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RESUMEN

Los habitos de los consumidores han ido cambiando hacia un mayor deseo de adquirir
productos frescos con excelentes atributos de calidad. En este sentido, el desarrollo y
caracterizacion de recubrimientos comestibles constituye una estrategia potencial en el
area de la conservacion y proteccion de productos en fresco, debido a que ofrecen
propiedades Unicas de empacado por su selectiva funcionalidad, ademas de ser
seguros para su consumido y ser elaborados a base de polimeros biodegradables. Los
recubrimientos comestibles a base de almidon presentan una barrera selectiva al
oxigeno, ademas de ser transparentes y flexibles. Sin embargo, la principal limitante es
su deficiente barrera a la humedad debido a su naturaleza hidrofilica. En consecuencia,
se ha propuesto la incorporaciéon de agentes hidrofébicos como son las ceras,
mejorando las propiedades de barrera a la humedad una vez que sean aplicadas sobre
la superficie de un producto en fresco. Por otro lado, la nueva generacion de
recubrimientos comestibles antimicrobianos est4d disefiada para permitir la
incorporacion y liberacion de diversos compuestos de origen natural que fueron
estudiados con el fin de controlar el crecimiento superficial de microorganismos en un
alimento. El objetivo del presente trabajo fue disefiar y caracterizar una hanoemulsion
antimicrobiana a base de almidon oxidado (OS) y cera de abeja (CA) y su posible
aplicacion como recubrimiento comestible. Se determin6é el efecto aditivo de la
combinacion de dos antimicrobianos naturales, el arginato laurico (LAE) y la natamicina
(NAT), en la inhibicion de tres hongos deterioradores Rhizopus stolonifer,
Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea y la bacteria Salmonella Saintpaul,
lograndose reducir hasta en un 50% la concentracibn encontrada para cada
antimicrobiano de manera individual. Por otro lado, las nanoemulsiones a base de OS,
CA y antimicrobianos empleando Tween 80 como emulsionante bajo un proceso de
microfluidizacion, mostraron las mejores caracteristicas fisicoquimicas, reoldgicas, y de
mojabilidad, sin afectar el efecto antimicrobiano, mostrando una interaccién significativa
entre el tipo de emulsionante y el proceso de emulsificacién y un uso potencial como
recubrimiento comestible sobre productos frescos.

(Palabras clave: almidon oxidado, cera de abeja, antimicrobianos naturales,
nanoemulsion).



SUMMARY

The consumer’s habits have been changing to select natural fresh products with
excellent quality attributes. In this sense, the development and characterization of edible
coatings is a potential strategy in the area of preservation and safety of fresh products.
They offer unique packaging properties due to their selective functionality, as well as
being able to be ingested by the consumer and elaborated based on biodegradable
polymers. The starch based edible coatings have a selective barrier to Oz, in addition to
being transparent and flexible. However, the main limitation is its poor barrier to moisture
due to its hydrophilic nature. Consequently, the incorporation of hydrophobic agents
such as waxes has been proposed, improving the moisture barrier properties once they
are applied on the surface of a fresh product. On the other hand, the new generation of
antimicrobial edible coatings is designed to allow the incorporation and release of
various compounds studied to control the surface growth of microorganisms in a food.
The aim of this work was to design and characterize an antimicrobial nanoemulsion
based on oxidized starch (OS) and beeswax (BW) and its possible application as an
edible coating. The additive effect of the combination of two natural antimicrobials, lauric
arginate (LAE) and natamycin (NAT), was determined in the inhibition of three
deteriorating fungi Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea
and the bacterium Salmonella Saintpaul, reducing up to 50% the concentration found
for each antimicrobial individually. From our results, nanoemulsions based on OS, BW
and antimicrobials using Tween 80 as emulsifier under a microfluidization process,
showed the best physicochemical, rheological and wettability characteristics, without
affecting the antimicrobial effect, showing a significant interaction between the type of
emulsifier and the emulsification process and a potential use as an edible coating on
fresh products.

(Keywords: oxidized starch, beeswax, natural antimicrobials, nanoemulsions)
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1. INTRODUCCION

Los productos frescos se deterioran con el paso del tiempo, bien por la accion
de microorganismos, la accion fisicoquimica del entorno y la actividad biologica del
propio alimento. Por esto, la industria de los alimentos busca proteger la integridad
y calidad de sus productos desarrollando mejores tecnologias de empacado (Olivas

y Barbosa-Canovas, 2009).

Los empaques en la industria alimentaria estan enfocados a la conservaciéon
y proteccion de todo tipo de alimentos, no obstante, el uso indiscriminado de
empaques sintéticos ha generado serios problemas ecoldgicos contribuyendo a la
contaminacion ambiental provocada por desechos soélidos de baja degradabilidad
(Siracusa et al., 2009).

El uso de recubrimientos comestibles a base de polimeros biodegradables
ha despertado un gran interés por su selectiva funcionalidad para regular la
transferencia de humedad y la permeabilidad selectiva a los gases de productos
frescos, lo que permite mejorar la calidad y extender la vida Gtil de estos productos.
El enfoque actual de estas tecnologias de empacado consiste en caracterizar las
propiedades funcionales del empaque y posteriormente orientar el estudio de su
interaccidbn como recubrimiento comestible sobre la superficie de un alimento
(Vargas et al., 2008).

Los recubrimientos comestibles a base de almidon, uno de los polisacaridos
naturales mas abundantes y el mas comunmente utilizado en la industria alimentaria
debido a su amplia gama de funcionalidades y bajo costo, tienen la caracteristica
de ser barreras eficientes contra compuestos de baja polaridad, pero presentan
pobres propiedades mecanicas y no ofrecen una buena barrea contra la humedad.
En consecuencia, se ha propuesto el desarrollo de recubrimientos comestibles
compuestos a partir de la combinacion de mas de un componente, como lo son los

plastificantes y agentes hidrofobicos, con la finalidad de conjuntar las propiedades



que brindan de manera individual, resultando en una tecnologia de empacado con

caracteristicas funcionales superiores (Bourtoom, 2008).

Por otro lado, los productos frescos son susceptibles de ser contaminados
por microorganismos que los deterioran y pueden provocar enfermedades a los
consumidores. Es por ello que la nueva generacion de recubrimientos comestibles
estd especialmente diseflada para permitir la incorporacibn de agentes
antimicrobianos naturales con el objetivo de proporcionarle al producto en fresco un

empaque con caracteristicas inocuas (Falguera et al., 2011).

El tomate rojo es una de las especies horticolas de mayor cultivo a nivel
mundial, por su alto rendimiento y consumo. México se coloca dentro de los
principales paises productores y ocupa el segundo lugar como pais exportador. Es
un fruto climatérico que, aunado a su composicion quimica, lo convierte en un
producto altamente perecedero por su alta tasa de respiracion y pérdida de peso,
aunado a las malas condiciones de humedad y temperatura durante su distribucion
y almacenamiento. Diversas tecnologias poscosecha han sido utilizadas para
mantener la calidad del tomate rojo durante su almacenamiento como lo son, el uso
de bajas temperaturas, tratamientos de calor y atmosferas modificadas, sin
embargo, su caracter perecedero requiere el desarrollo de tecnologias emergentes
que reduzcan su deterioro y con ello logren prolongar su vida util de almacenamiento
(SIAP-SAGARPA, 2016; Davila-Avifa et al., 2011).



2. ANTECEDENTES
2.1 Recubrimientos comestibles en productos frescos

Los habitos de los consumidores han ido cambiando hacia un mayor deseo
de adquirir productos frescos con excelentes atributos de calidad, precio accesible
y conveniencia hasta sus hogares, por lo que los esfuerzos actuales estan dirigidos
a controlar aquellos precursores que puedan desencadenar caracteristicas que
vayan en detrimento de la calidad del producto final (Olivas y Barbosa-Canovas,
2009).

Las frutas y hortalizas frescas se obtienen a través de diversas operaciones
unitarias que van desde su transporte, almacenamiento y posterior llegada al
consumidor, las cuales pueden influir en procesos de alteracién responsables de
cambios bioquimicos que conllevan a la degradacion de la calidad del producto.
Controlar todos los factores que pueden influir directa o indirectamente sobre la
calidad de los productos frescos es de suma importancia para su aceptacion, en
este sentido, deben aplicarse técnicas de conservacion, que combinadas o0 no,
puedan mantener o mejorar los atributos de calidad de los productos frescos
(Cuadro 1), ademas de alargar su vida util de almacenamiento y asegurar su

estabilidad microbiologica (Corbo et al., 2010).

En las ultimas décadas el empacado ha adquirido un papel fundamental
dentro de la industria de alimentos, el cual ha ido evolucionando a lo largo de los
afios como respuesta a los profundos cambios en el estilo de vida del consumidor,
lo gue supone una innovacion continua al intentar satisfacer estas demandas. En la
actualidad se dispone de una amplia gama de empaques de diversos materiales y
caracteristicas para satisfacer la demanda de la gran cantidad de productos
alimenticios que existen. Debido a esta enorme variabilidad de productos, no es
posible el uso de un empaque ideal que sea valido para todos ellos y por tanto, es
necesario seleccionar para cada uso y tipo de alimento, el empaque y la tecnologia

de empacado mas adecuado en funcion de distintos parametros como son las



caracteristicas del producto, forma de transporte y distribucion comercial, vida util
esperada, costos, posibilidad de reutilizacion o reciclado de los materiales y su

compatibilidad con el medio ambiente (Williams y Wikstréom, 2011).

Cuadro 1. Atributos de calidad de productos frescos
(Lin y Zhao, 2007).

Factor de calidad Preocupacion primaria

Tamano
Forma

Apariencia (visual)  Color: intensidad, uniformidad
Brillo

Firmeza/Suavidad
Frescura
Jugosidad
Consistencia

Textura

Dulzura.

Acidez.

Astringencia.
Amargura
Compuestos volatiles

Sabor, aroma

Vitaminas
Valor nutritivo Minerales

Sustancias téxicas
Seguridad Contaminantes quimicos
Contaminacién microbiana

Hoy en dia, el uso indiscriminado de empaques sintéticos ha provocado
serios problemas ecoldgicos debido a la generacion de desechos sélidos de baja
degradabilidad, por lo que el desarrollo y caracterizacion de recubrimientos
comestibles ha atraido la atencibn de muchos investigadores debido a la gran
variedad de aplicaciones que ofrecen a la industria alimentaria, en particular a la

conservacion de frutas y hortalizas frescas por su selectiva funcionalidad, ademas



de poder ser ingeridos por el consumidor y elaborarse a base de polimeros
biodegradables (Lin y Zhao, 2007; Janjarasskul y Krochta, 2010).

Un empague o pelicula comestible es definida como una capa delgada de
material comestible formada por separado vaciando la suspension filmogénica en
un soporte sobre una superficie nivelada, la cual se deja secar y se aplica
posteriormente a un alimento. Por otro lado, un recubrimiento comestible es definido
como una capa delgada que se aplica en forma liquida como un revestimiento
directamente sobre el alimento, generalmente por inmersién del producto en una
solucién o por aspersion sobre el mismo, formando parte integral del producto
alimenticio sin afectar las caracteristicas sensoriales del alimento. La diferencia
entre las peliculas y los recubrimientos comestibles es el modo en que son formadas

y su aplicacion en los alimentos (Bourtoom, 2008).

2.2 Propiedades funcionales de los recubrimientos comestibles

Las propiedades funcionales (Cuadro 2) de los recubrimientos comestibles
dependen en primera instancia del tipo de alimento al cual se le destinara su
aplicacion (caracteristicas fisicoquimicas), sus condiciones de almacenamiento
(humedad y temperatura) y sus principales vias de deterioro, los cuales estaran
relacionados con el tipo de material a utilizar en su elaboracién, su proceso de
formacion y su método de aplicacién, ademas de que la tecnologia y la materia
prima involucrada en la produccion de estas alternativas de conservacion sean
accesibles y viables econémicamente (Vargas et al., 2008; Janjarasskul y Krochta,
2010).

El amplio uso que se le puede destinar a los recubrimientos comestibles
dentro de la industria alimentaria abarca una categoria Unica de empacado, la cual
debe satisfacer las necesidades de aquellos productos frescos mejorando sus
propiedades funcionales (Figura 1). Todos estos atributos permitiran alargar la vida
de util del producto, lo que a su vez repercutira en el éxito de técnicas de
almacenamiento y conservacion, que determinaran en Judltima instancia la

preferencia del consumidor (Lin y Zhao, 2007; Janjarasskul y Krochta, 2010).

5



Cuadro 2. Propiedades funcionales de los recubrimientos comestibles

(Janjarasskul y Krochta, 2010)

e Sensorialmente aceptable (transparente, insipido y sin olor)

e Reducir la pérdida de humedad

e Reducir el transporte de gases (O2,CO2y C2Ha)

¢ Reducir la migracion de lipidos

e Retener componentes volatiles

e Mejorar las propiedades mecanicas

e Proveer integridad estructural

e Servir como vehiculo de aditivos (sabores, colores, antioxidantes,
antimicrobianos)

e FEvitar o reducir el deterioro microbiano

AMBIENTE o )
Recubrimiento comestible

Humedad
Compuestos volatiles
(aromaticos) //

PRODUCTOFRESCO

(Agua, Carbohidratos, Proteinas,
Pigmentos, Aroma)

Incorporacion de agentes funcionales:
- Antioxidantes

Gases
- Antimicrobianos
02/C0O2/C2H4 - Nutraceuticos
- Saborizantes
- Colorantes

Figura 1. Propiedades funcionales de un recubrimiento comestible aplicado en
productos frescos (Lin y Zhao, 2007)
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2.3 Materiales utilizados en la formacidon de recubrimientos comestibles

Diversos materiales son utilizados en la formulacién de recubrimientos

comestibles aplicados en productos frescos, dentro de los que se encuentran los

polisacéridos, las proteinas y los lipidos (Cuadro 3), los cuales, de acuerdo con la

“Agencia de Alimentos y Medicamentos” (FDA por sus siglas en inglés), deben de

cumplir con el estatus de generalmente reconocidos como seguros (GRAS por sus

siglas en inglés). Pueden utilizarse en forma uUnica o combinada con otros

componentes, y su seleccion dependera especificamente del tipo de aplicacion que

se le destine al recubrimiento comestible (Vargas et al., 2008; Olivas y Barbosa-
Canovas, 2009).

