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RESUMEN

La contaminacion por hongos es uno de los principales problemas a los que se
enfrenta la industria de la panificacién. Para combatirla, se ha optado por el uso de
aditivos como las sales de acido propionico, benzoico y sorbico. En los ultimos afios
se ha cuestionado acerca del uso de estos aditivos, debido a la tendencia creciente
para elegir alimentos que tengan la menor cantidad de aditivos sintéticos. El uso de
agentes antimicrobianos naturales puede ser una alternativa viable para evitar el
crecimiento de hongos y agentes deterioradores en el pan, aplicados tanto en la
masa como en la corteza, extendiendo la vida de anaquel del mismo. El objetivo de
este trabajo fue disefar y caracterizar un recubrimiento comestible (RC) y evaluar
su efecto en un pan artesanal adicionado con Lactococcus lactis NRRL B-50307
micro encapsulada. Para la formulacion se aplicé un disefio factorial completo 22
con tres réplicas. Los factores fueron la mezcla de quitosano (75% des-acetilacion,
QT 1%) y proteina de quinoa (PQ, 2%) en dos relaciones volumétricas 1:4 y 1:9
(QT:PQ) y mezcla de aceites esenciales de canela (CA) y hierba limon (HL) en
relacion 1:1y 2:1 (CA:HL, p/p). El tratamiento de relacion 4:1 mostré una inhibicion
del 63% de Rhizophus stolonifer, menor tamafio de particula (2.81+0.13 um), indice
de polidispersion de 0.77+1.4 y potencial ¢ de 26.4+1.3 mV. Ambos tratamientos
mostraron propiedades mecanicas similares. Los tratamientos 4:1 produjeron
recubrimientos mas homogéneos cuando se analizaron bajo microscopia
electronica de barrido. Se encapsulé Lactococcurs lactis UQ2 por medio de secado
por aspersion (eficiencia de encapsulacion 80.8%) y se evalud su viabilidad (2x10°
UFC/mL). Se realizo el estudio de vida de anaquel acelerada y no se encontr6
crecimiento de hongos, levaduras o coliformes totales, observandose una
disminucién en la dureza del pan con tratamientos.

Palabras Clave: Aceite esencial de hierba limoén, aceite esencial de canela,
recubrimiento comestible activo, Lactococcus lactis UQ2, pan.



ABSTRACT

Fungi spoilage is one of the most common problems in bakery industry that have
been controlled for many years by chemically synthesized food additives. However,
in recent years, the use of these additives has been questioned, mostly because of
the new trends of choosing foods incorporating the least possible chemical additives,
with simultaneous increase in shelf life. Natural antimicrobial and antifungal agents
could be a viable alternative to avoid fungi and microbial spoilage in bread, when
applied as coatings or within the food product to achieve extended shelf life. The aim
of this work was to design and characterize an edible coating based on chitosan
(QT) (75% de-acetylation), quinoa protein (QU) and a mixture of cinnamon (CA) and
lemongrass (HL) essential oils (EO), and to evaluate its performance on sourdough
bread. Microencapsulated nisin producer Lactococcus lactis NRRL B-50307 was
added to the sourdough. A 22 factorial design with three replicates was used, with
factors chitosan-chinoa ratio (1:4 and 1:9 QT:QU) and steam distilled essential oils
(1:12 and 1:2 HL:CA, v/v). The physicochemical, mechanical, structural and antifungal
properties of the films were evaluated. The treatments at 1:4 ratio (QT:QU) inhibited
63% of the radial growth of Rhizopus stolonifer, showed small particle size 2.81+0.13
pum, polydispersity index 0.77+1.4, and ¢ potential of 26.4+1.3 mV. Treatments using
both QT:QU weight ratios showed similar mechanical properties, while the film using
1:4 weight ratio showed more homogeneous structure by using scanning electron
microscopy. Lactococcus lactis NRRL B-50307 was microencapsulated by spray
drying, achieving 2x10% CFU/g and encapsulation efficiency of 80.0+0.8 %. Shelf-life
analysis on a climatic chamber was evaluated and no microorganisms were found.

Keywords: lactic acid bacteria, edible films, essential oils, biopreservation
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1. INTRODUCCION

El pan es uno de los alimentos mayormente consumidos a nivel mundial. En Europa,
este consumo esta liderado por Austria, Bélgica y Bulgaria (Quilez y Salas-Salvado,
2012). En México, segun los datos de la Camara Nacional de la Industria
Panificadora (CANAINPA), el consumo estimado de pan es de 33 kg por persona al
afo, siendo uno de los méas grandes de Latinoamérica, solo después de Chile (96
kg per capita), Argentina (75 kg per capita) y Uruguay (62 kg per capita). Este nivel
de consumo plantea distintos retos a la industria de la panificacion, siendo el
principal la necesidad de asegurarse que el producto tenga una vida de anaquel
duradera. El deterioro de los productos de panificacion es causado principalmente
por hongos de los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Gerez et al., 2009).
Si bien no existen datos actualizados acerca del desperdicio de productos de
panificacion en México, se sabe que, en Estados Unidos, del 68% de productos de
panificacion consumidos, 20% se desperdicia en las cocinas y 16% en los
anaqueles (STATISTA, 2016). Por mucho tiempo, la adicibn de los acidos
propiodnico, benzoico y sus sales, fue la solucién principal para combatir el
crecimiento de microorganismos deterioradores. No obstante, debido a las

exigencias del mercado, se ha reducido drasticamente su uso.

Se han buscado diversas alternativas para la conservacion de los productos de
panificacion. El uso de recubrimientos (RC) y peliculas (PC) comestibles se ha
posicionado en los ultimos afios como una de las mejores opciones, debido
principalmente a los efectos de barrera que ofrecen contra diversos
microorganismos. Los aceites esenciales de hierba limon (Cymbopogon citratus) y
canela (Cinnamomum verum) han mostrado tener propiedades antimicrobianas, por
lo que su adicion a estos recubrimientos podria ayudar con la inhibicién del
crecimiento de diversos microorganismos deterioradores, extendiendo la vida de
anaquel de los productos a los cuales se aplica el recubrimiento. Durante los ultimos
afos, las bacterias acido lacticas se han estudiado debido al enorme potencial
antimicrobiano que han demostrado, de modo que en los ultimos afios se han

propuesto como conservadores naturales.



Debido a todos estos factores, el objetivo principal de este trabajo fue disefiar un
recubrimiento comestible a base de quitosano y proteina de quinua, adicionado con
aceites esenciales de hierba limén y canela, asi como evaluar sus propiedades
fisicoquimicas y de barrera, para aplicarlo a un pan tipo artesanal. Al mismo tiempo,
para retardar el crecimiento de microorganismos deterioradores de un pan tipo
artesanal, se adicionara la bacteria 4cido lactica Lactococcus lactis NRRL B-50307
a la masa fermentada. Se evalu6 el efecto antimicrobiano de los recubrimientos y
del in6culo de L. lactis sobre el pan artesanal, asi como los efectos en las

caracteristicas reologicas y sensoriales del mismo.



1. ANTECEDENTES

El deterioro puede ser definido como “cualquier cambio en la composicion de un
alimento que puede afectar negativamente en las caracteristicas organolépticas del
mismo” (Smith et al., 2004). En los productos de panificacion, se pueden definir dos
tipos principales de deterioro: fisico (perdida de humedad, etcétera) y microbioldgico
(levaduras, hongos, bacterias, entre otros). Algunos de los factores mas comunes
gue tienen un papel fundamental en la degradacion de estos productos son el pH,
actividad de agua, condiciones de almacenamiento, humedad y aditivos.

2.1Deterioro fisico

En este tipo de deterioro se encuentran problemas como la pérdida y ganancia de
humedad, que resultan en cambios de textura y promueven la proliferacion de
microorganismos. El principal factor de deterioro fisico es el envejecimiento, el cual
se define como “cualquier tipo de cambio, exceptuando los provocados por deterioro
microbiano, que ocurren en el pan o en otros productos de panificacion durante el
periodo post horneado, haciéndolo menos aceptable al consumidor” (Soukoulis et
al., 2014). Este mecanismo implica reacciones que favorecen la redistribucion de
humedad, pérdida de sabor y olor, retro degradacion de almidén y aumento en la
firmeza. Generalmente, se controla mediante aditivos y el uso de atmodsferas

enriquecidas en COx.
2.2Deterioro microbiano

Tipo de deterioro mas comun en productos de panificacion y el que mayor impacto
tiene en la vida de anaquel del producto terminado. Se estima que, tan solo en los
Estados Unidos, las pérdidas de productos por este deterioro son de 1 a 3% de un
total de 90 mil toneladas de productos al afio (Smith et al., 2004). Este deterioro esta
estrechamente relacionado con la actividad de agua de los productos;

principalmente dado por bacterias y hongos



a) Deterioro bacteriano
Es el tipo menos comun de deterioro microbiano, limitado a productos de
panificacién con alto nivel de humedad, debido a que la mayoria de las bacterias
requieren de un elevado nivel de actividad de agua para proliferar, condicién poco
comun en los productos de panificacién. Lavermicocca et al., (2016), reportan que
Bacillus cereus es la principal especie causante de enfermedades transmitidas por
productos de panificaciéon. Las esporas de esta bacteria pueden encontrarse en las
materias primas de productis de panificacion, siendo termorresistentes pueden
sobrevivir las temperaturas de horneado, llegando al producto final vy
consecuentemente arriesgando la salud del consumidor. Usualmente, este

problema es controlado agregando conservadores a la masa del producto.

b) Deterioro por hongos
Considerados como los principales organismos deterioradores en productos de
panificacion (Figura 1), los hongos representan un gran problema para la industria,
principalmente por las pérdidas econémicas que se obtienen afio con afo por este
problema. Factores como el aire, superficies y utensilios contaminados y algunos
ingredientes como nueves 0 especias, contribuyen ampliamente al desarrollo de
especies de hongos, entre los cuales se encuentran Eurotium, Aspergillus,
Penicillium, Monilia, Mucor, Endomyces, Cladosporium, Fusarium y Rhizopus
(Coda, et al., 2008). La contaminacién por hongos es una de las mas dificiles de
erradicar debido a que se pueden contaminar tanto en el exterior como en el interior
del producto. Las micotoxinas de los hongos filamentosos son especialmente
dafinas para el consumidor, siendo causantes de intoxicaciones que pueden llegar
a ser letales (Barbosa et al., 2021). La contaminacion por hongos se controla
principalmente por la adicion de sustancias conservadoras, principalmente acidos
organicos o sus sales. No obstante, estas sustancias pueden impartir algunas
caracteristicas organolépticas no deseables al producto terminado. Para resolver
este problema, diversos estudios en los ultimos afios se han enfocado en la

investigacion de aditivos naturales para corregir este problema.



2.3Peliculas y recubrimientos comestibles

Son sustancias producidas a partir de biopolimeros (proteinas, polisacaridos, lipidos
ya sea solos o en combinacion) y aditivos de grado alimentario. Los biopolimeros
tienen multiples mecanismos para formar las peliculas, incluyendo enlaces
covalentes (puentes disulfuro y entrecruzamiento), fuerzas intramoleculares e
interacciones idnicas o hidrofébicas (Han, 2014). Se trata fundamentalmente de una
matriz delgada que se aplica a los alimentos ya sea sumergiéndolos
(recubrimientos) o preformandola en una lamina sélida y envolviendo el alimento
con ella (peliculas). En un inicio, estas matrices se utilizaban como métodos de
conservacion en frutas y hortalizas, debido a que crean una barrera fisica a los
gases, permitiendo modificar la atmosfera interna de la fruta y de esta manera
retrasar la maduracion y senescencia (Arredondo-Ochoa et al., 2018). Sin embargo,
algunos recubrimientos y peliculas son capaces de liberar de manera controlada
agentes antimicrobianos, lo que llevé a nuevos estudios donde se analiza esta

propiedad, extendiendo su uso a otros arupos de alimentos (Figura 1).
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2.3.1 Composicion de los recubrimientos (RC) y peliculas comestibles (PC)

Una pelicula comestible (PC) es aquella matriz preformada que después se aplica
al alimento, mientras que en un recubrimiento comestible (RC) el alimento se
sumerge en la solucion filmogénica (Hassan et al., 2018). Los materiales principales
qgue forman los RC o PC son los biopolimeros (polisacaridos, lipidos o resinas). Las
propiedades de la solucién resultante estaran directamente relacionadas con la
composicion quimica y fisica de los biopolimeros (Han, 2014). Dependiendo de la
conformacioén de los mismos, los RC o PC se dividiran en tres categorias principales:
a base de proteinas (vegetales o animales), hidrocoloides (polisacaridos), lipidos
(Acidos grasos, acilgliceroles o cercas) o bien una mezcla de dos o mas de los
componentes antes mencionados (Valencia y Torres, 2016). Sin embargo, para que
estos puedan continuar siendo comestibles, los Unicos solventes permitidos son

agua y etanol.

Las proteinas son los compuestos mas comunmente usados como formadores de
peliculas, debido a caracteristicas como su desnaturalizacion conformacional,
cargas electrostaticas y naturaleza anfilica (Han, 2013). La estructura de las
proteinas puede ser facilmente modificada para obtener las caracteristicas que se
deseen, por medio de distintos métodos de desnaturalizacion. Las proteinas pueden

ser obtenidas de distintas fuentes animales o vegetales.

En el grupo de polisacaridos se encuentran carbohidratos a base de almidon,
hidrocoloides, fibras y otros carbohidratos no almidonosos. A diferencia de las
proteinas, la conformacion de peliculas a partir de polisacaridos suele resultar en
estructuras mas complicadas y de mayor peso molecular. Las principales fuerzas

involucradas en este tipo de peliculas son los puentes de hidrégeno.

Los lipidos son compuestos biodegradables y cohesivos que poseen fases de
transicion dependiente de la temperatura, por lo cual son ampliamente moldeables.
Ademas, al ser de naturaleza hidrofébica, son afiadidos a los RC para incrementar
la resistencia de los mismos a la penetracion de agua, ya sea en forma de emulsién

o0 multicapas (Mohamed et al., 2020).



2.3.2 Recubrimientos y peliculas comestibles con propiedades

antimicrobianas

Las peliculas y recubrimientos comestibles que integran agentes antimicrobianos
tienen como objetivo extender la fase lag, minimizando o suprimiendo el rito de
crecimiento de los microorganismos (Navarro-Cruz et al., 2018). Estos agentes
antimicrobianos pueden ser incorporados a las matrices por distintas vias,
dependiendo si son o no volétiles, dentro de los polimeros o en forma de capas
absorbentes antimicrobianas unidos por enlaces idnicos o covalentes (Ortega-Toro
et al., 2016). La difusion de estos agentes antimicrobianos depende principalmente
de la composicion del recubrimiento y del alimento (almacenamiento, pH, actividad
de agua). Diversos estudios han demostrado que los recubrimientos comestibles
adicionados con agentes antimicrobianos se presentan como alternativas de
empaque bio sustentables y como aditivos naturales. Entre los principales agentes
antimicrobianos naturales que se agregan a este tipo de recubrimientos se incluyen
enzimas antimicrobianas, bacteriocinas, aceites esenciales y compuestos fendlicos
(Boyaci et al., 2016).

