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RESUMEN

Uno de los objetivos de la industria alimentaria es incrementar la vida de anaquel de
sus productos y el empaquetado es uno de los métodos mas ampliamente utilizado
para lograrlo. A pesar de la efectividad de este método, actualmente hay controversia
debido al impacto negativo de estos materiales sobre el ambiente, ya que
actualmente se generan aproximadamente 299 millones de toneladas de residuos
plasticos por afo. Esto ha generado la busqueda de alternativas para solucionar esa
problematica. Una de las opciones de mayor interés es el desarrollo de
recubrimientos comestibles, sin embargo, el reto sigue siendo obtener una
funcionalidad similar a la de los empaques plasticos para la conservacion de los
alimentos. Aunado a esto y la tendencia del consumo de productos minimamente
procesados, los consumidores buscan recubrimientos libres de aditivos artificiales.
En el presente trabajo, se elaborar6 un recubrimiento comestible a base de quitosano
(Q) y proteina de quinua (PQ) entrecruzada con transglutaminasa mediante la
formacion de una emulsién, con la finalidad de obtener un recubrimiento con buenas
propiedades mecanicas y antimicrobianas. Se propone ademas el uso de aceite
esencial (EO) de tomillo (T) y romero (R) como agentes antimicrobianos. Se analiz6
la reologia, tamario de particula y potencial Z de las emulsiones hechas previamente
para la elaboracién del recubrimiento comestible, asi como la actividad
antimicrobiana ante Micrococcus luteus y Salmonella spp., midiendo su crecimiento
y dafo en pared mediante microscopia de fuerza atomica. Los resultados indican que
la adicion de EO a la solucion PQ:Q no afectd el potencial Z de las mismas, en un
rango de -46.69 + 3.19 Mv a -46.21 £ 3.83 mV. El indice de polidispersion aumento
de 0.51 + 0.07 para la solucién (PQ: Q) a 0.80 + 0.04 para las emulsiones. Las tres
soluciones se ajustan al'modelo reoldgico de Casson, con R? entre 0.995 y 0.999.
La concentracion minima inhibitoria de los EO en la emulsion fue de 0.5 % (v/v) para
tomilloy 1 % (v/v) para romero. El mayor tiempo de duplicacion fue de 81.40 + 7.01
h para Salmonella spp. en la emulsion PQ:Q-R. La dimensién fractal y la rugosidad
de la pared celular de las bacterias disminuyé al adicionar los EO. Debido a las
propiedades obtenidas estas emulsiones pueden utilizarse como un recubrimiento
con actividad antimicrobiana para la conservacion de alimentos.



1. Antecedentes

1.1 Calidad en los alimentos

La calidad de los alimentos es el conjunto de propiedades y caracteristicas que hacen
aceptables los alimentos a los consumidores, quienes demandan alimentos con una
calidad mayor durante el periodo entre su adquisicion y su consumo (Abasiy-col.,
2018). El interés sobre la conservacion de los alimentos se remonta a épocas muy
antiguas, donde se empleaban métodos como el secado al sol y aire, el escabeche,

la salazon, entre otros.

Numerosos factores intervienen en la pérdida de la calidad original del producto o en
su deterioro, tales como la exposicion a la luz solar, el contacto con el oxigeno, la
temperatura y el grado de humedad al que .son expuestos, ademas de su
contaminacion. Los alimentos contaminados son aquellos que contienen agentes
vivos (microorganismos, parasitos patdégenos o deterioradores), quimicos, minerales

y organicos, extrafios a su composicion normal (Ancos y col., 2015).

Por lo anterior, los métodos de conservacion se utilizan con el fin de alargar la vida
util de los alimentos, intentando preservar al maximo su calidad organoléptica y
nutricional. Se han desarrollado diferentes estrategias como los métodos que
involucran la variacién de la temperatura (pasteurizacion, esterilizacion, refrigeracién,
congelacion), la reduccion de la humedad (desecacidn, evaporacion) o la adicién de
sustancias (ahumado) (Jiménez, 2013). El impacto ambiental que ocasionan dichos
métodos ha obligado a la busqueda de nuevas alternativas tales como, los
recubrimientos y peliculas comestibles. Estos se caracterizan por ser seguros para
la-salud, utilizar tecnologia simple para su elaboracion y prolongar la vida util de los

alimentos (Fernandez y col., 2015).

1.2 Embalaje de alimentos
El embalaje de alimentos cumple cuatro funciones principales, la contencién,
proteccidén, conveniencia y comunicacién. La mayoria de los materiales utilizados

para envasar alimentos pertenecen a las siguientes clases: metales, vidrio, papel y



polimeros, o la combinacion de dos o0 mas de éstos. La hojalata y el aluminio son los
principales metales utilizados para el envasado, sin embargo, fendbmenos como la
corrosion de la hojalata son motivo de preocupacién (Szczepanska y col., 2018). A
su vez, el vidrio tiene las ventajas de transparencia, inercia, impermeabilidad, rigidez
y es atractivo para el consumidor, pero presenta fragilidad y es pesado. Por otra parte,
el papel es de bajo costo, disponibilidad, bajo peso, capacidad de impresion y
resistencia mecanica. Su defecto mas grave es la sensibilidad a la humedad (Berk,
2017).

La introduccion de diversos materiales, tales como el poliéster, polipropileno y etileno,
alcohol vinilicos y polimeros condujo a dejar de lado los envases antes mencionados
para hacer uso de envases plasticos y flexibles. Debido a su versatilidad y bajo costo,
los polimeros son los materiales de empaque mas importantes para los alimentos.
Sin embargo, éstos son poco amigables con el ambiente, al ser derivados del
petréleo, ya que pueden presentar el fendmeno conocido como particion de
compuestos quimicos por difusién o absorcion desde el empaque hacia el alimento.
Lo anterior implica la contaminacion de los alimentos provenientes del empaque
plastico, lo cual puede causar efectos téxicos en el consumidor y cambios

organolépticos de los alimentos (Melina y col., 2018).

Las nuevas tendencias en las técnicas de envasado de alimentos son el resultado de
las preferencias de los consumidores por productos alimenticios con mayor vida util
y comodidad. Aunado a los cambios en el estilo de vida de la poblacion, dichas
tendencias han evolucionado sin comprometer las caracteristicas de seguridad y
calidad de los alimentos. Los brotes microbianos transmitidos por los alimentos, es
otro factor importante que exige la generacion de empaques innovadores con efectos
antimicrobianos (Majid y col., 2018). Un ejemplo de esto son los empaques o
recubrimientos activos, los cuales son considerados como “activos” cuando
proporcionan funciones mas alla de la proteccion tradicional y la barrera inerte al
ambiente exterior. El empaque libera o absorbe sustancias en el alimento o en el

ambiente que lo rodea, ademas pueden contener componentes tales como



antimicrobianos, antioxidantes, eliminadores de O2, emisores/absorbentes de COa,

reguladores de humedad, liberadores de sabor, entre otros (Ahmed y col., 2017).

1.3 Peliculas y recubrimientos comestibles

Un recubrimiento comestible se puede definir como una matriz continua, delgada y
de grado alimenticio, que se estructura alrededor de un alimento generalmente
mediante la inmersion de este en una solucion formadora del recubrimiento,
barnizado o aspersién, con el fin de preservar su calidad y servir de empaque. Debido
a que son aplicados directamente sobre la superficie del alimento, comunmente son
vistos como parte final del producto. Por otra parte, una pelicula comestible es una
matriz preformada, obtenida por moldeo, cuyo espesor es siempre mayor al de los

recubrimientos (Fernandez y col., 2015).

Dichas soluciones formadoras de la pelicula o recubrimiento pueden estar
conformadas por un polisacéarido (almidon, quitosano, celulosa), un compuesto de
naturaleza proteica (caseina, zeina, de quinua), lipidica (ceras, acidos grasos) o por
una mezcla de éstos (Anchundia y col., 2016). A pesar de sus diferencias, ambas
proceden de igual manera frente a diversas sustancias que actuan sobre el alimento
como barrera frente al transporte de gases y vapor de agua durante su conservacion.
Lo anterior se traduce en un aumento en la vida de anaquel de los productos, ademas
ayudan a la conservacién de sus propiedades organolépticas y los protegen de

agentes contaminantes como los microorganismos (Escamilla y col., 2013).

1.4 Emulsiones

Una emulsion es una mezcla de dos o mas liquidos que generalmente son
inmiscibles, donde un liquido es dispersado en otro. Los ejemplos incluyen aceite
crudo y agua que puede formar una emulsion de aceite en agua, en donde el aceite
es la fase dispersa, y el agua es el medio de dispersion. La estabilidad de una
emulsion se refiere a la capacidad de la emulsion para resistir cambios en sus
propiedades a lo largo del tiempo. Hay tres tipos de inestabilidad en las emulsiones:

(1) floculacion, (2) cremacion y (3) coalescencia. La floculacion se produce cuando



hay una fuerza atractiva entre las gotas, por lo que forman floculos. La coalescencia
se produce cuando las gotitas chocan unas con otras y se combinan para formar una
gota mas grande, por lo que el tamafio promedio de las gotas aumenta con el tiempo.
La cremacion se produce cuando las gotitas suben a la parte superior de la emulsién
bajo la influencia de la flotabilidad (Speight, 2017). El uso de un agente tensoactivo
(surfactante) puede aumentar la estabilidad de una emulsién, de modo que el tamano
de las gotas no cambia significativamente con el tiempo y la emulsién se define como
estable. La mayoria de las emulsiones contienen gotitas con un diametro medio de
mas de alrededor de 1 ym. Sin embargo, se pueden formar nanoemulsiones con
tamanos de gota entre 100-500 nm (de rango, y con una formulaciéon adecuada, se

puede preparar micro o nanoemulsiones altamente estables (Oyeneyin, 2015).