Cuadro 3. Materiales utilizados en la formacidn de recubrimientos comestibles

Polimero Ventajas Desventajas Aplicacion Referencia
Transparentes Deficiente barrera Manzana Pérez-Gago et al.,
a la humedad. (2005).
Eficiente barrera Tomate Zapata et al.,
Proteinas a los gases. Alto costo de (2008).
produccion. Mora azul Duan et al., (2011).
Buenas Pérez-Gago et al.,
propiedades (2012).
mecanicas.
Opacas Melon Fallik et al., (2005).
Saucedo-Pompa et
Inestabilidad Aguacate al., (2009).
Lipidos Eficiente barrera sensorial. _ Youssef et al.,
a la humedad. Naranja (2012).
Pobres Debeaufort y
propiedades Voilley, (2009)
mecanicas.
Transparentes Fresa Ribeiro et al.,
(2007).
Eficiente barrera a Manzana Rojas-Grat et al.,
los gases. Deficiente barrera (2008).
a la humedad. Papaya Tapia et al., (2008).
Polisacaridos Buenas Oms-Oliu et al.,
propiedades Melon (2008).
mecanicas. Pérez-Gallardo et
Frambuesa al., (2012).
Bajo costo de Soliva-Fortuny et
produccion. al,, (2012).




2.3.1 Proteinas

Las proteinas, son polimeros formados por cadenas lineales de aminoécidos
unidas mediante enlaces peptidicos que dependiendo de su estructura se clasifican
en fibrosas y globulares. Presentan una amplia variedad de caracteristicas en base
a su origen biologico y su funcion, que involucran su peso molecular, conformacion
espacial, caracteristicas eléctricas, hidrofobicidad y estabilidad térmica, las cuales
determinaran en Ultima instancia su capacidad para formar un recubrimiento
comestible. Dentro de las proteinas utilizadas en la elaboracion de recubrimientos
comestibles se encuentran el aislado de proteina de suero de leche (WPI) y la
caseina, ambas de origen animal, o las obtenidas a partir de fuentes vegetales como
la zeina, el gluten de trigo, la proteina de soya e incluso la proteina de semilla de
algodon. Entre los mecanismos mas importantes involucrados en la formacién de
un recubrimiento comestible a base de proteinas, se encuentran la
desnaturalizacion de la proteina mediante la aplicacién de calor o la variacion del
pH, donde la matriz estructural se formara cuando las cadenas peptidicas se
asocien a través de enlaces intermoleculares entrecruzados. Los recubrimientos
comestibles a base de proteinas exhiben buenas propiedades de barrea al Oz, CO2
y compuestos lipidicos, sobre todo en condiciones de baja humedad relativa, sin
embargo, son pobres barreras contra el agua, ademas de ser fragiles y susceptibles
a la rotura debido a la fuerte densidad de energia cohesiva de los polimeros (Liny
Zhao, 2007; Vargas et al., 2008; Pérez-Gago, 2012).

2.3.2 Lipidos

A diferencia de otras macromoléculas, los lipidos no son considerados
biopolimeros debido a que no poseen un gran nimero de unidades repetidas unidas
por enlaces covalentes para formar una estructura molecular grande. Como
consecuencia, son fragiles y no forman una estructura autosuficiente, por lo que su
uso siempre esta asociado como un agente de incorporacion a un polimero que
proporcione resistencia mecanica a un recubrimiento comestible. Los acidos grasos,

aceites, ceras (candelilla, carnauba y abeja) y resinas, son comunmente utilizados



en la elaboracion de recubrimientos comestibles y pueden ser adicionados como
una capa lipidica dispersa en una red de hidrocoloide o como una capa secundaria,
esto es, una capa lipidica sobre una capa de hidrocoloide. La funcion primaria de la
incorporacion de lipidos en la formulacion de un recubrimiento comestible, ademas
de conferirle brillo al alimento, es la barrera contra la humedad, ya que el agua posee
poca movilidad dentro de una matriz lipidica debido a su poca afinidad y baja
polaridad. Las propiedades finales de los recubrimientos comestibles adicionadas
con lipidos dependeran de las caracteristicas de estos componentes tales como su
estado fisico, grado de saturacion y longitud de la cadena alifatica (Vargas et al.,
2008; Debeaufort y Voilley, 2009).

2.3.3 Polisacaridos

Los polisacaridos, son polimeros de cadena larga formados a partir de
unidades repetidas de monosacaridos o disacéridos unidos mediante enlaces
glucosidicos, los cuales, han sido propuestos para su uso potencial en la
elaboracion de recubrimientos comestibles debido a su gran abundancia, bajo costo
y facil manejo, entre los que se encuentran el almidén y sus derivados, derivados
de celulosa: metilcelulosa (MC), carboximetilcelulosa (CMC), hidroxipropilcelulosa
(HPC) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), alginatos, carragenina, quitosano,
pectina y diversas gomas, que varian en funcion de su peso molecular, grado de
ramificacion, conformacién espacial, carga eléctrica e hidrofobicidad, interviniendo
de manera significativa en la capacidad para formar un recubrimiento comestible.
Como resultado de la gran cantidad de grupos hidroxilo y otros restos hidrofilos
presentes en la estructura de un polisacarido, los enlaces de hidrogeno juegan un
papel significativo, formandose mediante interacciones interrumpidas entre los
segmentos de cadena larga del polimero durante el proceso de coacervacion y la
formacion de nuevos enlaces de hidrégeno intermoleculares a través de la
evaporacion del disolvente para crear la matriz estructural del recubrimiento

comestible (Vargas et al., 2008; Janjarasskul y Krochta, 2010).



2.33.1 Almidoén

El almidén ha sido parte fundamental de la dieta del hombre desde tiempos
prehistoricos ademas de su amplio uso a nivel industrial. Después de la celulosa,
es probablemente el polisacarido mas abundante e importante desde el punto de
vista comercial. Se encuentra presente en los cereales, leguminosas, tubérculos y
en algunos frutos como polisacarido de reserva, y aunque estd ampliamente
distribuido en la naturaleza, las fuentes mas comunes del almidén son el maiz, la
papa, el trigo, la tapioca y el arroz. Este polisacarido esta organizando en particulas
discretas conocidas como granulos, cuya morfologia, composicion quimica y
estructura son caracteristicas de cada especie botanica. Quimicamente, esta
conformado por dos macromoléculas, la amilosa formada exclusivamente por
cadenas lineales de D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-D-(1-4) y la
amilopectina conformada por cadenas de D-glucosa unidas por enlaces
glucosidicos a-D-(1,4) asi como por ramificaciones que ocurren cuando el enlace
es a-D-(1,6). La amilopectina es el componente mayoritario del almidon, el cual,
normalmente se encuentra en una proporcion del 70-80 %, aunque en ciertos casos
alcanza niveles de hasta un 98-99 % los cuales son definidos como almidones

cerosos (Pérez-Bertoft, 2010).

El almidén se ha convertido en un material prometedor para la formacién de
empaques por ser un polisacarido renovable, de gran disponibilidad, bajo costo y
amplio uso. A nivel industrial, se ha incorporado como material biodegradable en
sustitucion de los empaques sintéticos. Dentro del mercado se han comercializado
bolsas biodegradables a base de almidén por dos compairiias, una denominada
EverCornTM producida por la empresa italiana Novamont, mientras que la bolsa
Bio-PTM ha sido comercializada por la compafiia japonesa Bioenvelope. Por otro
lado, su aplicacion en el desarrollo de recubrimientos comestibles aplicados en
productos frescos ofrece buenas propiedades funcionales al ser transparentes,
flexibles, presentar excelentes barreras al Oz y CO2 y servir como soporte de
diferentes aditivos. Sin embargo, la principal limitante es su naturaleza hidrofilica

gue lo convierten en una pobre barrera a la humedad. Para que este material forme
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la matriz del recubrimiento comestible se requiere un tratamiento térmico, donde
mediante la aplicacion de calor y en presencia de agua, los granulos de almidén
comienzan a captarla conforme aumenta la temperatura hasta hincharse
completamente perdiendo el orden molecular, a este fenomeno se le conoce como
gelatinizacion y para cada almidén el rango de temperaturas en el que se produce
es diferente (Garcia et al., 2009; Soliva-Fortuny et al., 2012).

Comunmente, se usan almidones nativos en la formulacion de un
recubrimiento comestible, tanto por su disponibilidad y variedad, como por la
cantidad de amilosa y amilopectina que pueden contener. Por otro lado, los
procesos de modificacion en los almidones van encaminados a cambiar las
caracteristicas del granulo de almidon al producir una alteracion en una o mas de
sus propiedades fisicas, quimicas o estructurales, debido a la incorporacion de un
componente ajeno a su estructura, para satisfacer la funcion deseada en la
elaboracion de recubrimientos comestibles. Los almidones pueden ser modificados
por diferentes vias fisicas y quimicas, siendo ésta Ultima la mas comunmente
utilizada. La modificacién quimica consiste en introducir a la molécula de almidon,
grupos funcionales mediante reacciones de esterificacion, eterificacion o
entrecruzamiento o someterlo a reacciones de descomposicion acida, hidrolisis
enzimatica u oxidacion como es el caso almidon oxidado (OS) el cual se obtiene
empleando hipoclorito de sodio bajo condiciones de pH y temperatura controladas,
donde los grupos hidroxilo (OH-) del almidén son oxidados primero a grupos
carbonilo (C=0) y luego a grupos carboxilo (COOH). Dentro de las principales
caracteristicas que poseen los almidones oxidados es su baja viscosidad, su alta
resistencia a la degradacion térmica y mecanica, ademas de ser menos propensos
a retrogradar, lo que permite obtener recubrimientos comestibles transparentes y

con mayor estabilidad (Singh et al., 2007; Kramer, 2009).

Por otro lado, se ha demostrado que la combinacién de dos modificaciones
quimicas, como el almidon acetilado-entrecruzado o doblemente modificado, le

confieren caracteristicas diferentes ya que proveen estabilidad en condiciones
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acidas, degradacion térmica y mecanica, y retarda la retrodegradacion durante un
almacenamiento prolongado. La acetilacion es una modificacion quimica por
esterificacion, en el cual se sustituyen sus grupos hidroxilo (OH-), por grupos
acetilos (CHsz-C=0). Por su parte, el tratamiento por entrecruzamiento es la
introduccién aleatoria de enlaces covalentes intra e inter-moleculares en el granulo
de almiddn, los cuales refuerzan los enlaces de hidrogeno que actian como puentes
entre sus moléculas. Los recubrimientos comestibles a base de este tipo de almidon

presentan mejores propiedades mecanicas (Kramer, 2009).

2.3.4 Aditivos y otros componentes

De la amplia variedad de funciones que se buscan cumplir en la elaboracion
de un recubrimiento comestible aplicado en productos frescos, la incorporacion de
aditivos como son los plastificantes, antimicrobianos y agentes hidrofébicos, en
conjunto con el compuesto de naturaleza polimérica, se proponen con la finalidad
de aportar propiedades adicionales resultando en una tecnologia de empacado

superior (Lin y Zhao, 2007; Olivas y Barbosa-Canovas, 2009).

2341 Plastificantes

Los plastificantes son sustancias de bajo peso molecular, poco volatiles y
con naturaleza quimica similar a la del biopolimero formador. Se usan para mejorar
la flexibilidad y extensibilidad del recubrimiento comestible reduciendo los enlaces
de hidrégeno internos entre las cadenas de polimeros y aumentado el espacio
intermolecular. Dentro de los agentes plastificantes mayormente utilizados se
encuentran los polioles tales como el glicerol, sorbitol y polietilenglicol (Janjarasskul
y Krochta, 2010; Avena-Bustillos y McHugh, 2012).

2.34.2 Antimicrobianos

La principal causa de deterioro de la mayoria de los productos frescos es el
crecimiento de la superficie microbiana. La reduccion en los niveles de actividad de

agua (aw) y la proteccion con un empaque a prueba de humedad, son métodos
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utilizados para evitar el deterioro del producto. Sin embargo, una reorganizacion del
agua en el interior del empaque, debido a los cambios de temperatura, puede inducir
a la condensacion de humedad en la superficie de un producto en fresco,
aumentando la posibilidad de un desarrollo microbiano, reduciendo drasticamente
su calidad y comprometiendo su seguridad alimentaria (Quezada-Gallo, 2009;
Campos et al., 2011).

Una de las funciones importantes que surgen de la aplicacion de los
recubrimientos comestibles, es su uso como soporte de antimicrobianos con el fin
de asegurar la estabilidad microbiolégica y extender la vida Gtil de almacenamiento
de productos frescos. Durante las dos Ultimas décadas, la popularidad de los
empaques antimicrobianos en alimentos ha sido el mayor paradigma alcanzado, ya
que se ha demostrado que algunos aditivos actiian més eficazmente cuando forman
parte del recubrimiento comestible que cuando son aplicados a soluciones acuosas
mediante aspersién o inmersion al mantenerse en la superficie del alimento durante

mas tiempo (Rojas-Grau et al., 2009; Falguera et al., 2011).

Hoy en dia, se ha reconocido el rechazo del uso de antimicrobianos sintéticos
en alimentos, por lo que las investigaciones se han centrado en la aplicacion de
agentes antimicrobianos naturales incorporados en recubrimientos comestibles con
el objetivo de retardar el crecimiento microbiano en un alimento. Compuestos
antimicrobianos de origen natural han sido aislados de fuentes vegetales, dentro de
los que se incluyen, extractos de especias tales como canela, pimienta, tomillo,
clavo, romero y orégano, los cuales han mostrado tener actividad antimicrobiana,
sin embargo, poseen limitada aceptacion debido a que proporcionan al alimento
caracteristicas sensoriales no deseadas. Por otro lado, existen aquellos que se
producen a partir de la accién de bacterias, el mas notable de los derivados es el
polipétido nisina y la natamicina (NAT), asi como aquellos que se derivan de
componentes naturales como el arginato laurico (LAE), los cuales han tenido una

amplia aceptacion en su aplicacion en productos frescos debido a su rapido
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metabolismo, baja o nula toxicidad y amplio espectro de inhibiciébn (Valencia-
Chamorro et al., 2011; Avena-Bustillos y McHugh, 2012).