Entre las principales aplicaciones de los RC y PC, se encuentra aquella en la que
se disefia un recubrimiento capaz de controlar y liberar agentes antimicrobianos.
Estos son incorporados al recubrimiento, principalmente para prolongar la vida de
anaquel del mismo, disminuyendo la proliferacion de agentes fungicos y
microbianos en la superficie del alimento. Se dividen principalmente en dos grupos,
basados en su mecanismo de accion: el primero consiste en la migracién de
compuestos activos, que pasan parcial o totalmente al alimento o a la superficie y
el segundo mediante mecanismos no migratorios, que contienen compuestos con
actividad antimicrobiana en la superficie de la pelicula (Vazquez-Briones y Guerrero-
Beltran, 2017). Estos agentes pueden elegirse dependiendo del tipo de
microorganismo que afecte el alimento. Ademas, cuando se conoce la velocidad de
difusién del antimicrobiano en el producto, se puede controlar la incorporacion de
otros agentes a la pelicula, como colorantes, saborizantes o antioxidantes (Avila-
Sosa et al., 2012).



2.3.2.1 Quitosano

Se trata de un biopolimero no toxico, producido mediante la desacetilacion de
quitina, conformado principalmente por unidades de B-(1-4)-2acetamido-D-glucosa
y B-(1-4)-2-amino-D-glucosa. Su potencial como conservador de origen natural ha
sido ampliamente reportado en la literatura (Nguyen et al., 2020; Tokatli et al., 2020;
Davoodi et al.,, 2020). Las peliculas obtenidas con base en quitosano han
demostrado tener una permeabilidad a ciertos gases (CO2 y O2), ademas de
diversas propiedades mecanicas y antimicrobianas, sin embargo, son altamente
permeables al agua. En la naturaleza, este compuesto se encuentra principalmente

en las corazas de crustaceos como camarones y cangrejos.
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Figura 2. Estructura quimica del quitosano (adaptado de Sheikh et al., 2013)

El grado de desacetilacion del quitosano (sustitucién de un grupo acetilo por un
grupo amino) tiene mucha influencia en las caracteristicas quimicas del mismo.
Ademas, el grado de desacetilacion influye ampliamente en la capacidad
antimicrobiana del quitosano (Hernandez-Téllez et al., 2016). Esto se debe al
mecanismo antimicrobiano del quitosano, el cual consiste en la interaccion de
cargas opuestas entre este y la membrana celular, alterando asi la fuerza protén
motriz de la célula, resultando en la interferencia de la sintesis de proteinas de la

misma.



2.3.2.2 Proteinade quinua

La quinoa (Chenopodium quinoa Willd), especie nativa de Sudamérica, producida
principalmente en los andes de Bolivia y Perd, es una semilla presente en la dieta
de las tribus nativas del continente desde antes de la conquista. Debido a esta
amplia dispersion geogréfica, tiene mucha importancia social y econdmica, ya que
es un cultivo alternativo para paises en vias de desarrollo. Tiene un alto contenido
de proteina, que va en un rango del 12 al 23% (p/p), sus principales fracciones
proteicas son albuminas y globulinas y su estructura es estabilizada por puentes
disulfuro (Rojas et al., 2011). La quinoa se considera uno de los granos con valor
nutricional mas completo, debido a su alto contenido de proteinas

(aproximadamente alrededor de 15%), vitaminas y minerales (Villacrés et al., 2022).

La proteina de quinoa ha sido utilizada en recubrimientos comestibles en algunos
estudios, principalmente debido a que produce peliculas mecanicamente
resistentes, aungque no del todo transparentes. Cuando se utiliza en combinacion
con el quitosano, con acido lactico como solvente, la proteina muestra un efecto
plastificante reduciendo los niveles de la fuerza de tension, paralelamente
aumentando la elongacién de la misma, principalmente, debido a las interacciones

ionicas y la formacion de puentes de hidrogeno entre ambos compuestos.
2.3.2.3 Plastificantes

Son adicionados a los recubrimientos para mejorar su flexibilidad y funcionabilidad,
consecuentemente, reduciendo su fragilidad. Los principales agentes utilizados son:
glicerol, acidos grasos, sorbitol, aceites y ceras. La reduccion de la fragilidad de la
pelicula es debido a la interaccién de los enlaces de hidrégeno de los polimeros
formadores. Para la eleccion de un plastificante, se deben considerar tres aspectos
principales: la compatibilidad plastificante-polimero, la eficiencia del plastificante y

la permanencia del plastificante en los polimeros (Palma et al., 2016).

Existen dos tipos de procesos de plastificacion: externo e interno. El proceso interno
modifica la cadena polimérica mediante la adicion de un grupo (sustituyente) unido

mediante un enlace covalente al polimero, desorganizando su estructura y



disminuyendo su rigidez. El proceso externo intercala el compuesto plastificante en

la red polimérica, aumentando el volumen entre las cadenas.

Los plastificantes impactan principalmente en el comportamiento fisico de la pelicula
o recubrimiento comestible (Jeevahan et al., 2020). Los efectos de la adicién de
plastificantes en un recubrimiento o pelicula comestible se evaltan principalmente

en el comportamiento fisico de los mismos.
2.3.2.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos volatiles naturales, extraidos de diferentes
partes de plantas (flores, semillas, tallos, hojas, etc.), compuestos por estructuras
de terpenos y compuestos fendlicos (Man et al., 2019), los cuales han sido
estudiados en los dltimos afos por sus propiedades antioxidantes vy
antimicrobianas, asi como fungicidas. Destacan principalmente los aceites de

orégano, canela, tomillo y hierba limén.

Matiacevich (2015), reporta que la mayoria de los aceites estudiados para
aplicaciones en la industria alimenticia tienen baja solubilidad de agua, mientras que
la mayoria de los polimeros formadores de peliculas (alginatos, quitosano,
carrageninas, entre otros) son solubles en agua. Existe, pues, una incompatibilidad
de fases entre los aceites esenciales y los polimeros, por lo cual se requiere de
agentes emulsificantes para asegurarse que los aceites queden distribuidos por
toda la pelicula (Li et al., 2020). Su mecanismo de accion se asocia con la capacidad
de interactuar afectando la pared celular y membrana del patégeno, pero su modo
de accion dependera de cada compuesto (Shen et al., 2021). Se pueden encontrar
cuatro principales compuestos bioactivos en los aceites esenciales: terpenos,

terpenoides, fenilopropenos, compuestos fendlicos y otros.

Los aceites esenciales han sido comunmente utilizados en productos de
panificacién, principalmente por los agradables olores y sabores que confieren al
alimento y sus propiedades antimicrobianas han sido ampliamente reportadas en la
literatura. Hu et al., (2019), en un estudio de diferentes aceites esenciales,

concluyen que los aceites esenciales de canela, anis, citronella, menta, clavo y
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pimienta demuestran cierto nivel de propiedades antifungicas contra algunos
hongos. Debido a su naturaleza, lipofilica, pueden atravesar la membrana
citoplasmatica, causando lesiones en la misma y una reduccién de ergosterol
(componente principal de las membranas celulares de hongos), inhibiendo su
crecimiento y extendiendo la vida de anaquel del producto (Debonne et al., 2018)
(Figura 3).
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Figura 3. Actividad antifiingica de los aceites esenciales (adaptado de Nazzaro et al., 2017)

El estudio de aceites esenciales como agentes antimicrobianos para ser afiadidos
a peliculas o recubrimientos se ha convertido en una grande area de oportunidad,

al presentar una alternativa a los aditivos convencionales.
2.3.2.4.1 Aceite esencial de hierba limén

La hierba limén (Cymbopogon citratus) también conocida como té de limén o

lemongrass, es una hierba perene perteneciente a la familia de las Poaceaes. Es
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ampliamente utilizado en Asia, Africa y América Latina en infusiones y alimentos
debido a su sabor a limén y a que posee propiedades antisépticas, antibacterianas,

desodorantes y estimulantes.

El aceite esencial de hierba limén es caracterizado por su contenido de
monoterpenos, siendo el de mayor presencia el citral (niveles del 65-85%) (Figura
4), el cual a su vez es una mezcla de dos terpenos (geranial y neral) (Majewska et
al., 2019) el cual es el principal agente antifingico y antimicrobiano de este aceite.
Un tercer compuesto antifingico reportado en la literatura es el mirceno. Se
considera que su mecanismo de accién se basa en la ruptura de la membrana
celular y cambios en la estructura mitocondrial (Lee et al., 2020). El aceite esencial
de hierba limén ha sido probado con distintos microorganismos, entre los que
destacan Bacillus subtilis, E. coli, S.aureus, Salmonella enterica sbsp. paratyphiyy
Shigella flexneri, obteniendo resultados antibacteriales positivos (Bermudez-
Vasquez et al., 2019).

Figura 4. Estructura quimica del citral (adaptado de Silva et al., 2008)

2.3.2.4.2 Aceite esencial de canela

La canela (Cinnamomun verum) es una especia perteneciente a la familia de las
Lauraceae, del género Cinnamomum, con origenes en Sri Lanka, aunque es
igualmente cultivado en India, el sur de Asia y otras zonas del mundo. Ingrediente
codiciado, utilizado en cocina y por sus propiedades curativas, como agente
antiinflamarotio, antioxidante, nutraceutico, etc. El aceite esencial obtenido de esta

especie se conforma principalmente de cinamaldehido y eugenol (Denkova-Kostova

12



et al., 2021), componentes que, de acuerdo con estudios, alteran la permeabilidad
y fluidez de la membrana celular, inhibiendo la formacién de biopeliculas (Zhang et
al., 2016).

El mayor constituyente del aceite esencial de canela (90%), el cinamaldehido
(Figura 5) es el compuesto responsable del sabor y olor caracteristico de la canela.
Se trata de un liquido de color amarillo palido y viscoso, de manera natural se
encuentra en forma de trans-cinamaldehido. Afecta directamente a la membrana,
incrementando el grosor de la pared celular, lo cual se atribuye a la inhibicién de la
B-1-3-glucano sintasa.

O

Figura 5. Estructura quimica del cinnamaldehido (adaptado de Mahmoodnia et al., 2017)

2.3.2.4.3 Aceites esenciales de mezclas de hierba limon y canela

La mayoria de los aceites esenciales tienen accion antimicrobiana y antifungica por
si solos, debido a los compuestos bioactivos que contienen. La combinacion de dos
0 mas aceites esenciales puede tener mayores efectos de inhibicion bacteriana y
fungica, debido a que los aceites pueden atacar de manera simultanea distintas
partes de la célula. Los aceites esenciales de hierba limén v canela han renortado

Figura 5. Estructura quimica del cinnamaldehido (adaptado de Mahmoodnia et al., 2017)

nsInous.

Loeffler et al., (2014), reportaron que el uso de una emulsién de cinamaldehido y el
citral inhibié el crecimiento de Zygosaccharomyces bailii en jugo de manzana,
mientras que Wang et al., (2018) mencionan que estos compuestos demuestran
cierta inhibicién sobre Penicillium expansum. De acuerdo con los resultados de

estos autores, el modo de accion de estos compuestos radica en las caracteristicas
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lipofilicas de los aceites esenciales, las cuales causan cambios en la permeabilidad
de la membrana (provocando a su vez la perdida de sustancias intracelulares),

ademas de causar arrugas y hundimientos en la superficie de las células.

El citral y el cinamaldehido podrian ofrecer efectos contra la accion de hongos
(Figura 6). El cinamaldehido ha sido reportado como inhibidor de las especies
Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides, A. ochraceus y de bacterias como E. coli
y S. aureus (Hua et al., 2014, Xing et al., 2014, Sun et al., 2016; Tian et al., 2016),

causandoles dafio celular.
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Figura 6. Mecanismo de accién del cinamaldehido y el citral en la membrana celular (adaptado de
Wang et al., 2018). Las flechas azules indican la inhibicién o disminucion de la produccién de

compuestos, las flechas rojas aumento. La flecha naranja indica la salida de sustancias intracelulares

por dafio a la membrana.
2.4Particulas de silice mesoporosa

Los aceites esenciales son encapsulados con el objetivo de impedir su pérdida, para
protegerlos de la reaccion con otros compuestos presentes en el medio, o para

impedir que sufran reacciones de oxidacion debido a la luz o al oxigeno (Cadena et
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al., 2018). Entre los principales métodos de encapsulacion para aceites esenciales,
se encuentran las arcillas, fibras, liposomas, emulsiones y particulas de silice
mesporosa (MSN). Estas particulas estan formadas por didxido de silicio (SiO2), con
un tamafio de pocos nandémetros hasta micrébmetros, que contienen una estructura
porosa (Figura 7) que permite almacenar compuestos en su interior. Pueden ser
sintetizadas facilmente a grandes escalas por medio de diversas estrategias. Son
inertes, biodegradables y presentan una buena biodistribuciéon, ademas de ser
facilmente sintetizables, pudiéndose obtener de distintas formas y tamafios (Llids y
Sanchez-Garcia, 2014).

Figura 7. Representacion esquematica de una particula de silice mesoporosa (a) y su micrografia
realizada mediante microscopia electrénica de transmision (b) (adaptado de Llinas y Sanchez-
Garcia, 2014)

El uso de las NSM adicionadas con aceites esenciales para la formacion de
peliculas y recubrimientos comestibles han demostrado tener buenos resultados en
el producto obtenido, ya que producen peliculas con baja resistencia a la tension,
elongacion y valores bajos de permeabilidad al CO.,y H>O (Rios de Benito et al.,
2021).

2.5Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de bacterias que fermentan
azucares como glucosa Yy lactosa para producir &cido lactico. Incluyen
microorganismos aerobios, anaerobios y anaerobios facultativos. Se trata de

bacterias Gram positivas, no formadoras de esporas. Se dividen principalmente en
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homo y heterofermentativas: las primeras producen ultimamente &cido l4ctico,
mientras que las segundas producen &cido lactico, &cido acético, etanol y
bacteriocinas. Por esto Ultimo han sido utilizadas como agentes conservantes,
extendiendo la vida de anaquel de los productos, debido a su papel en los procesos
de fermentacién en alimentos como lacteos, carnes, vegetales y productos de
panificacidon. Su estatus ante la FDA aparece como “generalmente reconocida como
segura” (GRAS), mientras que la Union Europea les da la “presuncion calificada de

seguridad”.

Existen tres mecanismos principales que pueden explicar la eficiencia
antimicrobiana y antifungica de las BAL: la produccién de acidos organicos,
competencia por nutrientes y produccion de compuestos antagonistas (Kareb y
Aider, (2020). En cuanto a los mecanismos especificos de accion, Kong et al.,
(2020) proponen la modulacion de la respuesta inmune del sistema celular. Estos
mecanismos dependen de diversos factores, como el tiempo, temperatura, pH y

medio.
2.5.1 Metabolitos de las BAL con propiedades antifungicas

Las bacterias acido lacticas estan consideradas como potenciales conservadores
naturales por todas las propiedades antifingicas y antimicrobianas que contienen
(Tabla 1). Se utilizan en la industria en productos lacteos, de panificacion y en

algunas bebidas fermentadas, con el fin de promover la bioconservacion.
Tabla 1. Descripcion de los metabolitos de las LAB con propiedades antifungicas

Metabolito Descripcion

Acidos orgéanicos = Considerados los metabolitos principales en las LAB que son los que

mas afectan el crecimiento microbiano (Sadiq et al., 2019). Se
disocian rapidamente en la membrana celular del hongo y se

acumulan en el citoplasma. Los mayormente producidos por las LAB,

son acidos lactico, propidnicos, y el méas efectivo: acido acético
(Quattrini et al., 2018).

