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RESUMEN

En México, el queso Panela se comercializa en fresco y considerandolo en conjunto
con los de alta humedad su consumo nacional es del 54%. Debido a su alto
contenido de humedad y nutrientes, es propenso a contaminacién microbiana, la
cual puede ser controlada mediante el uso de los recubrimientos activos
comestibles. Los aceites esenciales son una alternativa natural a los aditivos
sintéticos para funcionar como agentes antioxidantes y antimicrobianos. Los
compuestos activos de los aceites esenciales encapsulados pueden ser liberados
de manera controlada, otorgando simultaneamente un bajo efecto organoléptico en
los alimentos. El uso de particulas de silice ha sido estudiado recientemente como
método de encapsulacion de agentes bioactivos. El objetivo de este trabajo fue
disefiar y caracterizar un recubrimiento comestible activo (RC) usando una mezcla
de caseinato de sodio (CS) y quitosano (QU), reforzado con particulas de silice
mesoporosas (SM) adicionadas con aceite esencial de orégano para lograr un
efecto inhibitorio contra microorganismos deterioradores y patégenos que pueden
tener presencia en quesos frescos. Se us6é QU con 90% de desacetilacion, las SM
se produjeron in situ, mientras que el AEO se obtuvo por hidrodestilacion. Se empled
un disefio factorial 23 utilizando como factores y-niveles CS:QU (4:1 y 8:1, p/p),
volumen de suspension (25 y 50 mL) y SM (presencia o ausencia). Se agrego
glicerol al 40% (p/p, en base al CS) a todas las suspensiones filmogénicas, a las
cuales se les determiné el tamafio de particula, indice de polidispersidad, potencial
¢, solubilidad y las propiedades de barrera a gases de las peliculas resultantes. El
efecto antimicrobiano se probd contra Salmonella Saintpaul y Listeria innocua.
Resultados. La superficie de quesos panela se recubrié con la mezcla que resultd
con mejores propiedades: CS:QU (8:1 p/p; 50 mL), y se almacenaron a 5 °Ct1 °C
durante 15 d. Esta mezcla mostré un tamafo de particula de 764.8£23.30 nm y un
indice de polidispersion de 0.5, con potencial ¢ de 30.93+1.07 mV. La adicion de
AEO contenido en las particilas de SM a las peliculas de CS:QU (8:1 p/p) mostrd un
halo de inhibicion contra L. innocua y S. Saintpaul. El uso de SM produjo un aumento
de permeabilidad al Oz, y disminucion en la del CO2 y vapor de agua. Después de
15 d, el % (p/p) de &cido lactico del queso control aument6 a 1.4+0.1 mientras que
para el recubierto fue de 0.82+0.12. El pH y % de humedad disminuyeron a
5.70+0.02 y19.28+0.41 para el queso sin recubrimiento, 6.26+0.2 y 38.63+0.42 para
el queso con recubrimiento. Conclusion. Los recubrimientos de CS:Q con SM
conteniendo AEO, podrian ser una alternativa para aumentar el tiempo de vida de
anaquel del queso panela

Palabras clave: Recubrimiento comestible, Caseinato de sodio, Quitosano, Aceite
esencial de orégano, Queso panela



SUMARY

In Mexico, panela cheese is marketed fresh and, considering it together with those
with high humidity, its national consumption is 54%. Due to its high moisture and
nutrient content, it is prone to microbial contamination, which can be controlled
through the use of edible active coatings. Essential oils are a natural alternative to
synthetic additives to function as antioxidant and antimicrobial agents. The active
compounds of encapsulated essential oils can be released in a controlled manner,
simultaneously providing a low organoleptic effect in food. The use of silica particles
has recently been studied as a method of encapsulation of bioactive agents. The
objective of this work was to design and characterize an active edible coating (RC)
using a mixture of sodium caseinate (CS) and chitosan (QU), reinforced with
mesoporous silica (SM) particles added with essential oil of oregano to achieve a
inhibitory effect against spoilage and pathogenic microorganisms that may be
present in fresh cheeses. QU was used with 90% deacetylation, SMs were produced
in situ, while AEO was obtained by hydrodistillation. A 23 factorial design was used
using CS factors and levels: QU (4: 1 and 8: 1, p / p), suspension volume (25 and
50 mL) and SM (presence or absence). Glycerol at 40% (w ./ w, based on CS) was
added to all filmogenic suspensions, to which the particle size, polydispersity index,
potential ¢, solubility and gas barrier properties- of the resulting movies. The
antimicrobial effect was tested against Salmonella Saintpaul and Listeria innocua.
Results. The surface of panela cheeses was coated with the mixture that resulted
with better properties: CS: QU (8: 1 p/ p; 50 mL), and they were stored at5° C £ 1
° C for 15 d. This mixture showed a particle size of 764.8 + 23.30 nm and a
polydispersity index of 0.5, with potential ¢.of 30.93 + 1.07 mV. The addition of AEO
contained in the SM particles to the films of CS: QU (8: 1 w / w) showed a halo of
inhibition against L. innocua and S. Saintpaul. The use of SM produced an increase
in permeability to O2, and a decrease in that of CO2 and water vapor. After 15 d,
the% (w / w) of lactic acid of the control cheese increased to 1.4 + 0.1 while for the
coated cheese it was 0.82 + 0.12. The pH and% moisture decreased to 5.70 = 0.02
and 19.28 + 0.41 for the uncoated cheese, 6.26 £ 0.2 and 38.63 + 0.42 for the coated
cheese. Conclusion. CS: Q coatings with SM containing AEO could be an alternative
to increase the shelf life of panela cheese

Keywords: Edible coating, Sodium caseinate, Chitosan, Oregano essential oil,
Panela cheese
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, por la necesidad de incrementar la vida de anaquel de los
alimentos, se han buscado alternativas que permitan evitar su deterioro quimico y
biologico; y debido al impacto ambiental actual, existe un gran interés en el uso de
materiales biodegradables y comestibles, con el objetivo de reemplazar los polimeros
sintéticos y utilizar estos nuevos materiales para el recubrimiento y empaquetado de

productos alimenticios.

Los objetivos principales de las peliculas y recubrimientos comestibles han sido
principalmente para evitar pérdida de humedad y crear una superficie brillante a los
alimentos con fines estéticos. El caseinato de sodio se obtiene mediante la precipitacion
acida de la caseina, la proteina principal en la leche de vaca, y presenta propiedades
termoplasticas y formadoras de pelicula debido a su naturaleza aleatoria y su capacidad
para formar interacciones intermoleculares débiles. Sin embargo, las peliculas de
caseinato han mostrado propiedades antimicrobianas limitadas. El quitosano es un
biopolimero natural derivado de la quitina que se encuentra en diversos materiales
biolégicos. Es uno de los polimeros naturales mas ampliamente estudiados y utilizados
en la preparacion de los recubrimientos comestibles y materiales de empaque debido a

su excelente formacion de pelicula, propiedades antimicrobianas y biodegradabilidad.

El queso panela es un tipo de queso fresco elaborado con leche pasteurizada de
vaca. Es blanco, con textura porosa, suave y esponjosa. Su porcentaje de grasa es bajo

y es muy popularen el centro del pais.

El objetivo de la investigacion fue formular y caracterizar un recubrimiento
comestible activo, el cual tenga una base de caseinato de sodio y quitosano reforzado
con particulas de silice mesoporosa adicionadas con aceite esencial de orégano para
aplicar en queso fresco tipo Panela y poder mantener su calidad por un periodo mas

amplio.



2. ANTECEDENTES

El avance dentro de la produccion de recubrimientos y peliculas comestibles se
han experimentado con diferentes formulaciones y diversas adiciones de compuestos de
valor agregado que le pueden proporcionar distintas propiedades a los recubrimientos . y

las peliculas.

El término de pelicula comestible solo se ha relacionado con aplicaciones
alimentarias en los ultimos 50 afios, e indica que se cuenta con un empaque primario de
un alimento mediante una capa material comestible de cierta composiciéon para su
proteccién de eventos fisicos, fisicoquimicos y otros relacionados, durante su traslado.
La historia del uso de peliculas se remonta a la antigua china para la proteccion de frutas,
asi como posteriormente en la proteccion de carne. En el afio 1967, las peliculas
comestibles tenian poco uso comercial y solo estaban limitadas a capas de cera para
frutas, pero en los siguientes afios se fue comercializando mas esta tecnologia (Pavlath
& Orts, 2009).

El interés de empaques comestibles a partir de materiales de base biologica ha
aumentado su interés debido a las ventajas que éstas tienen en comparacion a los
materiales derivados del petroleo, debido a que los empaques a base de productos
petroquimicos estan relacionados con la contaminacion ambiental, lo cual ha provocado
graves problemas ecoldgicos debido a su acumulacion en basureros, rios, mares y

océanos.

Se han utilizado varios biopolimeros, ente ellos polisacaridos, proteinas y lipidos
para la preparacion de recubrimientos comestibles y peliculas de embalaje para el
empacado de los alimentos. Estos empaques comestibles y biodegradables tienen la
ventaja de que extienden la vida util y la inocuidad de los productos recubiertos. Entre
estos, se reducen las pérdidas de humedad y compuestos de sabor, oxidacion y

decoloracion e inhibicion de la contaminacidén microbiana.

La combinacién de quitosano con otros polimeros y nanoparticulas abren el
camino para el desarrollo de una amplia gama de recubrimientos con propiedades

adaptadas para alimentos (Lotfi et al., 2018).



