo control para frutos
sin cubiertas. Se obtuvo que no hubo diferencias significativas entre tratamien-
tos ni dias para las variables evaluadas. Esto pudo deberse al grado uniforme de
madurez de los frutos. Vargas y colaboradores [53] reportaron este mismo com-
portamiento para fresas almacenadas a 4 °C con cubiertas de quitosano y acido
oleico para la acidez y SST. De igual forma, los SST mostraron este mismo com-
portamiento para fresas recubiertas con diferentes concentraciones de propoéleo
y NpQ a la misma temperatura de refrigeracion [54, 55].

3.4. Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano y pineno y su
toxicidad en un modelo murino

El ensayo de toxicidad en un modelo murino solo se realizé para las nano-
particulas de quitosano cargadas con el pineno y el recubrimiento elaborado con
estas nanoparticulas.

La Figura 3A muestra NpQ-P de forma esférica con un tamano de 5 £ .07nm.
Asimismo, presenta una distribucién binomial en la cual 81.5 % de su poblacion
tiene un tamafio de 3.9 £ .5 nm y un potencial Z de 13.4 a 14.9 mV (Figura 3B).
Este tamafio de particulas ya fue reportado en trabajos similares del grupo de
investigacioén para nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de limoén [19].
En el analisis de FTIR de la Figura 3C, se encontraron los grupos hidroxilos y
amino caracteristicos de Q, NpQ y NpQ-P correspondientes a las longitudes de
onda de 3400-3800 cm™ y 1400 y 1560cm™, respectivamente [56]. En el espectro
del P (pineno) y NpQ-P se observo la superposicion de las senales de estiramien-
to de los grupos aromiticos del pineno entre 3200-3000 cm™ y del grupo metilo
entre 2880-2860 cm™ con el grupo amino, evidenciandose la presencia de los
grupos aromaticos del pineno y la matriz del quitosano, como consecuencia del
encapsulamiento o formacion de enlaces entre ellos.

La toxicidad subcronica en el modelo murino fue evaluada después de 28 dias
de la administracién por via oral de la dosis de 2.5 g/kg de peso corporal de las
NpQ-P y RNpQ-P No hubo muerte en los ratones ni se presentaron conductas
anormales como se observa en la Tabla 8. Autores como Aguilar-Santamarfa [37]
administraron extracto etanolico, metanodlico y acuoso de arnica roja (Galphimia
lanca), reportando cambios en la disminucién en los reflejos y el aumento en la
deshidratacion, letargo y piloereccion en comparacion con los ratones testigo. Por
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Figura 3. Caracterizacion del quitosano (Q), nanoparticulas de quitosano con a-pineno (NpQ-P)
y a-pineno (P): A) Micrografia de NpQ-P por TEM, B) Distribucién de tamafio de particulas
NpQ-P por DLS y C) Espectro FTIR de Q (negro), NQ (verde), NpQ-P (azul) y P (rojo).

lo tanto, al no presentarse cambios en la conducta del ratén, es indicativo de dafios
a nivel de sistema nervioso central, lo cual no se observé en el presente ensayo.

Tabla 8. Variables conductuales para el ensayo de toxicidad subcrénica observados durante 28

dias en ratones hembra ICR.

Agua destilada | NpQ-P | RNpQ-P

Agarre de fuerza N N N
Reflejo N N N
Equilibrio N N N
Alarma N N N
Defecacién/urinacién N N N
Piloerecciéon NP NP NP
Deshidratacion NP NP NP
Ataxia NP NP NP
Letargo NP NP NP

N: Normal; NP: No presentd; NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas con a-pineno;

(RNpQ-P) =recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con a-pineno.

Por otra parte, se evalué el peso corporal y la diferencia de peso higado/rifion

de cada animal semanalmente hasta el dfa 28. En cuanto al peso, se observé un
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incremento entre los grupos dentro de los parametros normales sin diferencias
significat vas (P < 0.94) y la proporcién en porcentaje del peso del higado y del 1i-
fion no mostroé diferencias estadisticas significat vas entre los grupos (P < 0.051)
como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Efecto de las NPQ-P y del RNpQ-P en el peso del raton, higado y rifion.

Relacién 6rgano/

Peso del ratén (g) peso corporal (%)

Tratamientos | Semana 1 | Semana 2 | Semana 3 | Semana 4 | Higado | Rifén
Agua 26.312.8" | 26.3+2.4" | 27.142.5* | 27.142.3* | 5.520.4* | 0.6+0.05°
destilada

NpQ-P 26.0£0.7* | 26.4%+1.4* | 27.5+1.8* | 28.1+1.6* | 5.8£0.8* | 0.7+0.04*
RNpQ-P 26.0£0.8* | 26.0£1.6* | 26.0+1.2* | 25.4+2.5* | 6.0£0.3* | 0.7+0.07*

*Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes se-
gun la prueba de Tukey (P < 0.05). Peso de higado de ratén (F = 1.1514, gl = 2, P < 0.252) y de
rifién (F = 3.654, gl = 2, P < 0.051). NPQ-P = NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas
con a-pineno; (RNpQ-P) = recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con
a-pineno.