23421 Arginato laurico (LAE)

Su nombre sistematico es: cloruro del éster etilico de Na- lauroil-L-arginina,
en lo sucesivo, arginato laurico (LAE) etiquetado en virtud de la FDA. Es derivado
del acido laurico, L-arginina y etanol y su sintesis es llevada a cabo por el
Laboratorio Miret, SA (Lamirsa), con el nombre comercial de Mirenat-D. El LAE se
hidroliza en el cuerpo humano a través de reacciones quimicas y metabdlicas
rompiendo la molécula en componentes comunes de la dieta humana; dicha funcion
le adjudica un notable grado de seguridad obteniendo su estatus GRAS por la FDA
en el 2005 para su uso como antimicrobiano en alimentos hasta 225 mg/L. Es un
sélido blanco, soluble en agua y termorresistente. Muestra estabilidad quimica en
un rango de pH entre 3-7 y mantiene su actividad antimicrobiana en este intervalo.
Es un antimicrobiano de amplio espectro de inhibicién contra todo tipo de bacterias
gram positivas y negativas, mohos y levaduras. Es un tensoactivo catidnico cuya
actividad antimicrobiana es una consecuencia directa de sus propiedades quimicas,
que incluyen la reduccion de la tension superficial y la formacién de agregados
ibnicos, que pueden degradar o solubilizar las membranas celulares a
concentraciones incluso por debajo de la concentracién micelar critica (CMC), que
conducen a una pérdida del potencial de membrana, alterando la permeabilidad
celular, la fuga de iones y componentes celulares, provocando la inhibicion
metabolica o la detencién del crecimiento celular (Rodriguez et al., 2004;
VEDEQSA, 2009).

23422 Natamicina (NAT)

La natamicina (NAT), es un antimicrobiano que se ha utilizado durante varios
afios para inhibir el crecimiento de mohos y levaduras en una gran variedad de
alimentos, sin afectar el aspecto, color, sabor y aroma de los productos, ya que no

penetra en el interior. Sin embargo, su espectro de inhibicién es muy especifico ya
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que no presenta actividad contra bacterias. Es producido por la fermentacién de una
cepa no modificada genéticamente de Streptomyces natalensis aislada de una
muestra del suelo. Comercialmente esta disponible en un 50% de ingrediente activo
generalmente combinado con un acarreador de NaCl o de lactosa. Como polvo es
muy estable y puede ser almacenada por muchos afios con una pérdida minima de
su actividad. Sin embargo, diferentes factores dentro de los que se encuentran
valores de pH extremos, luz, oxidantes y metales pesados pueden comprometer su
estabilidad. Como muchos macrélidos polienos, la NAT es anfotérica y tiene baja
solubilidad en agua (40 pg/mL), lo cual representa una ventaja para el tratamiento
sobre la superficie de los alimentos, debido a que asegura que el antimicrobiano
permanezca sobre la superficie de los alimentos donde mas se necesita, en lugar
de migrar al interior de ellos. Su mecanismo de accién es sobre la membrana celular
de los hongos, ya que se une al ergosterol, componente lipidico de la membrana
celular, responsable del transporte intracelular de nutrientes, formando poros,
aumentando la permeabilidad, permitiendo la pérdida de componentes y

conduciendo a la muerte de la célula (Delves-Brougthon, 2005).

2.3.4.3 Agentes hidrofébicos

Actualmente las investigaciones se han orientado en el uso de polisacaridos
y proteinas en combinacion con agentes hidrofébicos, tales como los aceites y
ceras, los cuales le confieren al empaque comestible propiedades de barrera a la
humedad, por lo que el uso de dicha combinacién podria resultar de gran interés en
el desarrollo de recubrimientos comestibles compuestos tipo monocapa, los cuales
se forman a partir de una dispersiéon del material lipidico en la fase hidrofilica a base
de polisacaridos o proteinas y es aplicado en una sola fase sobre el alimento, a
diferencia de los recubrimientos comestibles bicapa formados en dos etapas, donde
primero se aplica la capa a base de polisacéaridos o proteinas la cual se deja secar,
para posteriormente aplicar otra capa a base de lipidos, lo cual, al ser un proceso
mas largo y discontinuo, resulta inconveniente en su aplicacion para productos
frescos donde se busca el desarrollo de una tecnologia de empacado eficiente
(Bourtoom, 2008).
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Auln existen muchas limitantes en cuanto a la formulacién, caracterizaciéon y
métodos de aplicacién de los recubrimientos comestibles y mas aun en productos
frescos. Lograr una buena incorporacion de cada uno de los componentes
involucrados en la formulacion de un recubrimiento comestible, controlar la
transferencia de humedad de algunos polimeros formadores, la liberacidén
controlada de antimicrobianos y la generacion de efectos sensoriales no deseables,
son algunas desventajas que aun se encuentran en fase de investigacion (Dea et
al., 2012; Dhall, 2013).

2.4  Uso de la nanotecnologia en recubrimientos comestibles

Hoy en dia, la nanotecnologia se ha convertido en uno de los campos de
investigacion tecnolégica y cientifica mas prometedora y atractiva para la industria
alimentaria. Comprende el estudio, disefio, creacién, manipulacion y aplicacion de
diversos sistemas funcionales a través del control de la materia a nivel nanoescala,
(Imran et al., 2010).

El uso de la nanotecnologia en un sistema alimentario cubre aspectos
importantes durante su procesamiento, empacado, conservacion y distribucion.
Dentro de las aplicaciones en alimentos se encuentran la formacion de
nanoparticulas y nanoemulsiones que sirven como sistemas de proteccién e
incorporacion de aditivos, el desarrollo de nanocompuestos poliméricos
caracterizados por la incorporacion de particulas de relleno (silicato) en el interior
de una matriz polimérica aplicados en el campo de los envases para alimentos, y el
desarrollo de biosensores para la deteccidbn y cuantificacion de patdgenos,
compuestos organicos y otros quimicos implicados en la seguridad de un alimento
(Duran y Marcato, 2013).

2.4.1 Nanoemulsiones

Una emulsion es una mezcla de dos liquidos inmiscibles entre si, uno de los

cuales esta disperso en el otro, cuya estructura es estabilizada por un agente
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surfactante llamado emulsionante y se caracteriza por ser un sistema meta estable,
por lo que después de un cierto periodo estacionario se presenta una separacion de
fases. Existen emulsiones que se elaboran a partir de agua-en-aceite (W/O por sus
siglas en inglés) y de aceite-en-agua (O/W por sus siglas en inglés), siendo ésta
dltima la mas utilizada. Por otro lado, una nanoemulsion es aquel sistema que se
forma a partir la aplicacion de diferentes métodos de emulsificacion, los cuales, a
partir de una emulsién o macroemulsion, tienen como objetivo reducir el tamafio de
particula hasta un rango de 10 a 100 nm, lo que los convierte en un sistema de alta
estabilidad cinética y apariencia traslicida y se propone como un buen método de
incorporacion de los componentes involucrados en la formacion de un recubrimiento
comestible con la finalidad de mejorar sus propiedades funcionales al permitir una
mejor distribucién y homogeneidad entre sus componentes, dando como resultado
mejores propiedades de barrera a la humedad y al Oz e incrementando la adhesién
y durabilidad (McClements y Rao, 2011; Hélder et al., 2012).

2.4.2 Emulsionantes

Los agentes tensoactivos, cominmente denominados emulsionantes, juegan
el papel mas importante en la formacion de una nanoemulsion al reducir la tension
interfacial en sistemas aceite-agua. Son moléculas anfipaticas que se componen
por una cabeza polar (hidrofilica) que interactlia fuertemente con las moléculas de
agua a través de interacciones dipolo o i6n-dipolo, y una cola no polar (lipofilica)
formada por una cadena de hidrocarburo lineal o ramificado que contiene de 8 a 18
atomos de carbono orientada hacia la parte oleosa, dando como resultado la

formacion de una micela (Figura 2) (McClements y Rao, 2011).

Dentro de la seleccion de los emulsionantes mas apropiados en la formacion
de una nanoemulsion, ademas de tomar en cuenta la naturaleza de la fase oleosa
utilizada (polaridad, solubilidad en agua, tension interfacial y reologia), existen dos
factores importantes a considerar que caracterizan a los emulsionantes, la
concentracion micelar critica (CMC) y el balance hidrofilico-lipofilico (HLB)

(Jiménez- Islas et al., 2010).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura de una micela
(McClements y Rao, 2011)

La concentracion de emulsionante en la que se alcanza la minima tension
superficial es denominada concentracion micelar critica (CMC); es también la
concentracion de emulsionante por debajo de la cual las micelas se forman
espontaneamente y es un pardmetro caracteristico para cada emulsionante. Para
valores inferiores a esta concentracion, todo el emulsionante presente en solucion
se encuentra en forma de monémeros, mientras que, a valores mas altos, algunas
moléculas de emulsionante se encuentran en forma micelar. Por otra parte, el
balance hidrofilico-lipofilico (HLB) es un valor que representa la capacidad de un
tensoactivo para formar emulsiones estables en sistemas agua-aceite o0 aceite-
agua, al compararse con valores estandar establecidos de HLB para los
emuslionantes &cido oleico (HLB=1) y oleato de sodio (HLB=20). De esta manera,
valores de HLB cercanos a 1 indican que el tensoactivo forma emulsiones estables
en sistemas agua-aceite, mientras que valores de HLB cercanos a 20 sefialan su
capacidad para formar emulsiones estables en sistemas aceite-agua. En el cuadro
4 se muestra una clasificacion general en la aplicacién de los emulsionantes de

acuerdo a los intervalos del HLB.
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Cuadro 4. Clasificacion de los emulsionantes de acuerdo a su HLB

(Jiménez- Islas et al., 2010)

HLB Aplicacion
4-6 Emulsionantes para sistemas agua-aceite
7-9 Agentes humectantes
8-18 Emulsionantes para sistemas aceite-agua
13-15 Detergentes
10-18 Solubilizadores

Finalmente, los emulsionantes se clasifican de acuerdo a su poder de
disociacion en presencia de un electrolito y de sus propiedades fisicoquimicas.
Pueden ser i6nicos o0 no-iénicos; y dentro de los idnicos, segun la carga que posea
la parte que presenta la actividad de superficie, se clasifican en aniénicos, catiénicos

y anféteros (Jimenez- Islas et al., 2010).

24.2.1 Emulsionantes aniénicos

Son la clase de emulsionantes mas utilizada a nivel industrial debido a su
bajo costo de produccion, donde la parte hidrofilica de la molécula posee una carga
negativa derivada de un grupo carboxilato, sulfato, sulfonato o fosfato, y la cadena
hidrofébica que los forma es un grupo alquilo lineal con una longitud de cadena de
12-16 atomos de carbono (Jimenez- Islas et al., 2010).

2421 Emulsionantes catidnicos

Por definicién, la parte hidrofilica de estos emulsionantes posee una carga
positiva derivada de un grupo amonio cuaternario. Son solubles en agua cuando
s6lo hay un grupo alquilo largo, compatibles con la mayoria de los iones inorganicos,
y estables a los cambios del pH, acidos y alcalinos. Estos emulsionantes suelen
tener una alta adherencia en diferentes sustratos y una alta "persistencia” en esa
adhesion que le permiten interactuar con las membranas celulares de los

microorganismos actuando como antimicrobiano (McClements y Rao, 2011).
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2.4.2.3 Emulsionantes anfotéricos

Son aquellos emulsionantes que poseen tanto un grupo catiénico como un
grupo aniénico, donde la parte polar, por lo general, es un grupo carboxilato junto
con un grupo amonio cuaternario. Su principal caracteristica es su dependencia al
pH en la solucion en la cual se disuelven. En soluciones de pH &cido, la molécula
adquiere una carga positiva y se comporta como un emulsionante cationico,
mientras que en soluciones de pH alcalino se convierte en carga negativa y se
comporta como un emulsionante aniénico. Por otro lado, los emulsionantes
anfotéricos muestran una excelente compatibilidad con otros tensoactivos,

formando micelas mixtas (Hélder et al., 2012).

24.2.4 Emulsionantes no idnicos

Son aquellos emulsionantes donde los grupos polares que forman la parte
hidrofilica suelen ser un grupo alcohol o éter y en cuya parte hidrofébica poseen
principalmente una cadena alifatica de entre 12 y 18 carbonos. Dentro de los
emulsionantes no iénicos se distinguen los etoxilatos de alcoholes, alquilfenol,
acidos grasos, monoalcaolamidas, sorbitan, aminas grasas y copolimeros de 6xido
de etileno-6xido de propileno, a veces denominados tensoactivos poliméricos
(McClements y Rao, 2011).

2.4.3 Métodos de emulsificacion

Dentro de los métodos empleados en la formacién de nanoemulsiones
(Cuadro 5), se encuentran aquellos de baja energia o métodos fisicoquimicos, los
cuales se basan en la formacién de pequefias gotas de aceite dentro de un sistema
O/W cuando las variables como la temperatura y composicion son alteradas. Por
otro lado, los métodos de alta energia 0 métodos de dispersion, utilizan dispositivos
mecanicos capaces de generar fuerzas disruptivas intensas que provoquen la
ruptura de las fases de O/W y permitan la formacion de pequefias gotas de aceite.
Su uso depende de la composicion seleccionada de emulsionantes, asi como de la

cantidad de energia aplicada durante el proceso y del tiempo durante el cual se
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aplica la energia. En la actualidad, los métodos de alta energia son los mas
utilizados dentro de la industria de alimentos en la produccién de emulsiones

convencionales (McClements y Rao, 2011; Hélder et al., 2012).

Cuadro 5. Métodos para la formacion de nanoemulsiones
(McClements y Rao, 2011; Hélder et al., 2012)

Método Energia necesaria
Emulsificacion espontanea Baja
Desplazamiento del solvente Baja
Punto de inversion Baja
Fase invertida Baja
Mezcladores de alta velocidad (Ultraturrax) Alta
Ultrasonidos Alta
Microfluidizadores Alta

Dentro de los métodos de alta energia utilizados en la formulacién de
nanoemulsiones se encuentra la homogeneizacion mediante el uso de mezcladores
de alta velocidad (ultraturrax), que generan altas presiones donde una pre mezcla
es forzada a atravesar micro canales los cuales estan formados para crear un flujo
extremadamente forzado. El tamafio de las micelas depende de la velocidad
aplicada, del numero de recirculaciones y de la viscosidad del fluido a tratar. Por
otro lado, la aplicacion de ultrasonidos con frecuencias de alrededor de >20 kHz y
potencias que van de 200-600 W, son formadas a través de la aplicacion de un
campo acustico que produce ondas interfaciales y al volverse inestables provocan
la erupcion de la fase O/W en pequefias gotas que posteriormente causan la
cavitacion (formacion y subsecuente colapso de micro burbujas a causa de la
presién) y fuerzas extremas de cizallamiento que rompen las micelas hasta formar
nanoparticulas. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que las generaciones de
altas intensidades localizadas en el seno de una emulsion pueden provocar
reacciones indeseables como la desnaturalizacion de proteinas, despolimerizacion

de polisacéaridos y la oxidacién de lipidos. Por ultimo, la microfluidizacion es un
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método de alta energia que implica el uso de altas presiones donde una emulsién
es dividida y forzada a fluir a través de un canal en dos corrientes, pasando cada
corriente a través de un canal fino separado, para posteriormente juntarse en una
camara de interaccion, generando fuerzas disruptivas que conllevan a la

interrupcion de gotas de alta eficiencia (McClements y Rao, 2011; Hélder et al.,
2012).