El empacado de quesos se practica para minimizar las pérdidas de peso debido a
las pérdidas de humedad, y para prevenir la contaminacién microbiana y el deterioro sin

afectar la maduracion normal del queso (Youssef et al., 2018).

2.1 Materiales para recubrimientos

Las propiedades de las peliculas y recubrimientos dependen de los materiales
utilizados y sus caracteristicas principales (solubilidad, densidad, viscosidad y tension
superficial), ya que influiran en las propiedades de barrera, mecénicas y opticas de los
recubrimientos. La pelicula y los materiales de recubrimiento deben seleccionarse segun
el tipo de queso (madurado o fresco) y las condiciones de almacenamiento (temperatura
y humedad relativa). También los métodos de aplicacion del recubrimiento (rociado,
inmersion o bafiado) se deben considerar. Los recubrimientos comestibles se aplican
directamente en la superficie del alimento donde, después del secado, se forma una capa
delgada, mientras que las peliculas se secan por separado formando un material
independiente que luego se usa para cubrir el alimento (Pavlath & Orts, 2009; Costa et
al., 2018).

Las proteinas, polisacaridos y lipidos son los materiales mas utilizados en el
desarrollo de peliculas y recubrimientos comestibles para su aplicacion en el queso. Los
polisacaridos y proteinas presentan como principal ventaja su solubilidad en agua,
mientras que para la aplicaciéon de lipidos se debe usar un solvente organico, y para las
ceras se usan métodos de fusion en caliente durante la aplicacion. Otro factor importante
gue debe considerarse, si se agrega un agente antimicrobiano a la formulaciéon del
recubrimiento, es la solubilidad del agente antimicrobiano y su posible interaccién con el
recubrimiento que puede afectar su desempefio cuando se aplica en productos de queso
(Costa et al., 2018).

El uso de antimicrobianos es una de las alternativas para disminuir el crecimiento
de bacterias, mohos y levaduras en el queso. Los recubrimientos comestibles tienen la
capacidad de mantener altas concentraciones de la sustancia antimicrobiana en la
superficie del queso evitando su migracion y, por lo tanto, la concentracion critica se

mantiene durante un periodo prolongado de tiempo y aumenta la eficiencia de la

3



aplicacion. Hay varios compuestos que pueden usarse como antimicrobianos con
diferentes propdsitos; es decir, contra bacterias, mohos o levaduras, y que estan

aprobados para aplicaciones alimentarias (Pitak & Rakshit, 2011).

2.1.1 Quitosano

El quitosano es un derivado de la quitina que se obtiene por desacetilacion en
presencia de una base alcalina. Es un copolimero que consiste en unidades de (-(1-4)-
2-acetamido-glucosa y [-(1-4)-2-amino—glucosa, figura (1), siendo- el ultimo
generalmente mas del 80%. El quitosano es descrito en términos del grado de
acetilacion, el peso molecular, la viscosidad y la solubilidad. Tiene muchas propiedades
especificas tales como la actividad antimicrobiana, no toxicidad y la afinidad notable a

las proteinas (Priyadarshi et al., 2018).

CH;
OH 0:<
NH, o NH
HO o HO o
0 HO o
# (0] NH, 0
OH OH

Figura 1. Estructura del quitosano. Adaptado de Porta et al. (2011).

Biodegradabilidad, biocompatibilidad, bioadhesivos, policatidnicos, antifungicos,
antibacterianos,-inmunoadyuvantes, antitrombogénicos, formadores de pelicula, un
agente hidratante, capacidad de renovacion, absorcion, no toxicidad, agentes no
alérgicos y anticolesterol son algunas de las propiedades béasicas del quitosano. El grado
de desacetilacion, los pesos moleculares (viscosidades de las soluciones de quitosano)
Y, en-consecuencia, las propiedades funcionales del quitosano varian enormemente de
una fuente a otra. La caracteristica sobresaliente de formacién de pelicula del quitosano
lo convierte en un polimero adecuado en un amplio conjunto de aplicaciones. Cada

aplicacion requiere una pelicula de quitosano con propiedades fisicoquimicas y



biolégicas especificas, incluidas propiedades térmicas, de barrera, antimicrobianas y

mecanicas como se muestra en la figura (2).

El quitosano tipicamente se comercializa a un porcentaje de 85% de
desacetilacion. En solucion, el quitosano forma agregados de tipo micela de segmentos
totalmente acetilados de cadenas de polisacaridos, interconectados por bloques de
polisacaridos casi totalmente desacetilados, estirados por repulsion electrostética.

El quitosano tiene buenas caracteristicas de flujo y formacion de pelicula y es no
toxico, biodegradable, tiene propiedades bio-funcionales, es biocompatible y tiene
importantes propiedades antimicrobianas. Basandose en eso y-en-su capacidad de
recubrimiento y formacion de pelicula, los recubrimientos y peliculas a base de quitosano
se probaron en varios tipos de quesos con el objetivo de-disminuir el crecimiento
microbiolégico y, por lo tanto, prolongar la vida atil del gueso. También se ha utilizado

como portador de otros compuestos con capacidad-antimicrobiana (Lotfi et al., 2018).

Desmineralizecion

JE‘DFUIEIHI zacion

y ﬂa:mgmamirlnn Desacetiiacion Disolucion écida

& o

'e:l

Pelicula

de
quitosano

I Biocompatible I

Figura 2: Obtencion, procesamiento y propiedades de una pelicula de quitosano,
adaptado de Mujtaba et al., (2018).

El quitosano es, uno de los candidatos mas interesantes para formular

recubrimientos comestibles para la aplicacion en diferentes tipos de queso, presentando
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como ventajas principales la capacidad de prevenir el crecimiento de mohos, levaduras
y algunas bacterias como L. monocytogenes, L. innocua, P. fluorescens y E. coli (Costa
et al., 2018).

2.1.2 Caseina

La caseina es el principal grupo de proteinas lacteas que se produce en
concentracion de 24 —-29 g/L en la leche de bovino o de cabra. Las caseinas son
fosfoproteinas Unicas que estan en suspension en la leche como particulas coloidales.
Las caseinas principales existen en fuerte asociacion entre ellas y entre si en forma de
particulas coloidales de forma esférica, con un didmetro de ~50-500 nm (media de ~120

nm) y conocidas como “micelas de caseina”.

Hay cuatro subunidades principales: dsi-caseina, Osz-caseina, (B-caseina y k-
caseina que constituyen el 38%, 10%, 36% y.13% de la composicion de caseina,
respectivamente (Dangaran et al., 2009; Farkye & Shah, 2015). Todas las caseinas son
moléculas relativamente pequefias, que varian-en masa molecular entre 20 y 25 kDa
(Fox et al., 2015).

Cada una de las cuatro fracciones de caseinas tiene propiedades Unicas que
afectan su capacidad para formar peliculas.

La as1 es una proteina de 23.6 kDa con una carga netade -21.9aunpH de 6.6 y
un punto Isoeléctrico de 4.94. Tiene la mayoria de su carga aislada entre los terminales
N y C hidréfobos, lo que hace que la proteina sea anfipatica. Es Ca?* sensible, lo que
significa que la proteina se agregara y precipitara en bajas concentraciones del ion.
Debido a gue no contiene cisteina libre, no puede participar en la formacion de enlaces

disulfuro 'y la reticulacion.

La caseina as2también es sensible al Ca?*. Tiene una carga neta de —13.8, un pl
de 5.37 y dos regiones de alta densidad de carga, lo que la hace mas hidrofila que otras

fracciones de caseina.



La B-caseina es una proteina anfipatica con un N-terminal polar, pero un gran
dominio hidréfobo. También es Ca?* sensible. La solubilidad de la beta-caseina aumenta

cuando la temperatura desciende a 4 ° C.

La k-caseina es la otra proteina de caseina principal; sin embargo, es diferente de
las otras tres fracciones de caseina, ya que no es sensible a los iones de calcio. La
kappa-caseina se encuentra en la capa externa de una micela de caseina y es muy
anfipatica con un dominio polar que interactia con los solventes polares (Dangaran et
al., 2009).

El modelo submicelular de la caseina propone que el contenido de k-caseina de
las submicelas varia y que las submicelas deficientes en k-caseina se ubican en el
interior de las micelas mientras que las de mayor abundancia se concentran en la
superficie, con algunas caseinas como as1, as2 y 3 también expuestas, figura (2). Se
propone que la region C-terminal hidréfila de la k-caseina sobresalga de la superficie,
formando una capa de 5 a 10 nm de espesor y dando a las micelas una apariencia con
extremidades, figura (3). Esta capa es responsable de la estabilidad de las micelas a
través de una importante contribucion. al potencial zeta (~ 20 mV) y la estabilizaciéon
estérica. Si se elimina dicha capa, por hidrélisis especifica de k-caseina, o colapsada, la

estabilidad coloidal de las micelas se destruye y se coagulan o precipitan las caseinas.

®  Fosfato de Calcio

O Submicela de caseina
2,..\),_ Cadena del

peptido k-caseina

Figura 3. Diagrama esquematico de la estructura de micelas de caseina (adaptado de Fox,
2015).



2.1.2.1 Caseinato de sodio

El caseinato de sodio es un polimero soluble en agua, el cual se encuentra
disponible en el mercado mediante su obtencion por la precipitacion acida de la caseina,
la fuente principal en la leche de vaca. El caseinato presenta propiedades termoplasticas
y formadoras de pelicula debido a su naturaleza de bobina aleatoria y su capacidad-para
formar interacciones intermoleculares débiles, es decir, las cadenas peptidicas
parcialmente desnaturalizadas se unen principalmente a través de enlaces hidréfilos y
puentes de hidrogeno que dan como resultado la formacion de la matriz proteica (Pereda
et al., 2007).