Acido Muestra propiedades bactericidas y fungicidas (Coda et al., 2011). Se
fenilacético sintetiza por transaminacion de fenilalanina con cetoglutarato, para
dar acido fenilpiruvico (PPA), que mediante reduccién, se convierte

en acido fenilacético (Chaudhari y Gokhale, 2016).
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Reuterina

Acidos grasos

Péptidos

Producido por Lactobacillus reuteri. Inhibe el crecimiento de algunas
bacterias Gram positivas y negativas, asi como algunos hongos. Se
forma durante el metabolismo del glicerol a 1,3-propanodiol catalizado
por la coenzima B12 (Martin-Cabrejas et al., 2017).

Poseen propiedades antibacteriales y antifingicas, asociado a la
longitud de la cadena de los &cidos grasos. Su mecanismo de accion
se relaciona con el rompimiento de la integridad de la membrana,
aumentando la fluidez de la misma (Nasrollahzadeh et al., 2022)
Existen diferentes péptidos antimicrobianos del tipo bacteriocinas
producidas por la LAB destacando la nisina producida por L. lactis
ssp lactis y la pediocina producida por P. acidilatici (Song et al., 2021)
Lactobacillus es especialmente eficaz como antimicrobiano y
antifungico

Las bacterias acido lacticas son especialmente valoradas por sus multiples

mecanismos de accion en contra de microorganismos patdégenos (Figura 8),

promoviendo la bioconservacion, aunque algunos de estos mecanismos no han sido

explorados del todo.
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Figura 8. Mecanismos de inhibicion de las bacterias acido lacticas (adaptado de Siedler et

al., 2019)
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2.5.2 Encapsulacién de bacterias acido lacticas (BAL)

En las ultimas décadas, el uso y optimizacién de BAL ha ido tomando importancia
en la industria de los alimentos, principalmente en la formulacién de nuevos cultivos
iniciadores para alimentos fermentados, principalmente para mejorar sus
caracteristicas nutricionales y sensoriales. El principal reto a considerar es el
mantenimiento y viabilidad del mismo, en especial la produccion de aquellos
compuestos antimicrobianos asociados a su crecimiento. Como solucion a este reto,
se ha propuesto la encapsulacion de las células viables para proteccién de las
mismas (Haffner et al., 2017). La fermentacion usando -cultivos iniciadores
encapsulados ofrece numerosas ventajas en comparacion con los cultivos
tradicionales: rapidez en la fermentacion, aumento en la densidad celular, aumento

en la tolerancia a altas temperaturas.

El proceso de encapsulacion consiste en la captura de la sustancia activa dentro de
otra sustancia, la cual actia como una barrera de la sustancia activa dentro de otra
sustancia, que actia como una barrera la cual producird particulas en diversas
escalas. Los tipos de encapsulacion pueden clasificarse por tamafio (macro
encapsulacion, de milimetros a centimetros y micro encapsulacion, en nanémetros,
Petraityté y Sipailiené, 2019) o por el equipo utilizado: extrusion, emulsién y secado

por aspersion.
2.5.2.1 Secado por aspersion

Técnica utilizada para obtener capsulas de menos de 40 um. Los principales
compuestos utilizados en esta técnica son polisacaridos, lipidos y proteinas. El
proceso consta de la atomizaciéon del material acarreador homogeneizado dentro de
un sistema de aire caliente, lo cual resulta en capsulas secas. Este método (Figura
9) es el mas rapido, de bajo costo y altamente reproducible, aunque debe usar altas

temperaturas
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Figura 9. Representacion esquematica del método de encapsulado por secado por aspersion
(adaptado de Kavitake et al., 2018)

Los principales agentes encapsulantes incluyen alginatos, hidrocoloides, almidones
(y sus derivados) y proteinas de la leche. Para las BAL, diversos estudios han
probado su estabilidad y beneficios al momento de ser encapsuladas, siendo el

principal el aumento de su viabilidad.

La microencapsulacion de las bacterias acido lacticas tiene como fin frenar la
pérdida o dafio celular y controlar la liberacidon de las mismas (Frakolaki et al., 2020).
La viabilidad sobre el uso de bacterias acido lacticas microencapsuladas para
productos de panificacion fue reportada por Seyedain-Ardabili et al., (2016), quienes
en sus conclusiones menciones el incremento de viabilidad y resistencia térmica de
las bacterias acido lacticas microencapsuladas sin tener efectos adversos en la

textura y sabor del pan.
2.6 Masa madre del pan

El pan de masa madre es un alimento consumido a nivel mundial, también conocido
en francés como “levain” y en inglés como “sourdough”. Tradicionalmente, se

compone de la harina de algun cereal (o pseudocereal), agua, sal y algun agente
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leudante. Los principales agentes usados son los quimicos, levadura comercial y
masa madre. Esta Ultima es utilizada principalmente en panaderia tradicional, se
trata de una mezcla de harina, agua y otros ingredientes, fermentada de manera
natural usando bacterias acido lacticas y levaduras, quienes se propagan durante
la fermentacion mediante un proceso en el cual la masa madre del ciclo de
fermentacion previo es usado como iniciador para fermentar una nueva mezcla de
harina y agua (Canesin y Cazarin, 2021). Aunque este tipo de pan es consumido
principalmente en Europa, en los ultimos afios se ha producido un aumento en la
demanda de consumo de este alimento a nivel mundial (Global Sourdough Market,
2019-2025). Este alimento ha sido recomendado, no solo por su sabor debido a
procesos de hidrdlisis y compuestos generados en la reaccion de Maillard durante
el proceso de horneado, sino por el alto valor nutricional que contiene (Rizzello et
al., 2017). La masa madre reduce el pH del producto terminado, lo cual induce a
la inhibicion del desarrollo microbiano y a la descomposicion del almidon durante la

fermentacion acido lactica (Fernandez-Pelaez et al., 2020).
2.6.1 Microbiologia de la masa madre: laimportancia de las BAL

Las BAL tienen el potencial para actuar como compuestos bioactivos en la masa del
pan, debido a sus diversas propiedades, ya que se involucran en el fenémeno
conocido como “bioconservacion”, concepto que se refiere a la extension de la vida
atil del alimento empleando ya sea la microbiota natural o los metabolitos del

mismo).

Diversos estudios han reportado la capacidad de las BAL para actuar como
conservadores naturales. Sadiq et al., (2019) proponen la posibilidad de mezclar
dos diferentes productores de propionato, Lactobacillus buchneri y Lactobacillus
diolivorans como forma de conservar productos de panificacién. Sus resultados
reportan una inhibicién de hongos de las familias de Aspergillus, Cladosporium,
Mortierella y Penicillium hasta por 12 dias. Coda et al.,, (2011) evaluaron las
propiedades antifungicas de Lactobacillus plantarum (Wickerhamomyces anomalus

LCF1695) en masas madres, encontrando en los extractos acuosos péptidos
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antifingicos, etanol y etilacetato. El pan elaborado con esos microorganismos
control6 la contaminacion por hongos hasta por 28 dias de almacenamiento.

2.6.2 El pan de masa madre en México: producciéon, consumo y normatividad

En México, en los ultimos 50 afios fueron creadas 46 empresas del rubro de
panificacién, compitiendo con las ya existentes 34 mil empresas de panaderia
tradicional en la Republica. Segun datos de la Asociacion Nacional de Proveedores
Profesionales de la Industria del Pan, Reposteria y Similares A.C (ANPROPAN),
para 2015, la venta de pan blanco y dulce dejé una derrama econdémica de 116 mil
200 millones de pesos anuales. La importancia de pan en el pais es tal que incluso

se encuentra como parte de la canasta basica de alimentacion.

Como otros bienes, servicios y productos en el pais, los productos de panificacion
se rigen bajo las normas oficiales mexicanas (NOM), especificamente en la NOM-
147-SSA1-1996. Las especificaciones mas importantes a considerar en el producto

terminado son las especificaciones sanitarias (Tabla 2).

Tabla 2. Limites maximos de microorganismos para pan de acuerdo con la NOM-
147-SSA1-1996

Especificaciones Limite Maximo
Mesofilicos aerobios 1000 UFC/g
Coliformes totales <10 UFC/g
Mohos 20 UFC/g
Levaduras 20UFC/g
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3 JUSTIFICACION

Las nuevas tendencias alimentarias se inclinan cada vez mas hacia productos
lo més naturales posibles, pero que al mismo tiempo tengan una vida de anaquel
duradera, al mismo tiempo que las nuevas tendencias de consumo demandan
gue se produzcan cada vez mas alimentos con estilo casero, entre los que se
encuentra el pan elaborado con masa madre. Para la industria de la panificacion
constituye un reto elaborar productos que satisfagan las recientes demandas de
los consumidores, debido a que los panes son una fuente rica de carbohidratos
y lipidos, lo que propicia el crecimiento de diversos hongos (Aspergillus,
Penicillium, etc.) y otros microorganismos deterioradores, tanto en el interior
como en el exterior del producto. De acuerdo a datos de la FAO, se estima que
cada afo se pierden o desperdician 28 millones de toneladas de alimentos en
México, con el pan blanco representando el 43.1% de este total. El uso de
peliculas y recubrimientos comestibles constituyen una posible solucion para la
conservacion durante el almacenamiento de los productos panaderos, cuando
se les adicionan componentes antimicrobianos pueden actuar como una barrera
protectora al producto a nivel superficial o de corteza, sin embargo, no existe
garantia de inhibir el crecimiento de hongos al interior de los productos, ya que
su presencia es atribuida a la falta de practicas de inocuidad en el
procesamiento. Debido a lo interior, es posible la incorporacion de bacterias
acido-lacticas durante la preparacion de la masa madre, ya que su presencia le
puede conferir a la masa propiedades contra hongos y bacterias y favorecer las
propiedades reoldgicas, actuando, por tanto, como conservantes naturales.-Por
lo tanto, en el presente trabajo se busca desarrollar un sistema de conservacion
integral en el pan, mediante la utilizacion de principios activos naturales
aplicados en la corteza en forma de recubrimiento comestible y la incorporacion

de bacterias acido lacticas al interior del producto.

22



4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Desarrollar un sistema de bioconservacion integral para extender la vida Gtil de pan

artesanal con una bacteria acido-lacticas microencapsulada y la aplicacion de un

recubrimiento comestible adicionado de aceites esenciales de hierba limén-canela

inmovilizados en particulas de silice mesoporosa.

4.2 Objetivos especificos

Definir los parametros para mejorar el rendimiento en la obtencién de aceites
esenciales de hierba limon y canela por medio de destilacion por arrastre de
vapor

Obtener la concentracion minima fungicida (CMF) de cada aceite esencial y
de sus mezclas binarias mediante la elaboracion de un isobolograma
Sintetizar particulas de silice mesoporosa y evaluar la capacidad antifungica
de los aceites esenciales encapsulados en las mismas

Realizar un recubrimiento comestible hecho de proteina de quinoa y
guitosano, adicionado con aceites esenciales de hierba limén y canela
encapsulados en particulas de silice mesoporosa y evaluar sus propiedades
mecanicas, efecto barrera y efecto antifiungico

Encapsular la bacteria acido lactica L. lactis NRRL B-50307 por medio de
secado por aspersion

Aplicar el recubrimiento comestible en un pan de masa madre adicionado con
la bacteria lactica microencapsulada y evaluar su impacto en la vida de

anaquel del mismo, asi como sus propiedades organolépticas y de textura.

23



5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales

El quitosano (375 kDa, con un nivel de desacetilacion de = 75% y alto grado de
pureza) y el acido lactico fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.
UU.). La quinoa (Chenopodium quinoa) fue obtenida de Las Balsas (Peru). La
canela (Cinnamomum zeylanicum) fue obtenida de la Central de Abastos de
Irapuato, Guanajuato (Pais de origen: Sri Lanka). La hierba de limén (Cymbopogon
citratus) fue obtenida del Mercado Josefa Ortiz de Dominguez “La Cruz”, Santiago
de Querétaro, Querétaro, México. Agar bacteriolégico, peptona bacterioldgica,
sulfato magnésico, fosfato de potasio, dextrosa, rosa bengala, caldo papa-dextrosa
(CPD), medio M17, lactosa, agar PBC fueron obtenidos de Bioxon (CDMX, México).
L. lactis NRRL B-50307 es una bacteria lactica productora de nisina y fue depositada
con fines de patente por la Dra. Blanca Garcia.

5.2Métodos

5.2.1 Extraccioén del aceite esencial de hierba limoén

El aceite esencial de hierba limon (AEL) se obtuvo por medio de destilacion por
arrastre de vapor, utilizando el hidrodestilador UAQ-001 (Universidad Autdbnoma de
Querétaro, Querétaro, México). Se usaron 300 g del material fresco en 5 L de agua
destilada, durante un tiempo de 2 h. La capa oleosa del destilado obtenido se secé
con sulfato de sodio anhidro (Hach Company, Loveland, CO, USA). El AEL se
esterilizé por filtracion mediante el uso de una unidad Swinnex con membrana de
polifluoruro de vinilideno (PVDF, Millipore, Burlington, MA, EE. UU.) de tamafio de
poro de 0.45 ym y se almacend en viales protegidos de la luz a 4 °C hasta su

posterior uso (Hernandez-Hernandez et al., 2014).
5.2.2 Extraccion del aceite esencial de canela

La canela fue sometida a un pre tratamiento de sonicacién en un procesador
ultrasénico VCX 500 (Sonics Materials, Newtown, CT, USA). Los parametros del
proceso fueron: 100 g de materia prima/L de agua destilada, 70% de amplitud,

pulsos de 27 s:33 s (prendido:apagado), por 10 min. Una vez terminado el proceso,
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se colecté el agua usada en el mismo para su posterior uso en el proceso de
destilacion. Para el mismo, se usaron 300 g del material sonicado en 5 L de agua
destilada en un tiempo de 3 h, utilizando un hidrodestilador UAQ-001. La capa
oleosa del destilado obtenido se seco con sulfato de sodio anhidro (Hach Company,
Loveland, CO, USA). El AEL se esterilizé por filtracion con uso de una unidad
Swinnex con membrana de PVDF (Millipore) de tamafio de poro de 0.45 uym y se
almacend en viales protegidos de la luz a 4 °C para su posterior uso (Hernandez-
Hernandez et al., 2014).