1.5 Emulsiones como recubrimiento

La incorporacion de lipidos y ceras en recubrimientos o peliculas comestibles se
realiza mediante la formacion de emulsiones, donde la fase lipidica se mezcla con
otro material. Posterior al mezclado, la emulsion se homogeneiza utilizando
cizallamiento mecanico. La incorporacion de una porcion hidréfoba se realiza con la
finalidad de mejorar las propiedades de barrera de los recubrimientos y asi disminuir

la pérdida de agua en los alimentos de interés como el queso (Costa y col., 2018).

1.5.1 Emulsiones a base de polisacaridos

Los polisacaridos son polimeros naturales, ampliamente utilizados para la
preparacion de peliculas o recubrimientos comestibles, siendo los mas empleados el
almidén, la celulosa, la pectina y derivados de todos estos, como el pululano,
alginatos y quitosano (Hassan y col., 2018). Los recubrimientos elaborados a partir
de polisacaridos son principalmente disefiados para ser un bloqueador de oxigeno
eficiente, debido a su forma de red con enlaces de hidrogeno bien ordenada. Sin
embargo, éstos no se comportan bien como barreras de humedad debido a su
naturaleza hidrofilica. Los recubrimientos de polisacaridos son incoloros, tienen un

aspecto libre de grasa, un contenido calérico menor y se pueden aplicar para



prolongar la vida util de frutas, verduras, mariscos o productos carnicos al reducir
significativamente la deshidratacion, el oscurecimiento de la superficie y la rancidez
oxidativa (Thakur y col., 2019).

1.5.1.1 Quitosano

El quitosano (Q) es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después
de la celulosa, es un polisacarido lineal compuesto por dos unidades de (3- (1-4) -2-
acetamido-D-glucosa y B- (1-4) -2-amino-D-glucosa (Dehghani y col., 2018). EIl Q se
deriva de la desacetilacion, en un medio alcalino, de la quitina presente en el
exoesqueleto de crustaceos, células fungicas y otros materiales bioldgicos. Es un
compuesto no toxico, biodegradable, biofuncional y biocompatible con propiedades

antimicrobianas y antimicéticas (Li y col., 2013).

El quitosano se describe en términos de grado de desacetilacion y peso molecular
promedio, su importancia reside en sus propiedades antimicrobianas junto con su
cationicidad y propiedades en la formacion tanto de peliculas como recubrimientos

comestibles (Elsabee y col., 2013).

Los recubrimientos a base de quitosano muestran valores de permeabilidad de
oxigeno extremadamente bajos, humedad relativa baja, y permeabilidad al vapor de
agua alta (Jost y col.,, 2014). Debido a que el quitosano presenta propiedades
funcionales -~ bacteriostaticas y fungistaticas, se pueden crear empaques
antimicrobianos y ser considerados como una forma de empaque activo. Las
peliculas a base de quitosano presentan buenas propiedades mecanicas y una
permeabilidad alta al CO2y baja al Oz (Ma y col., 2017). No obstante, el tener una
alta permeabilidad al vapor de agua representa una limitante en su uso, ya que hay
una mayor fuerza de enlace entre el agua y grupos hidroxilo del quitosano que con
los grupos amino (Elsabee y col., 2013), siendo ésta una propiedad deseable a
controlar en la mayoria de los alimentos. Una tendencia moderna de desarrollar

recubrimientos comestibles activos es combinar diferentes materiales e incorporar



multiples ingredientes funcionales como polimeros, polisacaridos y agentes

entrecruzantes (Siang y col., 2015).

1.5.2 Emulsiones a base de proteinas

Las proteinas formadoras de peliculas o recubrimientos comestibles se derivan de
animales (por ejemplo, caseina, suero de leche, colageno, gelatina y albumina de
huevo) o plantas (por ejemplo, maiz, soja, trigo, semilla de algodon, mani y arroz). El
principal mecanismo de formacion de peliculas de proteinas. incluye la
desnaturalizacion de la proteina iniciada por el calor, disolventes o.un cambio en el
pH, seguido de la asociacion de cadenas peptidicas a través de nuevas interacciones
intermoleculares, las cadenas de proteinas se unen a través de puentes de

hidrégeno, enlaces iénicos y covalentes (Dehghani y-col., 2018).

Las interacciones poliméricas que se presentan en las proteinas generan
recubrimientos con una red proteica rigida, menos flexibles y permeables a los gases
y vapores que otros. Por lo tanto, las peliculas o recubrimientos basados en proteinas
se consideran bloqueadores de oxigeno altamente efectivos, incluso en humedad
relativa (HR) (Enujiugha y Oyinloye, 2018). Se han elaborado diversas emulsiones a
partir de proteinas, polisacaridos, acidos grasos y la mezcla de estos. Hassan y col
(2018), desarrollaron una emulsion de carboximetilcelulosa, esteres de acidos grasos
y caseinato de sodio. Ademas, otros estudios se han enfocado en la elaboracion de
emulsiones a base de proteina de suero junto con aceite esencial de orégano y clavo
(Fernandez y col., 2014). Actualmente debido a la capacidad de mejorar y extender
la vida de anaquel de los alimentos sean desarrollado nanoemulsiones a base de
proteina de quinua y quitosano con aceite de timol como antimicrobiano (Robledo y
col., 2018).

1.5.2.1 Quinua
La quinua (Chenopodium quinua Willd) es un pseudocereal que se cultivé en forma

tradicional en el area andina desde la época incasica, siendo Peru y Bolivia los



principales productores y exportadores. Es un cultivo de alto valor nutritivo que
contiene mas proteina que la mayoria de los demas alimentos vegetales. Es el unico
alimento vegetal que posee todos los aminoacidos esenciales, oligoelementos y
vitaminas y no contiene gluten (FAOSTAT, 2015). Los aminoacidos esenciales se
encuentran en el nucleo del grano, a diferencia de otros cereales que los tienen-en el
exosperma o cascara, como el arroz o trigo (Abugoch, 2014). Para algunas
poblaciones del mundo incluir proteinas de alta calidad en sus dietas constituye un
problema, especialmente en aquellas que escasamente consumen proteina de origen
animal y deben obtener proteinas de cereales, leguminosas y otros granos. Las
bondades peculiares del cultivo de la quinua estan dadas por su alto valor nutricional.
El contenido de proteina de la quinua varia entre 13.8 y 21.9 % (p/p) dependiendo de
la variedad. Debido al elevado contenido de aminoacidos esenciales de su proteina,
la quinua es considerada como el unico alimento del reino vegetal que provee todos
los aminoacidos esenciales. Lo que hace que se encuentre extremadamente cerca
de los estandares de nutricion humana establecidos por la FAO. La quinua ha sido
seleccionada por esta organizacion como uno de los cultivos destinados a ofrecer
mayor seguridad alimentaria en el proximo siglo. Entre el 2005 y 2015 las
exportaciones de quinua acumularon 946 millones de ddlares en términos de valor, y
285 mil toneladas en volumen, registrandose el pico mas alto en el 2014 (FAOSTAT,
2015).

Se ha demostrado que la proteina de quinua es un buen biopolimero para la
formacion de peliculas o recubrimientos comestibles en combinacion con
carbohidratos, que dan lugar a recubrimientos mecanicamente resistentes sin el uso
de plastificantes. Se ha comprobado que la adicion de pequefias cantidades de un
plastificante en peliculas de proteina-quitosano mejora la permeabilidad al vapor de
agua (Caro y col., 2016).

1.6 Plastificantes
Los plastificantes son compuestos de bajo peso molecular y han sido incorporados

en la formulacion de peliculas y recubrimientos comestibles para reducir las



interacciones entre las cadenas de los polisacaridos que generan una pelicula rigida
y quebradiza, para que de esta forma se obtenga una pelicula flexible. La capacidad
del plastificante para reducir las interacciones entre polimeros depende del numero
de grupos hidroxilo libres y la compatibilidad del plastificante con el polimero. Los
plastificantes comunes para peliculas comestibles incluyen monosacaridos,
oligosacaridos, polioles, lipidos y derivados (Anchundia y col., 2016), siendo los mas
utilizados el glicerol, polietilenglicol y sorbitol (Kavas y Kavas, 2014). El sorbitol es un
tipo de poliol. Los grupos hidroxilo activos del sorbitol lo convierten en un plastificante
efectivo para algunos polimeros ricos en -OH o -NH, como el quitosano (Liu y col.,
2013). Ademas, el sorbitol no es téxico y podria usarse en algunos materiales que

entran en contacto con alimentos.

1.7 Antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos son diferentes clases de moléculas que suprimen la
multiplicacion y el crecimiento, o que provocan la muerte, de microorganismos como
bacterias, hongos o virus. El mecanismo de accién preciso de algunos agentes
antimicrobianos es desconocido, pero éstos deben interactuar o cruzar la membrana
celular para tener un efecto. Sin embargo, la identificacidon del dafio inducido por estos
compuestos es dificil debido a la complejidad de las membranas celulares (Musumeci
y Puglisi, 2013).

El deterioro de los alimentos y la contaminacién por patégenos generalmente
comienza en la superficie de los alimentos. Por lo tanto, los tratamientos de superficie
de los alimentos y el empaque después de los tratamientos son criticos para proteger
la-calidad y seguridad de los mismos (Malhotra y col., 2015). Una forma de lograr
este objetivo es la aplicacion de recubrimientos o peliculas comestibles en las
superficies de los alimentos los cuales actuan como portadores de agentes
antimicrobianos (Guo y col., 2017). La mayoria de las veces se usan compuestos
tanto biocompatibles como biodegradables tales como el quitosano y aceites

esenciales de plantas (Yuan y col., 2016), dando lugar a un empaque bioactivo.



Lo anterior ha permitido dejar de lado recubrimientos antimicrobianos
convencionales, que incluyen iones de metales pesados, aplicados en la mayoria de
los procesos de conservacion. Sin embargo, estos recubrimientos convencionales
presentan inconvenientes como la liberacion de iones metalicos y contaminantes en

todo el alimento (Youssef y col., 2019).