Los caseinatos al igual que las caseinas, se consideran proteinas anti catabdlicas,
por lo que pueden ser utilizados en periodos de ayuno como entre ingestas o durante el
descanso nocturno, también se pueden utilizar para reducir la pérdida de masa muscular

durante periodos de restriccion calorica (Manab, 2017).

Los sistemas mixtos de polisacaridos y proteinas se han ido utilizando cada vez
mas en diversas aplicaciones alimentarias, farmacéuticas y biotecnoldgicas. Los
complejos proteina-polisacarido han_ presentado mejores propiedades funcionales en
comparacién con proteinas o polisacaridos individuales (Pogaku et al., 2007). Por lo
tanto, también es importante buscar las combinaciones de biopolimeros que produzcan
un mejor rendimiento como un paquete natural y comestible (Moreira et al., 2011).

2.1.2.2 Interaccion caseina-quitosano.

Los polisacaridos y las proteinas en suspensiones acuosas pueden 0 no
interactuar entre si. Las interacciones atractivas entre proteinas y polisacaridos se dan
de muchas maneras: enlace covalente, enlace iénico, puentes de hidrogeno, interaccion

hidrofébica, fuerzas de van der Waals, y enredo fisico (Manab, 2017).
Existen dos tipos principales de interacciones de polisacaridos con proteinas:

i.  Asociacion fuerte: unién irreversible de proteinas a polisacaridos o

complejos electrostéticos fuertes;



ii. Asociacidbn débil: potencialmente reversible, incluye complejos
electrostéticos no idnicos y débiles.

Las interacciones electrostaticas desempefian un papel predominante con los
polisacaridos cargados. Los complejos electrostaticos de fuerte atractivo se forman
comunmente entre proteinas cargadas positivamente (pH < pl) y polisacéaridos anionicos.
Se pueden formar complejos reversibles mas débiles entre los polisacaridos aniénicos y
las proteinas que llevan una carga general casi cero (pH = pl) o una carga negativa neta
(pH > pl) La caseina puede precipitar a un pH bajo, porque su solubilidad-es menor en

condiciones acidas (Manab, 2017).

Se conoce que el quitosano es solo soluble en pH acido e insoluble en pH neutro
y alcalino. Los grupos amina estan protonados a pH <6_y cargados positivamente y el
quitosano es soluble en agua a pH <4. A un pH alto, les grupos amina se desprotonan y
el polimero pierde su carga y, por lo tanto, es-soluble en agua. El quitosano y los
electrolitos cargados de manera opuesta interactuaran para formar un precipitado
insoluble. A pH 7, la caseina tiene carga negativa, pero el quitosano esta desprotonado,
mientras que a pH 10, la carga negativa de caseina es mayor que a pH 7, lo que hace
gue los puentes de hidrogeno de la caseina con los grupos -OH y NH2 del quitosano sean
mas fuertes, lo que lleva a una mejor atraccion entre los polimeros. A pH 4, los grupos
amina del quitosano estan protonados y adquieren carga positiva. La caseina también
adquiere una carga positiva neta, ya que el punto isoeléctrico es 4.2, lo que lleva a la
repulsion electrostéatica entre las dos cadenas de polimero. La interaccion electrostatica
de la proteina de caseina cargada negativamente con quitosano cargado positivamente
da como resultado la formacion de una fase insoluble (Manab, 2017).

La preparacion del complejo de polielectrolito entre caseinato y quitosano requiere un
control cuidadoso del pH de las soluciones. El caseinato de sodio es notablemente
estable al calor a pH = 6.5 y altamente insoluble en el punto isoeléctrico, pH entre 3.8y
4.0. El quitosano muestra la mejor solubilidad en una solucién de acido citrico al 1% (v /

V) (pH = 4.4), pero permanece soluble a un pH inferior a 6.4 (Pereda et al., 2007).



2.1.3 Plastificante

Ademas del componente de naturaleza polimérica y de alto peso molecular
(matriz), otro componente importante de las peliculas comestibles son los plastificantes.
Los plastificantes son agentes de bajo peso molecular, que se pueden combinar con los
biopolimeros formadores de pelicula para modificar las propiedades fisicas (por ejemplo,
aumentar la flexibilidad y procesabilidad de la pelicula) o para agregar funcionalidad a
las peliculas. El uso de plastificantes reduce la fragilidad de la pelicula al interferir con
los enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares en las peliculas de-proteinas. Los
plastificantes afectan la capacidad de atraccion de agua del sistema.y generalmente
suelen aumentar la permeabilidad al oxigeno de los recubrimientos comestibles (Pereda
et al., 2007).

Los plastificantes comunmente utilizados®.en peliculas y recubrimientos
comestibles son polioles, que incluyen glicerol, sorbitol y sacarosa. La efectividad de un
plastificante depende de tres aspectos: tamafio, forma y compatibilidad con la matriz del
recubrimiento. El estado de almacenamiento de un plastificante en condiciones normales
también puede afectar su permeabilidad y flexibilidad (Dangaran et al., 2009). Los
plastificantes soélidos pueden tener-un‘efecto “antiplastificante” y disminuir la flexibilidad
de la matriz, al mismo tiempo que pueden mejoran la permeabilidad (Dangaran &
Krochta, 2007).

2.1.4 Aceites esenciales

Los aceites esenciales, también llamados aceites volatiles, son liquidos oleosos
concentrados .que contienen compuestos aromaticos volatiles que estan derivados de
materiales vegetales como flores, brotes, hojas y corteza. Los aceites esenciales son
mezclas complejas de sustancias volatiles, incluyendo terpenos, terpenoides (terpenos
oxigenados) y fenoles. La composicion quimica de las muestras de un aceite esencial
extraido de la misma especie de planta puede ser muy variable porque depende, por
ejemplo, del &rea geografica, el habitat, el tiempo de cosecha, el método de extraccion y
las condiciones de almacenamiento, entre otros factores (Rao et al.,, 2019). Se ha

demostrado que los aceites esenciales y sus compuestos bioactivos han sido
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ampliamente estudiados por su eficacia antimicrobiana contra patégenos transmitidos
por los alimentos, es decir, bacterias, mohos y sus toxinas asociadas (Prakash et al.,
2018).

Los componentes principales en un aceite esencial constituyen tipicamente hasta
el 85% del sistema, mientras que otros componentes estan presentes solo en cantidades
minimas. Varios informes han indicado que la actividad antimicrobiana de un_aceite
esencial esta estrechamente relacionada con sus constituyentes principales, asi'como
con sus interacciones con algunos de los constituyentes menores. La mayoria de los
constituyentes que exhiben una alta eficacia antimicrobiana son fenoles, seguidos de

terpenos oxigenados y terpenoides, respectivamente (Khalili et al., 2015).

2.1.4.1 Mecanismo de accion

El principal mecanismo de accion de los aceites esenciales depende de la
concentracion y tipo de constituyentes quimicos que estén presentes dentro del AE.
Diferentes constituyentes pueden operar mediante diferentes mecanismos y pueden
atacar a diferentes tipos de microorganismos, como bacterias Gram-positivas, bacterias
Gram-negativas, levaduras o mohos, debido a la diferencia en la composicion de sus
membranas celulares. La actividad-antimicrobiana de los aceites esenciales puede estar
regulada por mas de un mecanismo de accidon como se muestra en la figura (4), ya que
los diferentes componentes-de |los aceites esenciales pueden atacar diferentes o varios
microorganimos. Se han propuesto varios mecanismos de accion para la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales, que incluyen alterar el perfil de acidos grasos
de la membrana celular, dafiar la membrana citoplasmica y reducir la fuerza protén-
motriz (Rao et al., 2019).

Se puede decir que las bacterias Gram-negativas tienen mayor tolerancia a los
aceites-esenciales que las Gram-positivas debido a la barrera fisica creada por la capa
de lipopolisacaridos hidrofilos en la membrana de la pared celular externa. Como tal, uno
esperaria que el mecanismo de accién de los aceites esenciales en las bacterias Gram-

negativas podria ser diferente al de las bacterias Gram-positivas.
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esenciales (AE) o los sistemas de administracion de AE en células bacterianas. (b)
Demostracion de los diferentes tipos de sistemas de administracion de AE (adaptado de Rao et
al., 2019)(Rao et al., 2019).

Se ha informado que los aceites de clavo y orégano y sus componentes
principales (timol y eugenol). eran capaces de dafar las membranas celulares de las
bacterias gramnegativas como E. coli, con mayor eficacia que las bacterias Gram-
positivas como Bacillus subtilis (Rhayour et al., 2003).

Otro estudio demostrd que el aceite de arbol de té inhibia la respiracion y
aumentaba la permeabilidad de la membrana citoplasmica bacteriana al mismo tiempo
que causaba una fuga de iones potasio en bacterias Gram-positivas (S. aureus) y

bacterias Gram-negativas (E. coli) (Cox et al., 2000).

2.1.4.1 Aceite esencial de orégano (Lippia graveolens Kunth)

El aceite esencial de orégano es uno de los agentes antimicrobianos mas
efectivos; el carvacrol y el timol son los principales compuestos responsables por su

actividad antimicrobiana (Burt, 2014).
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El carvacrol y el timol son los compuestos primarios del orégano como se
muestran en la figura (5) y cuadro (1) y contribuyen al aroma caracteristico de su aceite
esencial. Se sabe que inhiben la peroxidacion lipidica. El efecto antioxidante del extracto

de orégano se asocia con el alto contenido de carvacrol y timol (Yanishlieva et al., 2006).