5.2.3 Determinacién de la concentracién minima fungicida (CMF), concentracién
inhibitoria fraccional (CIF) e indice fraccional inhibitorio (FIC) de los aceites

esenciales

Rhizopus nigricans (o stolonifer), también conocido como “moho negro del pan”,
crece rapidamente y se propaga a través de los estolones (los cuales proporcionan
una estructura aérea para el crecimiento del micelio, facilitando la ocupacion de
grandes areas). Estas caracteristicas impiden su crecimiento de forma radial, por lo
cual se decidi6 utilizar el método de la norma ISO 21527, para la determinacion de
su poblacién viable. Para la concentracion minima fungicida (concentracion del
agente o solucion que disminuye en 99.9% el crecimiento del hongo a partir de un
in6culo de subcultivo puro; Luz et al., 2020) se inocularon 100 pl de solucion de
esporas de R. nigricans (concentracion final 10° UFC/mL) a 900 ul de caldo papa
dextrosa (Bioxon, CDMX, México). Después, se agregaron las distintas
concentraciones de aceite esencial (0.1-0.5 mg/mL para el aceite esencial de
canela, 0.5-2.5 mg/mL para el aceite esencial de té de limén) (Manso et al., 2013).
Los in6culos se dejaron 24 h en agitacion, a 28°C. Una vez pasado ese tiempo, se
tomaron 100 pul del in6culo y se sembraron por extensién en superficie con un asa
estéril en agar rosa de bengala (RBC) suplementado con cloranfenicol
(concentracion final 0.1%, p/v). Las cajas Petri fueron incubadas a 28°C, el recuento
de colonias viables se hizo a las 24 h. Se consider6 la concentracion minima
fungicida (CMF) aquella donde ya no se observé ningun tipo de crecimiento en las
placas (Arredondo-Ochoa, 2019).
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Una vez obtenidas las concentraciones minimas fungicidas se analizd el efecto
combinado, para explorar la posibilidad de usar menos cantidades de aceite que las
minimas fungicidas. Se realiz6 un isobolograma, que consiste en una gréfica en
coordenadas rectangulares de pares de dosis 0 concentraciones de las sustancias
respectivas que producen un nivel determinado de efecto (por ejemplo 100 % del
efecto) cuando se aplican en forma conjunta (Chou, 2022).

El reto antimicrobiano se llevé a cabo siguiendo la misma metodologia que en la
seccién 5.2.3, donde la CMF de cada aceite fueron los limites maximos de los cuales
se parti6. Fracciones de un aceite se probaron en mezcla con concentraciones
variables del otro antimicrobiano, hasta obtener la concentracion minima que logré

la inhibicion completa.
5.2.4 Sintesis de particulas de silice mesoporosa

Se prepar6 una solucion de 240 mL de agua destiladay 1.75 mL de NaOH 2 Ny
0.5 g de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) (Illinois Tool Works, IL, EE. UU.)
como el agente surfactante generador de poros. La mezcla se dispersé mediante
un bafio ultrasonico (Bafio ultrasénico 8892, VelaQuin, CDMX, México) a
temperatura ambiente, durante 5 min. La suspension se calent6 a 80°C en agitacion
constante (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y después se
adicionaron 2.5 mL de tetraetil ortosilicato (TeOS, precursor de silice) gota a gota
por medio de un embudo de separacion durante 5 min, después se dejo en agitacion
continua durante 2 h. El resultante soélido se separ6 por medio de filtracion y se lavd
con etanol absoluto (EtOH) (J. T. Baker, Waltham, MA, EE. UU.), dos veces,
después se secO a temperatura ambiente. El polvo resultante se calciné en una
mufla a 500 °C durante 5 h. Para la funcionalizacién de las particulas, 5.85 mL de
3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) se afiadieron a 6 mL de EtOH. A la solucién se
le agregaron 0.5 g de particulas y se dejé en agitacion toda la noche. La solucion
después fue filtrada dos veces con EtOH y las particulas recolectadas y secadas a
temperatura ambiente (Rios de Benito et al., 2021). Una vez sintetizadas y cargadas
con aceite, las particulas fueron llevadas a andlisis por medio de microscopia

electronica de barrido (SEM).
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5.2.5 Incorporacion de los aceites esenciales a las particulas de silice mesoporosa
(NSM)

Se agreg6 una relacion 1:1 (p/p) de particulas de silice mesoporosa (NSM):aceite
esencial de canela o hierba limén, segun correspondiera. Se les agregaron 5 mL de
EtOH y se dejaron en agitacion en campana de flujo laminar por 12 h. Una vez
pasado este tiempo, se recolectaron las particulas y se resguardaron a temperatura
ambiente en frascos cerrados hasta su posterior uso (Fernandez-Bats et al., 2018).

5.2.6 Actividad antifungica de los aceites esenciales encapsulados

Para evaluar la actividad antifUngica de los aceites esenciales, se realizé una
emulsion de las NSM cargadas de aceite esencial (5% Tween 80, 5% Tween 20

(p/v), particulas y agua destilada); se llevo a bafio de sonicacion por 5 min.

En placas de agar papa dextrosa, se realizé una siembra por extension en superficie
de solucion de esporas de R. nigricans (concentracion final 10 esporas/mL).
Membranas de papel filtro de 15 mm de didmetro fueron impregnadas con la
emulsion de particulas cargadas con aceite esencial (concentracion: 12% de aceite
esencial, p/p)?) y después colocadas en el centro de las placas Petri. Se incubaron
a 28°C y se observaron los halos de inhibicién después de 24 h (Fernandez-Bats et
al., 2018).

5.2.7 Disefo experimental para la elaboracion de los RC

Se realizé un disefio factorial completo 22 con tres réplicas, con tratamientos
aleatorizados. Los factores a evaluar fueron la mezcla de proteina de
guinoa:quitosano (PQ:QT) y la relacion de las NSM cargadas con aceite esencial de
hierba limén (AEL) y de canela (AEC). Cada factor se evalué en dos niveles, la
relacion PQ:QT fue de 1:4 y 1:9 (p/p) y la de AEL:AEC fue 1:1y 2:1 (p/p) (Tabla 3),
considerando los experimentos sin aceite esencial, resultaron un total de 10

tratamientos (Tabla 4).
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Tabla 3. Factores y niveles en el disefio experimental

Factor Nivel
Relacién proteina quinoa-quitosano 1:4 1:9
Relacion aceite esencial canela- aceite esencial limon 1:1 1:2

Tabla 4. Disefio experimental

Tratamiento PQ:QT AEC-AEL
T1 1:4 --
T2 1:4 11
T3 1:4 11
T4 1:4 1:2
T5 1:4 1:2
T6 1:9 --
T7 1:9 11
T8 1:9 1:1
T9 1:9 1:2
T10 1:9 1:2

Las variables respuesta fueron: propiedades mecanicas, fisicoquimicas,
antifungicas, de permeabilidad, indice de polidispersion, potencial ¢ y tamano de

particula.
5.2.7.1 Extraccion de la proteina de quinoa

Las semillas de quinoa fueron trituradas con un molino de café Krups (CDMX,
México) hasta obtener harina, la cual después fue suspendida en agua destilada
(relacion 1:10 PQ:agua). Se ajusto el pH a 11 durante 1 h para la solubilizacién de
las proteinas, pasado ese tiempo la solucion se filtré y el filtrado se sometié a
centrifugacion a 4000 rpm (equivale a 2,580 x g) durante 20 min a 4°C en una
centrifuga Avanti J 301 (Beckman, CA, EE. UU.) se colect6 el sobrenadante, el cual
fue ajustado a pH 4.5 para la precipitacion de las proteinas, durante 30 min. La

solucion fue centrifugada nuevamente. Se recupero el precipitado y se colocé en un
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horno a 50°C para su secado, para luego mediante el método Kjeldahl determinar
el contenido de proteina (Nx6.25) (Sandoval, 2021).

5.2.7.2 Preparacion de las soluciones filmogénicas

Las proporciones de proteina de quinoa (PQ) y quitosano (QT) fueron PQ:QT 4:1y
9:1 (p/p). La solucion de QT fue preparada al 2% (p/v), afiadiendo &cido lactico al
0.5% (p/v), manteniéndose en agitacion hasta la completa disolucion del quitosano.
La solucién de PQ se prepar6 al 1% (p/v), ajustando el pH a 11 para la solubilizacién
de la misma, manteniéndose en agitacion durante 1 h; pasado ese tiempo, ambas
soluciones se mezclaron y se ajusto el pH a 4, dejando en agitacion durante 40 min.
Posteriormente, se afiadieron los aceites esenciales encapsulados en las NSM o en
emulsiones con Tween 80 en relaciones 1:1y 2:1 (p/v) (AEL y AEC). Todos los
tratamientos fueron homogeneizados durante 3 min a 9500 rpm en un
homogeneizador de alta velocidad (IKA T25-Ultra-Turrax, Wilmington, DE, USA).
Posteriormente, se redujo el tamafio de particula mediante un sonicador de alta
intensidad (Sonics, CT, EE. UU.), utilizando una sonda de 3 mm de diametro (Vibra-
Cell VCX 500, Newtown, CT, EE. UU.). Se utilizaron tres periodos de 1.5 min, con

intervalos de 5 minutos en cada periodo con una amplitud de 70%.

Una vez obtenidas las soluciones, por medio del método de vertido, se vaciaron los
tratamientos en cajas Petri, y fueron llevados a un horno durante 12 h a 36°C (Rios
de Benito et al., 2021).

5.2.8 Determinacion de las propiedades del recubrimiento

5.2.8.1 Potencial ¢, tamaino de particula e indice de polidispersion

El tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial ¢ de las soluciones
filmogénicas fueron medidas con un Zetasizer Nano ZS (ZEN 3600 Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido). Cada medicion se realizé por triplicado
en cada muestra (1 mL por muestra). Todas las mediciones se realizaron por
triplicado, aplicando un voltaje de 200 mV. El potencial ¢ se calculd utilizando la

ecuacion de Henry y Smoluchowski (Duca et al., 2019).
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5.2.8.2 Espesor

Se elaboraron PC mediante el método de vertido siguiendo la metodologia
previamente establecida en la seccion 5.2.7. El espesor se midié con un micrometro
digital marca Mitutoyo (Kanagawa, Japén), realizandose 10 mediciones aleatorias
en cada pelicula, expresandose el espesor como el promedio de dichas mediciones
+desviacion estandar (DE) (Giosafatto et al., 2014).

5.2.8.3 Solubilidad

Se determind el peso de materia seca inicial de las PC, secadas a 60°C por 24 h.
Posteriormente, cada PC se peso y fue colocada en tubos Falcon y 50 mL de agua
destilada. Los tratamientos fueron colocados en una incubadora con agitacion
orbital y se agitaron al1l80 rpm durante 24 h, a 25°C. Posteriormente, las PC fueron
filtradas y secadas a 60°C por 24 h (Silva et al., 2019). La solubilidad se reporto en

forma de porcentaje (%), siguiendo la ecuacion (1):

Solubilidad (%) _ (Peso seco inicial (g)—Peso seco final (g)) x 100 (1)

Peso seco inicial (g)

5.2.8.4 Color y opacidad

Se usé un colorimetro portatii NR60CP (Shenzen, China). Los parametros
evaluados fueron la luminosidad (L* blanco a negro), el espectro verde a rojo (a*) y
el espectro amarillo a azul (b*). El equipo fue calibrado en fondo negro y blanco y
se tomaron como mediciones 10 puntos de cada pelicula (Quiroz, 2021). Para
calcular el valor de opacidad, se hicieron mediciones del parametro L* en fondo
negro y blanco. El valor de opacidad se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion (2)
(Cecchini et al., 2017):

L+(Fondo negro)
Lx(fondo blanco)

Opacidad = x 100 (2)

5.2.9 Propiedades mecanicas
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Laresistencia a la tension (TS), porcentaje de elongacion (EF) y el médulo de Young
(EM) se midieron usando un equipo Instron Universal modelo 5543A Instron (MA,
EUA). Las peliculas fueron cortadas en tiras de 7 cm de largo y 1 cm de ancho, se

llevaron a humedad relativa durante 2 h antes de realizar las mediciones.

Se emple6 un analizador de textura TA-XT (TA Plus, Lloyd Instruments) equipado
con pinzas mecénicas con una separacion inicial de 50 mm y operando a una
velocidad de desplazamiento de 1 mm/s. De los datos de fuerza-desplazamiento
generados en el equipo, se determinaron los valores de esfuerzo y deformacion, a
partir de los cuales se determind el esfuerzo a la tensién y el porcentaje de

elongacion a la fractura.
5.2.10 Microscopia electronica de barrido (SEM) de las PC

Las peliculas fueron cubiertas con una capa fina de oro y se analizaron en un
microscopio electronico de barrido EVO-50 (Carl Zeiss UltraPlus, Alemania) para
analizar su microestructura superficial (Arredondo et al., 2016). Se tomaron

micografias de diferentes secciones a 10,000, 5,000 y 2,500 aumentos.
5.2.11 Actividad antifungica de las peliculas contra Rhizopus stolonifer

Se determind la actividad antifungica de las peliculas comestibles por medio del
célculo del indice de inhibicién antifangica (Olicén-Hernandeza et al., 2019). Se
crecio Rhizopus stolonifer en placas de agar PDA por 72 h. Después de este tiempo,
circulos de aproximadamente 1 cm? de diametro fueron cortadas de la placa con el
hongo crecido. Se colocaron las peliculas sobre nuevas placas de agar y se
inocularon con los circulos de agar en el centro de la pelicula. El indice antifiungico

se calculé usando la ecuacion 3:

£ . . o . Da

Indice Antifingico (%) = (1 — E) x 100 (3)
Donde:

Da: didmetro del micelio en las muestras tratadas

Db: diametro del micelio control (Sin tratar)
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5.2.11 Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua de las peliculas se determiné siguiendo el
método estdndar ASTM E96-00 conocido como el método de la copa. Las muestras
fueron cortadas en forma circular con un diametro de 41 mm. Para realizar el
analisis, se llend parcialmente con agua destilada la celda de permeabilidad, se
coloco la muestra circular y la celda fue sellada utilizando su tapadera horadada
colocando la pelicula entre empaques de silicon. El area total para la transferencia
de vapor de agua fue de 0.00090 m2. Posteriormente la celda conteniendo la
pelicula se introdujo en la camara de permeabilidad con control de temperatura, la
cual se mantuvo a 30 °C. Para mantener un gradiente de humedad relativa a través
de la pelicula, dentro de la camara de permeabilidad se colocé silica gel
(previamente desecada). La pérdida de peso se determiné gravimétricamente
durante un lapso de 12 horas.