1.7.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos aromaticos de origen natural, con actividades
biolégicas de amplio espectro (Asbahaniy col, 2015). Se han empleado como aditivos
saborizantes, medicamentos 0 cosméticos, como agentes insecticidas, antioxidantes,
antiinflamatorios, antialérgicos y anticancerigenos. -Ademas, muchos de éstos
ejercen fuertes actividades antibacterianas, antivirales y antifingicas, estimulando su
aplicacién también como antimicrobianos naturales en productos de alimenticios y
bebidas (Donsi y Ferrari, 2016).

Los aceites esenciales (EO) son mezclas complejas de compuestos no volatiles y
volatiles, generalmente lipofilicos, poco solubles en agua, que pueden clasificarse
ampliamente en alcaloides, flavonoides, isoflavonas, monoterpenos, fenoles,
carotenoides y aldehidos. Los fenoles (por ejemplo, carvacrol, timol y eugenol),
alcoholes (geraniol, linalool y mentol), aldehidos (neral, citral y cuminal), cetonas (por
ejemplo, carvona, mentona, piperitona) y éteres (por ejemplo, estragol y anetol) se
han descrito como las principales moléculas con actividad antimicrobiana (Vitanza y
col.,, 2019). Una caracteristica importante de los EO y sus componentes es la
hidrofobicidad, que les permite acumularse en los lipidos de la membrana celular

bacteriana, lo que interfiere con la permeabilidad celular (Xu y col., 2018).

Los EO son sintetizados por las plantas como metabolitos secundarios para brindar
proteccidn contra agentes externos, como la luz UV, herbivoros, insectos y patdgenos
(Sales de Almeida y col., 2018). El uso de estos aceites como técnica de

conservacion suave en la industrial de los alimentos ha ganado considerable atencion



en los dltimos afos, principalmente por la percepcidon negativa de los consumidores

hacia los conservadores quimicos.

1.7.1.1 Tomillo

El aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) se ha utilizado como ingrediente de
sabor en una amplia variedad de alimentos, bebidas y confiteria. Debido a sus
propiedades antisépticas y antimicrobianas, este aceite también se ha utilizado con
fines conservantes, tomando mayor interés industrial por ser ‘generalmente
reconocido como seguro (GRAS) por la Agencia Federal de Drogas y Alimentos de

los Estados Unidos de Norteamérica (Benjema y col., 2018).

Este aceite es rico en timol y carvacrol, compuestos fenélicos que son los principales
componentes responsables de la accidn antimicrobiana de este y otros aceites
esenciales. Debido a sus propiedades antioxidantes se ha empleado para combatir
las especies reactivas de oxigeno y evitar la oxidacién de los alimentos (Dias y col.,
2017). Estudios previos han demostrado el potencial de este aceite contra hongos
como Aspergillus, Penicilium, Ulocladium, Cladosporium, Trichoderma, Rhizopus,
Chaetomium y Aspergillus niger, comprobando su actividad antifungica (Grande y
col., 2018). De la misma forma, ha sido evaluado contra bacterias patégenas como
Escherichia coli, Listeriaimonocytogenes, Pesudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Salmonella spp. (Sadekuzzaman y col., 2018) contra los cuales presenta
eficacia antibacteriana, principalmente contra las bacterias gramnegativas (Yuang y
col., 2016).

1.7.1.2 Romero

El-romero (Rosmarinus officinalis L) es una hierba aromatica perenne de larga
duracion. El uso del aceite obtenido de esta hierba se remonta al afio 1500, antes de
que se inventara la refrigeracion, donde se utilizaba con fines de conservacion de
alimentos, asi como con fines médicos antisépticos y astringentes (Turasan y col.,
2015). A través de los afos, el area de utilizacion del aceite de romero no ha
cambiado mucho. Este aceite incluye constituyentes fendlicos en su composicion, la

cual involucra principalmente monoterpenos como el 1,8-cineol, el a-pineno, el
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alcanfor, el canfeno, los que le confieren efectos antioxidantes, antimicrobianos,

pediculicidas, aroma-terapéuticos y anticancerigenos (Rizzo y col., 2018).

Junto con los aceites esenciales de orégano (Origanum vulgare) y tomillo (Thymus
vulgaris), el aceite esencial de romero se encuentra entre los mas activos en la
prevencion del deterioro de los alimentos y el crecimiento de patégenos
(Mohsenabadi y col., 2018). Se ha analizado su efecto contra cepas de bacterias
grampositivas (S. aureus y Bacillus subtilis) y gramnegativas (Escherichia coli,
Salmonella enteritidis y Klebsiella pneumoniae). Sin embargo, se demostr6 mayor
actividad contra bacterias grampositivas que contra las gramnegativas (Okoh y col.,
2010). Ademas, este aceite se ha estudiado como un-agente activo incorporado en
diferentes matrices biopoliméricas. Algunos ejemplos-son su inclusién en una pelicula
de acetato de celulosa o en un recubrimiento de quitosano para conservar los

alimentos (Lauriano y col., 2019).

1.8 Agentes entrecruzantes

El método de entrecruzamiento implica la formacion de enlaces quimicos entre
diferentes cadenas moleculares para generar una red tridimensional mas fuerte. Loa
agentes entrecruzantes se pueden clasificar sobre la base del tipo de enlace
producido, lo que conduce a una reticulacion covalente bien estabilizada, formacion
de enlaces ionicos. y reticulacion fisica creada por enlaces de hidréogeno y van der
Waals (Garavand y col., 2017).

El entrecruzamiento se utiliza en biopolimeros, tales como proteinas o polisacaridos,
y-su -uso se ha recomendado en la elaboracion de peliculas comestibles. El
entrecruzamiento reduce la movilidad de la estructura de los polimeros, mejorando
las propiedades mecanicas y de barrera, reduce su solubilidad en agua, crea
estructuras mas resistentes al calor y a la luz, mejora la estabilidad dimensional, asi

como la resistencia quimica y a los disolventes (Azeredo y Waldron, 2016).
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1.8.1 Transglutaminasa

La enzima transglutaminasa (TG) se emplea como agente reticulante o de
entrecruzamiento para mejorar la fuerza de red de proteinas en una pelicula o
recubrimiento comestible. EI nombre sistematico de la TG es R-glutaminil-péptido:
amina y- glutamiltransferasa (E.C. 2.3.2.13). La catalisis consiste en la transferencia
de acilo de residuos gamma glutaminil, presente en las proteinas o sustratos
peptidicos (donador de acilo), a un sustrato aceptor de acilo. Lo anterior resulta en
una variedad de diferentes productos en funcidn de las moléculas involucradas
(Amirdivani y col., 2018).

Las reacciones catalizadas por transglutaminasa se muestran a continuacion:

R-Glu-CO-NHz2 + HoN-R — 'R- Glu-CO-NHR' + NH3
R-Glu-CO-NH2 + HoN-Lys -R — 'R- Glu-CO-NH-Lys-R' + NH3
R-Glu-CO-NH2z + H20 — > R-Glu-CO-OH + NHs

La formacién de los enlaces isopeptidicos e-(y-glutaminil) lisina, entre los residuos
glutaminas y lisinas pueden ser intra-moleculares o inter-moleculares (Amirdivani y
col., 2018). Debido a la formacién de polimeros de alto peso molecular por accion de
la TG en las peliculas comestibles, se pretende que las propiedades mecanicas y de

barrera de las peliculasy recubrimientos mejoren.

Esta enzima se encuentra de forma natural en tejidos animales, en plantas y células
microbianas, donde participa en distintos procesos como la coagulacion, fotosintesis
y reacciones inmunolégicas contra bacterias (Gurung y col., 2013). Como fuente
microbiana se ha obtenido de microorganismos del género Streptoverticillium, del
cual Streptoverticillium ladakanum es el mejor productor de la enzima. Ademas de
que se ha descrito a esta enzima microbiana como la mas efectiva para su uso en la
preparacion de recubrimientos comestibles a base de proteinas (Rodriguez y col.,
2013). Por otra parte, cuenta con los beneficios de ser de bajo costo y un compuesto
GRAS (generalmente reconocido como seguro), lo que permite su adicion en

alimentos (Amirdivani y col., 2018).
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1.9. Caracterizacion de emulsiones

Debido a la amplia presencia de las emulsiones en los sistemas alimentarios,
actualmente se han convertido en un vehiculo de distribucion popular para
ingredientes funcionales (Drapala y col., 2018). Dependiendo del tipo de ingredientes
utilizados y los requisitos para su aplicacion, las emulsiones son disefiadas con
diferentes tamanos, estructuras de superficie y propiedades electroquimicas (Wang
y col., 2018). Las caracteristicas como el tamafio, la morfologia, la reologia, la carga
y la capacidad de encapsulacion de las emulsiones se  evaluan utilizando
instrumentos analiticos y metodologias estandarizadas.. Uno de los parametros
evaluados con mayor frecuencia es la estabilidad de la emulsion, la cual se refiere a
la capacidad de la misma para resistir cambios en sus propiedades fisicoquimicas a
lo largo del tiempo (Hu y col., 2017).

La carga eléctrica de la superficie de las gotas que forman la emulsién es un factor
que afecta su estabilidad y comportamiento fisicoquimico, y ésta es medida a través
del potencial Z (Tavernier y col., 2016). De igual forma, la turbidez obtenida a través
de un turbidimetro, nos indica la apariencia y estabilidad de la emulsion, donde la
cantidad de luz que se dispersa determina principalmente la ligereza de la emulsion
(Huy col., 2017). Por otra parte, la microscopia éptica es el tipo de microscopia mas
utilizado para caracterizar las microestructuras de emulsién porque es relativamente
econdémico -y facil de operar, dando informaciéon acerca de la microestructura

tridimensional de la emulsién (Niu y col., 2018).

Las propiedades de flujo de las emulsiones son evaluadas a través de un reémetro,
el cual aplica fuerza de deformacion por cizallamiento brindando informacion sobre
la viscosidad, la tension de fluencia, modulo de elasticidad y el comportamiento de
fractura (Quinzio y col., 2018). Estudios mas recientes, muestran la caracterizacion
de las emulsiones utilizando calorimetria diferencial de barrido, esto con el fin de

entender la estructura y las transiciones de fase que sufren las mismas al ser
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sometidas a temperatura (Wang y col., 2018).