Carvacol Timol

Figura 5. Principales componentes del aceite de orégano (Prakash et al., 2018).

El aceite esencial de orégano esta categorizado como Generalmente reconocido
como seguro (GRAS) por la Departamento de Medicamentos y Alimentos de los Estados
Unidos de América (FDA).

Cuadro 1: Principales componentes del aceite esencial de orégano que exhiben propiedades

antibacterianas.

Compuesto Composicion
Carvacrol 10-64%
Timol 2-11%
p-cymene 2-31%
y-terpinene 10-56%

(Adaptado de Prakash et al., 2018)

El efecto antimicrobiano de los componentes del aceite esencial de orégano se
atribuye a la permeabilizacion de la membrana, lo que también afecta la fuerza proton-
motriz y provoca la fuga de iones especificos. (Lambert et al., 2001; Hernandez-
Hernandez et al., 2014). Su efecto se ha investigado previamente contra diversos

agentes patdégenos como: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
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enterica subs. Enteritidis, Campylobacter jejuni mostrando concentraciones minimas

inhibitorias entre 15 a 60 pg/ml (Carmagnini et al., 2015).

2.1.5 Particulas de silice mesoporosa

La encapsulacion de aceites esenciales ofrece numerosas ventajas, como
facilidad de manejo, estabilidad, proteccién contra oxidacion, distribucion mejorada,
solubilidad, liberacion controlada, con un menor o ningun efecto sobre las propiedades
organolépticas de los alimentos a los que se le aplican con una biodisponibilidad
mejorada. Por lo tanto, el uso del encapsulamiento para desarrollar conservantes a base
de aceites esenciales puede mejorar su efectividad en el sistema. Con respecto a la
encapsulacion, se han utilizado diferentes sistemas de administracion organica para
encapsular los aceites esenciales para su aplicacion. directa o después de su
incorporacion a peliculas o recubrimientos para fines .de conservacion de alimentos
(Prakash et al., 2018).

Las particulas de silice mesoporosas (MS) son estructuras de dioxido de silicio
(SiO2), que estan dispuestas de manera que crean poros de 2 a 50 nm. Son sintetizadas
a partir de dos elementos principales: uno que funciona como plantilla, para dirigir la
construccion de la red porosa de alta resolucion (cristalina); y un precursor polimérico
gue se autoorganiza alrededor de la plantilla. y, tras la polimerizacion, construye la
estructura rigida final. Los poros se obtienen mediante la eliminacion del tensioactivo y

calcinacion a alta temperatura entre 500 a 600°C, figura (6) (Hoffmann et al., 2006).

Agregado Fase Material
micelar mesoestructurada porose
supra-micelar

) Micela en A o
Mea forma de barra A Y )

- & VR .l |
esferica = T & Y
\"Sa Pt a F | % q
> 16 A Q Q
precursor siliceo o Remocicn ‘Q

polimérico ¢ del surfactante

Figura 6. Sintesis de particulas de silice mesoporosas y su estructura (Hoffmann et al., 2006).
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Las particulas de silice mesoporosa son un buen sistema para la encapsulacion
de aceites esenciales debido a su estructura porosa, estabilidad quimica,
biocompatibilidad, tamafio de poro y porosidad ajustables, sintesis simple y de bajo
costo, y posible ampliacién para uso industrial. Ademas, la silice es biolégicamente inerte
y tiene la capacidad de descomponerse en subproductos de &cido silicico relativamente
inocuos, por lo que es un material util para aplicaciones de suministro de biocidas enla

agricultura (Bravo et al., 2018).

2.1.5.1 Tamafo de particula

Las particulas de silice mesoporosas (SM) pueden sintetizarse utilizando un
agente tensioactivo en solucion acuosa que puede ser neutra y estar cargada. Los
silicatos que son ésteres de acido ortosilicico, se polimerizan en presencia de un
surfactante. Las variables que involucran el control.del tamafio y la morfologia de las
nanoparticulas de silice mesoporosa incluyen a) tasa de hidrdlisis; b) el nivel de
interaccidn entre la plantilla ensamblada y el polimero de silice; ¢) condensacion de la

fuente de silice.

2.1.5.2 Tamafio de poro

Los parametros que se utilizan para controlar la estructura de poros de las
particulas de silice porosa son la cantidad de fuente de silice y surfactante y la capacidad
de embalaje del surfactante.

La agregacion de surfactante en solucion depende del pH y la concentracion de la
solucion. Las particulas de silice mesoporosas se sintetizan a pH tanto acido como
basico con diferentes estructuras de poros. Por ejemplo, las fases meso lamelares se
sintetizan a un pH alto (> 12), mientras que las estructuras hexagonales se producen a
un pH basico (10-12) (Ahmad et al., 2017).

2.1.5.3 Area de superficie
El area de superficie de las SM es el factor mas determinante para la cantidad de

productos farmacéuticos adsorbidos. Para controlar la cantidad de antimicrobiano

incorporado en la matriz, se utilizan dos enfoques diferentes que aumentan o disminuyen
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el area de la superficie y modifican la afinidad del antimicrobiano de la superficie (Ahmad
et al., 2017).

En general, el volumen de poros en el rango de 2 cm?/g cuando el tamario de los
poros es inferior a 15 nm y el area de superficie es de aproximadamente 1000 m?/g. La
interaccion del farmaco con los mesoporos es un fendmeno de superficie, mientras que
las interacciones deficientes entre dos tipos diferentes de farmacos pueden llevar al

llenado de poros (Contado et al., 2013).

El atrapamiento de compuestos antimicrobianos en estos materiales puede
proteger a las sustancias bioactivas del estrés provocado en el ambiente, enmascarar
propiedades sensoriales indeseables, prevenir interacciones con componentes de
alimentos y lograr la liberacion controlada del compuesto antimicrobiano en el sitio de
accion (Ruiz-Rico et al., 2017). Para lograr la adsorcién de moléculas bioactivas en las
particulas de silice porosa, es importante considerar el tamafio y la selectividad de carga,
debido a que solo las moléculas con tamafio-menor que el poro del soporte pueden

guedar atrapadas (Pérez-Esteve et al., 2015).

Dada su posible aplicacién, para desarrollar sistemas de administracion de
compuestos activos de forma controlada, se ha realizado con éxito la sintesis de las MSN
a partir de precursores similares alos alimentos. Se ha reportado el uso de las cenizas
de la cascara de arroz (fuente de silice), los ésteres de poliglicerol de acidos grasos, el
éster de acido miristico de pentaglicerol y el acido oleico como agentes generadores de
MSN de calidad alimentaria (Tae et al., 2009).

2.1.5.4 Toxicidad

Se sabe que un tamafio de particula pequefio de un vehiculo puede conducir a
interacciones con eritrocitos de manera diferente a las observadas para los productos
antimicrobianos y farmacéuticos convencionales. Las particulas MCM-41 se consideran
transportadores alternativos para moléculas pequeias y la evaluacion in vitro de su
biocompatibilidad con componentes sanguineos es una parte necesaria de las pruebas

de toxicidad basicas. Otro estudio confirmé que las particulas de silice mesoporosa
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MCM-41 (0.1-1.0 mg / mL) no inducian la lisis de los glébulos rojos y demostraron su
buena biocompatibilidad (Tzankova et al., 2019).
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2.2 Quesos

El queso se define como un producto elaborado de la cuajada de leche
estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con o sin adicion de
crema, obtenida de la coagulacion de la caseina con cuajo, gérmenes lacticos, enzimas
apropiadas, acidos orgénicos comestibles y con o sin tratamiento ulterior,-.por
calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de fermentos de maduracion,
mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles opcionales, dando lugar
a las diferentes variedades de quesos pudiendo por su proceso ser: fresco,-madurado o
procesado (Villegas de Gante et al., 2016).

El proceso de elaboracion de un queso es relativamente sencillo, sin embargo,
involucra fendémenos fisicos y quimicos complejos. Se trata esencialmente de un proceso
de concentracion, a partir de la coagulacién de la caseina contenida en la leche por una
accion enzimética (cuajo) o coagulacion con un acido (comunmente &cido lactico)
(Ramirez & Vélez, 2012). El paso indispensable en la elaboracion de los quesos es la
coagulacion de la caseina, provocada mediante la accion combinada de enzimas
proteoliticas (cuajos de distintos tipos) y. calcio. El proceso de formacion del coagulo
incluye 2 etapas, como se muestra‘en la figura (7).

Ira Etapa
Proceso 2da Etapa
Micela de  enzimdtico Pa-K-Ldscina No-enzimitico "
: A + Coagulo
caseina : i _ . %‘q ;
Quimosina Glicomacropéptido Cat 22000

Figura 7: Formacién del coagulo de caseina. Adaptado de Udayarajan (2007).

En la primera, se desarrolla un proceso enzimatico modulado por la quimosina,
la cual rompe los enlaces entre los aminoé&cidos fenilalanina y metionina (Fen-105 y Met-
106) presentes en la k-caseina, liberandose el glicomacropéptido en la solucion. En la
segunda etapa, los agregados de para-k-caseina interaccionan con las otras caseinas

para producir el coagulo (Udayarajan, 2007).
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Una vez que la leche se ha coagulado, se debe proceder al cortado del coagulo
(cortes verticales y horizontales) en pequefios cubos, para favorecer la eliminacion del
suero (desuerado). Posteriormente se procede a su moldeado. El moldeado tiene como
finalidad dar forma al queso y ayudar a que los granulos de la cuajada se aglomeren. Los
moldes pueden ser cilindricos, cuadrados o alargados. Comunmente en el caso de
guesos suaves como del tipo fresco, no es necesario aplicar presion, pues es suficiente
con la que provoca el propio peso del queso. El salado, ademas de proporcionar sabor
al producto, evita la proliferacion de microorganismos y contribuye a la formacion de la
corteza del queso. En el proceso, se utiliza sal cristalizada o salmueras de diferentes

concentraciones, de acuerdo con el tipo de queso (Ramirez & Vélez, 2012).