La medicién de la hepatoxicidad mediante los perfiles de actividad enzimati-
ca de fosfatasa alcalina (FAL), alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato ami-
notransferasa (AST) no mostraron diferencias significat vas de los tratamientos
comparados con el testigo, sin causar un aumento en la actividad enzimatica,
demostrando que no son téxicos ya que no afectaron al animal a nivel hepatico.
Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Actividad enzimatica de FAL, ALT y AST en suero de ratén expuestos por 28 dias a
las NpQ-P y al RNpQ-P.

UI/L Agua destilada NpQ-P RNpQ-P
ALT 6.512.8 10.3£1.6° 7.212.4
AST 13.4£5.0° 17.3£3.8" 22.1+5.8
FAL 47.4+12.3 41.4+11.2° 37.4+10.8

*Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes se-
gun la prueba de Tukey (P < 0.05). FAL = fosfatasa alcalina; ALT = alanina aminotransferasa;
AST = aspartato aminotransferasa; NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas con a-pine-
no; (RNpQ-P) = recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con a-pineno.

En la Tabla 11, se observan los resultados de las pruebas de genotoxicidad y
citotoxicidad, mostraron que hubo un incremento positivo y no dafiino para el
modelo murino estudiado ya que los valores de EPC/1000ET (EPC = eritrocitos
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policromaticos, ET = eritrocitos totales) presentaron diferencias significat vas
entre los tratamientos para NpQ-P comparados con el control (p = 0.001). De
igual forma, los valores de EMN/10000ET (EMN = eritrocitos micronucleados)
presentaron diferencias estadisticas entre el control y el tratamiento con NpQ-P
(p = 0.006), con una disminucién de los EMN indicando que no hubo lesiones
cromosomicas inducidas. Entre el control y el recubrimiento nanoestructurado
(RNpQ-P) no se observaron diferencias estadisticas tanto para EPC como para
EMN. En cuanto a los valores de EPCMN/1000EPC (EPCMN = eritrocitos po-
licromaticos micronucleados) no se observan diferencias significat vas entre los
tratamientos. Debido a que no hubo un aumento de la cantidad de microntcleos
lo cual se relaciona con dafios a nivel genéticos y al no presentarse diferencias
significat vas en los valores de EPCMN, se concluye que no hubo genotoxicidad
a diferencia de otros trabajos [37] donde si se ha reportado genotoxicidad en
modelos murinos usando extractos de berenjena espinosa (Solanum chrysotrichum)
a una concentracion de 1g/kg' de peso. Esto se explicé por una disminucion
en EPC y EMN en comparacién en los testigos tanto positivo como negativo,
ciclo-fostamida y placebo, respectivamente.

Tabla 11. Evaluacion de la genotoxicidad y citotoxicidad de NpQ-P y RNpQ-P.

Tratamientos EPC/1000ET EMN/10000ET EPCMN/1000EPC
Agua destilada 21.0+3.4% 3.7+0.8 1.7£1.0°
NpQ-P 26.312.4° 2.0+0.6° 1.7+1.0¢
RNpQ-P 18.7+2.1° 4.711.9° 1.3+0.5°

*Medias en la misma columna seguidas por letras diferentes son estadisticamente diferentes se-
gun la prueba de Tukey (P < 0.05). NpQ-P = nanoparticulas de quitosano cargadas con a-pine-
no; (RNpQ-P) = recubrimiento nanoestructurado de nanoparticulas de quitosano con a-pineno;
EPC = eritrocitos policromaticos, ET = eritrocitos totales; EMN = eritrocitos micronucleados;
EPCMN = etitrocitos policrométicos micronucleados. Conteo de EPC/1000 ET (F = 12.56, ¢l =
2, P <0.001), EMN/10000 ET (F = 7.206, gl = 2, P < 0.006) y EPCMN/1000 EPC (F = 0.278,
gl =2, P<0.761).

4. Conclusiones

Los resultados demostraron que el aceite esencial de tomillo incorporado en
las NpQ fue efectivo en la inhibicién 7z vitro e in vivo para los diferentes microor-
ganismos estudiados. En cuanto a los extractos botanicos, el efecto inhibitorio
fue diferente dependiendo del extracto, en algunos casos fue mayor para NpQ
con el extracto encapsulado (EMN) y en otros fue menor (EEA) comparado
con cubiertas con NpQ solas. De igual forma, las nanoparticulas fueron mas
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efectivas que las nanocapsulas de quitosano tanto con AEL como con el AET en
el control de microorganismos a las mayores concentraciones de agente bioactivo
usado. En general, la aplicaciéon de las cubiertas nanoestructuradas inhibieron
notablemente el desarrollo de los microrganismos patégenos en relacion a los
frutos no tratados, presentando la adicién de agentes bioactivos como aceites
esenciales o extractos botanicos un efecto sinérgico y en la mayoria de los casos
sin afectar la vida de anaquel de los frutos tratados durante el almacenamiento.
En el desarrollo de cubiertas nanoestructuradas es importante considerar fac-
tores como concentracion de los componentes en las formulaciones, el tipo de
in6culo y el hospedero. Por otra parte, debido a la ausencia de regulaciones sobre
los nanomateriales, existen muchas inquietudes respecto al impacto sobre las per-
sonas y el medio ambiente en el largo plazo. De tal manera que se requieren mas
estudios en la aplicacién de la nanotecnologia en el procesamiento y empaque,
nanotoxicidad, regulacion, analisis de riesgos y beneficio .
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