1.10 Analisis de imagen

1.10.1 Matriz de co-ocurrencia de escala de grises

La matriz de co-ocurrencia de escala de grises (GLCM, por sus siglas en inglés
GrayLevel Co-Occurrence Matrix), es una técnica ampliamente utilizada para analizar
las caracteristicas de textura. Esta matriz especifica la cantidad de pares de pixeles
que poseen ciertos valores de nivel de gris dentro de un area especifica. Se calcula
en funcion de una direccion y una distancia (Talavera-Martinez et al., 2019). A partir
de una imagen en escala de grises, donde N es el numero total de niveles de gris en
la imagen. La matriz de co-ocurrencia de escala de grises definida por Haralick es
una matriz cuadrada G de orden N, donde la entrada (i,j) de G representa el numero
de ocasiones en que un pixel con intensidad i es adyacente a un pixel con intensidad
j- La matriz de co-ocurrencia normalizada se obtiene dividiendo cada elemento de G
por el numero total de pares de co-ocurrencia en G (Sebastian V et al., 2012). El
contraste es una medida de las variaciones locales de los valores en escala de grises
de los pixeles de una imagen. El contraste también es conocido como varianza o
inercia. La entropia mide el desorden o aleatoriedad de las imagenes y puede ser
usado para caracterizar la textura de la imagen y es un indicativo de la complejidad
dentro de la imagen, por lo tanto, imagenes complejas tendran altos valores de

entropia (Mendoza y col., 2007; Arzate-Vazquez y col., 2011).

El analisis fractal es un método utilizado para medir la complejidad de un objeto. Es
ampliamente utilizado en varias areas diferentes de las ciencias biolégicas y médicas
(Zaletel et al., 2016). El concepto fractal, se basa en el fendmeno de la auto-similitud
0, en otras palabras, la propiedad de una forma geométrica de ser similar cuando se

divide en partes, o cuando se observa a diferentes escalas (Pantic y col., 2015).
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2. Hipotesis
La adicion de los aceites esenciales de tomillo y romero en las emulsiones de
quitosano-proteina de quinua entrecruzados con transglutaminasa brindaran

actividad antimicrobiana y afectaran tanto su estructura como su reologia.
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3. Objetivos
3.1 General
Desarrollar una emulsion con efecto antimicrobiano a base de quitosano y proteina
de quinua entrecruzado con transglutaminasa y adicionada con aceites esenciales,
asi como evaluar el efecto en las propiedades reologicas y estructurales de la

emulsion.

3.2 Especificos
* Determinar las propiedades estructurales y reoldgicas de la. emulsién hecha
con proteina de quinua-quitosano entrecruzado con transglutaminasa en

ausencia de aceite esencial.

* Determinar la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de

tomillo y romero libres ante Micrococcus luteus y Salmonella spp.

* Estudiar el efecto de los aceites esenciales en la pared celular de Micrococcus

luteus y Salmonella mediante microscopia de fuerza atémica.

* Estimar la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de tomillo

y romero ante ‘Micrococcus luteus y Salmonella spp. en las emulsiones.

* Evaluar el efecto de los aceites en las propiedades térmicas y reoldgicas de

la emulsion a base de proteina de quinua-quitosano.
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4. Metodologia

4.1 Materiales

Quitosano (Cat. No. 417963, Sigma-Aldrich, EUA), quinua comercial peruana
(Hanseatik), aceite esencial de romero “Rosmarinus officinalis L., Labiadas”
(Drogueria Cosmopolita, CDMX, México), aceite esencial de tomillo (Drogueria
Cosmopolita, CDMX, Meéxico), sorbitol (Cat. No. W302902, Sigma Aldrich),
transglutaminasa microbiana derivada de Streptoverticillium sp, con 92 Ul/ g (Activa

WM, Ajinomoto, Francia).

4.2 Métodos

4.2.1 Extraccion de proteina de quinua

A partir de semilla de quinua, se obtuvo harina mediante reduccion de tamano hasta
un tamafio de 200 pm utilizando un molino-de café (Krups Modelo GX410011,
Solingen, Alemania). La harina fue desgrasada mediante tres extracciones utilizando
una solucion de cloroformo: metanol (2:1 v/v) en proporcion 1:10 p/v (harina: solvente)
con agitacién constante durante 2 h y 25 °C ( Elsohaimy, Refaay, & Zaytoun, 2015;
Ruiz y col., 2016). La harina desgrasada se suspendié en agua destilada (10 % harina
en agua, p/v) ajustando a pH 11 con una solucion de NaOH 1 Ny se mantuvoapH'y
agitacion constante durante 1 h a temperatura ambiente (25 °C), al finalizar este
tiempo, las muestras se centrifugaron a 3200 x g, 10 °C durante 30 min. El
sobrenadante se recupero y se ajusté a pH 4.5 (punto isoeléctrico de la proteina de
quinua), la solucion se mantuvo a pH y agitacion constante durante 30 min,
posteriormente se centrifugé a 3200 x g, 10 °C durante 30 min. El precipitado se
suspendid en agua destilada en relacion 5:95 (precipitado:agua, p/v) y se neutralizé
con NaOH 2 N; el extracto obtenido se secé a 50 °C en un horno (ED, Binder,
Tuttlingen, Germany). Finalmente, se redujo el tamafio de particula de los aislados
proteicos utilizando un molino de café (Krups Modelo GX410011, Solingen, Alemania)
durante 2 min y se paso a través de un tamiz de apertura de poro de 200 um (malla
No. 9, Tyler standard).
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4.2.2 Elaboracién de solucion proteina de quinua-quitosano

Se elaboré una solucion de proteina de quinua (2 % p/v) en agua destilada ajustando
a pH 11 con agitacién constante durante 1 h. De manera simultanea se prepard una
solucion de quitosano 2 % (p/v) en acido clorhidrico 0.5 M de acuerdo con los
propuesto por Escamilla y col. (2017). Una vez transcurrido el tiempo de agitacion de
ambas soluciones, se realizé una mezcla en una proporcion 1:10 (quitosano: quinua),
adicion¢ sorbitol como plastificante en una relacion 1:1 quitosano: sorbitol y se ajusto
a pH 11. Posteriormente se adicion6 0.5 % v/v Tween 80 y se homogeneizo6 utilizando
un mezclador de alta velocidad (IKA T25-Ultra-Turrax, Wilmington, EUA) a 21.500
rpm durante 3 minutos y se sonico 10 minutos usando un homogeneizador ultrasénico
SONOPULS (HD3200, 150W, 20 KHz, Bandelin electronic GmbH & Co., Berlin,
Alemania) (Hashemi-Gahruie y col., 2017).

4.2.3 Entrecruzamiento con transglutaminasa

La solucion descrita en el punto 4.2.2; se ajusté a pH 9 (pH éptimo de accién de
transglutaminasa) para la adicién de 1.4 % de una solucién de TG (10 % p/v), la cual
se mantuvo en agitacion constante durante 1 h. Finalmente el pH se ajust6 a 11 y se
le adicion6 Tween 80 (0.5 % v/v), la solucidon se homogeneizé utilizando un mezclador
de alta velocidad (IKA T25-Ultra-Turrax, Wilmington, DE, EUA) a 21.500 rpm durante
3 minutos y se sonicd 10 minutos usando un homogeneizador ultrasénico
SONOPULS (HD3200, 150W, 20 KHz, Bandelin electronic GmbH & Co., Berlin,
Alemania) (Hashemi-Gahruie, y col., 2017).

4.2.4 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales libres

4.2.4 1 Bacterias

Las bacterias utilizadas fueron de la colecciéon de cultivos del Laboratorio de
Biotecnologia de Alimentos de DIPA, Facultad de Quimica, Universidad Autbnoma de
Querétaro, México: Salmonella spp. y Micrococcus luteus. Todas las cepas se
mantuvieron en leche descremada estéril y mezcla de glicerol a =70 ° C y se activaron
en caldo de nutrientes (Bioxon, Estado de México, México) a 30 ° C para M. luteus 'y

a 37 ° C para Salmonella spp.
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4.2.4.2 Concentracién minima inhibitoria de los aceites

La eficacia antimicrobiana de los aceites se evalué midiendo su concentracién
minima inhibitoria (CMI) ante Salmonella spp. y Micrococcus luteus a partir de un
crecimiento de 12 h de cada cultivo. Se prepararon medios de cultivo y se adicionaron
soluciones de aceite esencial (0, 0.5, 0.7, 1.0, 1.5y 2.0 % v/v) en Tween 80 (0.5 %
v/v) y se inocularon con medio cultivo ajustado a una densidad optica de 0.08 (10°
UFC/mL), se evalud la densidad o6ptica a 600 nm cada hora. La CMI se establecio
como la concentracion mas baja probada que inhibid el crecimiento de Salmonella

spp. y/o Micrococcus luteus.

4.2.5 Elaboracion de emulsion
Una vez establecida la CMI, se elaboraron las soluciones como se describen en los
puntos 4.3.2 y 4.3.3, adicionando la CMI de aceite a las soluciones en el momento

de la adicién del sorbitol.

4.2.6 Concentracién minima inhibitoria de los aceites en la emulsion

Se prepararon soluciones de quitosano-proteina de quinua entrecruzados con TG y
se adicionaron soluciones de aceites esenciales con Tween 80 (0.5 % v/v) a la CMI
obtenida en caldo, dichas soluciones fueron inoculadas con 10 UFC/mL y se registrd
el cambio de densidad optica a 600 nm cada hora, como blanco se utilizé la solucidn
sin indculo. En caso de no presentar inhibicidn se aumento la concentracidén de aceite,
hasta encontrar la CMI en la emulsion. Apartir de los datos obtenidos se calcularon
los parametros cinéticos de los microorganismos evaluados contra la solucion de
proteina de quinua, la solucion de quitosano y la solucién filmogénica libre (PQ:Q) y
adicionada con los aceites esenciales (PQ:Q-T y PQ:Q- R). Los parametros
determinados fueron tiempo de duplicacién y velocidad de especifica de crecimiento,
siguiendo el modelo de Monod (Olivares-Marin y col., 2018), utilizando el software
GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California, EUA).