2.4.4 Estabilidad de las nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son sistemas que tienden a romperse a través del
tiempo por diferentes mecanismos fisicoquimicos como lo son el cremado,
sedimentacion, floculacién y coalescencia (Figura 3), los cuales estan relacionados
con el tamafio de las particulas en suspension y la carga electrostéatica, que sin duda
alguna dependeran de la seleccion de los componentes y la metodologia aplicada
en su formacion, por lo que el conocimiento de sus caracteristicas interfaciales y de
particula es fundamental para poder controlar y predecir su estabilidad y posibles
aplicaciones (McClements, 2016).
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Figura 3. Mecanismos fisicoquimicos que causan inestabilidad en una

nanoemulsion (McClements, 2016)
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2.4.5 Tamafo de particula e indice de polidispersion

La determinacion del tamafio de particula es uno de los pardmetros mas
importantes a considerar, ya que influye en las propiedades Opticas, reolégicas y de
estabilidad de una dispersion coloidal. Las nanoemulsiones, por lo general, son
sistemas polidispersos, lo que significa que las particulas en una muestra particular
varian de tamafio, por tanto, es necesario determinar la distribucion del tamafio de
particula que representa la fraccion de particulas dentro de un rango de tamafios
distribuidos en la muestra, que es una medida de la distribucion del tamafio

predominante (McClements, 2016).

Por su parte, el indice de polidispersion (IPD), es una medida de la
heterogeneidad en la distribucion del tamafio de particula. Los valores de IPD
cercanos a 0 indican distribuciones de tamafios homogéneos, mientras que los
valores de IPD cercanos a 1 indican distribuciones de tamafios heterogéneos
(Acevedo-Fani et al., 2015).

2.4.6 Potencial zeta

Las particulas que forman parte de una nanoemulsion suelen estar
cargadas electrostaticamente debido a su interaccion con emulsionantes en su
superficie, y son comunmente caracterizadas en términos de su movilidad
electroforética (velocidad de migracion de un i6n, cuando se aplica un campo

eléctrico,) y esta su vez por el potencial zeta (McClements y Rao, 2011).

El potencial zeta es una magnitud de la repulsién o atraccion entre dichas
particulas y proporciona una idea de la estabilidad del sistema. Todas las particulas
dispersas en una solucién tienen una carga neta en su superficie, la cual va a estar
rodeada fuertemente por iones de cargas contrarias en una capa fija o capa “Stern”,
la que a su vez esta rodeada por iones de carga similar que estan unidos de una
forma menos fuerte, a la cual se le conoce como “capa difusa”, por lo que se dice

qgue las particulas cuentan con una doble capa eléctrica en la regién de interfase
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particula- liquido (Figura 4). El potencial zeta es la diferencia de cargas que existe
entre la doble capa y el seno del liquido que esté& en suspension.

Sitodas las particulas en suspension tienen un gran potencial zeta negativo
0 positivo, entonces tenderan a repelerse entre si y no hay tendencia a flocular. Por
el contrario, si las particulas tienen valores de potencial zeta bajos, entonces no
existen fuerzas para impedir que las particulas se unan y tiendan a flocular, por lo
gue entre mayor sea la magnitud del potencial zeta, mayor sera la estabilidad de la

nanoemulsién (Cuadro 6) (Kaszuba et al., 2010; Jiménez- Islas et al., 2010).

Doble capa eléctrica

#

) ©

Plano de corte

Q

©

|

Particula cargada
negativamente

O

O

Capa difusa

A

Capa stern

-100

.d_|_ potencial superficia
N Potencial Stern
mV
Potencial
\ Zeta

\E

0

Figura 4. Representacion de la doble capa eléctrica y el potencial zeta
(Kaszuba et al., 2010)
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Cuadro 6. Estabilidad de las nanoemulsiones dependiendo del potencial zeta
(Kaszuba et al., 2010).

Estabilidad Potencial Zeta (mV)
Maxima desestabilidad 0-13
Muy baja estabilidad 15 - 15
Baja estabilidad +16 - £30
Buena estabilidad +31 - +60
Muy buena estabilidad +61 - +80
Excelente estabilidad +81 - £100

2.4.7 Mojabilidad

Cuando una nanoemulsion tiene como objetivo servir como recubrimiento
comestible es necesario conocer la afinidad que tiene para adherirse a la superficie
de un alimento. La capacidad de mojado de un solido por un liquido esta
determinado por su coeficiente de mojabilidad (Ws), el cual estar& influenciado por
el balance de las fuerzas adhesivas (Wa) del liquido en el sélido sobre las fuerzas
cohesivas (W¢) del propio liquido, que a su vez involucran la accién de tres fuerzas
superficiales: solido-vapor (ysy), solido-liquido (ys;) y liquido-vapor (y.y,) (Skurtys et
al., 2011).

Sin embargo, las caracteristicas superficiales son un parametro que
intervienen de manera significativa en la capacidad de mojado de un sélido, las
cuales estaran determinadas por el angulo de contacto (8) que forma el liquido en
una superficie y representa el equilibrio mecéanico entre las tres fuerzas superficiales
(Figura 5) (Ramirez et al., 2012).
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Figura 5. Diagrama de la accion de las fuerzas superficiales sobre el angulo de

contacto (Ramirez et al., 2012)

2.5 Tomate Rojo

El tomate rojo (Solanum lycopersicum) es un producto fresco de gran
importancia econdémica a nivel mundial. En la actualidad, se ha convertido en una
de las especies horticolas de mayor cultivo a nivel mundial, tanto en cielo abierto
como en agricultura protegida por su alto rendimiento (25 Kg/m?) y consumo (25
Kg). México se coloca dentro de los principales paises productores a nivel mundial
y ocupa el segundo lugar como pais exportador, siendo nuestro principal mercado
EUA con un 94%. La mayor parte del pais es productor de este tipo de tomate, sin
embargo, destacan los estados de Sinaloa, Baja California y Zacatecas, donde
Sinaloa se sitia con la mayor producciéon alrededor de 2 694, 385.19 ton para el
2014, ocupando mas del 31% de la produccion total nacional. Por otro lado,
Querétaro, aunque no figura dentro de los principales estados productores, si ocupa
el primer lugar en cuanto a rendimiento de produccion de tomate rojo (204.46 ton/ha)
sobre todo en agricultura protegida (SIAP-SAGARPA, 2016).

El tomate rojo es un fruto climatérico, perteneciente a la familia de las
Solanaceas, donde su proceso de madurez se lleva a cabo de manera gradual y
continua. Cambios en la textura, color, sabor, aroma y reduccion de firmeza, son
resultado del proceso de madurez en los frutos climatéricos, donde la velocidad de
respiracion y la produccion de etileno se elevan llegando a un maximo y declinando
hasta el comienzo de la senescencia del fruto. El tomate rojo se cosecha en un

estado de madurez fisiologica donde todavia presente un color verde (etapa 2), de
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esta manera, se permite que los exportadores, mayoristas y minoristas controlen
mejor la comercializacidn de este fruto. Los requisitos minimos de calidad que debe
reunir el tomate rojo son estar entero, libre de dafios fisicos, mecanicos, fisiologicos
o fitopatolégicos, limpio (sin materiales extrafios), con un color tipico de la especie
y variedad, de aspecto fresco, textura suave, exentos de olores y sabores extrafios
y no deben exceder los limites maximos de plaguicidas permitidos
internacionalmente, sin embargo la estructura y composiciéon quimica del tomate
rojo lo convierten en un producto fresco delicado durante su manejo poscosecha,
donde puede sufrir dafio mecanico o por temperatura durante su distribucion y
almacenamiento, que lo hacen sumamente propenso al ataque por hongos y
bacterias, con la posibilidad de llegar a su mercado de destino en una condicion
altamente deteriorada, con un porcentaje inaceptable del cargamento en

condiciones que no permitirian su comercializacién (Pérez et al., 2001).

Dentro de las principales enfermedades causadas por hongos se encuentran
la podredumbre blanda causada por Rhizopus stolonifer, la podredumbre por
antracnosis causada por Colletotrichum gloesporioides, y la podredumbre gris por
Botrytis cinerea, los cuales se caracterizan por ser hongos deterioradores de frutos
y vegetales frescos, que comunmente se desarrollan en un amplio rango de
temperaturas y humedades relativas y cuyo mecanismo de accion en el desarrollo
de la enfermedad se produce debido a que las pectinas presentes en las hifas de
cada hongo disuelven las células de los tejidos vegetales y terminan degradando la
celulosa de la pared de la célula vegetal. Uno de los fungicidas ampliamente
utilizado por ser altamente eficaz en el control de éstas enfermedades es el dicloran
(DCNA); sin embargo el tiabendazol, benomilo, carbendazim, dithane y tiofanatos
también son ampliamente utilizados, sin embargo, el impacto econdémico y
ambiental es grande, ya que se ha demostrado que los fungicidas provocan el
desarrollo de mecanismos de resistencia por parte del patégeno, a la vez que
generan residuos toxicos en alimentos y al medio ambiente, poniendo en riesgo la
salud del hombre. Por otro lado, la presencia de patdgenos como Salmonella spp.

puede causar peérdidas totales, por lo que actualmente se buscan alternativas
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naturales para el control del deterioro microbiano poscosecha de productos en

fresco (Hernandez-Lauzardo et al., 2006; Mufioz et al., 2009).
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3. JUSTIFICACION

El interés en el uso de recubrimientos comestibles a base de biopolimeros
naturales, incorporados de agentes hidrofobicos y antimicrobianos naturales para
prolongar la vida atil de almacenamiento y mejorar la calidad de un alimento, ha
venido creciendo debido a la necesidad de reducir y sustituir el empleo de envases
sintéticos de baja degradabilidad, por materiales menos agresivos con el medio
ambiente, aunado a la demanda de alimentos frescos, seguros y con mayor vida de
anaquel, por lo que la seleccién e incorporacion de cada uno de sus componentes
debe ser optima con la finalidad de brindarle las caracteristicas necesarias que lo

hagan altamente eficaz.

Por lo anterior, el disefio y caracterizacion de nanoemulsiones aceite-en-
agua (O/W), se proponen como un buen método de incorporacién y distribucién a
escala nanométrica de cada uno de los componentes involucrados en su formacion,
con la finalidad de mejorar sus propiedades funcionales que potencialicen su uso

como recubrimientos comestibles al ser aplicado sobre un producto en fresco.
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4. HIPOTESIS

La obtencién de una nanoemulsion aceite-en-agua (O/W) a base de almidén,
incorporando cera de abeja como agente hidrofébico y antimicrobianos naturales,
permitira mejorar la distribuciéon de cada uno de sus componentes, favoreciendo su
selectiva funcionalidad y potencializando su posible aplicacion como recubrimiento

comestible.
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5. OBJETIVOS
5.1 General

Disefar y caracterizar una nanoemulsién antimicrobiana a base de almidon,
cera de abeja y su posible aplicacion como recubrimiento comestible.
5.2 Especificos

1. Determinar la concentracion minima letal (CML) de los antimicrobianos
arginato laurico (LAE) y natamicina (NAT) contra los hongos deterioradores
Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides y Botrytis cinerea, asi

como la bacteria Salmonella Saintpaul.

2. Determinar la actividad de los antimicrobianos incorporados en una matriz

capaz formar recubrimientos comestibles.

3. Disefiar una nanoemulsién antimicrobiana aceite-en-agua (O/W) a base de

almidon, incorporando cera de abeja como agente hidrofébico.

4. Evaluar las propiedades fisicoquimicas, reolégicas, de mojabilidad y

antimicrobianas de la nanoemulsion.
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0. MATERIALES Y METODOS
6.1 Materiales

6.1.1 Material Biolégico
e Rhizopus stolonifer CDBB-H-318

e Colletotrichum gloeosporioides ATCC 42374
e Botrytis cinerea CDBB-H-1556

e Salmonella Saintpaul S70 (aislada de tomate rojo)

6.1.2 Medios de Cultivo

Agar papa-dextrosa (APD), caldo papa-dextrosa (CPD), agar soya tripticaseina
(AST) y caldo soya tripticaseina (CST) (Bioxon, CDMX, México). Agar rosa de
bengala (RB) (BD-Difco, MD, EUA) suplementado con cloranfenicol (0.05% p/v)
(Sigma, MO, USA).

6.1.3 Reactivos

Almidon oxidado [OS] y sorbitol no cristalizable (Ingredion, Qro., México),
cera de abeja (CA), acido estearico (AE), Tween 80 (T80), Span 60 (S60) y morfolina
(Sigma, MO, USA), arginato laurico (LAE) (Vedeqsa, Barcelona, Espafia),
natamicina (NAT) (EcoBio, OH, USA).

6.2 Métodos

6.2.1 Determinaciéon de la CML de los antimicrobianos naturales contra R.
stolonifer, C. gloeosporioides y B. cinerea

Para establecer la concentracion minima fungicida (CMF) se eligieron dos
antimicrobianos naturales: el LAE a concentraciones de 100 a 1600 mg/L y la NAT
a concentraciones de 10 a 160 mg/L y se evaluo su efecto inhibitorio de manera
individual contra los hongos deterioradores R. stolonifer CDBB-H-318, C.
gloeosporioides ATCC 42374 y B. cinerea CDBB-H-1556. El reto antimicrobiano se
llevd a cabo en tubos de ensaye con CPD junto con el antimicrobiano a la

concentracion deseada, ademas de un indculo de 10° esporas/mL de cada
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microorganismo, los cuales se incubaron a 28 £ 1 °C por 24 h. Posteriormente se
sembré por extension en superficie 100 uL de cada tubo de ensaye en placas con
agar RBC, se llevo a cabo el recuento de células viables y se monitored el
crecimiento de cada hongo al quinto dia de incubacion (Lopez-Malo et al., 2005; Pitt
y Hocking, 2009; Kowalczyk et al., 2015).

6.2.2 Determinacion de la CML del LAE contra Salmonella Saintpaul

La inhibicion de la bacteria S. Saintpaul se determind utilizando el LAE como
antimicrobiano a concentraciones en un intervalo de 30 a 200 mg/L. El reto
antimicrobiano se llevd a cabo en tubos de ensaye con CST junto con el
antimicrobiano a la concentracién deseada, ademas de un in6culo de 10 UFC/mL
del microorganismo y se incubaron a 37 £ 1 °C por 24 h. Para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) se medi6 la densidad éptica a 600 nm, y para
la concentracion minima bactericida (CMB) se realizaron diluciones sucesivas para
poder determinar el nimero de células viables usando el método de extension por
superficie en placas con AST de acuerdo con lo reportado por Lopez-Malo et al.,
(2005) y Becerril et al., (2013).