5.3  Encapsulacion de L. lactis UQ2
5.3.1 Activacion de L. lactis UQ2

Se realizaron tres activaciones. En la primera, se colocaron chaquiras de una
conserva a -70°C en un tubo de 10mL de caldo M17 adicionado al 0.5% (p/v) con
una solucién de lactosa estéril al 10% y se incubo el indculo durante 24 h a 30°C.
En la segunda activacion, se inoculé el cultivo al 1% (v/v) en 20 mL de caldo M17
adicionado al 0.5% de lactosa y se incub6 a 30°C durante 12 h. La tercera activacion
se realizd en 1 L de caldo M17 adicionado con 0.5% de lactosa y se incubo a 30°C
por 8 h. Se determiné la poblacion final del cultivo por medio del método Miles y

Misra en placar de agar PBC (Patifio, 2014).
5.3.2 Recuperacion de las células

El cultivo de L. lactis UQ2 activado se centrifugd en tubos Falcon estériles de 50
mL, las condiciones de centrifugacién fueron 4000 rpm, 20 minutos a 4°C. una vez
pasado el tiempo de centrifugado, se elimind el sobrenadante y el precipitado se
resuspendié en solucién salina estéril al 0.85% (p/v). Este proceso se repitido 2

veces. El precipitado obtenido se suspendié en 100 mL de buffer de fosfatos 0.1

32



mM (pH 7) y se reservo para mas tarde en condiciones de refrigeracion (Patifio,
2014).

5.3.3 Preparacion del agente encapsulante

El agente encapsulante se prepar6 en un buffer de fosfatos 0.1mM estéril a pH 7,
en el cual se suspendid una mezcla de polimeros (concentrado de proteina de suero
y almidén modificado), previamente esterilizados por 30 minutos en luz UV. Se
mantuvo la solucién en agitacion constante y se le afiadi6 la solucion de bacterias
obtenida en la seccidén 5.3.2. La solucién se homogeneizo durante toda la noche a
4°C (Patifio, 2014)

5.3.4 Secado por aspersion

La solucion obtenida en la seccion 5.3.3 fue llevada a un secador Mini Spray Dryer
Bichi, Modelo B-290. Las condiciones de secado fueron las siguientes: temperatura
de entrada, 90°C, capacidad de bomba de alimentacion 13% y porcentaje de
aspiracion 95%. Los valores de temperatura del aire de salida variaron de 41 a 46°C.
Las capsulas resultantes se colectaron en un frasco de vidrio estéril con sello
hermético a 4°C hasta su uso. La viabilidad de las bacterias encapsuladas se calcul6

con la siguiente ecuacion (4)

% Viabilidad = (Poblacion ME)(Peso de capsulas) 100
o vraptidad = (Poblacion en AE)(Volimen de activacion) *

Donde:
AE: poblacién de L. lactis en los agentes encapsulantes

ME: poblacién de L. lactis en el microencapsulado

5.3.5 Morfologia del encapsulado de L. lactis UQ2

Las capsulas obtenidas del encapsulado fueron llevadas a su andlisis por

microscopia electronica de barrido. Las muestras fueron cubiertas con una capa fina
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de oro y se analizaron en un microscopio electrénico de barrido EVO-50 (Carl Zeiss
UltraPlus, Alemania) para analizar su microestructura superficial (Arredondo et al.,
2016). Se tomaron micografias de diferentes secciones a 10,000, 5,000 y 2,500

aumentos.

5.4 Analisis del impacto de los recubrimientos y bacterias encapsuladas sobre la

vida de anaquel de un pan de masa madre

Para elaborar los panes, se obtuvo la masa madre de una panaderia local. Se
realizaron cuatro tratamientos (tabla 5) y los tratamientos fueron almacenados en
una camara climética (Climacell 540#370#530MM) donde se midi6 la vida de
anaquel acelerada del producto. Para productos derivados de maiz y trigo, por cada
dia de almacenamiento en condiciones aceleradas equivale de 3 a 4 dias en
condiciones a temperatura ambiente en tiempo real para estudio de vida de anaquel.
Las variables del estudio fueron: Temperatura: 37°C + 2°C, humedad relativa: 55%
+ 5%, aire: 10% y tiempo de almacenamiento: 3 dias. Una vez pasado ese tiempo,
se realizaron las determinaciones de textura, color y conteo de hongos, levaduras y
coliformes totales de acuerdo a las especificaciones de las Normas Oficiales
Mexicanas (NOM-247-SSA1-2008, NOM-111-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994).

Tabla 5. Tratamientos analizados

Tratamiento | Recubrimiento Bacterias
acido lacticas

encapsuladas

1 Ausencia Ausencia
2 Presencia Ausencia
3 Ausencia Presencia
4 Presencia Presencia

5.5 Analisis sensorial del pan de masa madre adicionado con L. lactis UQ2

encapsuladas y recubrimientos comestibles.
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Todos los tratamientos fueron elaborados siguiendo las Buenas Practicas de
Higiene recomendadas por la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009.

Se utilizé un panel no entrenado de 50 consumidores (Hough, 2010) y se les pidi6
gue evaluaran las siguientes caracteristicas de las muestras: aroma, color, sabor y
aceptacion global utilizando una escala heddnica de 9 puntos (anexo 1). El
reclutamiento se llevé a cabo a través de redes sociales y avisos impresos, los
participantes fueron principalmente alumnos de licenciatura y posgrado de la
Universidad Autonoma de Querétaro. Como criterios de exclusion se consideraron
personas alérgicas a los ingredientes presentes en el producto. Se proporciond a
cada panelista un consentimiento informado (anexo 2) con la informacion y
especificaciones del estudio. Dicho consentimiento quedo a resguardo del personal

a cargo de la prueba como evidencia.

Las muestras fueron presentadas de forma homogénea y siguiendo la misma
preparacion. A cada participante se le otorgaron cuatro muestras las cuales fueron:

1) Pan sin recubrimiento ni encapsulado (control; CTR)
2) Pan con recubrimiento sin encapsulado (PP)
3) Pan con encapsulado sin recubrimiento (PB)
4) Pan con encapsulado y recubrimiento (PBR)

Entre cada degustacion, se les pidio a los participantes limpiar su paladar con agua

y trozos de manzana. Las muestras se mostraron en porciones de 5 g + 1.
5.6 Andlisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado, reportandose los resultados como la
media * la desviacién estandar. Se aplicaron pruebas de Tukey y Dunnett para la

comparaciéon de medias utilizando el software GraphPad Prism 8
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6 RESULTADOS
6.1 Extraccion del aceite esencial de hierba limén

Se realiz6 el método de destilacion por arrastre de vapor de agua. Si bien en un
principio se utilizé la materia prima seca, el rendimiento fue bajo (tabla 6), por lo cual
se procedié a aplicar distintos tratamientos, utilizando un estudio de un factor a la
vez (OFAT).

Tabla 6. Rendimientos de extraccion de los distintos tratamientos aplicados a la
hierba limén.

Aceite esencial de hierba limoén
Tratamiento Rendimiento
Hojas enteras secas 0.66% + 0.152
Hojas cortadas secas 0.053% £ 0.030
Hojas enteras frescas 1.09% + 0.100
Hojas cortadas frescas 0.02 £ 0.017

El maximo rendimiento se obtuvo cuando las hojas fueron sometidas al proceso de
destilacién sin cortar y lo mas frescas que se pudiera. Se obtuvo un rendimiento de
1.09% £ 0.100. Se trata de un valor menor al reportado por Lal et al., (2018), quienes
reportan un rendimiento medio de 1.35%, sin embargo, es un valor bastante
aproximado al reportado por Parikh y Desai (2011) quienes reportan un rendimiento
de 1.04%. Estos autores reportan la pérdida de aproximadamente 9% de aceite
esencial durante el secado de las hojas de té de limon. El tamafio de la materia
prima es uno de los factores que influyen en el rendimiento del aceite esencial,
puesto que se ha encontrado que, mientras menor sea el tamafio de particula,
disminuira la cantidad de aceite esencial a obtener, puesto que este se volatilizara
durante el proceso de cortado (Tran et al., 2019). Se observé también que el tiempo
de proceso de destilacion es mas rapido, comparado con la extraccion de otros

aceites como canela y orégano.

6.2 Extraccion del aceite esencial de canela
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Para la extraccion del aceite esencial de canela, se realizé el método de destilacion
por arrastre de vapor de agua. Debido al poco rendimiento que se obtuvo durante
las primeras destilaciones (0.23% + 0.115) se realizaron distintos tratamientos para
intentar mejorar el rendimiento del proceso (tabla 7), utilizando el método de un
factor a la vez (OFAT). De acuerdo con Morsy et al., (2015), aplicar un pre
tratamiento de sonicacién a la materia prima puede incrementar el rendimiento de
la extraccion de los aceites esenciales, puesto que la cavitacién de burbujas
formadas durante la sonicacién penetra las células vegetales, mejorando la
transferencia de masa entre la célula y el solvente, liberando el aceite esencial y

reduciendo el tiempo de extraccion e incrementando el rendimiento.

Tabla 7. Rendimientos de extraccion de los distintos tratamientos aplicados a la
canela

Aceite esencial de canela
Tratamiento Rendimiento
Canela entera sin sonicar 0.23% = 0.115
Canela en trozos sin sonicar 0.33% = 0.152
Canela en trozos, sonicada 1.33% £ 0.116
Canela en polvo sin sonicar 0.026% £ 1.920

El tratamiento con el que se obtuvo el menor porcentaje de rendimiento fue en el de
canela en polvo (0.026%). Esta disminucion podria deberse a que, por su naturaleza
de compuestos volatiles, el aceite esencial se pierda durante el proceso de
molienda, lo cual corresponde con lo mencionado por Ghodki y Goswami (2016).
Debido a esto, se eligié no sonicar la canela en polvo, para evitar mas pérdida del

aceite.

El tratamiento con el que se obtuvo el mejor porcentaje de rendimiento fue aquel en
el que se le dio el tratamiento de sonicacién (10 min, 60% de amplitud, pulsos de
27:33 segundos on:off). Se eligieron estos parametros ya que, de acuerdo con lo
reportado por Jadhav et al., (2021), estas condiciones son las Optimas para

aumentar el rendimiento del aceite esencial de canela (en su estudio, se obtiene un
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3.17% de rendimiento). Sin tratamiento de sonicacion, el porcentaje de rendimiento
oscilé entre 0.026% y 0.33%, mientras que el tratamiento con sonicacion elevo el
rendimiento a un 1.33%. Valores similares a los encontrados han sido reportados
en la literatura, Zhang et al., (2021), reportan rendimientos con valores entre 1.58%
y 2.10%, mientras que Fajar et al (2019) reportan rendimientos de aproximadamente
1.44%. Sin embargo, es importante destacar que el rendimiento de la extraccion de
aceites esenciales dependera de diversos factores, tales como las condiciones de
cultivo y origen de la materia prima y el equipo utilizado para la extraccion (Leon-
Mendez, 2018).

6.3 Concentracion minima fungicida (CMF), concentracion inhibitoria fraccional
(CIF) e indice fraccional inhibitorio (FIC) de los aceites esenciales

La concentracion minima fungicida (CMF) se considera como la concentracion
minima de algun agente antifingico necesaria para prevenir la formacion de
unidades formadoras de colonias en un medio sélido (Stupar, et al., 2014). Para el
aceite esencial de canela se utilizaron concentraciones de 0.1 a 0.5 mg/mL,
mientras que para el aceite de hierba limon se utilizaron concentraciones de 0.5 a
2.5 mg/mL. Paralelamente, se prepararon dos controles negativos (aceite de canela
sin inoculo de esporas, aceite de hierba limon sin inoculo de esporas) y un control

positivo (inoculo de esporas sin aceite) (Figuras 10-12).
6.3.1 Concentracion minima fungicida del aceite esencial de canela

Se encontré que la concentracion minima fungicida (CMF) para el aceite esencial
de canela fue aquella de 0.4 mg/mL, ya que es aquel donde no se observo
crecimiento de colonias (Figura 13). Se realizé el conteo de unidades formadoras
de colonias por mililitro (UFC/mL) y se graficaron (Figura 14). He et al., (2018)
reportaron CMF de 0.2 pl/mL y 0.175 pl/mL para la inhibicién micelial y esporulacién
de Colletotrichum acutatum aislada de kiwis. Por otro lado, Clemente et al., (2019),
reportan valores de CMF de entre 25 y 200 pug/mL, contra Rhizopus stolonifer. El
amplio espectro de CMF del aceite esencial de canela puede deberse a distintos
factores, entre los que se encuentran la fuente de obtencion del aceite esencial,

condiciones de cosecha, tipo de microorganismo contra el que se esta actuando y
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el mecanismo de accion del aceite esencial a utilizar. En el caso del aceite esencial
de canela, se especula que los compuestos lipofilicos del aceite causan disrupcion
de la fuerza protdén motriz a nivel de la membrana celular, lo cual puede desembocar
en la pérdida de sustancias celulares (He et al., 2018). Partiendo de un control de
5.5+ 0.3 log, se logro la inhibicion completa del microorganismo en la concentracion
de 0.4 mg/mL.

Figura 10. Control ' Figura 11. Control Figura 12. Control
positivo negativo: aceite esencial negativo: aceite esencial
de canela de hierba limén

Figura 13. Monitoreo al crecimiento de Rhizopus contra distintas
concentraciones de AEC. De izquierda a derecha, arriba hacia

abajo: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mg/mL
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Figura 14. Actividad antifingica del aceite esencial de canela contra

Rhizophus nigricans

6.3.2 Concentraciéon minima fungicida del aceite esencial de hierba limon

Para el aceite esencial de hierba limon, la concentracion minima fungicida fue de
2.0 mg/mL, aquella donde no se observo crecimiento de colonias, partiendo de un
control de 5.5 + 0.3 log (Figura 15). Este valor se corresponde con el reportado por
Sahal et al., (2020), donde se probo el efecto antifungico del aceite esencial de
hierba limon contra diferentes especies del género Candida tropicalis (reportando
CMF de 1 a 3.9 yl/mL). Perdana et al., (2021) reportan valores de concentracion
minima fungicida de 0.18 a 1.56 pl/mL contra Aspergillus niger y Candida albicanis.
Al igual que con el aceite esencial de canela, es importante recalcar que la cantidad
de aceite esencial obtenido dependera de factores tanto de la materia prima como
el equipo a utilizar. Para el aceite esencial de hierba limén, se ha demostrado que
sus compuestos, principalmente el citral, tienen la capacidad de destruir la

integridad de la membrana celular, liberando sustancias intracelulares e inhibiendo
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el crecimiento micelial (Tao et al.,, 2014). Se realiz6 el conteo de unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) y se graficaron (Figura 16).

Figura 15. Monitoreo al crecimiento de Rhizopus contra distintas
concentraciones de AEL. De izquierda a derecha, arriba hacia abajo:
0.5,1.0,1.5,2.0y 2.5 mg/mL
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Figura 16. Actividad antifingica del aceite esencial de hierba limon
contra Rhizophus nigricans 41



6.3.3 Determinacién del efecto combinado de los aceites esenciales

Se probaron distintas combinaciones de las fracciones individuales (tabla 8) de los
aceites esenciales, encontrando en todas las combinaciones un efecto antifungico
(Figura 17). Para calcular el indice de concentracion inhibitoria fraccional (FIC) se
eligio la concentracion de 0.3 mg/mL AEC y 0.5 mg/mL AEL. El célculo de la FIC se
obtuvo de la siguiente manera: FIC = (Ac/Aa) + (Bc/Ba), donde Ac y Bc son la
concentracion inhibitoria minima (CMI) de los compuestos en combinacion, y Aa 'y
Ba son las CFM de los compuestos puros (Caleffi-Ferracioli et al., 2013; Mataraci y
Dosler, 2012; Pérez-Palma et al., 2019). Sustituyendo los valores, se encuentra que:

FIC,pc+ FIC,5,=0.75+0.25=1

Cuando la FIC es <1, el efecto sera sinérgico. Si la FIC >1, el efecto sera aditivo
(Rivera-Carrilles et al., 2005).