19



4.2.7 Caracterizacion de la emulsiéon

4.2.7.1 Tamano de particula

El diametro medio de particula de las emulsiones se determind con un difractometro
laser Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) a
633 nm y 25 °C, equipado con un detector de retrodispersion (Artiga-Artigas y.col,
2017).

4.2.7.2 Potencial Z

El potencial Z (mV) se determind mediante dispersion de luz de analisis de fase
(PALS) con un difractémetro laser Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments Ltd,
Worcestershire, Reino Unido), el cual determina la carga eléctrica en la interfaz de

las gotitas dispersas en la fase acuosa (Artiga-Artigas, y col., 2017).

4.2.7.3 Propiedades reoldgicas de emulsion

Las propiedades reologicas de la emulsion se determinaron utilizando un reémetro
con una geometria de cilindros concéntricos (Discovery Hybrid Rheometer TA
instruments, Delaware, EUA). Las mediciones se realizaron a 25 °C, depositando 23
mL de la emulsién en el cilindro del redmetro, dejandolas reposar durante 5 minutos
después de la carga para permitir el equilibrio de la temperatura y el estrés inducido
para relajarse. Las mediciones de flujo en estado estacionario se llevaron a cabo a
25 °C en el rango de velocidad de corte de 0 a 100 s™'. Los parametros reologicos
determinados fueron esfuerzo de corte, velocidad de corte y viscosidad aparente,
utilizando el-software TRIOS 4 (TA instruments, Delaware, EUA); las curvas de flujo
experimentales se ajustaron al modelo de Casson (Ecuacién 1):

0'2=go"2+ n12y 12 (1)
donde c es el esfuerzo cortante (Pa), oo es el limite elastico (Pa), y es la velocidad de

corte (s') y n es la viscosidad aparente del fluido (Zhao y col., 2015).
4.2.8 Efecto de la emulsién en estructura celular

4.2.8.1 Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon siguiendo la metodologia propuesta por (Mathelié-
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Guinlet y col., 2018) con algunas modificaciones. Las muestras se fijaron en
portaobjetos de vidrio de 26 x 76 mm y 1.1 £ 0. 1 mm de espesor, el sustrato que se
utilizé para fijar las muestras fue la emulsion descrita previamente en el punto 4.3.4,
se formd una multicapa de la emulsion sobre el portaobjetos, para lo cual el
portaobjetos se cubrié con 2 mL de emulsién y se dej6é secar en horno (ED, Binder,
Tuttlingen, Germany) a 40 °C durante 2 horas, este proceso se realizd hasta obtener
un espesor aproximado de 4 nm. Una vez que se fijo el sustrato, se depositaron 5 pl
de la suspension de bacterias incubadas en las soluciones filmogénicas a 37 °C,
utilizando como control negativo a las bacterias incubadas en la solucion libre de
aceites durante 5 horas, tiempo en el que alcanzan su etapa de crecimiento
logaritmica. Para las muestras, las bacterias se incubaron durante 5 horas en la
solucion filmogénica sin aceites y posteriormente, se les anadio el aceite esencial de
tomillo o romero con Tween 80 (0.5 % v/v) a la CMI obtenida en caldo, y se incubaron

durante 3 horas mas.

4.2.8.2 Topografia de las células

Esta determinacion se llevo a cabo utilizando un microscopio de fuerza atémica (AFM:
di Multimode V, Veeco, Plainview, NY, USA) en modo de contacto, para evitar
cualquier dafio a las muestras. Las imagenes se obtuvieron, a una velocidad de
escaneo de 0.5 a 1.0 Hz, con una resoluciéon de 512 x 512 pixeles y a diferentes
areas (50 um x 50um; 2.5 um x 2.5 um; 0.5 um x 0.5 um) (Mathelié-Guinlet y col.,
2018).

4.2.8.3 Analisis de imagen de textura

El andlisis de imagen de textura se realiz6 siguiento la metodologia propuesta por
(Arzate-Vazquez y col., 2012) y fue aplicado para caracterizar cuantitativamente la
microestructura de la superficie de los microorganismos evaluados tratados con la
solucion filmogénica de proteina-quitosano con y sin aceites. Se seleccionaron tres
caracteristicas de textura como parametros de estudio (entropia, dimensién fractal y

rugosidad). Todas las imagenes obtenidas mediante microscopia de fuerza atémica
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se convirtieron de color RBG a imagenes en escala de grises. Posteriormente, se
aplicaron los algoritmos de Matriz de Co-ocurrencia de Nivel Gris (GLCM) y Conteo
de Caja Diferencial Cambiante (SDBC) para obtener las caracteristicas de textura a
partir de imagenes en escala de grises, ambos incluidos en el software Image J 1.52a
(Maryland, EUA). GLCM es un algoritmo estadistico de segundo orden que compara
dos pixeles vecinos a la vez y compila la frecuencia con la que se pueden encontrar
diferentes niveles de grises dentro de un area restringida. En este algoritmo se
consideran tres variables: el numero de niveles de gris (0-255), la distancia de los
pixeles (d) y el angulo de desplazamiento (6). La textura de la imagen (entropia) se
analizé mediante el estudio de la dependencia espacial de los valores de pixeles
representados por una matriz de co-ocurrrencia Gge, con la entrada Ggp (i,j), que
representa la frecuencia con que un pixel con intensidad i es adyacente a un pixel
con intensidad j, separados en direccion 6. Estos parametros se midieron a una

distancia d igual a 1 y un angulo igual a 0 °, utilizando la siguiente ecuacion:

Entropia= - Y (Gg,(0,) Iog Gy, (D) (2)
ij
La textura fractal se evalué mediante la escala de la ley de potencia para obtener su
Dimension Fractal (DF), utilizando el método de Conteo Diferencial de Cajas (SDBC).
Este algoritmo, basado en el grafico de intensidad de superficie, se genera a partir
de imagenes en escala de grises 2D al trazar coordenadas de pixeles (x, y) y su nivel
de gris en el eje z. DF se estimod a partir de la pendiente en el grafico de log(numero
de cajas) vs log(tamafio de caja), usando la ecuacion (3), donde "N" es el numero de

cajas y "r" es la longitud de la caja lateral o tamario de caja.

log (N)

DF = log (1/r)

(3)

Este parametro es una medida directamente relacionada con el grado de rugosidad
de la superficie (Rq), el cual se obtuvo siguiento el protocolo de (Escamilla-Garcia y
col., 2019) y utilizando la Ecuacion (4), donde Rq es la desviacion estandar de los

valores de Ziindicando la rugosidad en nm, Zi es la diferencia de altura de i en relacién
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con el promedio de las alturas, y N es el numero de puntos en la imagen.
WAL
Rq = / N (4)

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y los datos se evaluaron mediante

4.2.9 Analisis estadistico

analisis de varianza unidireccional (ANOVA) utilizando el software GraphPad Prism
5.0 (San Diego, California, EUA). Las diferencias significativas se determinaron
mediante la prueba de Dunnett, con un nivel de significancia p <0.01. Los datos son

presentados como la media £ desviacién estandar.
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5. Resultados
En el presente proyecto se evaluaron las propiedades estructurales, fisicas,

antimicrobiana y reoldgicas de una emulsién elaborada a partir de proteina de quinua-
quitosano utilizando transglutaminasa como agente entrecruzante, como

antimicrobiano se adicion6 aceite esencial de tomillo y romero.

5.1 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales libres y adicionados a la
emulsién

Se evaluo la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de romero y tomillo
ante dos bacterias M. luteus (Gram positiva) y Salmonella spp. (Gram negativa). En
la Figura 1, se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de la CMI de
los aceites esenciales de tomillo y romero. La CMI del aceite esencial de tomillo ante
M. luteus es de 0.5 % (v/v), mientras que la CMI del aceite esencial de romero fue de
1 % (v/v) (Figura 1).

1.0 - sin aceite
=¥ (1.5 % EOQ tomillo
0.8 -5 0.7 % EQC Romero
3= 1% EO Romero

0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (h)

Figura 1. Curva de crecimiento de M. luteus aceites esenciales libres. DOes00 nm:
Densidad 6ptica a 600 nm, EO: Aceite esencial.

Los aceites esenciales se incorporaron en las soluciones filmogénicas (con y sin TG)

a la CMI obtenida para cada aceite esencial. En la Figura 2, se observa el efecto de
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las soluciones filmogénicas y los aceites esenciales en M. luteus. La solucion
filmogénica de PQ:Q presenté el mayor crecimiento microbiano, mientras que las
peliculas de Q, PQ:Q-R y PQ:Q-T no presentaron crecimiento microbiano desde el
tiempo 0 hasta las 12 horas de monitoreo. A pesar de que se observo que la solucién
de quitosano inhibe el crecimiento de M. luteus, la combinacion con PQ favorecio6 el
crecimiento del microorganismo 4 veces por encima del valor de la densidad Optica

obtenida con la solucidn filmogénica elaborada con PQ.

Tiempo (h)

Figura 2. Curva de crecimiento de M. luteus en presencia de las soluciones
filmogénicas.DOsoo nm: Densidad optica a 600 nm; PQ: proteina de quinua; Q:
quitosano; T: aceite esencial de tomillo; R: aceite esencial de romero.