6.2.2.1 Viabilidad celular

Con el objetivo de visualizar el efecto inhibitorio del LAE sobre las células de
S. Saintpaul, se llevé a cabo un estudio de microscopia de fluorescencia utilizando
el kit de viabilidad celular Live/Dead Baclight™ (Molecular Probes, Oregon, EUA) de
acuerdo con lo reportado por Ercolini et al., (2006). Se utilizé6 un cultivo de 10°
UFC/mL de S. Saintpaul en su fase exponencial, el cual se expuso a la CMB del
LAE establecida en el apartado 7.1.2, y un cultivo sin la adicion del antimicrobiano
como control; cada muestra se filtr6 a través de una membrana negra de
policarbonato de 25 mm de diametro y 0.4 um de tamafio de poro (Whatman, NJ,
EUA). Una vez adheridas las células a la membrana, ésta se tifi¢ utilizando 100 yL
de una solucion stock formada por dos fluorocromos, el SYTO-9 (20 mM)

(fluorescencia verde), el cual tiene la capacidad de penetrar la membrana celular de
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las bacterias y el ioduro de propidio (3.34 mM) (fluorescencia roja), el cual solo
puede penetrar la membrana celular de aquellas bacterias cuya membrana se
encuentra dafiada, mezclados en una relacién 0.003:1 en agua destilada y se
incubaron en obscuridad a temperatura ambiente por 15 min. Finalmente, las células
se visualizaron en un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop 40, FICT Filter,
Gottingen, Alemania), acoplado con una camara AxioCam MRc, utilizando el
software de imagenes ZEN pro 2012 version 1.1.2.0. EIl conteo celular se llevé a
cabo de forma aleatoria tomando en cuenta 10 campos de cada tratamiento con la
ayuda del programa Image J version 1.49 m (Rasband, 2007) y los resultados se

expresaron como % de células por campo.

6.2.3 Determinacion del efecto combinado de los antimicrobianos contra R.
stolonifer, C. gloesporioides y B. cinerea.

Una vez obtenida la CMF individual de los antimicrobianos LAE y NAT contra
los hongos deterioradores R. stolonifer, C. gloesporioides y B. cinerea, se determind
su efecto combinado. El reto antimicrobiano se llevd a cabo siguiendo la
metodologia descrita en el apartado 6.2.1, donde la CMF de cada antimicrobiano
fueron los limites maximos de los cuales se parti6. Posteriormente fracciones
individuales fijas (desde 0.1, 0.2 hasta 0.9) de un antimicrobiano se probaron en
mezcla con concentraciones variables del otro antimicrobiano, hasta obtener la
concentracion minima que logré la inhibicibn completa de los tres hongos
deterioradores. La combinacion efectiva de cada antimicrobiano se obtuvo
estimando la concentracion fraccional inhibitoria (FIC, por sus siglas en inglés)
(ecuacion 1), definida como la suma del cociente de la concentracion inhibitoria de
cada antimicrobiano en la mezcla (CI,), entre su concentracion inhibitoria de
manera individual (CMF) (ecuacién 2) y mediante la construccion de un

isobolograma (L6pez-Malo et al., 2005; Brandt et al., 2010).

FICinger = FIC,+ FICy [1]
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Dénde:

Cly

FIC = —& [2]

6.2.4 Evaluacién del efecto de la combinacion de antimicrobianos
incorporados en una matriz formadora de recubrimientos comestibles.

La efectividad de los agentes antimicrobianos generalmente se ve reducida
cuando se incorporan en matrices poliméricas complejas que formaran un
recubrimiento comestible, debido a su interaccién con los demas componentes que
la forman (Dashipour et al., 2015). Para evaluar el efecto inhibitorio de la
combinacion de antimicrobianos incorporados en una matriz formadora de
recubrimientos comestibles contra el crecimiento de R. stolonifer, C.
gloeosporioides, B. cinereay S. Saintpaul, se partio de la formulacion propuesta por
Arredondo-Ochoa et al., (2017) para la obtencion de peliculas comestibles a base
de ACLS u OS (3% p/p) y CA (1% p/p) que presentaron las mejores caracteristicas

fisicoquimicas, mecénicas y de barrera.

Por lo anterior, la combinacion de antimicrobianos obtenida en el apartado
7.1.3, se incorporé en concentraciones 1x, 5x y 10x (Cuadro 7). La actividad
antimicrobiana se evalué en circulos de 10 mm de didmetro de la suspension
filmogénica que se pusieron en contacto con una concentracién de 10° esporas/mL
de cada hongo en cajas con APD, las cuales se incubaron a 28 + 1 °C por 24 h, y
en cajas con AST inoculadas con una concentracion de 10° UFC/mL de la bacteria,
las cuales se incubaron a 37 + 1 °C durante 24 h. El efecto antimicrobiano se
determind mediante el diametro del halo de inhibicion (mm) para cada

microorganismo.
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Cuadro 7. Combinacion de antimicrobianos incorporados en la suspension

filmogénica

Nivel LAE (mg/L) NAT (mg/L)

1x 400 80
5X 2000 400
10x 4000 800

6.2.5 Analisis térmico de la cera de abeja

El comportamiento térmico de la CA se evalu6 usando un calorimetro
diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) (Q200 TA Instruments, DE,
EUA), equipado con un sistema de refrigeracion interna, utilizado indio de alta
pureza como estandar y nitrdgeno seco como gas de purga. El proceso se llevo a
cabo pesando 10 mg de CA en una bandeja de aluminio herméticamente sellada.
La muestra se equilibré a 90 °C antes de enfriarse a -40 °C, a una velocidad de 10
°C/min, manteniéndose isotérmicamente a dicha temperatura durante 10 min, para
posteriormente recalentarse a 90 °C a 5 °C/min. Las mediciones se realizaron por
triplicado y las curvas térmicas obtenidas para los procesos de cristalizacion y
fusion, se expresaron como el flujo de calor (W/g) en funcién de la temperatura (°C).
A partir de dichos termogramas se estimo la temperatura de inicio y el pico maximo
(°C) de cristalizacion y fusion respectivamente, mientras que las entalpias para cada
proceso (J/g) se determinaron integrando el &rea bajo la curva de cada termograma
en el rango 10-80 °C, usando el software Universal 2000 V 4.5 (TA Instruments)
(Buchwald et al., 2008).

6.2.6 Formulacion de la nanoemulsion a base de almidén, cera de abejay
antimicrobianos naturales.

Se formulé a partir de una dispersién acuosa del OS (3% p/p) y sorbitol no

cristalizable (2.4% p/p), la cual se calenté a 85 °C durante 20 min bajo agitacion

36



magnética para completar la gelatinizacion del almidén. Posteriormente, se afiadio
la CA (1% p/p) fundida, junto con la morfolina (0.15% p/p) como co-disolvente y el
emulsionante seleccionado en proporciones variables (p/p): CA:AE (5:1), CA:T80
(1:2.5) 0 CA:T80/S60 (1:2.5), de acuerdo con lo reportado por Hagenmaier y Baker
(1997), Muscat et al., (2013) y Santos et al., (2014), respectivamente con
modificaciones. Finalmente, se incorporé la mezcla de dos agentes antimicrobianos
[LAE (0.2% p/p) y NAT (0.04% p/p] segun lo reportado por Arredondo-Ochoa et al.,
(2017).

Para la obtencion de las nanoemulsiones, las emulsiones primarias fueron
sometidas a tres procesos diferentes de emulsificacion: homogeneizacion utilizando
un mezclador de alta velocidad (IKA T25-Ultra-Turrax, DE, EUA) a 21.500 rpm
durante 3 min; ultrasonido durante 5 min continuos, a 20 kHz de frecuencia 'y 75%
de amplitud usando un sonicador (VCX 500 Vibra-Cell, CT, EUA) o altas presiones
utilizando un microfluidizador (M110P Nano DeBEE, Easton, MA, EE. UU.) a 150
MPa durante 3 ciclos (Salvia-Trujillo et al., 2014; Sanchez-Ortega et al., 2016).

Con el objetivo de establecer la mejor condicibn para obtener una
nanoemulsién antimicrobiana estable, se partié de un disefio factorial 32 (Cuadro 8),
donde los factores principales fueron el tipo de emulsionante y el proceso de
emulsificacion con tres niveles cada uno, mientras que las variables de respuesta
fueron las propiedades fisicoquimicas, reoldgicas, de mojabilidad y antimicrobianas.
Finalmente, las nanoemulsiones obtenidas se almacenaron a 4 + 1 °C para su

posterior caracterizacion.
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Cuadro 8. Disefio 32 para la obtencién de la nanoemulsién antimicrobiana a base

de almidén y cera de abeja

Tipo de Tipo de
Tratamiento
emulsionante emulsificacion

1 AE Homogeneizacion
2 AE Ultrasonido

3 AE Microfluidizacion
4 T80 Homogeneizacion
5 T80 Ultrasonido

6 T80 Microfluidizacion
7 T80/S60 Homogeneizacion
8 T80/S60 Ultrasonido

9 T80/S60 Microfluidizacion

*AE: Acido esteérico; T80: Tween 80; S60: Span 60

6.2.7 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoemulsiones
6.2.7.1 Tamafo de particula e indice de polidispersion (IPD)

El tamafio de particula de las nanoemulsiones se determiné utilizando un
Zetasizer Nano ZS (ZEN 3600 Malvern, Worcestershire, RU), mediante la técnica
de dispersion de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés), trabajando a 633 nm
a 25 °C con un detector de retrodispersion a 173 °. Las muestras se diluyeron
previamente con agua ultrapura (1:20) para evitar multiples efectos de dispersion.
Las curvas de distribucion del tamarfio de particula en funcion de la intensidad (%),
el tamafio de particula (nm) y el IPD se utilizaron para caracterizar la dispersion de
las particulas de CA en las emulsiones (Kaszuba et al., 2008).
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6.2.7.2 Potencial zeta

La carga superficial de las particulas de CA de las hanoemulsiones se evalué
midiendo su movilidad electroforética al aplicarse un campo eléctrico mediante la
técnica del analisis de fase de la luz dispersada (PALS, por sus siglas en inglés),
usando un Zetasizer Nano ZS (ZEN 3600 Malvern, Worcestershire, RU). Los valores
de potencial zeta (mV), se obtuvieron aplicando el modelo de Smoluchowski

utilizando el software del equipo (Kaszuba et al., 2010).

6.2.7.3 pH

El pH se obtuvo directamente de las nanoemulsiones utilizando un

potenciometro (HI-2216 Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA).

6.2.7.4 Color

El color de las nanoemulsiones se determiné con un colorimetro (CR-400
Konica Minolta, Osaka, Japon), configurado para un iluminante D65 y un angulo de
observacion de 10 °, calibrado previamente con una placa blanca. Se determinaron
las coordenadas colorimétricas propuestas por la CIELAB usando los parametros
L*, a* y b*, las cuales fueron utilizadas para calcular el indice de blancura (IB) de

las nanoemulsiones mediante la ecuacion (3) (Vargas et al., 2008):

IB =100 — [(100 — L*)? + a*% + b*?]05 3]

6.2.8 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las nanoemulsiones se observaron utilizando un microscopio electrénico de
transmision (JEM-1010 JEOL, Peabody, MA, EUA.) con la finalidad de obtener una
medicioén directa del tamafio de particula y la forma de la gota. Se realiz6 una tincién

negativa, donde la muestra se absorbidé sobre rejillas de cobre-paladio recubiertas
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con carbono durante 1 min, y para posteriormente tefiirse con una una gota de
molibdato de amonio al 2% (p/v) a pH 6.5, durante 1 min. Las cuadriculas se
observaron al microscopio con un voltaje de aceleracion de 80 kV y las imagenes
se obtuvieron utilizando un software de micrografia digital 3.1 (Salvia-Truijillo et al.,
2013).

6.2.9 Comportamiento reoldgico de las nanoemulsiones

El comportamiento reolégico de las nanoemulsiones se determind mediante
pruebas de flujo de corte simple y oscilatorias, utilizando un redmetro de esfuerzo
controlado (AR-G2, TA Instruments, New Castle, DE, EUA.), equipado con una
geometria de doble cilindro concéntrico (21.96 mm de diametro exterior, 20.38 mm
de diametro interior , 59.50 mm de altura y 500 m de separacién desde la base), a
25.0 £ 0.1 ° C controlado por un bafio recirculador (Cole Parmer Polystat y Peltier
AR-G2). La estimacion de la viscosidad (n) en funcion de la velocidad de
cizallamiento o corte (y) se realiz6 en el rango de 1-300 1/s; mientras que el flujo de
cizallamiento oscilatorio se uso para estimar las propiedades viscoelasticas (mdédulo
elastico, G 'y médulo viscoso, G''), en un rango de frecuencia de 0.1 - 100 rad/s en
el régimen viscoelastico lineal. Las mediciones se llevaron a cabo por duplicado y
los datos experimentales se analizaron directamente con el software TA Reology
Advantage Data Analysis V.5.7.0 (TA Instruments, Crawley, Reino Unido) (Medina-
Torres et al., 2016).

6.2.10 Andlisis de la mojabilidad de las nanoemulsiones

El coeficiente de mojabilidad (Ws) (ecuacion 4) define la capacidad que
tienen las nanoemulsiones para adherirse a la superficie de un alimento al ser
aplicadas como un recubrimiento comestible. Esta determinado por el equilibrio
entre las fuerzas adhesivas (Wa) del liquido sobre el sdélido (ecuacién 5) y las
fuerzas cohesivas (Wc¢) del propio liquido (ecuacion 6) expresadas en mN/m, las
cuales involucran la accion de tres fuerzas superficiales: la tension liquido-vapor

(vv), la tension sélido-vapor (ysy) vy la tension sélido-liquido (ys;,) (ecuacién 7). El
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coeficiente de mojabilidad, el cual se expres6 en unidades de mN/m, siempre
tendera ser <0, en donde mientras mas cercano al cero, mejor sera el mojado de la
superficie (Choi et al., 2002).