Tabla 8. Combinaciones de las fracciones individuales de los aceites
esenciales de hierba limon y canela

Concentracion de aceite Concentracion de aceite de
de canela (mg/mL) hierba limén (mg/mL)
0.4 0.0
0.3 0.5
0.2 1.0
0.1 15
0.0 2.0

De la misma manera, se elabord el isobolograma (Figura 17) obtenido con los
resultados de las combinaciones de aceites esenciales. En el eje de las abscisas se
representan las concentraciones del aceite esencial de canela y en el eje de las
ordenadas, las concentraciones del aceite esencial de hierba limén. En los extremos
se sittan las concentraciones minimas fungicidas (CMF) de los aceites en individual.
Al unir los puntos de las concentraciones, se obtiene como resultado una linearecta,

representando un efecto aditivo
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Figura 17. Isobolograma de la mezcla de aceites esenciales.
Peach et al., (2019), utilizaron una mezcla de aceite esencial de canela y aceite
esencial de hierba limon como agente para repeler mosquitos, sin embargo,
plantean que se deberian utilizar distintas formulaciones a la usada para
incrementar su efectividad. Existe poca literatura acerca del efecto combinado de
los aceites esenciales de hierba limén y canela utilizado en hongos. Singh et al.,
(2019) mencionan un efecto sinérgico en la acciéon de una mezcla de aceites
esenciales de hierba limén y canela utilizados en manera de repelentes para
parasitos. Nikkhah et al., (2017) también reportan actividades sinérgicas entre
mezclas de tomillo, canela y romero (FIC de 0.5y 0.375) contra B. cinerea y P.
expansum, al igual que la combinacion de mejorana, canela y tomillo también

demostré ser sinérgica (FIC de 0.625 contra P. expansum y 0.375 para B. cinérea).
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6.4 Sintesis de particulas de silice mesoporosa (NSM)

El rendimiento de las particulas de silice mesoporosa fue de 90.8%. A simple vista
se aprecia un polvo blanco (figuras 18 y 19) que después cambiard de color
dependiendo del aceite que se le adicione

Figura 18. Particulas de silice

molidas Figura 19. Particulas de silice mesoporosa sin

cargar.

Figura 20. Particulas de silice mesoporosa cargadas con aceite

esencial de canela (A) y aceite esencial de hierba limoén (B)

Una vez cargadas las nanoparticulas con los aceites esenciales, las principales
diferencias observables son en el color (Figura 20). Las particulas cargadas con
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aceite esencial de canela se observan de un tono amarillo oscuro, mientras que
aquellas cargadas con aceite esencial de hierba limén son de un tono amarillo mas

claro.
6.4.1 Analisis por microscopia electronica de barrido (SEM)

En las micografias SEM (figuras 21-22) pueden observarse las aglomeraciones de
las nanoparticulas esféricas). Debido a la porosidad del material, no fue posible
obtener mediciones de una sola particula, excepto en el caso de las particulas
cargadas con aceite esencial de canela (cuyas mediciones tuvieron rangos de entre
120 y 180 nm). No se observan diferencias en la morfologia de las particulas una
vez cargadas con diferencias mas significativas encontradas corresponden en una
aglomeracién de particulas mas compacta en el caso de las que estan cargadas

con los aceites esenciales.

10.00kv  45mm SE1 1000 KX 200  High Vacuum

FCN-UAQ

Figura 21. Micografia de particulas de silice mesoporosa sin cargar en aumento de 5.00 X

(izquierda 'y 10.00 X (derecha)

Las caracteristicas morfoldgicas de las nanoparticulas corresponden a lo reportado
por Vo et al., (2017); quienes obtuvieron particulas con tamafios menores a 50 nm.
Paralelamente, Ribes et al., (2019), encapsularon distintos componentes de aceites
esenciales (carvacrol, eugenol, timol and vanillina) y obtuvieron particulas

aglomeradas, similares a los obtenidos en el presente estudio
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6.4.2 Andlisis por microscopia electronica de transmision (TEM)

La figura 22 muestra la morfologia de las particulas de silice mesoporosa sin cargar
y con los dos aceites esenciales. Se observa una morfologia similar a la observada
en las micrografias SEM: particulas ovaladas, de menos de una micra de tamafio.

Continuando con las semejanzas entre los analisis SEM y TEM, se observa mayor

aglomeracioén de particulas cuando se cargan de aceites esenciales (figuras 14B y
140C).

Figura 22. Imagenes TEM de las particulas de silice mesoporosa. (A. Sin cargar, B. Cargadas
con aceite esencial de hierba limén y C. Cargadas con aceite esencial de canela)

6.4.3 Actividad antifangica de los aceites esenciales encapsulados

La actividad antifangica de las particulas fue medida en el dia 3 de incubacion,
partiendo de un in6culo de 10° esporas/mL. Por parte de ambos aceites se observo
menor actividad comparada con los aceites en emulsion contra R. nigricans (figuras
23y 24). Esta disminucion podria deberse a una mala distribucion y absorcién de la
emulsion de los aceites esenciales en la membrana en la que se colocaron o al tipo

de crecimiento no radial del microorganismo.
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No existen muchos reportes sobre la actividad especifica de una emulsion de aceite
esencial de canela y otra de aceite esencial de hierba limon contra R. nigricans. No
obstante, existen reportes sobre la actividad de aceites esenciales encapsulados en
particulas de silice mesoporosa. Zhang et al., (2021) reportan la accién antifingica
de las particulas de silice mesoporosa cargadas con aceite esencial de canela
contra Mucor sp. F y Mucor circinelloides C. cuando se afiaden a recubrimientos a
base de almidén de papa. Para el aceite esencial de hierba limén, Sattary et al.,
(2020) reportan que el aceite esencial de hierba limén cuando se encapsula en
particulas de silice mesoporosa aumenta hasta 3 veces su capacidad antifingica
contra Gaeumannomyces graminis spp. tritici (aunque utilizando una metodologia

distinta a la seguida en este estudio).

Figura 23. Actividad fungicida de los aceites esenciales encapsulados. A) Control B)
Aceite esencial de canela, C) Aceite esencial de hierba limon

Figura 24. Actividad fungicida de los aceites esenciales en emulsion. A) Control B)
Aceite esencial de canela, C) Aceite esencial de hierba limén
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6.5 Preparacion de la solucién filmogénica y formacion de las PC
6.5.1 Obtencién del extracto proteico de la harina de quinoa

Por medio del método Kjeldahl, se obtuvo que la cantidad de proteina en el extracto
seco es de 62.97%. Se realizaron los analisis proximales correspondientes (Tabla
9). Se obtuvo un contenido de cenizas de 2.57% y un contenido de humedad de
2.32% (AOAC, 1984).

Tabla 9. Andlisis proximales del extracto proteico de acuerdo a los métodos de la
AOAC (1984).

Analisis Contenido (%)
Proteina 62.97 £ 0.15
Humedad 2.32+0.15
Cenizas 2.57+£0.27

Abugoch et al., (2009), reporta que las principales proteinas presentes en la semilla
de quinoa son las globulinas (37%), seguidas de las albuminas (35%) y por ultimo
las prolaminas (0.5-7%). La proteina de quinoa es utilizada en las formulaciones de
recubrimientos y peliculas comestibles debido a sus efectos en la solubilidad y
gelificacion cuando se afiaden a las soluciones filmogénicas (Quiroz, 2021; Alak et
al., 2019).

6.5.2 Obtencion de las soluciones filmogénicas

Se obtuvieron diez peliculas comestibles (figura 25). Si bien al principio los
tratamientos con una relacion 09:01 proteina de quinoa:quitosano produjeron
peliculas quebradizas, una vez que se aumento la concentracion de glicerol hasta
el 40% en relacion de los sdlidos totales, se logr6 obtener peliculas faciles de
despegar y aparentemente flexibles en ambos casos. No se observan diferencias
de color en los tratamientos donde se afiaden los aceites esenciales. El color de las
peliculas es de un tono amarillo traslicido, similar a las reportadas por Vera et al.,

(2019), quienes elaboraron peliculas de quitosano, proteina de quinoa Yy
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transglutaminasa. Las peliculas obtenidas a partir de la solucién 09:01 muestran
tonalidades més oscuras que las peliculas de 04:01, lo cual podria deberse por el

incremento de la concentracion de proteina en la solucion.

PQ:Q EM1:1 EM 2:1 NSM 1:1 NSM 2:1
P .

3 / \

04:01
_ g
N N / .

| | \

09:01 {

i’
Figura 25. Peliculas obtenidas a partir de las soluciones filmogénicas elaboradas.

09:01 y 04:01 indican relacion de proteina de quinoa:quitosano

6.5.3 Caracterizacion de las soluciones filmogénicas
6.5.3.1 Espesor

De acuerdo con los promedios de espesor (figura 26), las peliculas que no tienen
adicionadas las particulas de silice mesoporosa estan en rangos de 100 a 130 pm.
No se mostré una diferencia significativa entre las dos relaciones de proteina y
guitosano, sin embargo, se observa una diferencia significativa en las peliculas que
son adicionadas con particulas de silice mesoporosa (grosor de 30 a 60 um). El
espesor de las peliculas dependera de la naturaleza de los polimeros que las

conforman (Di Pierro et al., 2006).

Los datos de espesor obtenidos indican que todos los tratamientos se encuentran
dentro de las especificaciones requeridas para ser considerados recubrimientos o
peliculas comestibles, dado que los limites maximos de grosor son de 0.33 mm
(Embuscado y Huber, 2000).
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Figura 26. Espesor de las peliculas comestibles. Se muestra la media de los tratamientos + la
desviacion estandar (n=10). Letras iguales indican que no hay diferencia significativa de
acuerdo a la prueba Tukey (0=0.05)

Se observa de manera general un aumento en el espesor cuando se le afiaden
particulas de silice mesoporosa cargadas con aceite esencial. Esto puede deberse,
entre otras razones, al aumento de los sélidos totales de la solucion filmogénica
(Quiroz, 2021). Se ha reportado que la adiciéon de particulas de silice mesoporosa
disminuye la permeabilidad a vapor de agua y a gases de algunos recubrimientos,

incrementando en general las propiedades de barrera de los mismos.

6.5.3.2 Solubilidad

De acuerdo con la figura 27, se observan que los valores de solubilidad oscilan entre
50 y 80%, lo cual indica una estabilidad intermedia y baja de la red de polimeros.
Las peliculas mas solubles fueron aquellas que solamente contenian quitosano y
proteina de quinoa, mientras que cuando se les adicionan los aceites esenciales,

ya sea en emulsion o encapsulados en las particulas, disminuye la solubilidad. Esto
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podria deberse a que la adicion de los aceites refuerza la red de polimeros de la
pelicula, haciendo que disminuya la permeabilidad al agua de la misma.
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Figura 27. Solubilidad de las peliculas comestibles. Se muestra la media de los tratamientos +
la desviacion estandar (n=10). Letras iguales indican que no hay diferencia significativa de

acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05)

La solubilidad es una caracteristica importante para los recubrimientos, debido a
gue, para que se pueda consumir un alimento junto con el recubrimiento, se requiere
gue este ultimo tenga valores altos de solubilidad de agua (Mohammadi et al., 2017).
Ademas, la solubilidad de la PC definira en gran medida a que tipo de alimento sera

conveniente su aplicacion.
6.5.3.3 Opacidad y color

Los pardmetros de opacidad y color fueron determinados mediante la escala de
color CIE L* a* b*, donde los valores de L* representan la luminosidad, a* las
coordenadas de rojo a verde (+a rojo, -a verde) y b* las coordenadas de amarillo a
azul (+b amarillo, -b azul). Esta escala es ampliamente utilizada, debido a que

correlaciona valores (coordenadas) numéricos con la percepcion visual humana.
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Un material se conoce como opaco cuando no deja pasar luz en una proporcion
apreciable. Por el contrario, un material ser& traslicido cuando deja pasar la luz de

manera media y transparente cuando deja pasar facilmente la luz.

En la tabla 10, se muestran los indices de color y opacidad de los diferentes
tratamientos de las PC. Los valores de los tratamientos 9:1 fueron ligeramente mas
altos en el caso de la luminosidad (L*), y mas bajos en los valores a* y b*. La relacién
de luminosidad con el aumento de tonalidad podria deberse al incremento de sélidos
totales en las PC. Todas las peliculas tuvieron tendencia al color amarillo palido,
probablemente debido al color tanto de la proteina de quinoa como de las NSM
cargadas con aceites esenciales. El tono amarillo corresponde con el reportado por
Vera et al., (2020) quienes elaboraron peliculas comestibles de proteina de quinoa,

guitosano, transglutaminasa y nanoparticulas cargadas con timol.

El color de los recubrimientos también es una caracteristica importante a considerar,
puesto que de ella dependera la aceptacion sensorial del recubrimiento una vez que
esté integrado en un alimento. Del mismo modo, la opacidad es un factor a
considerar, puesto que, a mayor transparencia de las peliculas, es menos probable
los cambios fisicos en el alimento (Velickova et al., 2013). De los tratamientos
analizados, todos demostraron valores de opacidad de menos del 50%. La
diferencia significativa encontrada entre tratamientos fue en las peliculas a las que
les fueron afadidas particulas de silice mesoporosa, ya que aquellas con la
formulacion 4:1 reportaron valores de 36 y 43%, mientras que la formulacion 9:1

tuvo valores de 27 a 29%
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Tabla 10. Pardmetros de color (coordenadas L*, a* y b*) y porcentaje de opacidad

de las peliculas

Tratamiento Color Opacidad (%) Paleta de colores
L* a* b*
04:01 PQ:CH 69.85 + 12.83° 5.49 +1.39" | 23.20 +5.20° 35.53 +6.61°
04:01 EM 1:1 76.82 +0.72° 5.28+0.72" | 26.97 £1.712 32.89 + 1.642
04:01 EM 2:1 75.15 + 1.99° 7.24 +1.89° 31.25+2.99° 41.53 + 2.38°
04:01 NSM 1:1 78.52 +1.612 5.15+0.76" | 23.84 +3.322 36.72 £ 2.882
04:01 NSM 2:1 | 76.40 £ 2.302 6.56 + 1.27° | 28.43 +4.012 43.22 + 3.33°
09:01 PQ:CH 78.19 £ 0.922 5.39 £ 0.40"° 23.57 +1.89° 33.66 + 2.322
09:01 EM 1:1 75.68 +£1.282 6.49 £ 0.54" 31.28 +2.34° 33.99 +£0.292
09:01: EM 2:1  78.37 £0.692 4.60 £ 0.35° | 25.04 + 2.24° 31.16 + 0.65¢
09:01 NSM 1:1  78.10 + 0.562 492 +0.41° 23.91 +1.222 27.62 +£0.31°
09:01 NSM 2:1  78.27 £2.132 4.66 £ 0.59° | 19.06 + 2.202 29.82 £ 2.02¢

PQ:CH proteina de quinoa: quitosano, EM emulsién, NSM particulas de silice
mesporosa. Se muestra la media de los tratamientos + la desviacién estandar
(n=10). Letras iguales indican que no hay diferencia significativa de acuerdo a la
prueba Tukey (a=0.05)

6.5.3.4 Potencial ¢, indice de polidispersion y tamafo de particula

En la tabla 11 se muestran los resultados de indice de polidispersion, potencial { y

tamafio de particula de cada tratamiento. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en todos los analisis

exceptuando el indice de polidispersién. Este indice indica la heterogeneidad de
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una mezcla. Cuanto mas se aproxime el valor a 1, méas polidispersa sera la mezcla
(Mudalige et al., 2019).