En la Figura 3 se muestra el tiempo de duplicacion (Td) de M. luteus en las soluciones
filmogénicas estudiadas. Las solucién PQ presento el valor de Td mas bajo (7.36 +
0.05 h), sin embargo, no presento diferencia significativa con la soluciéon PQ: Q. La
solucién Q y las emulsiones con los aceites esenciales, presentaron diferencia
significativa en comparacion a la solucion PQ:Q, presentando el valor mas alto la
emulsion PQ:Q-T (44.54 + 1.10 h), el cual fue 1.77 veces el Td que presentd la

emulsion con romero (25.07 + 1.56 h). El Q permitié disminuir el Td, sin embargo, los
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valores presentados por dicha solucion es menor que el que presentaron las
soluciones PQ:Q-T y PQ:Q-R.

44.54 +1.10¢

40

waly 25.07 +.1.56°

Td (h)

18.83 £ 0.71°
20

104 7.36+0.05

5.25+0.11*

PQ Q PQ: Q PQ: Q-T PQ: Q-R

Figura 3.Efecto de los aceites esenciales incorporados a la solucién filmogénica de
PQ:Q en el tiempo de duplicacion de M. luteus. Td: tiempo de duplicacion; PQ:
proteina de quinua; Q: quitosano; T: aceite esencial de tomillo 0.5 % (v/v) ; R: aceite
esencial de romero 1 % (v/v). Los datos se presentan como la media * desviaciéon
estandar. @9 Indican diferencia significativa p<0.01.

Otro parametro que se determiné fue la velocidad especifica de crecimiento (p), el
cual nos indica la cantidad de gramos de biomasa que es capaz de generar cada
gramo de biomasa en una unidad de tiempo. En la Figura 4, se puede observar que
p disminuye en presencia de los aceites esenciales, tanto de tomillo como de romero,
la solucion PQ:Q-T presento el valor mas bajo de p (5.55 + 0.07 h™"), lo cual indica
que la mayor actividad antimicrobiana la presenta el aceite esencial de tomillo,

mientras que, el mayor crecimiento se tuvo en la solucion PQ:Q (u=13.2 £ 0.26 h'").
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wx 102 (h)
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3.68 +0.14°

13.2 1 0.26°

277 +0.18°

5.55 4 0.07°

Q PQ: Q PQ: Q-T PQ: Q-R

Figura 4. Efecto de los aceites esenciales en la velocidad especifica de crecimiento
de M. luteus. y: velocidad especifica de crecimiento microbiano; PQ: proteina de
quinua; Q: quitosano; T: aceite esencial de tomillo 0.5 % (v/v) ; R: aceite esencial de
romero 1 % (v/v). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. &
Indican diferencia significativa p<0.01

La actividad antimicrobina de las soluciones filmogénicas con y sin aceite esencial

ante Salmonella spp. se muestra en la Figura 5, en donde la CMI para los aceites

de tomillo y romero obtenidos son 0.5 % (v/v) y 1 % (v/v) respectivamente. Siendo

las mismas que se obtuvieron para M. luteus.

1.0+

REERL

3in aceite
0.5 % EO tomillo

1% EO tomillo
0.7 % EQ Romero
1% EO Romero
2% EO Romero

Tiempo (h)

Figura 5. Curva de crecimiento de Salmonella spp. ante aceites esenciales libres.
DOs0o nm: Densidad 6ptica a 600 nm, EO: Aceite esencial.
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El crecimiento microbiano de Salmonella spp., fue evaluado en las soluciones

filmogénicas (Figura 6). Salmonella spp., presentd el mayor crecimiento en la
solucion PQ:Q e inhibicion en las emulsiones (PQ:Q-T y PQ:Q-R) durante las 12 h de

monitoreo. El aumento en la densidad optica de Salmonella spp. en la solucion

filmogénica PQ:Q se observa a partir de la primer hora después de la inoculacion.

1.0+

0.84

>

PQ

© Q

&
-
-

PQ:Q
PQ:Q-R 1%
PQ:Q-T 0.5%

Tiempo (h)

Figura 6. Curva de crecimiento de Salmonella spp. en la soluciones filmogénicas

con y sin aceite esencial. DOsoo nm: Densidad 6ptica a 600 nm; PQ: proteina de
quinua; Q: quitosano; T: aceite esencial de tomillo; R: aceite esencial de romero.

El Td de Salmonella spp. aumenté significativamente en presencia de los aceites

esenciales de romero (81.40 £ 7.01 h) y tomillo (22.47 £ 1.27 h), comparado con las

soluciones de PQ, Q y PQ (Figura 7). Para Salmonella spp. la solucion de Q no

presento un efecto significativo en el Td. La solucion en el menor Td, fue la elaborada

a partir de la mezcla PQ: Q (6.22 + 0.10 h).
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81,40 + 7.01¢

2247 £ 127"

11,82 ¢+ 0.48°

8.30 + 0.10* 6.22 + 0.10"

PQ Q PQ:Q PQ:Q-T PQ:Q-R

Figura 7. Tiempo de duplicacion de Salmonella spp. en las soluciones filmogénicas
con y sin aceite esencial. Td: tiempo de duplicacién; PQ: proteina de quinua; Q:
quitosano; T: aceite esencial de tomillo 0.5 % (v/v) ; R: aceite esencial de romero

1 % (v/v). Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. 9 Indican

diferencia significativa p<0.01

La velocidad especifica de crecimiento de Salmonella spp. (Figura 8) mostrd
diferencia significativa en todas las soluciones filmogénicas. El aceite esencial que
presentd mayor inhibicién fue el de romero con un valor de u= 0.085 + 0.0008 h",
sin emb argo, la p de ambos aceites fue menor en comparacién a la obtenida con las
soluciones sin aceite esenciales. La solucion con el valor mayor de p fue la de PQ:Q

(0.1114 + 0.001 h'").

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar que el aceite de tomillo
tiene-mayor actividad antimicrobiana ante M. luteus, mientras que para la inhibicion
de Salmonella spp. el aceite de romero mostré6 mayor efecto en los parametros
cinéticos, sin embrago, ambos aceites tienen actividad antimicrobiana para ambos
microorganismos, tanto en aceite libre, como en las soluciones filmogénicas con los
aceites esenciales. El quitosano mostré actividad antimicrobiana para ambos

microorganismos, pero menor que la observada con los aceites esenciales.
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11.14 £ 0.1

8,35 0.1*

3.09 + 01"

PQ Q PQ:Q PQ:Q-T PQ:Q-R

Figura 8. Velocidad especifica de crecimiento de Salmonella spp. u: Velocidad
especifica de crecimiento; PQ: proteina de quinua; Q: quitosano; T: aceite esencial
de tomillo 0.5 % (v/v) ; R: aceite esencial de romero 1 % (v/v). Los datos se
presentan como la media + desviacion estandar. € Indican diferencia significativa
p<0.01

5.2 Estabilidad

Para evaluar la estabilidad de las soluciones filmogénicas y las emulsiones, se evalu6
tamano de particula, potencial Z e indice de polidispersion (IPD). El potencial Z mide
la magnitud de la repulsién o atraccion electrostatica entre las particulas que

conforman la emulsion. Los valores de potencial Z fueron evaluados al tiempo Oy 10

de almacenamiento(Cuadro 1).

Cuadro 1. Potencial Z de las emulsiones al dia 0 y 10 de almacenamiento.

Potencial Z (mV)
Muestra Dia 0 Dia 10
PQ:Q -47.69 + 3.19% -50.60 + 4.042°
PQQ-T -46.86 + 4.38% -52.01 + 4.042°
PQQ-R -46.21 £ 3.83? -54.13 £ 4.73°

PQ: Proteina de quinua; Q: Quitosano; T: aceite esencial de tomillo, R:
aceite esencial de romero. Valores con letras iguales entre columnas
y en la misma, no presentan diferencia significativa (p>0.01)
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Los valores de potencial Z obtenidos se encuentran entre -46.21 a -54.13 mV, la
adicién de los aceites esenciales no presentd diferencia significativa en este
parametro, a los 10 dias de almacenamiento se puede observar que existe un
aumento en el potencial z de las soluciones, sin embrago al igual que en el tiempo 0,
no se observa diferencia significativa entre las soluciones. En el tiempo 0, la solucién
PQ:Q presento el valor mas alto de potencial z (-47.69 + 3.19 mV), mientras que para
el dia 10 fue para la emulsion con romero (54.13 + 4.73 mV), que aumento
significativamente respecto al dia 0. En el Cuadro 3 se presentan los valores de
tamano de particula e indice de polidispersion de las emulsiones. El tamafio de
particula presentd dos poblaciones principales para cada una de las muestras, la
intensidad de tamafo de particula es un valor que proporciona el equipo indicando el
tamano de cada poblacion, de los resultados obtenidos se observa que la poblacién
que representa a los aglomerados conforma la mayor parte de la emulsion en

comparacion a las particulas aisladas.

Cuadro 2. Tamafio de particula e indice de polidispersion.

Tamaiio de particula Intensidad de tamaio

Muestra IPD
promedio (nm) de particula (%)
597.56 + 37.592 89.41+ 2.66°

PQ:Q 0.51 £ 0.07

97.55 + 10.79° 7.28 £ 0.49°
677.02 + 50.34¢ 73.35+4.16°

PQQ-T 0.80 £ 0.04°
153.58 + 13.76P 22.04 + 2.609
672.98 + 35.08¢ 79.79 + 3.74¢

PQ:Q-R 0.79 £ 0.05°
120.93 + 20.96° 16.17 + 3.044

PQ: Proteina de quinua; Q: Quitosano; T: aceite esencial de tomillo, R: aceite esencial de romero.
Valores con letras iguales en la misma columna, no presentan diferencia significativa (p>0.01).

Al adicionar los aceites esenciales a la solucién filmogénica PQ:Q se puede observar
un aumento en el tamano de particula, para la poblacién de mayor tamarno (597.56 +

37.59 nm a 677.02 =+ 35.08 nm) hubo diferencia significativa entre la solucion
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filmogénica PQ:Q y las emulsiones, sin embargo para las de menor tamario (97.55 +
10.79 nm a 153.58 + 13.76 nm) no hubo diferencia significativa. La adicién de los

aceites esenciales gener6 un aumento significativo en el IPD.