Ws =Wa—-Wc (4]
Donde:
Wa =y +vsy —VsL [5]
We =2y, (6]
Por lo que:
Ws=Wa—-Wc=(yw+Vsy —V¥st) = 2Vv =Vsv +¥sL — Vv [7]
6.2.10.1 Determinacion de la tension superficial solido-vapor (ysy)

La y,,, también conocida como tension superficial critica, se calculé de
acuerdo con el método propuesto por Zisman (1964), basado en el angulo de
contacto (8) que forma el liquido sobre una superficie. La estimacion del 6 se
determind analizando la dispersion de una gota (9 pL) de diferentes liquidos de
referencia (etilenglicol, formamida, glicerol, metanol, propilenglicol y agua
desionizada) con una tension superficial conocida, sobre la superficie horizontal del
tomate durante un tiempo de contacto de 60 s, utilizando un equipo de angulo de
contacto DSA30 (KRUSS, Hamburgo, Alemania). Los resultados obtenidos se
analizaron utilizando el software DSA4 del mismo equipo. Finalmente, se llevo a
cabo un gréfico Zisman de la tension superficial de cada liquido frente a su
correspondiente cos (8), y la extrapolacion de la curva cuando cos (0)=1

correspondio al valor de y, (Skurtys et al., 2011).
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6.2.10.2 Determinacion de la tension superficial liquido-vapor (y.y)

Lay,y, la cual toma en cuenta las fuerzas implicadas en los limites del liquido
con el aire que esta en contacto, se midio utilizando un tensiémetro superficial (CSC
Scientific, VA, EUA) equipado con un anillo de platino de 6 cm de diametro,
suspendido de una balanza de torsion que mide la fuerza de empuje necesaria para
separar el anillo de la superficie del liquido, de acuerdo con el método del anillo de
Du Nouy (Harkins y Jordan, 1930). Ademas, se introdujo un factor de correccion (F)

(ecuacion 8) propuesto por Zuidema & Waters (1941):

001452 P

g T 0.04534 —

1.679 r)0-5

F =0.7250 + 8]

donde C es la circunferencia media del anillo, D la densidad del liquido problema,
d la densidad del aire saturado en la superficie del liquido medido a 25 ° C, r el

diametro del cable del anillo y R el diametro del anillo.

6.2.10.3 Determinacion de la tension superficial sélido-liquido (yg)

La y,, considera las fuerzas implicadas en los limites del liquido y la superficie que

se quiere recubrir. Se calculé a partir de la ecuacién de Young (ecuacién 9),

considerando la vy, y la y,,, previamente estimadas. El 6 formado por cada

nanoemulsiéon en la superficie del tomate se midié de acuerdo con la metodologia

descrita en la seccion (6.2.7.1) (Ramirez et al., 2012).

cos 0 = (Ysy — ¥s.)/Yiv [9]

6.2.11 Actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones

La actividad antimicrobiana de las nanooemulsiones se evalué contra los tres

hongos deteriorarodes (R. stolonifer, C. gloeosporioides y B. cinerea) y la bacteria
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patogena (S. Saintpaul S70) evaluados anteriormente. El reto antimicrobiano se
realizé poniendo en contacto 20 L de cada nanoemulsion con 10% UFC/mL de cada
microorganismo en placas con APD para los hongos deterioradores, las cuales se
incubaron a 28 £ 1 ° C durante 24 hy en placas con AST para la bacteria patdgena,
a 37 £ 1 ° C durante 24 h. El efecto antimicrobiano se determiné mediante el

diametro del halo de inhibicion (mm) para cada microorganismo (Zahid et al., 2012).

6.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo para la caracterizacion fisicoquimica,
reoldgica, de mojabilidad y antimicrobiana de las nanoemulsiones, de acuerdo con
el disefio experimental propuesto en el apartado 6.2.3.2, donde cada variable
respuesta se midio por triplicado y los resultados se expresaron como el promedio
+ desviacion estandar, los cuales fueron analizados haciendo una comparacion de
medias mediante una prueba Tukey con un nivel de significancia de p<0.05,

utilizando el paquete estadistico JMP version 5.0.1 (NC, EUA).
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7. RESULTADOS

7.1 CML de los antimicrobianos naturales contra R. stolonifer, C.
gloesporioides, y B. cinerea.

En la Figura 6 se muestran los resultados de la CMF del LAE para R.
stolonifer, C. gloesporioides y B. cinerea, donde partiendo de un control de 5.3 £ 0.2
log, a una concentracion de 800 mg/L se logré la completa inhibicion de los tres
hongos, sin presentar crecimiento durante su monitoreo hasta el quinto dia de
incubacion (Figura 7). Hasta el momento no existen reportes acerca del uso del LAE
en la inhibicion de estos hongos deterioradores, sin embargo, Higueras et al., (2013)
report6 un efecto inhibitorio del LAE contra Aspergillus niger (320 mg/L), Penicillium
chrysogenum (280 mg/L) y Cladosporium cladosporioides (80 mg/L), los cuales

también son considerados deterioradores de frutos frescos.

—A— R. stolonifer
—&— C. gloeosporioides
—O— B. cinerea

Log UFC/mL

0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Concentracion (mg/L)

Figura 6. CMF del LAE contra R. stolonifer, C. gloesporioides y B. cinerea
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Figura 7. Monitoreo del crecimiento al quinto dia de incubacién en presencia del

LAE. a) R. stolonifer; b) C. gloeosporioides; c) B. cinerea

Por su parte, la natamicina, cuyo espectro de inhibicién es especifico sobre
mohos y levaduras, a una concentracion de 160 mg/L se logré la completa inhibicion
de R. stolonifer, C. gloesporioides y B. cinerea (Figura 8), obteniendo una reduccién
de hasta 4.3 log, sin presentar crecimiento durante su monitoreo hasta el quinto dia
de incubacion (Figura 9). Por su parte, concentraciones menores del uso de la NAT
fueron reportadas por Delves-Broughton et al., (2005) contra B. cinerea (25 mg/L) y
otros hongos deterioradores como Alternaria sp., Fusarium sp. y Penicillium

expansum (10 mg/L), partiendo de un control menor de tan solo 104 esporas/mL.
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Figura 8. CMF de NAT contra R. stolonifer; C. gloesporioides y B. cinerea

Figura 9. Monitoreo del crecimiento al quinto dia de incubacién en presencia de

NAT. a) R. stolonifer; b) C. gloeosporioides; c) B. cinerea
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7.2 CML del LAE contra Salmonella Saintpaul.

Con respecto de la bacteria S. Saintpaul, en la Figura 10 se muestra la CMI
del LAE, obteniendo una absorbancia de 0.278 + 0.066 nm a 200 mg/L de LAE,
presentando turbidez aquellos tratamientos en los que se utilizé las concentraciones
mas altas de LAE (Figura 11), sin embargo no podemos concluir que éste
comportamiento se deba a un crecimiento por parte de la bacteria, sino a una
posible interaccién del antimicrobiano con el medio de cultivo en el que se llevo a

cabo el reto antimicrobiano, por lo que se decidio llevar a cabo el conteo en placa.

1.0

Absorbancia
600 nm

0.0 T T T .
0 50 100 150 200

Concentracion (mg/L)
Figura 10. CMI del LAE contra S. Saintpaul
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Figura 11. Efecto de la concentracion del LAE sobre la turbidez en el medio de

cultivo

Bonnaud et al., (2010) reportan que el LAE, en soluciones ligeramente
acidas, se encuentra presente en forma de pequefias micelas que no dispersan la
luz y, por lo tanto, conducen a un sistema transparente, pero si existe una
interaccidn con cualquiera de los grupos anidnicos en otras moléculas, puede formar
complejos que pueden llegar a ser suficientemente grandes para dispersar la luz y
tiendan a sedimentar, teniendo como consecuencia la presencia de turbidez en

dicha solucidn.

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos para la CMB del LAE
contra la bacteria S. Saintpaul, donde partiendo de un control de 8.3 + 0.2 log se
encontré un efecto inhibitorio a una concentracion de 100 mg/L de LAE, y se
concluye que efectivamente la turbidez que se presentd en los tubos del reto
antimicrobiano fue debido a una interaccién del LAE con el medio de cultivo sin

afectar con ello su poder antimicrobiano.
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Figura 12. CMB del LAE contra S. Saintpaul

Becerril etal., (2013) y Ma et al., (2013) reportan el uso del LAE como antimicrobiano
en la inhibicion de Salmonella enterica, donde partiendo de un inéculo de 10°
UFC/mL, a concentraciones de 23.5 mg/L y 25 mg/L respectivamente, logran la

completa inhibicién de dicha bacteria.

7.2.1 Viabilidad celular

Tomando en cuenta que la CMB del LAE encontrada en la inhibicién de S.
Saintpaul fue de 100 mg/L, el estudio de viabilidad celular se llevo a cabo utilizando
dicha concentracion. En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos del
conteo celular, obteniendo para las muestras control un 96.4 % de células verdes
(vivas), mientras que solo una pequefia porcion (3.6 %) mostré una tincion roja
(Figura 14a). Por el contrario, un 98.8 % de células tratadas con el LAE mostraron

una coloracién roja (muertas) con tan solo un tiempo de contacto de 15 min (Figura
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14b). Resultados similares fueron reportados por Rodriguez et al., (2004) para
Salmonella typhimurium expuesta a 32 mg/L de LAE, obteniendo un 90.7 % células

rojas, con un mayor tiempo de contacto (30 min).
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Figural3. Conteo celular de S. Saintpaul

Figura 14. Viabilidad celular de S. Saintpaul a) Células control; b) Células tratadas
con LAE (100 mg/L)
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Esta técnica de fluorescencia ha sido ampliamente utilizada y reportada por
otros autores para visualizar el efecto de una amplia gama de antimicrobianos sobre
diferentes microrganismos. Ercollini et al., (2006) report6 el efecto de una pelicula
de polietileno incorporada de una bacteriocina (Lactobacillus curvatus 32Y) sobre la
inhibicion de L. monocytogenes, obteniendo un decremento en las células vivas con
un tiempo de contacto de 2 h. Asi mismo, Ghosh et al., (2013) mostré el efecto
antimicrobiano de una nanoemulsion de aceite de albahaca diluida 10 veces sobre
E. coli, mostrando una destruccion total de las células, después de un tiempo de
exposicién de 30 min.

7.3 CML de la mezcla de antimicrobianos contra R. stolonifer, C.
gloesporioides y B. cinerea.

A pesar de que se lograron encontrar las concentraciones individuales por
parte de los antimicrobianos LAE (800 mg/L) y NAT (160 mg/L) en la inhibicién de
R. stolonifer, C. gloesporioides y B. cinerea, éstas fueron considerablemente altas.
Teniendo como antecedente que el LAE es efectivo en la inhibicion tanto de
bacterias como de hongos, mientras que la NAT solamente controla el crecimiento
de hongos, se propuso realizar la combinacién de los agentes antimicrobianos con
la finalidad de evaluar su efecto en la inhibicion de los tres hongos y con ello

disminuir la concentracion de cada antimicrobiano.

Como resultado de las fracciones individuales probadas se lograron obtener
diferentes combinaciones que mostraron un efecto inhibitorio para los tres hongos,
sin embargo, la combinacidon que resulté efectiva utilizando la menor concentraciéon
de antimicrobianos fue de 400 mg/L LAE y 80 mg/L NAT, sin afectar la MCB
encontrada para S. Saintpaul. El FIC;, 4., fue calculado como: FIC; 4+ FICy4r= 0.5
+ 0.5 = 1 indicando un efecto aditivo, que se produce cuando el efecto inhibitorio de
la combinacién del LAE y NAT es equivalente a la suma de los efectos de cada

antimicrobiano de forma independiente. Por su parte, valores de FICigex <1
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indican efecto sinérgico, mientras que FIC,4.x > 1 indica efecto antagonista
(L6pez-Malo et al., 2005).

Asi mismo, en la Figura 15 se muestra el isobolograma obtenido como
resultado de las combinaciones de ambos antimicrobianos, donde en el eje de las
abscisas se representan las concentraciones efectivas obtenidas para la NAT y en
el eje de las ordenadas, las concentraciones efectivas obtenidas para el LAE. Al
situar en los extremos las CMF de ambos antimicrobianos y unir los puntos de las
combinaciones donde se obtuvo inhibicién, nos da como resultado una linea recta

la cual representa un efecto aditivo.
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Figura 15. Isobolograma de la mezcla de LAE y NAT

Hasta el momento no existen reportes del uso combinado del LAE con la
NAT, sin embargo, Ma et al., (2016) reporta un efecto sinérgico del uso combinado

del LAE con aceite esencial de canela contra L. monocytogenes y un efecto
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antagonista contra E. coli y S. entérica, sin embargo, la incorporacion de EDTA
como antimicrobiano mejoro la actividad de LAE y superd el efecto antagonico de la
combinacion del LAE con el aceite esencial de canela. Por otro lado, Brandt et al.,
(2010) reporta un efecto aditivo con la combinacion del LAE y nisina, un efecto
sinérgico de la nisina con sulfato de calcio acido, y un efecto antagonico de la ¢-

polilisina con sulfato de calcio acido en la inhibicién de L. monocytogenes.

7.4  Evaluacion del efecto antimicrobiano en una matriz filmogénica

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos del efecto
antimicrobiano de las peliculas comestibles a base de ACLS, donde las zonas
inhibitorias se observan cuando la combinacion de antimicrobianos es incorporada
a partir de 5x y 10x, obteniendo un halo de inhibicién de 20.0 + 2.0 mm para R.
stolonifer, de 29.7 £ 1.9 mm para C. gloeosporioides, de 22.7 £ 2.0 mm para B.

cinereay de 14.0 + 1.5 mm para S. Saintpaul.

Figura 16. Efecto antimicrobiano de las peliculas comestibles a base de ACLS

contra a) R. stolonifer; b) C. gloeosporioides; c) B. cinerea; d) S. Saintpaul

El mismo efecto se presentd para las peliculas comestibles a base de OS
(Figura 17), obteniendo un halo de inhibicién de 25.7 £ 1.0 mm para R. stolonifer,
de 27.3 £ 2.4 mm para C. gloeosporioides, de 20.5 + 1.2 mm para B. cinerea, y de
14.0 £ 1.5 mm para S. Saintpaul.
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Figura 17. Efecto antimicrobiano de las peliculas comestibles a base de OS contra

a) R. stolonifer; b) C. gloeosporioides; c) B. cinerea; d) S. Saintpaul

El aumento en la concentracion de antimicrobianos se hace necesaria
cuando son incorporados dentro de una matriz compleja como lo son las peliculas
comestibles debido a la interaccion con los demas componentes que forman el
empaque, ademas de que la superficie de la pelicula se comporta como una barrera,
disminuyendo el poder de difusividad del antimicrobiano a través de ésta.