2.2.1 Criterios de clasificacion

Existen diversos criterios de clasificacion con base en las condiciones de

proceso o las caracteristicas fisicoquimicas del tipo de queso:

a) Por contenido de humedad, se clasifican-en quesos duros (20-42%), semiduros
(44- 55%) y blandos o suaves (aprox. 55%).

b) Conforme al tipo de coagulacion de la caseina, se clasifican en quesos de
coagulacién enziméatica, quesos de coagulacion acida y quesos de coagulacion
acida/térmica.

c) Conforme su estado de maduracioén: frescos (6 dias), semi-madurados (40 dias)

y madurados (>70-dias).

El queso fresco presenta distintos nombres segun la regiéon de produccion y numerosas
variantes en cuanto a las técnicas de elaboracion. De acuerdo con la norma oficial
mexicana (NOM-121-SSA1-1994) el queso fresco se caracteriza por un contenido de
humedad elevado, un sabor suave y un periodo de vida de anaquel corto, por lo que debe
ser refrigerado. Se consideran como quesos frescos los siguientes: panela, fresco,
ranchero, blanco, Oaxaca, asadero, adobera, requeson, queso crema, entre otros, figura
(8) (Ramirez & Vélez, 2012).
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Queso suave Queso suave Queso suave Queso semi-duro Queso Duro
coagulacién coagulacidn coagulacién coagulacidn coagulacién
dcida dcidalcalor enzimitica enzimdtica enzimdtica
Coagulacion _ _ . _ _ _ _ Coagulacidn
acida _ _ 7 7 7 “ enzimatica
€50 Ricotta, Queso'Blanco, Oaxaca Suizo Americano Parmesano
crema Requesdn, Panela Mozzarella . Cheddar
; dam :
(Queso suave Mascarpone Gouda Jack
sin madurar Queso suave Colby
Cottage ligeramente
madurado
Brie
Atributos
Se incrementa la firmeza G

Disminuye la humedad

Generalmente aumenta el iempo de maduracion

b
g
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Figura 8. Criterios de clasificacién del queso, (adaptado de Farkye, 2004).



2.2.2 Queso Panela

El queso panela forma parte de los quesos frescos, los cuales ademas general
de queso se caracterizan por su alto contenido de humedad, y por no tener corteza o
tener corteza muy fina, pudiendo o no adicionarles aditivos e ingredientes opcionales
(NOM-243-SSA1-2010).

El queso Panela llamado también "Queso de la canasta" porque lleva la
impresion de la cesta en la que se moldea o0 "Queso Blanco", es un queso fresco, suave,
blanco de pasta blanda, auto prensado, servido mas a menudo como parte de una

bandeja de aperitivo o como bocado, figura (9).

Figura 9: Queso Panela Mexicano Artesanal (Gonzalez-Cordova et al., 2016).

Como todos los quesos frescos mexicanos su composicion incluye un
porcentaje elevado de agua (hasta 58%) y por ello es altamente perecedero, de ahi que
tenga que conservarse bajo refrigeracion desde el momento de su elaboracion lo que
dificulta su distribucion lejos de sus centros de produccion (Villegas de Gante et al.,
2016).
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Cuadro 2: Caracteristicas del queso panela.

Macrorregion Tipo de pasta Nivel de produccién

Planicies Pasta blanda, Artesanal, semiindustrial e industrial, con

templadas cortable, no prensada leche pasteurizada, poco con leche cruda.

Fuente: (Villegas de Gante et al., 2016)

El queso panela, al comercializarse poco tiempo después de elaborado muestra
un color blanco brillante (indicador de frescura), una pasta facilmente cortable y un sabor
lacteo, pero agradable. Es precisamente debido al color blanco, muy apreciado, por lo
gue a menudo la leche se descrema parcialmente para hacer un queso mas magro, y
por tanto mas blanco. La presencia en grasa butirica es la.que hace que al desecarse la
periferia aparezca una coloracion amarillenta y la presencia de una costra coriacea,

desagradable para la mayoria de los consumidores(Villegas de Gante et al., 2016).

2.2.2.1 Composicion quimica

Aungue muchos quesos tienen un pH que oscila entre 4.8 y 5.2, el queso Panela
no se fermenta y tiene un pH casi neutro, lo que puede ser ventajoso para la
supervivencia de los probiéticos. La matriz sélida y el alto contenido de grasa del queso
Panela son factores adicionales que favorecen la adicion de probiéticos. Su popularidad
probablemente reside en el-hecho de que los consumidores la consideran "saludable”
debido a su bajo contenido de grasa. Sin embargo, debido a su contenido de humedad
(53-58%), es muy perecedero. Se comercializa en porciones que pesan
aproximadamente entre 0.5 y 2 kg (Amaya-Llano et al., 2012; Gonzalez-Cdérdova et al.,
2016).

La Procuraduria federal del consumidor (Profeco) en 2016 analizd diferentes
marcas de quesos panela que cumplieron con las expectativas, ya que mostraron
contenidos de humedad entre el 50% y 60%, entre el 16% y 20% de proteina, y
contenidos de grasa entre el 19% y 29%. En el cuadro (3) se puede observar el

porcentaje de cada componente contenido en el queso panela.
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Cuadro 3: Composicion basica del queso panela (% en peso).

Composicion Porcentaje
Agua 53 - 58%
Solidos totales 42%
Grasa 12 - 18%
Proteina total 18 - 20%
Cenizas 25-27%
Sal 1.3-1.8%
pH 5.6 — 6.4
Valor energético (kJ/100 g) 1066 + 37

Fuente: (Ramirez & Vélez, 2012; Villegas de Gante et al., 2016)

2.2.2.2 Produccion, consumo y normatividad en México

México ocupa el décimo lugar en el mundo-en la produccion de queso y el octavo
para el consumo. El 10% del total de la produccion de leche en el pais se dedica a la
fabricacion de productos lacteos, de la cual la mayoria se destina a la produccion del
gueso (ICAR, 2016). Por su parte, la.industria de quesos produjo 65 mil 942 toneladas

con un valor en el mercado de 3 mil 322 millones de pesos, figura (10) (SIAP, 2018).

Otros
Fresco 1.7%

Manchego
9.0%

Chihuahua
10.1%

Amarillo
11.7%

Figura 10: Participacion en la produccion de quesos por tipo (enero-marzo 2018 p/),
adaptado de SIAP
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Los productos lacteos en general se rigen bajo normas oficiales mexicanas
(NOM), una de las normas mas completas es la NOM-243-SSA1-2010, la cual es de
caracter obligatorio en territorio nacional y establece las especificaciones sanitarias-y
nutrimentales que debe cumplir la leche, férmula lactea, producto lacteo combinado y los
derivados lacteos. Esta norma incluye las nuevas disposiciones para los quesos, en
donde el monitoreo de patdgenos como Escherichia coli, Listeria monocytogenes.y de la
toxina estafilocdccica, ayuda a disminuir la incidencia de las enfermedades causadas por
estos microorganismos y facilita su exportacion, ya que la mayoria de los socios
comerciales de México incluyen en sus legislaciones este tipo de determinaciones,
ademas proporciona los limites méaximos permisibles de microorganismos que pueden

contener quesos frescos, los cuales se enlistan en el cuadro (4):

Cuadro 4: Limites maximos de contenido microbiano para quesos frescos.

Microorganismo Limite méaximo
Organismos coliformes totales <100 UFC/g o mL
Staphylococcus aureus 1000 UFCl/g
Salmonella spp Ausente en 25 g o mL
Escherichia coli 100 UFC/g o mL
Listeria monocytogenes Ausente en 25 g o mL
Vibrio cholerae Ausente en 25 g
Enterotoxina estafilococcica Negativa
Toxina botulinica Negativa
Mohos y levaduras 500 UFC/g o mL

Fuente: NOM-243-SSA1-2010

2.3 Peliculas y recubrimientos comestibles para quesos

Los quesos en general tienen una composicion compleja debido a las muchas

reacciones biolégicas y bioquimicas que ocurren desde la produccion hasta el
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almacenamiento, lo que influye en sus caracteristicas fisicas, sensoriales y quimicas,

como la textura, el sabor y el color (Cui et al., 2016).

El crecimiento de las levaduras, mohos y bacterias puede ocurrir en la superficie
del queso debido a las condiciones ambientales durante el manejo y almacenamiento, o
gue reduce considerablemente la calidad del queso y las demandas para el desarrollo
de materiales de empaque a medida para evitar el deterioro. Los requisitos para su
empaquetado cambian segun el tipo de queso, ya que las tasas de maduracion, el
contenido de agua Yy la estabilidad mecanica dependeran de su composicion. Se ha
sugerido que los quesos frescos (por ejemplo, queso crema, queso panela y requesén)
deben envasarse en una atmdésfera modificada que contenga N2 y/o CO:z en lugar de O-.
Sin embargo, debido a la presencia de levaduras y bacterias, el deterioro aun puede
ocurrir incluso con niveles bajos de O: y altos de COz, lo-.que hace que el empaquetado
en atmosfera modificada sea una solucion que debe usarse con cuidado teniendo en

cuenta estos factores (Costa et al., 2018).