5.3 Reologia

Las propiedades reoldgicas de las soluciones de PQ:Q, PQ:Q-T y PQ:Q-R se
presentan en el Cuadro 3. Las tres soluciones se ajustan al modelo reolégico de
Casson, con valores de R? entre 0.995 y 0.9985, sin presentar diferencia significativa
entre las muestras. El limite elastico de las muestras no presenté diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo, la emulsiéon. elaborada con romero
mostré el valor mas bajo (9.96 + 0.24 x 10 Pa). Otro pardmetro reoldgico evaluado
fue la viscosidad aparente, de los resultados se aprecia que no hay diferencia
significativa entre la solucion PQ:Q con las emulsiones (tomillo y romero). Sin
embargo, existe diferencia significativa entre las soluciones con los aceites
esenciales, siendo el valor mas alto el de la emulsion con romero (3.04 + 0.002 x10°
3 Pa.s).

Cuadro 3. Propiedades reoldgicas

Muestra O, (x10%Pa) n (x103 Pa.s) R?
PQ:Q 11.23 + 1.422 2.82+0.152 0.997

PQ:Q -T 11.51 £ 0.502 2.80 + 0.02% 0.995

PQ:Q-R 9.96 + 0.24° 3.04 + 0.0022¢ 0.998

oo: Limite elastico; n: Viscosidad aparente; PQ: Proteina de quinua; Q: Quitosano; T: aceite
esencial de tomillo, R: aceite esencial de romero. Valores con letras iguales en la misma columna,
no presentan diferencia significativa (p>0.01).

En la Figura 9 se muestran las curvas de viscosidad amparente y esfuerzo de corte
de las soluciones filmogénicas. La viscosidad aparente de las soluciones
filmogénicas disminuye al aplicar mayor velocidad de corte (Figura 9a), sin embargo,
al alcanzar una velocidad aproximadamente de 20 s la viscosidad comienza a
volverse constante. En la Figura 9b se observa gie el esfuerzo de corte para las

soluciones es directamente proporcional a la velocidad de corte, para ambas
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propiedades, no hay existe diferencia significativa entre las muestras.

Viscosidad (Pa.s)

ams 0.5+
-2 PQQ
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Figura 9. Reologia de las soluciones filmogénicas. (a) Viscosidad aparente vs
velocidad de corte de las soluciones filmogénicas con y sin aceites esenciales de
romero y tomillo; (b) Esfuerzo de corte de las soluciones filmogénicas. PQ: proteina
de quinua; Q: quitosano; T: aceite esencial de tomillo; R: aceite esencial de romero.
Los datos se presentan como la media + desviacion estandar.

5.4 Microscopia de fuerza atdmica

En la Figura 10 se observa la topografia de M. luteus en la emulsion control y las
emulsiones con aceites esenciales. M. luteus presenta una morfologia de coco
(Figura 10a), sin embargo, en presencia de los aceites esenciales de romero (Figura
10b) y tomillo (Figura 10c) M. luteus pierde su estructura esférica que lo caracteriza.
Se puede observar que el aceite esencial de tomillo tiene una mayor efecto en M.
luteus al presentar un deterioro total de sus estructura, por otro lado, con el aceite

esencial de romero, es posible observar alguna células que conservan la forma
esférica.
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Figura 10. Micrografia de fuerza atdmica Microccus luteus en emulsiones de
proteina de quinua-quitosano. a) Control, b) Aceite de romero, c) Aceite de tomillo.

El efecto de los aceites esenciales en Salmonella spp. se presenta en la Figura 11.
Salmonella spp. se caracteriza por proseer una forma de bacilo (Figura 11a), los
aceites esenciales de romero (Figura 11b) y tomillo (Figura 11c) tuvieron efecto

antimicrobiano ante este microorganismo, presentando ruptura en la pared celular.
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Figura 11. Micrografia de fuerza atémica de Salmonella spp. en emulsion de
proteina de quinua-quitosano. a) Control, b) Aceite esencial de Romero, c) Aceite
esencial de tomillo

5.5 Analisis de imagen

Con el fin de evaluar cuantitativamente las imagenes obtenidas por AFM, se evalué
la entropia (E) cuyo parametro es una medida de la heterogeneidad de las imagenes
usando el algoritmo de matriz de co-ocurrencia en escala de grises. Asi como la
dimensién fractal también denominada como textura fractal mediante el algoritmo
Conteo Diferencial de Cajas (SDBC) dicho parametro se relaciona con el grado de
irregularidad que presenta la superficie. En este trabajo los valores de E y DF de las

imagenes se utilizaron como un indicativo del crecimiento de los microorganismos.
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En la Figura 12a se observa que el valor de entropia de las muestras disminuye en
presencia de los aceites esenciales, sin embargo, las muestras que contenian

Salmonella spp. no presentan diferencia significativa en este parametro.
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Figura 12. Analisis de imagen de micrografias de fuerza atémica de Salmonella spp.
y M. luteus en emulsién de proteina de quinua-quitosano con y sin aceite esencial.
a) Entropia (u.a.: unidades arbitrarias), b) dimension fractal y ¢) rugosidad.
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La emulsiéon de M. luteus en tomillo reporta el menor valor de entropia (Figura 12a),
lo que indica una imagen mas homogénea con respecto del control. La disminucion
de entropia de las muestras con aceites puede ser por el efecto de inhibicién del
crecimiento de los microorganismos en presencia de los aceites. Lo cual se
correlaciona con los datos reportados en el presente trabajo respecto a la inhibicion
de microorganismos (seccidn 5.1). Otro parametro obtenido del analisis de imagen
es la dimension fractal (Figura 12b), la cual disminuye al adicionar los aceites
esencial, dicho fendmeno se observa en el valor de rugosidad (Figura 12c) dicho

comportamiento puede deberse a la lisis celular causada por los aceites esenciales.
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6. Discusion

6.1 Actividad antimicrobiana de soluciones filmogénicas

La actividad antimicrobiana de las soluciones filmogénicas y sus componentes fue
evaluada en una bacteria Gram positiva (M. luteus) y una Gram negativa (Salmonella
spp.), a través de la obtencion de sus parametros cinéticos de crecimiento en las
distintas muestras. Como se mencion6 anteriormente, la solucién de quitosano al 2
% (p/v) inhibi6 el crecimiento de M. luteus y Salmonella spp. La inhibicién sellevé a
cabo debido a que bajo las condiciones en las que se elabord la solucion de
quitosano, la molécula posee carga positiva, la cual al interactuar con la pared celular
altera su pemeabilidad, forma una barrera al oxigeno, inhibe la sintesis de RNAm y
proteinas e induce la quelacion de nutrientes y metales esenciales (Medina y col.,
2019). Otros trabajos reportan que el quitosano muestra un efecto antimicrobiano
contra Micrococcus sp. a una concentracion de 2% (p/v), al igual que la utilizada en
este trabajo (Zarayneh y col., 2018). Sin embargo, podemos observar que al combinar
el quitosano con la proteina de quinua en la solucion filmogénica PQ:Q dicho efecto
desaparece. Al contrario, en esta muestra se obtuvieron los menores tiempos de
duplicacién para ambos microorganismos, lo cual indica que el crecimiento de las
bacterias se ve favorecido. Lo anterior se puede deber a que el quitosano se
encuentra en una concentracion 10 veces menor a la de la solucién de Q y a que el
pH en la solucion de PQ:Q es mayor (pH 11). Estudios demuestran que la actividad
antimicrobiana del quitosano se ve afectada inversamente por el pH, teniendo una

mayor actividad a valores de pH bajos (Kyoon y col., 2002).

6.2 Actividad antimicrobiana de las emulsiones

La CMI obtenida de los EO libres, fue igual para ambos microorganismos ante tomillo
0.5 % (v/v), lo que coincide con lo reportado por estudios previos, donde se
demuestra que el aceite esencial de tomillo es un bactericida efectivo contra
Salmonella a una concentracién de 0.25 mg/mL (Cui y col., 2016) y contra bacterias
gram positivas (Boskovic y col., 2015). No obstante, podemos notar que aunque la
CMI es igual, se obtuvieron diferencias entre los parametros cinéticos de cada

microorganismo ante el mismo EO incorporado a las emulsiones. A pesar de que las
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soluciones filmogénicas adicionadas con aceite esencial de tomillo mostraron
actividad antimicrobiana contra ambas bacterias, el efecto fue mayor contra M. luteus
lo que se ve reflejado en un mayor tiempo de duplicacién (44.54 + 1.10 h) el cual es
1.98 veces mayor al Td de Salmonella spp. (22.47 + 1.27 h). Hosseini y col. (2009)
observaron que el aceite esencial de tomillo presentaba mayor actividad contra
bacterias gram positivas que contra gram negativas, la diferencia se debe a las
estructuras de la pared celular de las bacterias. Las bacterias Gram positivas tienen
paredes celulares que contienen capas gruesas de peptidoglucano (90-95%),
mientras que las bacterias Gram negativas tienen paredes con capas delgadas de
peptidoglicano (5-10%) , polisacaridos y alto contenido de lipidos. Ademas posee una
membrana externa que constituye la superficie externa de la pared (Khorshidian y
col., 2018). Algunos estudios han reportado que el quitosano incorporado con EO ha
mostrado una mayor actividad antimicrobiana ante bacterias Gram-positivas que ante
Gram negativas, ya que la membrana externa de bacterias Gram negativas restringe
la difusién de compuestos hidréfobos a través de su cubierta de lipopolisacarido
(Yuany col., 2016). Sin embrago, la efectividad de los EO en presencia de quitosano,
depende su composicion, estructura'y grupos funcionales. En el caso del aceite de
romero se observa una mayor inhibicién ante Salmonella spp. (Td= 81.04 £ 7.01 h)
presentando un tiempo de duplicacion 3.23 veces mayor que el de M. luteus (Td=
25.67 £ 1.56 h).