En las soluciones filmogénicas, todos los tratamientos reportaron valores cercanos
a 1, indicando que todas las soluciones son muy polidispersas. Esto podria deberse

a varios factores, como la cantidad de soélidos totales presentes en la solucién.

Tabla 11. Tamafio de particula, indice de polidispersiéon y potencial { de las

soluciones filmogénicas

Tratamiento Tamaiio de indice de Potencial ¢ (mV)
particula (d.nm) polidispersion (PI)
04:01 PQ:CH | 2810.67 + 139.15° 0.790 + 0.07° 41.20 £ 6.51°
04:01EM 1:1 | 3889.00 + 319.01 0.774 £0.11° 39.93 +4.37°
a
04:01 EM 2:1 4992328.67 + 0.875 + 0.21° 26.37 +£1.28°
8632256.59°
04:01 NSM 1:1 | 2103.67 + 443.04° 0.772 £ 0.28" 31.30 + 3.14%
04:01 NSM 2:1 | 1626.67 + 108.42°¢ 0.991 + 0.01° 23.75 + 3.44P
09:01 PQ:CH 1920.67 + 0.840 + 0.13" 27.17 £1.20%
406.74%¢
09:01 EM 1:1 | 2755.33 +126.06° 1.000 + 0.002 22.13 + 4.60P°
09:01 EM 2:1 22353333.33 0.736 £ 0.22" 3.83 £1.54°
5582296.42¢
09:01 NSM 1:1 7751.67 = 1.000 + 0.00 8.61 £ 1.04¢
2031.78¢
09:01 NSM 2:1 | 1937.67 + 82.00%° 1.000 + 0.00 21.47 + 3.00%°

PQ:CH proteina de quinoa: quitosano, EM emulsién, NSM particulas de silice
mesporosa. Se muestra la media de los tratamientos + la desviacién estandar
(n=10). Letras iguales indican que no hay diferencia significativa de acuerdo a la
prueba Tukey (0=0.05).
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El potencial { es la diferencia de potencial entre la fase moévil y el medio de
dispersion de una mezcla. Esta caracteristica es muy importante, puesto que esta
relacionado con la estabilidad de las emulsiones a largo y corto plazo (Lu y Gao,
2010). Cuando el valor de potencial { es mayor a 25 mV, las particulas se repelen
manteniendo la solucién estable. Por otro lado, valores entre -10 mV y 10 mV
indican que la suspensidén es altamente inestable. Las soluciones filmogénicas
tuvieron todas valores arriba de 10 mV, salvo los tratamientos 09:01 EM 2:1y 09:01
NSM 1:1.

El tamafio de particula se refiere al valor promedio de todas las particulas que se
encuentran en la suspension. Las soluciones filmogénicas que reportaron mayores
tamafos de particula fueron aquellas que estaban adicionadas con emulsiones,
mientras que las que reportaron menores tamafios de particulas fueron aquellos

tratamientos a los que se les adicionaron particulas de silice mesoporosa.

6.5.3.5 Propiedades mecanicas

Las propiedades de resistencia a la tension, porcentaje de elongacion y médulo de
Young se presentan en la tabla 12. Se encontr6 que todas las peliculas tienen

propiedades mecanicas diferentes.

Tabla 12. Resistencia a la tension (Mpa), porcentaje de elongacion (%E) y modulo

de Young de las peliculas comestibles

Tratamiento Resistencia a la Elongacion (%E) Madulo de Young (Mpa)
tensién (Mpa)
04:01 PQ:CH 5.833 +£ 0.487° 2.257 £ 0.436° 400.752 + 0.552°
04:01 EM 1:1 8.072 £ 0.079° 24.671 + 0.090° 141.770 + 0.351°
04:01 EM 2:1 6.627 + 0.065°¢ 15.794 £ 0.242°¢ 214.963 + 0.496°
04:01 NSM 1:1 | 9.746 +0.285¢ 10.105 + 0.078¢ 332.603 + 0.084¢
04:01 NSM 2:1 | 28.76 + 0.070¢ 15.918 + 0.135¢ 722.482 + 0.076¢
09:01 PQ:CH 4.871 + 0.060° 21.089 £ 0.020¢ 134.555 + 0.136'
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09:01 EM 11

6.148 + 0.012°

16.581 + 0.090°

195.909 + 0.078¢

09:01 EM 2:1 5.114 + 0.064" 14.387 + 0.299¢ 165.321 + 2.343"
09:01 NSM 1:1 | 7.834 + 0.154° 6.264 + 0.054 393.975 + 4.922
09:01 NSM 2:1 | 6.895 = 0.100° 14.548 + 0.009¢ 187.156 * 0.665!

Se muestra la media de los tratamientos + la desviacion estandar (n=10). Letras
iguales indican que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba Tukey
(a=0.05).

Los valores de resistencia a la tension variaron entre 4 y 28 Mpa. Comparado con
estos valores, Quiroz (2021) reporta valores entre 0.9 y 1.10 Mpa para peliculas
elaboradas con quitosano, proteina de quinoa y enzima transglutamitasa. El
aumento de la resistencia podria deberse a que se ha reportado que las particulas
de silice mesoporosa refuerzan la estructura de la red de polimeros, aumentando

asi las propiedades mecanicas.

El porcentaje de elongacion (%E) se refiere al largo de la muestra después del
estiramiento dividido entre el largo original y multiplicado por cien. Los tratamientos
demostraron diferencias estadisticamente significativas. En el caso de los
tratamientos 04:01 los valores menores (la pelicula que menos pudo estirarse) es la
gue solamente contiene quitosano y proteina de quinoa (%E 2.2.), mientras que los
valores mas altos fueron los que contenian emulsiones de los aceites esenciales
(15 y 24%). Para la relacién 09:01, los valores mas bajos fueron aquellos donde la

PC tenia particulas adicionadas (6 y 14%).

El médulo de Young es un parametro que caracteriza el comportamiento de un
material elastico, segun la direccion en la que se aplica una fuerza. Los valores mas
altos corresponden a aquellos de los tratamientos 04:01, lo cual indica mayor

elasticidad de las muestras.
6.5.3.6 Permeabilidad al vapor de agua

Los valores de permeabilidad de agua se reportan en la figura 28. La permeabilidad
es la capacidad de un material para permitir que un fluido lo atraviese sin alterar su

estructura interna. De ambos tratamientos, se observa que los valores mas bajos
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de permeabilidad (es decir, aquellas PC menos permeables), corresponden a los
tratamientos 04:01. De estos valores, el mas bajo corresponde al tratamiento
adicionado con particulas de silice mesoporosa. Los valores de permeabilidad al
vapor de agua es una caracteristica que dependera del alimento al cual se aplicaran
(Sahraee et al., 2019). Los valores encontrados en este trabajo corresponden con
los reportados por Escamilla-Garcia et al., (2019), valores de 2.85 a 9.95 (g cm Pa-1
cm-2 s—1) para peliculas de quitosano con proteina de quinoa entrelazadas con

enzima transglumitasa.
6.5.3 Actividad antifungica de las peliculas comestibles

Los resultados de las actividades antifUngicas se muestran en la tabla 13. Se
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos.
Para los tratamientos con relacion 04:01, que fueron los que demostraron mayores
indices antifungicos (de 18 a 98%), mientras que los tratamientos de relacion 09:01
mostraron valores del 0 al 60%. En ambos tratamientos se observa que el mayor
porcentaje de inhibicion se da cuando se agregan los aceites esenciales, ya sea en
emulsion o encapsulados. Esto se podria deber a una buena conservacion de las

propiedades antifungicas de los aceites esenciales durante el proceso de

Figura 28. Permeabilidad a vapor de agua. Se muestra la media de los tratamientos * la
desviacion estandar (n=10). Letras iguales indican que no hay diferencia significativa de

acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05)

encapsulacion.

Tabla 13. indices antiftingicos (%) de las peliculas comestibles

Tratamiento indice antifingico (%)
04:01 PQ:CH 18.333+£0.43
04:01 EM 1:1 71.773+£0.11
04:01 EM 2:1 98.130 + 3.23
04:01 NSM 1:1 63.033 £ 0.84

57



04:01 NSM 2:1 70.506 £ 0.14
09:01 PQ:CH 0+0

09:01 EM 1:1 3.686 + 0.35
09:01 EM 2:1 70.816 £ 1.20
09:01 NSM 1:1 29.660 £ 0.31
09:01 NSM 2:1 68.220 £ 0.23

Se muestra la media de los tratamientos + la desviacion estandar (n=10). Letras
iguales indican que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba Tukey
(a=0.05).

Los datos obtenidos en el presente estudio concuerdan con los que reportan
Maness y Zubov (2019), quienes realizaron recubrimientos comestibles de
almidones modificados y muestran valores de inhibicion de 79.4% contra R.

stolonifer durante 21 dias.
6.6 Encapsulacion de L. lactis UQ2

Por medio de la técnica de secado por aspersion, se obtuvieron microcapsulas de
entre 5y 9 um aproximadamente (figura 29). Se observa una formacién correcta de
encapsulado. Se obtuvo una eficiencia de encapsulado de 80.02%, mientras que la
viabilidad de las células durante el encapsulado fue de 57.2%. las capsulas
obtenidas presentaron formas esféricas, con hundimientos en la superficie. Las
capsulas mas pequefias muestran tendencia a formar aglomerados. La morfologia
de las capsulas corresponde a la reportada por diversos autores, como Fazilah et

al., (2019), que reportan capsulas de forma esférica.
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Figura 29. Capsulas de L. lactis UQ2 obtenidas mediante secado por aspersion

Se observan pequefas abolladuras en las capsulas obtenidas, si bien no se llega a
ver poros o alguna otra imperfeccion en las mismas. Dichas abolladuras podrian
deberse principalmente a cambios en la temperatura dentro del equipo al momento

de realizarse el encapsulado.

6.7 Bioconservacion de pan de masa madre mediante la adicién del recubrimiento

comestible y capsulas de L. lactis UQ2
6.7.1 Perfil de textura

La textura del pan es uno de los atributos sensoriales que mayor impacto tienen en
los consumidores (Sun et al., 2020). La dureza del producto terminado es uno de
los principales factores de deterioro causantes del desperdicio de productos de
panificacion (Axel et al., 2017).
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La figura 30 muestra el impacto de los tratamientos aplicados en la dureza (N) del
pan de masa madre a lo largo del estudio de vida de anaquel acelerada. A partir del
dia 3.5 se observa de manera significativa un incremento en la dureza del pan
control comparado con aquellos panes a los que se les aplicaron el recubrimiento
comestible, las bacterias acido lacticas o0 ambos, manteniendo dicha tendencia a lo

largo del estudio.
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Figura 30. Dureza de los panes de masa madre almacenados en una camara
climatica. Control: pan control, BAL: pan adicionado con bacterias acido lacticas sin
recubrimiento, RC: pan con recubrimiento sin bacterias acido lacticas, RC + BAL:

pan con recubrimiento y bacterias acido lacticas

Se sabe que la masa madre tiende a alargar la vida de anaquel del pan al cual se
adiciona debido, entre otras cosas, a la accion de las bacterias acido lacticas
(Nionelliy Rizzello, 2016). El mecanismo de accion de estas bacterias para impactar
en la textura del pan se debe, principalmente, a la acidificacién que las BAL otorgan
al producto terminado, lo cual tiene un impacto directo en la estructura de diversos
compuestos, como el gluten o el almidon (Melini y Melini, 2018). En el analisis
realizado, se observa un incremento en la dureza del pan adicionado con bacterias
acido lacticas a partir del dia 10.5 (aunque los valores siguen por debajo de aquellos

reportados en el control, sin bacterias acido lacticas).
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Se ha reportado que los recubrimientos comestibles con bajos valores de
permeabilidad al vapor de agua influyen de manera positiva en el retraso de la
deshidratacion, disminucion de la respiracion, mejoras de la calidad de la textura de
los productos terminados (Rossi Marquez et al., 2014) asi como para prevenir la
pérdida de la textura crujiente y la migracién de la humedad (Chakravartula et al.,
2019). La dureza del pan (staling en inglés) es un fenédmeno principalmente causado
por la retrodegradacion del almidon, aparece durante la pérdida de humedad
durante el almacenamiento del producto. Los tratamientos a los cuales fue
adicionado el recubrimiento comestible reportan menores valores de dureza a lo
largo del estudio a comparaciéon con el control, lo cual podria sugerir que la baja
permeabilidad a vapor de agua tiene un incremento positivo en la conservacion de
la textura del pan. Todos los tratamientos conservaron valores de dureza bajos a

comparacion del control para el dia 10.5 de almacenamiento.
6.7.2 Color

Los parametros de color se midieron a lo largo del estudio de vida de anaquel, son
presentados en la tabla 14. Los valores de luminosidad (L*) presentaron una
disminucion significativa en el control, mientras que en los tratamientos adicionados
con el recubrimiento comestible mantuvieron estables sus valores. Esto parece
indicar que el recubrimiento comestible no afecta las caracteristicas externas de
luminosidad en el producto. Para las coordenadas a* (espectro rojo a verde) y b*
(espectro amarillo a azul) tampoco se observan diferencias estadisticamente
significativas en los diferentes dias de almacenamiento, lo cual parece indicar que
el recubrimiento comestible no tiene efecto sobre las caracteristicas de color del
pan, algo que se refuerza con los valores de opacidad reportados en la seccion
6.5.3.3, los cuales indicaban que el material obtenido tiende a ser traslucido (valores

de opacidad menores a 50%)

Tabla 14. Valores de color obtenidos durante el estudio de vida de anaquel

Tratamiento Dia 3.5 Dia 7 Dia 10.5

L* a* b* L* a* b* L* a* [ b*
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Control 53.89 + 13.00 + 28.87 47.44 + 12.88 + 2531+ | 4254+ | 1151+ | 27.76 +
6.762 3.822 6.03% 5.472 1.518 5.93% 5.45% 1.482 2.73?
BAL 57.98 = 15.42 + 34.29 = 58.69 * 6.08 2216+ | 66.01+ | 13.09+ | 30.00 +
1.532 2.55° 2.22° 7.94° 0.64° 4.49° 9.27° 3.492 3.25%
Pelicula 57.49 13.13 + 28.90 = 58.58 * 12.82 + 23.83+ | 58.63+ | 1047+ | 3144+
9.502 4.27°8 6.542 3.07° 5.6728 6.44° 9.32°¢ 2.05° 6.142
Pelicula + 58.14 + 13.28 + 31.62 63.91 7.94 2526+ | 59.04+ | 1468+ | 33.09 +
BAL 2.328 1.572 1.68% 7.28° 2.65° 3.642 2.53° 5.302 3.91°

Se muestra la media de los tratamientos + la desviacion estandar (n=10). Letras
iguales indican que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba Tukey
(a=0.05).