Algunos de los materiales utilizados para el envasado de quesos, como
polietileno, poliamida o polipropileno, no.son biodegradables ni comestibles y pueden
provocar problemas ecoldgicos y estar limitados por una legislacion estricta sobre la
migracién de los materiales al queso. Estas preocupaciones principales llevaron a la
industria a buscar nuevas soluciones de empaque y, posteriormente los ha llevado a una
creciente investigacion relacionada con los materiales de empaque comestibles. Las
peliculas y recubrimientos comestibles basados en estos materiales pueden garantizar
la calidad de los alimentos, actuando como una barrera semipermeable al oxigeno,
diéxido de carbono y vapor de agua, permitiendo la reduccion de la pérdida de agua y el
control de la tasa de maduracion. Ademas, las peliculas y recubrimientos comestibles se
pueden ‘'usar como portadores de agentes antimicrobianos y, por lo tanto, evitan el

crecimiento microbiano no deseado en la superficie del queso (Costa et al., 2018).

Las peliculas y recubrimientos comestibles se pueden usar para mejorar la calidad
y seguridad de los alimentos, principalmente a través de la extension de la vida util, pero
también para mantener el sabor, el color y el valor nutricional del queso. Ademas,

presentan otras caracteristicas valiosas que pueden consumirse con el queso evitando
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la generacion de residuos, ya que no hay empaques residuales que desechar (incluso si
no se consumen) ya que son biodegradables; Las propiedades organolépticas y
nutricionales del queso pueden mejorarse, ya sea debido a la composicion de la
pelicula/recubrimiento que puede tener propiedades beneficiosas por si mismas, o0 a su
capacidad para incorporar componentes tales como agentes aromatizantes, tefiidos o
edulcorantes, que se comen con el recubrimiento; pueden actuar como portadores de
ingredientes activos, por ejemplo con propiedades antimicrobianas y antioxidantes, y por
lo tanto promueve la conservacion del queso con el control simultaneo de la tasa de

difusion de esas sustancias en el queso (Costa et al., 2018; Cui et al., 2016).

Las propiedades antimicrobianas de las peliculas de quitosano pueden mejorarse
utilizando el quitosano en combinacién con otro tipo de antimicrobianos, por lo tanto,
produce un mayor efecto antimicrobiano. Esto permite una extension de la vida atil en
términos de carga microbioldgica y, en algunos casos, la mejora de las caracteristicas
sensoriales del queso. Sin embargo, es importante mencionar que cuando se usa
guitosano, se deben tomar algunas precauciones debido al medio acido en el que debe

disolverse y al color rojo anaranjado que puede presentar (Costa et al., 2018).

2.4 Propiedades del recubrimiento

Para lograr los objetivos de conservacion, la suspension filmogénica de un
recubrimiento debe extenderse uniformemente sobre el alimento y luego formar una
pelicula que tenga una adecuada adherencia, cohesién y durabilidad. El espesor del
recubrimiento comestible debe estar bien controlado para crear cierta atmosfera
modificada para suprimir la tasa de respiracion de los productos horticolas o retrasar el
deterioro_de la calidad de los alimentos de abiosis. La viscosidad de la solucion del
recubrimiento puede afectar la capacidad de esparcimiento y la uniformidad de la capa
de recubrimiento liquido, que a su vez afecta el espesor y el rendimiento de la pelicula
resultante. Dado que el valor de pH de una solucién de recubrimiento puede afectar su
estabilidad (como el cambio de viscosidad) y su funcionalidad (como la propiedad
antibacteriana), es necesario medir el pH inicial de la solucion de recubrimiento (Zhong
et al., 2014).
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2.5 Método de aplicacién del recubrimiento

El efecto de proteccion de un recubrimiento comestible depende de la
composicién, la morfologia de la superficie, el tamafio y la forma de la matriz del producto
a recubrir. Los recubrimientos comestibles se pueden aplicar en o incluso dentro de los
alimentos por varios métodos, y los diferentes métodos de recubrimiento tienen.sus
propias ventajas y desventajas. La inmersion es la via de laboratorio mas comun debido
a su simplicidad, bajo costo y buena cobertura en superficies de alimentos irregulares.
Sin embargo, el método de inmersion tiene desventajas obvias, por ejemplo, conduce a
la dilucion de la solucién de recubrimiento y al residuo de una gran cantidad de materiales
de recubrimiento, y con frecuencia produce un crecimiento de microorganismos en el

tanque de inmersion (Homez-Jara et al., 2018).

Durante el proceso de barnizado, la solucién filmogénica se coloca con la ayuda
de una brocha en los alimentos. Para una buena calidad del producto y un control preciso
del peso, la viscosidad de la solucion de recubrimiento es un parametro clave y la

superficie de los alimentos debe ser plana.

El método de aspersion es otra forma ampliamente utilizada para aplicar
recubrimientos. Esta técnica ofrece. un recubrimiento uniforme, control de espesor y la
posibilidad de aplicaciones sucesivas que no contaminan la soluciéon de recubrimiento.
Este método puede controlar el tamafio de la gota, aumentar la cobertura y deposicion
de la gota, producir una-distribucién homogénea y reducir el desperdicio. Para poder
evaluar el comportamiento de los recubrimientos comestibles, el espesor del
recubrimiento.es un parametro importante el cual se debe medir, ya que puede influir en
la morfologia, la opacidad, las propiedades mecanicas y la capacidad de barrera de las
peliculas resultantes. Los rendimientos de los recubrimientos comestibles no solo
dependen de los métodos de recubrimiento empleados, sino también de las propiedades
de los materiales de recubrimiento (tipo, cantidad, densidad, viscosidad y tension

superficial) (Zhong et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

El empacado de los alimentos es un area importante de la tecnologia de
alimentos, se encarga entre otros aspectos, de la preservacion y proteccion contra el

deterioro fisicoquimico y microbiano a todo tipo de alimentos.

En México, los patégenos reportados con mayor frecuencia en quesos- tipo
fresco, han sido Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes vy
Staphylococcus aureus; Por motivo que se llegan a reportar de 200 a 500 casos de

salmonelosis por 100 000 habitantes cada afio.

La presencia de estos microorganismos patégenos son indicadores de la

incorrecta manipulacion y de una deficiente calidad sanitaria, respectivamente.

Las peliculas y recubrimientos comestibles desempefian un papel importante en

los alimentos para su conservacion, distribucion y comercializacion.

Debido a que, en este trabajo, se combinara el quitosano con caseinato de sodio
y reforzado con particulas de silice mesoporosa conteniendo aceite esencial de orégano,
es probable tener una mejor vida de anaquel de queso panela sin la necesidad de
conservadores quimicos como los ‘usados actualmente en este tipo de productos

(sorbato o natamicina).

Asimismo, se ha analizara el efecto de la incorporacién del aceite esencial de
orégano a las peliculas de quitosano a través de los cambios inducidos en las
propiedades de la pelicula y la actividad antimicrobiana de la pelicula en queso fresco

tipo panela.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Formular y caracterizar un recubrimiento comestible activo a base de caseinato
de sodio y quitosano reforzado con particulas de silice adicionadas con aceite esencial
de orégano para aplicar en queso fresco tipo Panela.

4.2 Objetivos especificos

- Obtener particulas de silice mesoporosas como modelo de liberacion controlada
de agentes bioactivos.

- Obtener aceite esencial de orégano mediante hidrodestilacion y determinar la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano.

- Disefiar un recubrimiento comestible a base de caseinato de sodio y quitosano,
adicionando con particulas de silice y aceite esencial de orégano.

- Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas, propiedades mecanicas, de barrera y
antimicrobianas de la pelicula.

- Aplicar el recubrimiento activo en queso panela y evaluar su efecto en las

caracteristicas de calidad del queso.
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5. METODOLOGIA
5.1 Materiales

Caseinato de sodio 91.4% de proteina, 1.2% sodio y 100% soluble en agua (New
Zealand Dairy Board, Auckland, NZ), glicerol, acido lactico 85%, bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), etanol, hidroxido de sodio y trietil ortosilicato (TeOS)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Quitosano desacetilacion =290% (Chemsavers,
Bluefield, VA, USA), aceite esencial de orégano (AEO), Tween 80 (J.T. Baker, Radnor,
PA, USA), caldo soya tripticaseina (TSB), agar soya tripticaseina (TSA), agar cuenta
estandar (Bioxon, CDMX, México).

5.2 Métodos

5.2.1 Extraccién del aceite esencial de orégano (AEO)

El material vegetal de partida fue orégano (Lippia graveolens Kunth) que se obtuvo
de Toliman, Qro. La muestra se secd naturalmente a temperatura ambiente, de 4 a 6
dias. El material seco se almacend en bolsas de polietileno hasta su uso (Geraci et al.,
2018). ElI AEO se obtuvo por hidrodestilacion de cada una usando 250 g del material
seco en 5 L de agua destilada en un tiempo de 3 h, utilizando un equipo tipo Clevenger.
La capa oleosa del destilado obtenido fue removida y secada con sulfato de sodio
anhidrido. ElI AEO fue esterilizado por filtracion con uso de una unidad Swinnex con
membrana (Millipore, Burlington, MA, EUA) de polifluoruro de vinilideno (PVDF) de
tamafio de poro de 0.45 ym y posteriormente almacenado en viales protegidos de la luz

a 4 °C para su posterior uso (Hernandez-Hernandez et al., 2014).