6.3 Estabilidad

El IPD es un.numero calculado a partir de un ajuste de dos parametros a los datos
de correlacion si se obtienen valores de IPD menores a 0.05 se considera una
solucién altamente monodispersa (homogénea), mientras que valores mayores a 0.7
indican que la muestra tiene una distribucion de tamafo de particula muy amplia
(Danaei y col., 2018). Los resultados obtenidos muestran valores de IPD de 0.5 +
0.07 y 0.80 +0.05, por lo que las soluciones elaboradas son heterogéneas, sin

embargo, los aceites esenciales provocan una mayor hetereogenidad.
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Se han reportado diveros estudios que indican que la proteina de quinua es soluble
a pH alcalinos. Sin emabargo, a pH 11 presenta una mayor solubilidad y capacidad
de absorcién de agua, mayores cantidades de aminoacidos que contienen azufre,
treonina y triptéfano y una pequefia desnaturalizacion de proteinas (Dakhili y col.,
2019). Las soluciones filmogénicas se elaboraron a pH 11, lo cual favorecio la
formacion de agregados, esto se ve reflejado en los resultados obtenidos en el
tamafo de particula donde se observan dos poblaciones de tamafios de particula
diferentes el primero con valores cercanos a los 600 nm. Dicha poblacién podria
correspondesponder a la interaccion electrostatica entre la proteina de quinua y el
quitosano, debido a que la distribucién de carga superficial afecta las interacciones
de proteinas con el solvente y el uno al otro, por lo tanto'cuanto mas alejado esté el
pH del punto isoeléctrico, mayor sera la carga neta.de la proteina, en este caso
negativa, la cual pudo formar los agregados proteicos resultantes por la interaccion
con los grupos amino protonados del quitosano (Duran y col., 2018). Ademas la
reticulacion con TG crea una red espacial reticulada que disminuye los espacios
intermoleculares que inhiben la difusién de las moléculas de agua y favorece la
formacion de los enlaces disulfuro entre la misma proteina, lo que permite la
formacion de aglomerados (Wu'y col., 2017). Mientras que la seguna poblacion,
representa las particulas-aisladas de la emulsion, presentando el menor tamafo de
particula la solucion filmogénica sin aceite esencial (97.55 + 10.79 nm). El tamano de
particula de la solucion filmogénica (597.56 + 37.59 nm) aumenta al adicionar los
aceites esenciales de tomillo (677.02 £ 50.34 nm) y romero (672. 98 + 35.08 nm),
esto se debe al aumento de interacciones hidrofébicas entre las gotas de aceite

individuales (Yang y col., 2013).

El potencial Zeta es otro parametro que permite determinar la estabilidad de las
soluciones, particulas con valores de potencial Zeta mayores que 30 mV positivos o
menores que 30 mV negativos tienen altos grados de estabilidad (Kumar y Dixit,
2017). De los resultados obtenidos se puede observar que las emulsiones son

estables, los valores de potencial Z no presentan diferencia signifivativa al adicionar
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los aceites esenciales. Esto puede ser por la presencia del emulsionante (Tween 80),
que al ser un tensoactivo no iénico (posee grupos hidrofilicos y lipofilicos sin carga)
permite equilibrar el tamafio y la fuerza de estos grupos opuestos a lo que se
denomina adormecimiento hidrofilico-lipofilico. Lo que permite mantener emulsiones
estables, aun durante su almacenamiento (Nursakinah y col., 2015). De acuerdo a
los valores obtenidos se puede observar que las emulsiones elaboradas son estables
al poseer valores negativos mayores a los 30 mV. La carga negativa obtenida en el
potencial Z, se adjudica a que la solucion de elabor6 a pH alcalino, y a pesar de que
el quitosano proporciona cargas positivas, en medios con valores de pH mayores a
6 fomenta el aumento del numero de especies desprotonadas en la solucién y la
agregacion debido a la generacion de enlaces de hidrégeno que involucran a los
grupos NH2 neutralizados de las cadenas de quitosano (Jagadish y col., 2017).
Aunado a esto se han realizado estudios que indican que el uso de Tween como
surfactante puede favorecer las cargas eléctricas negativas, las cuales se atribuyen
a la presencia de impurezas anidnicas (Guerra-Rosas y col., 2016). La estabilidad de
las emulsiones se puede atribuir a la red de proteinas resultante por el
entrecruzamiento con TG, que al tener tanto grupos hidrofilicos como hidrofébicos
permite que tanto el agua como el aceite pueden eliminarse de la emulsién sin que

ésta se colapse (Hoffmann y Reger, 2014).

6.4 Reologia de las emulsiones

Los resultados obtenidos de la reologia de las emulsiones se ajustan al modelo
reologico de-Casson, este tipo de fluido no newtoniano se comporta como un sélido
elasticoy constituye un modelo de fluido plastico que presenta caracteristicas de
adelgazamiento por cizallamiento, el cual muestra una viscosidad infinita a una
velocidad de cizallamiento igual a cero (Animasaun y col., 2016). En el Cuadro 3 se
puede observar que la emulsion elaborada con romero presenta el valo mas alto de
viscosidad aparente (3.04 + 0.002 x10° Pa.s). De acuerdo a lo reportado por
(Dapueto y col., 2019) este aumento en la viscosidad se puede relacionar con la
formacion de una mayor cantidad de agregados proteicos, ya que esto aumenta las

interacciones entre los grupos reactivos de las moléculas de proteina y la capacidad
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de atrapar solventes y al mismo tiempo, se ve potenciado por el entrecruzamiento
efectuado por la TG. Esto a su vez se relaciona con el tamafio de particula
encontrado, el cual aumenté en presencia de los aceites, indicando un mayor grado
de agregacion. Un comportamiento contrario se observa en el limite elastico, aunque
no hay diferencia significativa entre las tres soluciones, la elaborada con romero
presenta el valor mas bajo (9.96 + 0.24 x 103 Pa). Las proteinas, al igual que los
tensoactivos forman monocapas en soluciones acuosas, las cuales pueden tener
propiedades elasticas altas generando proteinas que se comportan como gotas
pegajosas (Hoffmann y Reger, 2014), cuyas interacciones con el aceite disminuyen

dicha elasticidad.

6.5 Microscopia de fuerza atomica

Las emulsiones elaboradas tienen el propdsito de ser utilizadas como recubrimientos
comestibles aplicados en alimentos, por lo que fue de interés analizar mediante
microscopia de fuerza atdbmica la rugosidad y homogeneidad de las mismas, y asi
predecir su apariencia sobre un alimento de interés. Previo a la adicién de aceites
esenciales, las soluciones filmogénicas poseen superficies rugosas y heterogéneas
formadas por aglomerados de materia con estructuras que coinciden con la
morfologia de M. luteus y Salmonella spp., cuyas formas son esféricas con
dimensiones de 0.5-3.5 ym agrupados (Figura 10a) y geometria de barra corta
(Figura 11a) respectivamente (Hafedh y col., 2010; Liu y col., 2019), sin embargo, al
adicionar los aceites esenciales estas formas se pierden. La hidrofobicidad de los
aceites esenciales permite la separacion de los lipidos presentes en la membrana
celular de las bacterias, alterando su estructura y haciéndolas las permeables
provocando lisis celular (Tariq y col., 2019), estos resultados confirman los antes

mencionado en la seccién 6.2.

6.6 Analisis de imagen

De los resultados obtenidos se puede observar que el valor de DF disminuye en
presencia de los aceites esenciales. La dimension fractal es un concepto matematico
en el que un conjunto de escalas multiples exhibe el mismo patron repetitivo en cada

escala, lo cual puede transferirse al analisis de textura. Este parametro esta
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correlacionados con la rugosidad, cuanto mayor es la dimension fractal, mas rugosa
es la textura (Cataldo y Ficarra, 2017). Por lo que el aceite esencial generé superficies
mas lisas en comparacion a las muestras sin aceite esencial, la disminucion en la
rugosidad se de adjudica a la lisis celular ocasionada por los aceites. . Las estructuras
caracteristicas de M. luteus y Salmonella spp. son las que proporcionan valores altos
de DF y rugosidad, y baja entropia. La entropia es la aleatoriedad o el grado de
desorden que presenta la imagen. El valor de la entropia es mayor cuando todos los
elementos de la matriz de co-ocurrencia son iguales y pequefios..cuando los
elementos son diferentes (Reis et al., 2018), por lo que la inhibicion de crecimiento

microbiano ademas genera superficies mas homogéneas.

43



7.Conclusiones

La adicion de los aceites esenciales a la solucion filmogénica mejoré la actividad
antimicrobiana contra M. luteus y Salmonella spp. a una concentracion de 0.5% (v/v)
para el EO de tomillo y 1% (v/v) para el de romero. Sin embargo, el EO de romero
mostré mayor efecto contra Salmonella spp., mientras el de tomillo tuvo mayor

actividad contra M. luteus.

Las solucion filmogénica y las emulsiones de PQ:Q con aceites esenciales son
emulsiones estables durante su almacenamiento (10 dias) y heterogéneas por la
formacion de agregados. La adicion de los aceites esenciales gener6 un aumento
significativo en la dispersion de la distribucion del tamafio de las particulas,

mostrandose dos poblaciones mayoritarias.

La reologia de las emulsiones se ajustan al modelo reoldgico de Casson, lo que las
describe como un fluido no newtoniano que se comporta como un sélido elastico. La
formacion de agregados proteicos permiti6 mayor interaccion entre la proteina y
solventes, lo cual aumento la viscosidad aparente de la PQ:Q -R respecto al control.

A pesar de que las emulsiones obtenidas son heterogéneas, son estables durante su
almacenamiento debido al tipo de fluido no newtoniano al que pertenece, ya que al
comportarse como un soélido elastico tiene un menor movimiento de moléculas que
dan lugar a una mayor estabilidad. La reduccién de dicho movimiento molecular

también puede ser favorecido por la accion de la transglutaminasa.

Las estructuras caracteristicas de M. luteus y Salmonella spp. son las que
proporcionan valores altos de DF y rugosidad, y baja entropia, por lo que la inhibicién

de crecimiento microbiano genero superficies mas homogéneas.
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