En la tabla 15, se observan las coordenadas de los distintos tratamientos en la
paleta de colores. Los cambios mas evidentes se dan en aquellos tratamientos a los
cuales no fue adicionado el recubrimiento comestible, debido a que las mediciones

de color fueron realizadas Unicamente en la corteza exterior del pan.

Cuando se aplica un recubrimiento comestible, es preferible que el tratamiento no
tenga un impacto directo sobre la apariencia del producto, puesto que puede influir
en la aceptacion por parte de los consumidores (Kumar et al., 2021). Los datos de

color obtenidos durante el presente estudio

Tabla 15. Espectro de colores de las coordenadas L*, a* y b* de los tratamientos

Tratamiento Paleta de colores
Dia3.5 | Dia7 Dia 10.5

Control

BAL

Pelicula

Pelicula + BAL
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6.7.3 Estudio microbiolégico de la vida de anaquel
6.7.3.1 Conteo de hongos y levaduras

Se evaluaron los microorganismos siguiendo el método indicado en la NOM-247-
SSA1-2008 y los resultados se reportaron en la tabla 16. En todos los tratamientos
se mantuvo el nimero de colonias por debajo de los limites maximos permitidos
establecidos por la norma (300 UFC/g), una tendencia que permanecio a lo largo
del estudio (10.5 dias). Cabe destacar que los Unicos tratamientos donde no se
observé ningun tipo de crecimiento de microorganismos fueron aquellos en los
cuales se adicioné el recubrimiento comestible, comprobando asi el efecto
antifungico del mismo y el efecto de bioconservacion cuando son adicionados al
pan, atribuyendo dicho efecto directamente al recubrimiento y a la accion antifingica
de los aceites esenciales presentes en él. Se aclara que se considera “valor
estimado” por encontrarse fuera de los rangos de especificacion de la NOM-092-
SSA1-1994.

Tabla 16. Resultados del conteo de hongos y levaduras

Tratamiento 3.5 dias 7 dias 10.5 dias
Control No. Colonias 0 2 (101 6 (10%)
UFC/g 0 20 60
Resultado Valor estimado Valor estimado 20 | Valor estimado
<10 UFCJ/g UFC/g 60 UFC/g
Pelicula No. Colonias 0 0 0
UFC/g 0 0 0
Resultado Valor estimado Valor estimado Valor estimado
<10 UFC/g <10 UFC/g <10 UFC/g
BAL No. Colonias 0 1(10?) 2 (10?)
UFCl/g 0 100 200
Resultado Valor estimado Valor estimado Valor estimado
<10 UFC/g 100 UFC/g 200 UFClg
No. Colonias 0 0 0
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Peliculas +
bacterias

UFClg 0 0 0

Valor estimado
<10 UFC/g

Valor estimado
<10 UFC/g

Valor estimado
<10 UFC/g

Resultado

Hu et al., (2019) elaboraron panes de masa madre y evaluaron el efecto de la misma
en la vida de anaquel del producto, reportando la aparicién de hongos a partir del
dia 6 de almacenamiento. En el presente estudio, aun en el dia 10.5 de
almacenamiento, no se observd aparicion de hongos en los panes con

recubrimiento.
6.7.3.2 Coliformes totales

En un alimento la aparicion de coliformes totales es uno de los principales
indicadores de malas practicas de higiene durante la preparacion del mismo. En el
pan, generalmente se reportan apariciones de estos microorganismos debido a

contaminaciones en la harina o utensilios con los cuales es preparado el producto.

En la tabla 17 se reportan los resultados obtenidos del conteo de coliformes totales.
No se reporta crecimiento en ninguno de los tratamientos, lo cual indica que estos
fueron correctamente elaborados siguiendo las buenas practicas de higiene

recomendadas por las normas oficiales mexicanas.

Tratamiento ler dia 2do dia 3 dias
Control No. Colonias 0 0 0
UFC/g 0 0 0
Resultado Valor estimado <10 Valor estimado <10 Valor estimado <10
UFCl/g UFCl/g UFC/g
Pelicula y sin No. Colonias 0 0 0
bacteria
UFC/g 0 0 0
Resultado Valor estimado <10 Valor estimado <10 Valor estimado <10
UFC/g UFCl/g UFC/g
No. Colonias 0 0 0
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Bacterias y sin UFC/g 0 0 0
pelicula
Resultado Valor estimado <10 Valor estimado <10 Valor estimado <10
UFClg UFClg UFClg
Peliculas + bacterias | No. Colonias 0 0 0
UFC/g 0 0 0
Resultado Valor estimado <10 Valor estimado <10 Valor estimado <10
UFC/g UFC/g UFC/g

Tabla 17. Resultados del conteo de hongos y levaduras

Los resultados obtenidos de los analisis microbiologicos, pruebas de color y perfil
de textura indican que se logro realizar el efecto de bioconservacion esperado al
momento de administrar los tratamientos. Se considera que la vida util del pan de
masa madre almacenado a temperatura ambiente es de 5 a 7 dias, por lo tanto, los
resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren un incremento en la vida de

anaquel de 3 dias cuando se aplican los tratamientos.

6.8 Analisis sensorial de los panes con recubrimiento comestible y bacterias acido

lacticas

Se realizé una prueba sensorial con escala hedodnica de 9 puntos a un panel de 50
jueces no entrenados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre el nivel de aceptacion de los tratamientos (figura 31), lo que indica que todos

los panes tienen niveles parecidos de aceptacion por parte de los consumidores.
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Figura 31. Niveles de aceptacion de los diversos atributos del producto y aceptacion

general del mismo en una escala hedodnica de 9 puntos.

Se recopilo la informacioén y se presentaron los resultados de aceptacion general en

la tabla 18. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las

muestras, lo cual indica que todos obtuvieron valores de aceptacion similares.

Tabla 18. Niveles de aceptacion general obtenidos en la evaluacion sensorial

Muestra Aceptacion general
531 6.61 +1.722
489 6.57 +1.752
710 6.64 +1.722
612 6.93 +1.742
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Se muestra la media de los tratamientos + la desviacion estandar (n=10). Letras
iguales indican que no hay diferencia significativa de acuerdo a la prueba Tukey
(a=0.05).

Todas las muestras obtuvieron valores entre 6 y 7 puntos, lo cual, de acuerdo a la
escala hedodnica utilizada, se reporta como los valores de “me gusta un poco” y “me
gusta”. Esto podria deberse a diversos factores, principalmente relacionados con el
panel de consumidores no entrenados. El pan de masa madre es un pan con un
nivel de acidez y textura caracteristicas, lo cual podria haber tenido impacto en la
aceptacion de los consumidores, especialmente en aquellos que no estén

habituados a consumir este tipo de productos regularmente.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el control y los
tratamientos con pelicula y bacterias acido lacticas, lo cual indica que el
recubrimiento puede ser aplicado al pan de masa madre y no interferira con los

atributos sensoriales del producto terminado.
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7. CONCLUSIONES

El método de extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor resulta mas
efectivo cuando se le realizan pre tratamientos de sonicacién. Los aceites
esenciales de hierba limén y canela presentan propiedades antifingicas contra

Rhizopus stolonifer ya sea en combinacion o separados.

Las particulas de silice mesoporosa resultan una matriz adecuada para la

encapsulacion de aceites esenciales, conservando su actividad antimicrobiana.

La proteina de quinoa y quitosano obtiene una solucibn homogénea, estable y
monodispersa. La adicion de particulas de silice mesoporosa cargadas con aceites
esenciales otorga al recubrimiento caracteristicas antimicrobianas contra Rhizopus
stolonifer y provee refuerzo a la matriz de polimeros, obteniendo como resultado
una pelicula flexible y delgada, con alta solubilidad. De acuerdo con los resultados
de la evaluacidn sensorial, el recubrimiento no interfiere con las caracteristicas del

pan al cual es aplicado.

Se encapsulé de manera exitosa L. lactis UQ2, obteniendo un alto rendimiento de
encapsulacion y viabilidad celular. La adicion de las capsulas a la masa del pan no

afecto el nivel de aceptacion sensorial por parte de los consumidores.

La bioconservacion de pan de masa madre mediante recubrimientos comestibles y
bacterias acido lacticas encapsuladas es una técnica que puede implementarse
para alargar de manera exitosa la vida de anaquel de pan producido

artesanalmente, alargando la vida de anaquel 2 dias mas.
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Anexo 1. Formato de evaluacién sensorial

EVALUACION DE MASA MADRE

Fecha:

Sexo:

Edad:

¢Es usted consumidor frecuente de pan? Si No

Antes de comenzar la evaluacion, lea cuidadosamente las instrucciones:

Frente a usted se encuentran cuatro muestras de pan, cada una con un codigo
diferente. Tome una muestra y, de acuerdo con su preferencia, evalle los atributos
gue se le solicitan colocando un punto en la linea.

Ejemplo:

| | ‘ |
I I |
Me disgusta No me gusta ni Me gusta

me disgusta
mucho mucho

Muestra:

Color

Olor

Sabor

Textura

Aceptacién general I { [




Muestra:

| |
Color

| |
Olor | |

| |
Sabor | |

| |
Textura | |

| |
Aceptacién general : I I
Muestra:

| |
Color

| I
Olor | |

| |
Sabor | |

| |
Textura | |

I |
Aceptacién general | | |
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Muestra:

Color

Qlor

Sabor

Textura

Aceptacién general I

Comentarios (opcional)
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Anexo 2. Consentimiento informado

OAAT3AIUD 30 AMOWOTUA OAQIZAVINU

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

C.U, Cerro de las Campanas s/n, Colonia Las Campanas

C.P 76010, Querétaro, Qro.

Consentimiento informado

Titulo del proyecto: Uso de bioconservacion y recubrimientos comestibles con
aceites esenciales en la elaboracion de pan artesanal

Investigador: Dr. Carlos Regalado Gonzalez

Evaluador: Paola Itzel Bautista Espinoza

Resumen

Se desea realizar un estudio en el que se considera que usted es apto para
participar, el cual consiste en probar muestras de pan artesanal que pueden o no
contener recubrimientos comestibles y microcapsulas. El pan esta hecho con harina
de trigo, agua y sal, ademas esta fermentado con masa madre (una mezcla de
harina y agua). El recubrimiento comestible esta hecho a partir de harina de quinoa,
guitosano adicionado con acido lactico. Las microcapsulas estan compuestas por
polimeros industriales derivados del suero de leche y encapsulan al microorganismo
Lactococcus lactis, bacteria que se encuentra en el intestino y es productora de una
bacteriocina. Todos los ingredientes utilizados en el presente estudio estan
aprobados como seguros por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA)
de Estados Unidos. El producto fue elaborado siguiendo las Buenas Précticas de
Higiene (BPH) establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009
(Préacticas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos
alimenticios) para asegurar su inocuidad. La actividad es de tipo experimental, los

datos recabados en la misma son de caracter confidencial y de caracter voluntario.
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Si usted desea retirarse de esta actividad puede hacerlo en cualquier momento. Si
usted tiene alguna duda en cualquier momento del estudio, el evaluador se la

aclarara.

Justificacion del estudio

En los ultimos afios, el consumo de pan artesanal de masa madre se ha
incrementado alrededor del mundo, debido a que se trata de un producto
principalmente libre de aditivos y conservadores quimicos. Sin embargo, la vida de
anaquel de estos productos suele ser corta, lo que dificulta su comercializacion.
Entre las principales causas de deterioro de este producto se encuentran los
cambios fisicos (dureza y pérdida de humedad) y la aparicion de microorganismos
deterioradores (principalmente hongos de las familias Rhizopus, Aspergillus y
Penicillium). Es necesario proponer alternativas de solucion para extender la vida

de anaquel de este tipo de productos y que al mismo tiempo aseguren su inocuidad.

Entre estas alternativas, se encuentra la bioconservacion, la cual se define como la
extension de la vida util de los alimentos empleando conservantes que empleen la
microbiota natural, o sus metabolitos. Entre los principales conservantes naturales
utilizados en este proceso se encuentran los aceites esenciales y las bacterias acido
lacticas, debido a la actividad bactericida que han demostrado contra diversos

microorganismos.
Objetivo del estudio

Desarrollar un sistema de bioconservacion integral para extender la vida de anaquel
de un pan de masa madre, utilizando bacterias acido lacticas encapsuladas y un
recubrimiento comestible hecho a base de quitosano y proteina de quinoa, reforzado
con aceites esenciales de hierba limén y canela encapsulados en particulas de silice

mesoporosa.
Procedimiento del estudio

1) Se le presentaran las muestras de pan organizadas de manera aleatoria.
Cada muestra estara identificada por tres digitos junto con una boleta de

evaluacion
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2) Se le pedira que pruebe cada muestra y registre en la boleta sus impresiones
con respecto a los atributos sensoriales de la misma. Entre cada muestra
usted limpiaré su paladar con trozos de manzana y agua natural purificada.

3) Una vez finalizado el estudio, entregara las boletas al evaluador externo

Duracion de la prueba: 15 a 20 minutos

Riesgos asociados con el estudio:

Todos los tratamientos se realizaron siguiendo las buenas practicas de higiene
solicitadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009 (Practicas de
higiene para el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios) y las
recomendaciones de las buenas practicas solicitadas por la Administracion de

Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos.
Los ingredientes utilizados en el presente estudio se enlistan a continuacion
Para el pan: harina, agua, sal.

Para el recubrimiento comestible: pueden contener o no aceites esenciales de
hierba limén y canela, proteina de quinoa, quitosano (compuesto extraido

principalmente de los caparazones de crustaceos como camarones o langostinos)

Para el encapsulado: Lactococcus lactis es una bacteria presente en la flora
intestinal, ampliamente utilizada en la industria de alimentos como agente

conservante. Polimeros industriales derivados del suero de leche.
Aclaraciones

e La decisidn de participar es completamente voluntaria
e No se recibird apoyo econémico por la participacion
e Podra solicitar la informacion que desee en cualquier momento del estudio

e Podra retirarse en cualquier momento del estudio
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e Lainformacion recabada seré utilizada para realizar andlisis estadistico, sera

de caracter completamente confidencial

Cualquier duda con respecto a este estudio, comunicarse con:
Paola Itzel Bautista Espinoza. Evaluadora

Correo: paolaespinoza9606@agmail.com

Dr. Carlos Regalado Gonzalez. Investigador responsable

Correo: reqgcarlos@amail.com

Si usted desea participar, le pedimos firmar la siguiente hoja, de lo contrario, se

respeta su decision

91


mailto:paolaespinoza9606@gmail.com
mailto:regcarlos@gmail.com