5.2.2 Sintesis de SM

Se preparo una solucion de 240 mL de agua destilada y 1.75 mL de NaOH 2N
para dispersar mediante un bafio ultrasénico a temperatura ambiente, 0.5 g de bromuro
de CTAB como el agente para generar poros, durante 5 min. La suspension se calentd
a 80°C en agitacion contante y después se adiciono 2.5 mL de TeOS gota a gota durante
5 min, después se dejo en agitacion continua durante 2 h. El resultante solido se separo

por medio de filtracién y se lavo con etanol (EtOH) absoluto dos veces, después se seco

30



a temperatura ambiente. El polvo resultante se calcind en una mufla (Thermolyne,
Thermo scientific, EUA) a 500 °C durante 5 h para eliminar los rastros del tensoactivo.
(Fernandez-Bats et al., 2018).

5.2.2.1 Adsorciéon del AE en las SM

Se cargaron las microparticulas de silice mesoporosa con AEO, tomando 0.100 g
de microparticulas, mezclando con 0.100 g de AEO disuelto en 5 ml de etanol puro,
agitando durante 24 h en una campana de extraccion. La cantidad de AE encapsulado
se midié colocando las muestras encapsuladas en un desecador durante 24 h
(Fernandez-Bats et al., 2018).

5.2.3 Efecto antimicrobiano del AEO

La determinacion de efecto antimicrobiano de las particulas de silice mesoporosas
activadas con aceite de orégano se midieron usando Salmonella Saintpoul y Listeria
innocua como microorganismos de prueba debido a su capacidad de crecer en queso
fresco. Las cepas se activaron en caldo nutritivo a 37°C, transcurridas 24 h se
resembraron en TSB durante 6 h y se realizdé un conteo mediante el método de Miles &
Mishra para la determinacion de las UFC/mL. La poblacién bacteriana se ajusté a 107
UFC / mL en una solucién de peptona.

Se empleo el método de difusion en agar para determinar la capacidad
antibacteriana del AE libre 'y PSM con AEO. Se inoculé 107 UFC/mL de Salmonella
Saintpaul y Listeria innocua en agar suave (0.8% p/v) para verter en las placas con TSA
solidificado (1.5 % p/v).

El AE libre con Tween 80 al 10% (v/v) en diferentes concentraciones (15% a 25%
p/v) y las PSM con AEO se suspenderan en agua destilada estéril (40 mg/mL).

En membranas de polifluoruro de vinilideno (Millipore, Irlanda) de 25 mm de
didametro se impregnaron con 75 pL de cada dilucién de AEO libre y 6 y 8 mg de PSM
con AEO respectivamente. Las membranas se colocaran en la parte superior del agar
blando y se dejaron difundir durante 3 h a 4°C y se incubaron a 37°C durante 120 h. Se
medio la zona de inhibicion del crecimiento usando un vernier, el efecto del surfactante

se tomo como control (Herndndez-Hernandez et al., 2014).
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5.2.4 Preparacion de la solucion filmogeénica
5.2.4.1 Disefio experimental

Se evalué el efecto de una mezcla para la generacion de un recubrimiento a base
de caseinato de sodio (CS), Quitosano (QU) y PSM a diferente volumen-final de la
solucion filmogénica. Se realizaron dos proporciones de la mezcla de CS:QU (4:1, 8:1
p/p) con la presencia o ausencia de PSM en diferente volumen final de la mezcla (25 y
40 mL). Se realizé un disefio factorial completo 22 con tres réplicas. Cuadro (5).

Cuadro 5: Disefio experimental para el disefio de los recubrimientos comestibles.

Factor Niveles
CS:QU 4.1 8:1
Volumen (mL) 25 50
SM Presencia Ausencia

En el cuadro (6) se observan los 6 tratamientos utilizados en este proyecto.

Cuadro 6. Tratamientos del disefio experimental de las suspensiones filmogénicas

Tratamiento =~ CS:QU  Volumen (mL) SM
T1 4:1 25 Presencia
T2 4:1 25 Ausencia
T3 4:1 50 Presencia
T4 4:1 50 Ausencia
T5 8:1 25 Presencia
T6 8:1 25 Ausencia
T7 8:1 50 Presencia
T8 8:1 50 Ausencia
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Las variables de respuesta fueron: potencial ¢, tamafio de particula, indice de
polidispersion, espesor, fuerza de tension, elongacion y modulo de Young. Los que
presentaron mejores propiedades se les determiné la permeabilidad a los gases y las

propiedades antimicrobianas.

5.2.4.2 Solucion de caseinato de sodio con quitosano

La suspension filmogénica de CS 'y QU se prepararon en dos relaciones diferentes
4:1 y 8:1 (CS:QU, p/p). EI CS se disolvid en agua destilada (3.5% de proteina, p/v),
posteriormente se ajusto el pH a 5.3. De manera similar, se llevd a cabo una solucion de
QU (1% p/v) dispersando el quitosano en una solucién de &cido lactico 0.1 M, una vez
disuelto, se ajustd la solucion a pH 5.8. Cada suspensién se mantuvo bajo agitacion
hasta su completa disolucion. El CS se agregé al QU dependiendo a cada relacién, bajo
agitacion a 700 rpm. Para la adicion del AEO libre, primero se disolvio en Tween 80 (2 g
de Tween 80/g de AEO). Para la adicion de las SM, se suspendieron en agua destilada
(20 pg/mL) y se afadio a la suspension filmogenica (2% SM) a CS:QU. Cada mezcla se
ajusté a pH 5.0 y se agitdo suavemente durante-20 min. Se agrego glicerol (Gly) como

plastificante a una relacion de peso Gly/CS de 30%.

Para las pruebas fisicoguimicas se vertieron la solucion filmogénica en cajas Petri
para obtener peliculas. La suspension en las cajas se secO en una camara climatica a
35 °C. Las peliculas se despegaron y acondicionaron durante 24 h a 50% HR antes de

las mediciones.

5.2.5 Determinacion de las propiedades fisicas, de barrera y antimicrobianas del

recubrimiento

5.2.5.1 Potencial ¢ y tamafio de particula

El potencial eléctrico (potencial), el tamafio de particula y el indice de
polidispersion se midieron con el equipo Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Se realizaron tres mediciones de potencial { en cada muestra de
solucion filmogénica (1 mL). Se hizo a una temperatura de analisis de 25 °C. El equipo

determina el diametro medio de las particulas utilizando dispersién de luz dinamica. El

33



equipo usa un laser de helio-nedn con potencia de operaciéon de 4 mW y se fija a A =633

nm de emisién roja (Porta et al., 2016).

5.2.5.2 Espesor

El espesor de las PC se midié con un micrémetro con sensibilidad de 1 um (Mod.
IP65 Mitutoyo, Japdn) colocando tiras de las PC entre las mandibulas del micrometro y
el espacio se redujo hasta la friccion minima. Se realizo el calculo de el grosor promedio

a partir de cinco mediciones en posiciones aleatorias (Giosafatto et al., 2014).

5.2.5.3 Color y Transparencia

Se utilizé un colorimetro para evaluar los parametros L* (luminosidad, blanco-
negro), a* (verde-rojo) y b* (amarillo-azul). Se tomo la medicion de 3 puntos por cada

pelicula.

La transparencia de las peliculas se determiné de acuerdo con el método descrito
por (Lin et al., 2020) con modificaciones. La pelicula comestible se cortd en tiras (1 x 4
cm). Los bordes superior e inferior de la muestra se fijaron en la superficie de una cubeta
de cuarzo con cinta adhesiva y se midi6 la absorbancia a 600 nm usando un

espectrofotometro. La transparencia se calculé usando la ecuacion:

A600
T =22
s

Donde:
T= Transparencia
A= Absorbancia
0=Espesor

5.2.5.4 Propiedades mecanicas

Se utilizd un equipo Instron Universal (Mod. 5543A, Norwood, MA, EUA) para
medir la resistencia a la tensién (TS), elongacién al punto de rotura (EF) y médulo eléstico
(EM) de acuerdo al método ASTM D882-10 (2010) con modificaciones utilizando el
meétodo de ensayo A, peso estatico, velocidad de separacion constante. La velocidad de
separacion de la cruceta fue de 5 mm/min en el modo de tension (Giosafatto et al., 2014;
Porta et al., 2016). estas tiras se equilibraron colocandolas a 50% de humedad relativa y

23°C en una camara ambiental.
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5.2.5.5 Permeabilidad a gases

La permeabilidad al oxigeno (O2), diéxido de carbono (CO2) y vapor de agua
(H20) se midieron usando la técnica ASTM D3985 (1981) con modificaciones usando un
equipo Multiperm (Extrasolution s.r.l., Pisa, Italia). Antes de la medicidn las muestras se
acondicionaron a 50 % HR durante 2 h. La prueba se realizé a 25 °C y 50 % HR (Porta
et al., 2015).

5.2.5.6 Solubilidad

La solubilidad de las peliculas se determiné de acuerdo con el método descrito
previamente por Vahedikia et al. (2019). La materia seca inicial. de las muestras se
determind colocando las peliculas en un desecador que contenia sulfato de calcio a 25 °
C y 0% de humedad relativa (HR) durante 24 h. Luego se sumergieron las peliculas en
50 ml de agua destilada y luego se colocaron en una.incubadora con agitadora 25 °Cy
se agitaron durante 24 ha 250 rpm. La solubilidad de la pelicula (%) se calculo:

Peso seco inicial — Peso seco final

Solubilidad en agua (%) = P20 soco Tnicial x 100

5.2.5.8 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El analisis microestructural de las secciones transversales de las peliculas se llevo a
cabo utilizando la técnica SEM en un microscopio electronico (FEI Quanta-250 FEG,
Hillsboro, OR, USA). Se cortaron piezas de 6 mm 1 mm de peliculas y fueron montados
sobre cabos de cobre perpendicularmente a su superficie. Las muestras se recubrieron

con oro y se observaron, utilizando un voltaje de aceleracién de 10 kV.