Este efecto ya ha sido reportado anteriormente por Higueras et al., (2013) en
peliculas comestibles a base de quitosano incorporando LAE como antimicrobiano
en concentraciones que van desde 10 000 hasta 100 000 mg/L para la inhibicion S.
entérica obteniendo halos de inhibicién de 11.9 + 0.9 hasta 14.2 + 0.4 mm. Por el
contrario, dichas concentraciones de LAE no fueron suficientes para lograr un efecto
inhibitorio contra los hongos deterioradoras A. niger, Cladosporium cladosporioides
y Penicillium chrysogenum. Asi mismo, Da-Silva et al., (2013) reportan la
incorporacion de la NAT en una concentracion de 600 mg/L en peliculas comestibles
a base de quitosano y alginato en la inhibicion de tres hongos deterioradores de
queso: Debaromyces hansenii, P. commune y P. roqueforti.

7.5 Propiedades térmicas de la cera de abeja

El comportamiento térmico de la CA se evalu6 a través de un termograma
(Figura 18), donde para el proceso exotérmico se estimo una temperatura de inicio

de la cristalizacion (Toc) de 61.47 + 0.02 ° C. Esta curva exhibié dos picos, donde el
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pico maximo de cristalizacién (T¢) fue a 57.15 + 0.09 ° C, con una entalpia de
cristalizacion (AHc) de -186.15 + 1.34 J/g. Para el proceso endotérmico, se observo
una temperatura de inicio de fusion (Tof) de 50.64 + 0.04 ° C, que muestra dos picos,
donde el pico maximo de fusion (Tr) fue de 63.09 £ 0,06 ° C, con una entalpia de
fusiéon (AHr) de 188.85 + 0.35 J/g. La presencia de diferentes picos en el
comportamiento térmico de la CA, puede atribuirse a la composicion heterogénea
que la conforma (Attama et al., 2006). Estos picos representan la cristalizacién o
fusidn de distintos componentes, tales como acidos grasos (12-14%), monoésteres
e hydroximonoesteres (35-45%), complejos de ésteres (15-27%), hidrocarburos de
cadena lineal (principalmente C33) (12-16%) y otros componentes menores
(Aichholz y Lorbeer, 1999; Buchwald et al., 2008). Por otro lado, las propiedades
térmicas de la CA obtenidos en el presente analisis concuerdan con los reportado
por Yilmaz y Ogutou (2014) para una CA comercial (KahlWax, Kahl GmbH, Trittau,
Alemania), excepto la AHc (8% mas pequefo) y AHs (7.6% mas pequefio), lo cual
puede atribuirse a una variacion en la composiciéon de la CA. Finalmente, la
estimacion de los parametros térmicos de la CA definié las condiciones minimas de
temperatura a partir de las cual se formaron las nanoemulsiones, evitando su

solidificacion durante el proceso.

55



0.26

0.22

Tc

0.18

©
=
~

Toc

©

=

o
.

o

o

R
.

Flujo de calor (W/qg)
o) o
N &

0.06 { 7T T T e e e emcmmmmm——ema

-0.10 - e
Tof .

-0.14 1 .
[

'O . 18 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 18. Termograma representativo de la CA: proceso de cristalizacién (linea
continua) y proceso de fusion (linea punteada). (Toc: temperatura de inicio de
cristalizacion; Tc: pico maximo de cristalizacidn; Tor: temperatura de inicio de

fusion; Tr: pico méximo de fusion).

7.6  Caracterizacion fisicoquimicas de las nanoemulsiones
7.6.1 Tamafo de particula e IPD

La técnica de DLS empleada para determinar el tamafio de particula de las
nanoemulsiones, considera que las particulas grandes tienen la capacidad de
dispersar la luz con mayor intensidad que las particulas pequefas (Brar y Verma,
2011). Por su parte, para la estimacion del IPD, los valores limite pueden variar
desde 0 hasta 1 para distribuciones de tamafos de particulas homogéneas y
heterogéneas, respectivamente (Kaszuba et al., 2008). Las distribuciones de
tamafios de particula de las diferentes nanoemulsiones (Figura 19) mostraron varios

picos correspondientes a particulas de CA de diferente tamafio. Se pueden observar
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picos de mayor intensidad, alrededor de los 1000 nm, en nanoemulsiones en las
que se empled la mezcla T80/S60 como emulsionantes, independientemente del
proceso de emulsificacion. Por otro lado, picos menores, en el rango nanométrico
(100 nm), se observaron en nanoemulsiones empleando T80. De acuerdo con lo
reportado por Rao y McClements (2012), los picos de alrededor de los 10 nm
podrian asociarse a micelas de los emulsionantes que no fueron adsorbidos en la
interfase aceite-agua de las hanoemulsiones, mientras que los picos con intensidad
residual cercanos a los 5000 nm, sugirieron la presencia de particulas de CA mas

grandes que no fueron nanoemulsionadas.
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Figura 19. Efecto del tipo de emulsionante: a) AE: acido esteérico; b) T80: Tween
80; ¢) T80/S60: Tween 80/Span 60, y del proceso de emulsificacion:
homogeneizacion, ultrasonido y microfluidizacién, en la distribucién del tamafio de

particula de las nanoemulsiones.
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Por otro lado, una interaccion significativa (p<0.05) entre el tipo de
emulsionante y el proceso de emulsificacion, afecté el tamafio de particula e IPD de
las nanoemulsiones (Cuadro 9). El uso del AE o la mezcla T80/S60 como
emulsionantes, seguido de un proceso de ultrasonido, alcanzaron los mayores
tamafios de particula (515.1 nm o 1054.3 nm), con un IPD de 0.5 y 0.8,
respectivamente. Por el contrario, las nanoemulsiones usando T80 vy
microfluidizadas, obtuvieron los menores tamafnos de particula de 77.7 £ 6.2 nmy
un IPD de 0.3 £ 0.0, los cuales se pudieron confirmar en el grafico de distribucion
de tamafio de particula (Figura 19). Ghosh et al., (2013) reportaron que los
emulsionantes no idnicos de bajo peso molecular tienen la capacidad de producir
interacciones O/W favorables debido a su alto equilibrio hidrofilico-lipofilico
(HLB=15), disminuyendo la tension interfacial y requiriendo una menor energia libre
para la formacion de nanoemulsiones. Dichos autores reportaron un tamafio de
particula de 29.60 £ 0.20 nm con un IPD de 0.21 £+ 0.002 para nanoemulsiones a
base en aceite de albahaca (6% v/v) emulsionado con T80 en una relacion 1:3 (v/v).
Por su parte, Salvia-Trujillo et al., (2013) lograron obtener una nanoemulsion
homogénea a base de alginato de sodio y aceite de limé6n:T80 en una relacion 1.1
(v/v), con tamafios de particula de 7.35 + 1.67 nm e IPD de 0.34 + 0.10, usando las
mismas condiciones de microfluidizacion que las utilizadas en la presente
investigacién. Sin embargo, los tamafios de particula ligeramente mayores
obtenidas en el presente trabajo para las nanoemulsiones utilizando T80 vy
microfluidizadas, se atribuyeron a la baja temperatura de cristalizacion de las

particulas de CA, que tienden a fusionarse debido a su composicion heterogénea.
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Cuadro 9. Tamafio de particula e indice de polidispersién (IPD) de las

nanoemulsiones

Emulsionante Proceso Tamafio de IPD
particula (nm)

AE Homogeneizacion 244.8+2.1¢ 0.7+0.22b
Ultrasonido 515.1+5.94 0.5+0.2¢

Microfluidizacion 256.8+3.9¢ 0.6+0.1¢d
T80 Homogeneizacion 185.5+8.5f 0.3+0.0bcd
Ultrasonido 111.945.69 0.4+0.00c

Microfluidizacion 77.746.2" 0.3+0.0¢

T80/S60 Homogeneizacion 913.8+10.6° 0.8+0.12b
Ultrasonido 1054.3+4.02 0.7+0.02

Microfluidizacion 891.9+8.9¢ 0.8+0.22

AE: Acido estéarico; T80: Tween 80; S60: Span 60.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

7.6.2 Potencial zeta

El potencial zeta es la diferencia de la carga eléctrica entre la capa densa de
los iones que rodean las particulas o micelas y la capa estacionaria del fluido que
las rodea (Lu et al., 2005). Las nanoemulsiones con valores absolutos de potencial
zeta > 30 mV, generalmente se consideran estables, ya que la carga eléctrica de
las particulas que la forman, es lo suficientemente fuerte para disminuir las fuerzas
de repulsién predominantes en el sistema (Kaszuba et al., 2010). Los valores de
potencial zeta de las nanoemulsiones (Figura 20) fueron significativamente
influenciados (p<0.05) por el tipo de emulsionante y el proceso de emulsificacion.
Las nanoemulsiones que contienen AE como emulsionante sometidas a un proceso
de ultrasonido y AE o T80/S60 tratadas mediante microfluidizacion, exhibieron la
carga eléctrica mas deébil de -3.6 + 0.4 mV, -5.0 £ 0.2 mV, y -7.0 £ 0.3 mV,
respectivamente. Por el contrario, las nanoemulsiones en las que se utilizé T80 y
microfluidizacion, mostraron la carga eléctrica mas fuerte de -35.8 £+ 3.8 mV. Este
valor es mas negativo que lo reportado por Guerra-Rosas et al., (2016), quienes

obtuvieron valores que van desde -6.53 mV a -15.20 mV, para nanoemulsiones a
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base de pectina de alto metoxilo y una variedad de aceites esenciales, utilizando
T80 como emulsionante en la misma proporcién (aceite:emulsionante) que la

empleada en este trabajo y sometidos a un proceso de microfluidizacion (150 MPa,

5 ciclos).
Emulsificante
AE T80 T80/S60
0 1 7 1 1 7
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Figura 20. Efecto del tipo de emulsionante (AE: &cido estearico; T80: Tween 80;
T80/S60: Tween 80/Span 60) y del proceso de emulsificacion (homogeneizacion,

ultrasonido y microfluidizacién) sobre el potencial zeta de las nanoemulsiones.

La naturaleza de los emulsionantes controla la carga superficial de las
nanoemulsiones; por lo tanto, las particulas de CA emulsionadas con AE
(emulsionante anidnico) mostraron una carga negativa. Ademas, dicha carga puede
atribuirse a la adsorcion de moléculas de OS en la interfaz O/W, debido a la
presencia de grupos carboxilicos anionicos (Chanamai y McClements, 2001). Las

impurezas anionicas, como los acidos grasos libres en los componentes lipidicos o
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emulsionantes, también pueden contribuir a la carga negativa observada
(McClements y Xiao, 2012). Finalmente, el uso de emulsionantes no iénicos como
T80 mejora la estabilidad de las nanoemulsiones, debido a la presencia de grupos
polioxietileno de naturaleza hidrofilica que pueden depositarse en la interfaz O/W y
reducir la tension interfacial, protegiendo las particulas de lipidos contra la
agregacion (Mayer et al., 2013). Finalmente, el aumento en el potencial zeta para
las nanoemulsiones en las que se empled T80 y un proceso de microfluidizacion,
podria deberse a su pequefio tamafio de particula (77.7 £ 6.2 nm), lo que conlleva

a tener mas particulas con carga negativa.

7.6.3 pH

Uno de los factores mas importantes que determinan la formacién y las
propiedades de las nanoemulsiones es el pH de la solucién mediante la ionizacion
de los grupos superficiales y, por lo tanto, influye en la densidad final de la carga
superficial (Guzey y McClements, 2006). En este sentido, el pH de las
nanoemulsiones no mostré diferencias significativas para cada emulsionante
independientemente del proceso de emulsificacién empleado, obteniendo un valor

promedio de 8.4 + 0.1.

7.6.4 Color

En la Figura 21 se muestran los resultados de color de las nanoemulsiones,
donde se observd una interaccion significativa (p<0.05) entre el tipo de
emulsionante y el proceso de emulsificacion expresado como IB. Las
nanoemulsiones incorporadas con AE o T80/S60 usando ultrasonido, mostraron los
valores mas altos de IB de 64.2 £ 0.3y 60.3 £ 1.7, respectivamente. Por el contrario,
el IB disminuy6 significativamente (p<0.05) hasta 31.7 + 0.8 usando T80 bajo un
proceso de microfluidizacion. Salvia-Trujillo et a., (2014) reportaron una disminucién
en el IB utilizando microfluidizacion como proceso de emulsificacion a diferentes

presiones y ciclos, obteniendo valores de 35.71 + 0.16 a 150 MPa y 3 ciclos, para
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nanoemulsiones a base de alginato de sodio y aceite de limén emulsificadas con
T80. Resultados similares fueron obtenidos por Guerra-Rosas et al., (2016)
obteniendo valores de IB de 32.94 + 0.03 para nanoemulsiones a base de pectina
de alto metoxilo y aceite esencial de tomillo emulsificados con T80 vy

microfluidizacion (150 Mpa, 5 ciclos).

70
— EE Homogeneizacion
60 - 7 [ Ultrasonido 4
Microfluidizacion %
O 50 -
=]
0
c
S 40 | =
o)
()
T 30 - ?
o
0
g o]
£ 207
10 -
0 T . :
AE T80 T80/S60

Emulsificante
Figura 21. Efecto del tipo de emulsionante (AE: &cido estearico; T80: Tween 80;
T80/S60: Tween 80/Span 60) y del proceso de emulsificacion (homogeneizacion,
ultrasonido y microfluidizacion), sobre el indice de blancura de las

nanoemulsiones.
Por todo lo anterior, las nanoemulsiones en las que se emple6 T80 como

emulsionante bajo un proceso de microfluidizacion, podrian ser adecuadas para el

desarrollo de recubrimientos comestibles, debido a su apariencia ligeramente
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transllicida, alta estabilidad y homogeneidad como resultado del tamafio
nanomeétrico de las particulas de CA.

7.7 TEM de las nanoemulsiones

La TEM es una herramienta adecuada para la caracterizacion de
nanoemulsiones, ya que es capaz de visualizar estructuras de tamafio nanométrico
gue no pueden detectarse mediante técnicas clasicas de microscopia (Klang et al.,
2011). El tamafio de particula de las nanoemulsiones obtenido (Cuadro 9) se
confirmd mediante dicha microscopia, donde las nhanoemulsiones utilizando como
emulsionante T80 y un proceso de microfluidizacion mostraron tamafios de particula
<100 nm de didmetro (Figura 22).

S g AN -
. TR Tl 0

Figura 22. Microscopia electronica de transmision de las nanoemulsiones con T80

y microfluidizacion.

7.8 Caracterizacion reoldgica de las nanoemulsiones

Se observo un efecto significativo (p<0.05) entre el tipo de emulsionante y el

proceso de emulsificacién (Figura 23), donde los fluidos no newtonianos dilatantes
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presentan una n>1, mientras que los fluidos pseudoplasticos presentan una n<1
(Liang et al., 2012). De acuerdo con lo anterior, se obtuvo un comportamiento no-
Newtoniano de adelgazamiento al flujo (n<1), para las nanoemulsiones con AE
microfluidizadas (Figura 23a), T80 ultrasonicadas (Figura 23b) y T80/S60
homogeneizadas o microfluidizadas (Figura 23c), el cual puede atribuirse a la
aglomeracion entre las particulas de CA y de almidon De acuerdo con lo reportado
por Hopkins et al., (2015), este comportamiento puede deberse a la interrupcion de
diversas interacciones (enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas) entre los
componentes de la nanoemulsién (el almidon y la CA), cuando se somete a una
prueba de cizallamiento, produciendo interacciones mas débiles y una mayor
alineacion conforme la velocidad de deformacion se incrementa. Estos autores
reportaron un comportamiento similar de adelgazamiento al flujo con valores entre
0.81 =n <0.95, para nanoemulsiones a base de aislado de proteina de soya y aceite
de linaza (3% o 10% p/p) usando T80 [relacién aceite-emulsionante 1:0.5 (p/p)],
después de un proceso homogeneizacion. Por su parte, Rezvani et al., (2013)
reportaron un comportamiento de adelgazamiento al flujo para nanoemulsiones de
caseinato de sodio y aceite de maiz (1.5% p/p) emulsionado con AE (1% y 2% p/p)
utilizando dos ciclos de homogeneizacion, alcanzando valores de n= 0.68-0.78. Las
nanoemulsiones restantes presentaron un comportamiento newtoniano (n=1), el
cual puede atribuirse a la gran cantidad de fase continda presente en las
nanoemulsiones y al menor tamafo de particula obtenido (Cuadro 9). En contraste
con nuestros resultados, Fabra et al., (2009) reportaron que el efecto de
adelgazamiento al flujo por cizallamiento fue mucho mas fuerte en nanoemulsiones

con menores tamafos de particula.
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Figura 23. Efecto del tipo de emulsionante (AE: acido estearico; T80: Tween 80;
T80/S60: Tween 80/Span 60) y del proceso de emulsificacion (homogeneizacion,
ultrasonido y microfluidizacién), sobre el comportamiento reoldgico de las

nanoemulsiones.

7.8.1 Propiedades viscoelasticas de las nanoemulsiones

Las suspensiones a base de polisacaridos como el almidon tienden a ser
materiales viscoelasticos que pueden exhibir caracteristicas sdlidas y liquidas
simultdneamente (Medina-Torres et al., 2016). Los modulos G 'y G "se refieren a
respuestas elasticas y viscosas de un material dado, respectivamente (Bourbon et
al., 2010). Por lo tanto, es posible cuantificar el predominio del caracter soélido o
liquido de una muestra a través de mediciones dinamicas (Campestrini et al., 2013).
Las nanoemulsiones que presentaron un comportamiento no newtoniano se
expusieron a una prueba de oscilacion de amplitud establecida y exhibieron un claro

predominio del moédulo viscoso (G ">G '), para un rango de frecuencia de 1-100
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rad/s (Figura 24). Este comportamiento podria ser el resultado de la configuracion
estructural de la CA y el almidon con el emulsionante, y del efecto potencial del

proceso de emulsificacion.
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Figura 24. Curvas de flujo oscilatorio de las nanoemulsiones con comportamiento
no-Newtoniano. G' (simbolos rellenos): modulo elastico y G" (simbolos vacios):

modulo viscoso.

7.9 Mojabilidad
7.9.1 Tensiones superficiales (ysy, Yrv: YsL)

La principal funcién de un recubrimiento comestible formado a partir de una
nanaoemulsién, es la de mantener la calidad y la seguridad de un producto, siempre
que haya una distribucion efectiva de la nanoemulsion sobre la superficie del
alimento, la cual esta influenciada por su mojabilidad. Los angulos de contacto (0)
de las nanoemulsiones se probaron sobre la superficie del tomate (Cuadro 10),
obteniendo valores <90 °, los cuales variaron entre 38.5 ° y 48.6 °, lo que implica

gue las nanoemulsiones son capaces de cubrir adecuadamente la superficie del
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tomate pese a su naturaleza hidrofébica, debido a que esta cubierta por una capa
de cera compuesta principalmente por naringenina-chalcona (52%), hidrocarburos
de cadena larga (29%) y alcoholes de cadena larga y triterpenol (19%) (Bauer et al.,
2004). Por el contrario, Sanchez-Ortega et al., (2016), reportaron mayores angulos
de contacto (61.5 °) para nanoemulsiones a base de almidon y acido oleico
empleando T80 como emulsionante sobre la misma superficie (tomate). Choi et al.,
(2002) obtuvieron mayores valores de angulo de contacto entre 87.5 ° y 90 ° para
una emulsion de quitosano con T80 sobre tangerina, meldn, manzana y tomate, lo

que indica que esta emulsion apenas cubria la piel dichas frutas.

La ysy de la superficie del tomate (Cuadro 10) fue de 15.0 mN/m, mismo que
lo reportado por Sanchez-Ortega et al., (2016), y similar a los reportados por
Casariego et al., (2008) (17.4 mN/m). Las superficies de baja energia muestran
valores de ysy<100 mN/m, y su interaccion se da principalmente a través de iones-
dipolo, induccién o enlaces de hidrégeno (Zisman, 1964; Cerqueira et al., 2009). Los
valores promedio de la y;y de las nanoemulsiones (Cuadro 10) variaron desde 27.9
mN/m utilizando AE como emulsionante, hasta 30.9 mN/m usando T80,
concordando con lo reportado por Sanchez-Ortega et al., (2016) (y.y= 30.86 mN/m),
asi como con Ramirez et al., (2012), (y.y =34.32 mN/m) para nanomulsiones a base
de carboximetilcelulosa, aceite de girasol y extracto de murta sobre la superficie de

manzana.
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Cuadro 10. Angulo de contacto (8) y tensiones superficiales de las

nanoemulsiones

Emulsionante Proceso 0 Cos Ysv Yiv YsL
0 (mN/m) (mN/m) (mN/m)

AE Homogeneizacion 45.8 0.7 15.0 26.0 -3.1

Ultrasonido 43.1 0.7 15.0 28.0 -54

Microfluidizacion 40.0 0.8 15.0 29.7 -7.7

T80 Homogeneizacion 42.2 0.7 15.0 26.6 -4.6

Ultrasonido 44.1 0.7 15.0 25.8 -3.4

Microfluidizacion 48.6 0.7 15.0 26.3 -2.4

T80/S60 Homogeneizacion 41.1 0.8 15.0 31.4 -8.5

Ultrasonido 38.5 0.8 15.0 30.0 -8.4

Microfluidizacion 40.2 0.7 15.0 31.4 -8.9

AE: Acido estéarico; T80: Tween 80; S60: Span 60.

7.9.2 Coeficiente de mojabilidad

La mojabilidad de las nanoemulsiones esta influenciada por las Wa, que hace
que el liquido se extienda sobre la superficie plana sélida, y las Wc, que provocan
la contraccidn entre las gotas del propio liquido (Casariego et al., 2008). Cuando Ws
<0, la gota minimiza la energia libre de la superficie, lo que lleva a una mojabilidad
parcial, y para Ws=0, la superficie es totalmente mojable (Skurtys et al., 2011). El
tipo de emulsionante mostré una influencia significativa (p<0.05) sobre el Ws de las
nanoemulsiones (Cuadro 11), cuyos valores fueron -7.5 = 0.5 mN/m utilizando AE,
-7.7 £ 1.0 mN/m con T80, y -7.2 + 0.7 mN/m con T80/S60. Estos resultados fueron
inferiores a los reportados por Choi et al., (2002), al aplicar una nanoemulsion a
base de quitosano, emulsificada con T80 sobre tomate (-66.8 mN/m) y manzana (-
56.44 mN/m) [39]. La superficie del tomate contiene ceras naturales compuestas
principalmente por esteroles, triterpenoles, chalconas y alcanos, proporcionando
una superficie hidrofébica (Bauer et al., 2004; Jetter et al., 2006), por lo cual se

obtienen valores bajos de Ws para todas las nanoemulsiones.
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Cuadro 11. Fuerzas adhesivas (Wa), fuerzas cohesivas(Wc) y coeficiente

de mojabilidad (Ws) de las nanoemulsiones

Emulsionante Proceso Wa Wc Ws

(mN/m) (mN/m) (mN/m)
AE Homogeneizacion  44.2+1.2° 52.1+1.7° -7.9+1.12
Ultrasonido 48.4+1.8° 56.0+1.9° -7.6+1.32
Microfluidizacion ~ 52.4+1.7° 59.4+1.0° -7.0£1.62
T80 Homogeneizacion  46.2+2.1°¢ 53.2+1.0°¢ -7.0+2.08
Ultrasonido 44.2+2.0° 51.5+1.9¢ -7.3+0.62
Microfluidizacion ~ 43.7+3.3°¢ 52.6+£1.9¢ -8.9+1.62
T80/S60 Homogeneizacion  54.9+0.32 62.7£1.02 -7.8+£1.22
Ultrasonido 53.4+1.12 59.9+1.02 -6.5+0.52
Microfluidizacion ~ 55.3+4.32 62.7+2.62 -7.5+2.28

AE: Acido estéarico; T80: Tween 80; S60: Span 60.
Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05).

7.10 Efecto antimicrobiano

Arredondo-Ochoa et al., (2017) reportd el uso de agentes antimicrobianos

naturales incorporados en una matriz nanoemulsificada, eficaz contra
microorganismos que se encuentran comunmente en productos frescos. En este
estudio, la actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones se vio significativamente
influenciada (p<0.05) por el tipo de emulsionante y el proceso de emulsificacion, de
acuerdo con Liang et al., (2012). Las zonas de inhibiciébn de las nanoemulsiones
usando AE (Figura 25A), fueron de 24.3 + 2.4 mm para R. stolonifer, 28.7 + 1.9 mm
para C. gloeosporioides, 27.9 £ 8.0 mm para B. cinerea y 13.9 + 0.7 mm para S.
Saintpaul. Para las nanoemulsiones utilizando T80 (Figura 25B) las zonas de
inhibicion fueron de 28.9 + 1.6 mm para R. stolonifer, 30.2 + 1.3 mm para C.
gloeosporioides, 34.7 £ 3.2 mm para B. cinerea y 14.5 £ 0.4 mm para S. Saintpaul.
Las nanoemulsiones utilizando la mezcla T80/S60 (Figura 25C), ya sea
homogeneizada o microfluidizada, exhibié un efecto inhibitorio contra R. stolonifer

(28.0 £ 4.7 mm), C. gloeosporioides (27.5 = 0.3 mm), B. cinerea (31.5 £ 1.7 mm) y
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S. Saintpaul (14.4 £ 0.5 mm). Del mismo modo, Salvia-Trujillo et al., (2014) reporto
la iinhibicién de Escherichia coli para nanoemulsiones a base de alginato de sodio
incorporadas con aceite de limén o de clavo y T80 como emulsionante bajo un
proceso de microfluidizacion. Por otro lado, las nhanoemulsiones obtenidas bajo un
proceso de ultrasonido no mostré efecto inhibitorio contra ninguno de los
microorganismos probados, lo que indica una interaccion significativa (p<0,05),
entre el tipo emulsionante y el proceso de emulsificacién. De acuerdo con Teixeira
et al., (2007), y Lu et al., (2005), la actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones
se ve favorecida por el tamafio nanométrico loque permite una difusion mas facil a
través de la membrana celular microbiana. En este sentido, el tamafio de particula
mas alto (1054.33 + 4.04 nm) se obtuvo para las nanoemulsiones usando T80/S60,
y Su interaccion con el tipo de procesamiento (ultrasonido) puede explicar su

inhibicion de actividad antimicrobiana.

Figura 25. Efecto antimicrobiano de las nanoemulsiones con A. AE: acido
estearico; B. T80: Tween 80; y C. T80/S60: Tween80 / Span60 a diferentes
procesos de emulsificacion (H=homogeneizacion, U=ultrasonido y
M=microfluidizacién), contra a) R. stolonifer, b) C. gloeosporioides, c) B. cinerea,
d) S. Saintpaul
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8. CONCLUSIONES

De manera individual, el arginato laurico (LAE) a una concentracion de 800
mg/L y la natamicina (NAT) a una concentracion de 160 mg/L, logran la completa
inhibicion de los hongos deterioradores Rhizopus stolonifer, Colletotrichum

gloeosporioides y Botrytis cinerea.

El LAE a una concentracion de 100 mg/L inhibio el crecimiento de la bacteria

patégena Salmonella Saintpaul.

Se comprobd el mecanismo antimicrobiano del LAE a través de la
visualizacion con microscopia de fluorescencia de la bacteria patogena Salmonella

Saintpaul.

La combinacion del LAE a 400 mg/L con 80 mg/L de NAT mostr6é un efecto
aditivo logrando la inhibicion de los tres hongos deterioradores, sin afectar la CMB
encontrada para Salmonella Saintpaul, reduciendo hasta en un 50% la

concentracion de cada antimicrobiano de manera individual.

La incorporacion de la combinacion de los antimicrobianos en una
suspension filmogénica a una concentracion de 1.0 pg/cm? para LAE y 0.20 pg/cm?
para NAT logra, una vez formada la pelicula comestible, logra la completa inhibicién
de los hongos deterioradores y de la bacteria patdégena.

Existe una interaccion significativa entre el tipo de emulsionante y el proceso

de emulsificacion empleado en la formacion
El tipo de emulsionantes y el proceso de emulsificacion fueron un factor

crucial para la obtencion de nanoemulsiones a base de almidon, cera de abeja y

antimicrobianos naturales con propiedades fisicoquimicas, reologicas, de
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mojabilidad y antimicrobianas adecuadas para la formacion recubrimientos

comestibles con potencial uso en productos frescos

Las nanoemulsiones empleando Tween 80 como emulsionante bajo un
proceso de microfluidizacion, obtuvieron el menor tamafio de particula, mostrando
una distribucién homogénea entre sus componentes que condujeron a una mayor
estabilidad y transparencia; ademas presentaron buenas propiedades de mojado y
lograron la completa inhibicion de los hongos deterioradores Rhizopus stolonifer,
Colletotrichum gloeosporioides y Botrytis cinerea, asi como de la bacteria patbgena

Salmonella Saintpaul, cominmente presentes en productos frescos.
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