5.2.5.8 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

La superficie de las peliculas se estudid mediante AFM, utilizando un instrumento
multimodo NanoScope llla (Vecco Metrology Group, Digital Instruments, Fremont, CA,
USA). Las formulaciones probadas fueron T3, T4, T7 y T8. En cada ensayo se obtuvo
una imagen tridimensional de la superficie de una pelicula (50 x 50 um) y se capturaron

tres imagenes por formulacién. Se calcularon dos parametros estadisticos relacionados
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con la rugosidad de la muestra (método ASME B46.1, 1995): rugosidad promedio (Ra:
promedio del valor absoluto de las desviaciones de altura de una superficie media), y
rugosidad raiz-cuadrada media (Rq: raiz cuadratica promedio de las desviaciones de

altura tomadas del plano de datos medio).

5.2.5.9 Efecto antimicrobiano de las peliculas

La actividad antimicrobiana se evalud poniendo en contacto directo la PC de 25
mm de diametro sobre la placa de agar correspondiente para cada microorganismo. Se
uso6 el método de difusién en agar con indculos de Salmonella ser. Saintpaul y Listeria
innocua. EI medio de cultivo se enfri6 a 45°C y se inoculé con 1% (v/v) del
microorganismo (107 UFC/mL, concentracion final). Se identificd la zona de inhibicién con
un vernier restando el diametro del disco de la pelicula. El efecto antimicrobiano se

determiné midiendo el diametro de la zona de inhibicién (Fernandez-Bats et al., 2018).

5.2.6 Elaboracion del queso panela

Para la elaboracion del queso panela se utilizé leche pasteurizada entera, la cual
se llevé a una temperatura de 35 °C 'y se le agreg6 cloruro de calcio (0.4 ml/L).
Posteriormente, se adicion6 el cuajo (0.02 g/L) y se agitd constantemente para lograr su
completa incorporacion. Se dejo reposar por 30 min para favorecer la formacion de la
cuajada, y posteriormente realizar el corte de esta. Se procedi6 a la eliminacion parcial
del suero seguido de la etapa de salado, empleando NaCl al 0.6% (p/v) respecto al

volumen inicial de leche (Villegas de Gante et al., 2016).

La pasta obtenida fue colocada en moldes por un periodo de 8 a 12 h en
refrigeracién para favorecer un mejor desuerado, concluido este periodo el queso se

desmoldé para después aplicar la SF.

5.2.6.1 Disefio experimental

Para evaluar el efecto del recubrimiento se realiz6 a cabo un disefio unifactorial
con el factor recubrimiento en tres niveles: sin recubrimiento, CS:QU y CS:QU PSM-AEO.
Se utiliz6 como recubrimiento a los quesos la SF que presentd mejores caracteristicas

fisicoquimicas y antimicrobianas. La unidad experimental consté de dos recubrimientos
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con y sin MS-AEO en quesos con réplica con un queso control, almacenando el queso
en recipientes de polivinileno. Los tratamientos fueron aleatorizados. Se realizaron cinco
mediciones en el tiempo de cada parametro evaluado a los 0, 5, 10 y 15 dias de
almacenamiento. Los parametros evaluados fueron: Humedad, pH, acidez titulable,

cuenta de mesodfilos aerobios y cuenta de mohos y levaduras.

5.2.6.2 Aplicacion del recubrimiento comestible

El recubrimiento se aplicé en muestras de queso Panela usando una pistola de
aspersion, las muestras se rociaron 2 veces dejando 2 min entre cada rociada. Después
del proceso de recubrimiento, todas las muestras se drenaron en mallas de acero
inoxidable y se secaron en una campana de flujo laminar durante 20 min, luego se
colocaron en recipientes de plastico "clam-shell* estandar (Mod. 97562, Pactiv Corp.,
México) luego se almacenaron a 4 °C y se evaluaron-a los 0, 5, 10 y 15 dias de
almacenamiento. Los quesos no recubiertos se usaron como control y se almacenaron y

analizaron al mismo tiempo.

5.2.7 Evaluacion del efecto de la aplicacion del recubrimiento

5.2.7.5 Humedad

La humedad se determin6 usando 1 g del queso homogeneizado mediante
analizador de humedad (Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, Switzerland) a 105 °C y las
mediciones se realizaron por triplicado, expresandose la humedad como % en peso.

5.2.7.6 Determinacién del pH y de la acidez titulable

Los valores de pH del queso se midieron mediante el uso de un potenciémetro
Orion Star A211 (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Esta medicién se realizd por

triplicado, se tomaron 10 g por pieza y se mezclaron con 20 mL de agua destilada.

La acidez titulable se determiné de acuerdo con la metodologia descrita en la
NOM-243-SSA1-2010. Se tomaron 18 g de muestra, homogenizando con 36 ml de agua
destilada adicionando 0.5 mL de indicador de fenolftaleina y se tituld6 con solucién de
hidroxido de sodio 0.1 N hasta la aparicién de un color rosa permanente por lo menos 30

s. Los resultados se reportan como % acidez titulable expresada como acido lactico.
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5.2.7.7 Determinacion de cuenta bacteriana total y mohos y levaduras en queso durante

el almacenamiento

El queso panela cony sin recubrimiento alos 0, 5, 10 y 15 dias de almacenamiento
se analiz6 por triplicado. Las muestras se prepararon de acuerdo con NOM-110-SSA1-
1994. Se pesaron diez gramos de cada muestra, se mezclaron con 90 mL de agua
Peptonada estéril y se homogeniz6 en un Stomacher (Seward).

El andlisis de mohos y levaduras se realizé de acuerdo con la NOM-111-SSA1-
1994 con algunas modificaciones. Se vertieron 1 ml de la muestra en cajas Petri y
posterior se vacio 15 mL de agar papa y dextrosa (pH = 3.5 £ 0.1), se incubaron a 25 +
1 °C; Las colonias (UFC/g) se evaluaron después de 3 dias de incubacion. Los resultados

se informaron como Logio UFC/g.

El recuento de bacterias aerobias mesoéfilas se realizé como se describe en NOM-
092-SSA1-1994, usando agar cuenta estandar, vertiendo 1 ml de muestra e incubando

durante 48 h a 35 °C. Los resultados se informaron como Logio UFC/g.

5.3 Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado y se report6 el promedio + desviacion
estandar. Se utilizo el andlisis de varianza para determinar diferencias entre los
tratamientos. Para determinar diferencias entre las medias se efectu6 la prueba de
Tukey, con un nivel de significancia a<0.05, utilizando el software estadistico JMP

(version 13).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Extraccion del AEO

El AEO obtenido mediante el método de hidrodestilacion, figura (11) present6 un
color amarillento y olor caracteristico a la planta (pardmetros no determinados
cuantitativamente). El rendimiento obtenido fue de 2.03% (p/p base seca), el cual se
encuentra dentro del rango reportado por Guevara-Valderrama (2019) de 0.67 a 2.54%

(p/p) para la misma variedad de orégano proveniente de la misma zona geografica.

La cantidad y calidad del aceite extraido de plantas aromaticas pueden depender
de diversos factores como tipo de suelo, condicion de floracion, parte utilizada de la
planta, edad de la planta y condiciones de extraccion (Asbahani et-al., 2015; Rao et al.,
2019). Por lo cual al tener el mismo orégano mexicano-extraido de la misma zona
geografica es posible que por distinta condicion ambiental y edad de la planta el
rendimiento obtenido sea diferente al 4.29% (p/p) reportado por Hernandez-Hernandez
et al. (2014).

Figura 11: Aceite esencial de orégano obtenido mediante hidrodestilacion.

Se considera que el AEO utilizado en este trabajo tiene una composicion alta en
timol junto con y-terpineno, debido a que Hernandez-Hernandez et al. (2014), reportaron
la composicién del AEO obtenido mediante el uso del mismo método de extraccion,

ademas de que las plantas usadas en ambos casos se encontraban en la etapa de
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floracion y es proveniente de la misma zona geografica (Toliman, Querétaro) que en este
trabajo.

6.2 Sintesis y caracterizacion de las SM

Las SM poseen sistemas de poros ordenados con forma hexagonal y un tamafo
dentro del rango de 2-50 nm. Este tipo de material posee caracteristicas particulares que
le brindan gran utilidad, ya que posee una baja toxicidad y una alta estabilidad quimica,
un area de superficie con la capacidad de retencién de compuestos debido a la absorcién
en sus poros. Ademas, de que han logrado demostrar que las PSM son-capaces de

reforzar las propiedades mecanicas de distintos materiales (Fernandez-Bats et al., 2018).

£

200 nm

1000kv  4.5mm &l #1308 K 198 gHigh Vacuum FCN~UAQ.

Figura 12: Observaciones SEM de A) 2.50k X SM B) 10.00k X SM C) 10.00k X SM-
AEO y D) 30.00k X SM-AEO

En las observaciones por SEM de SM en la figura (12) se pueden observar que el

tamafio de particula es un aproximado de 1200 nm, al momento de adicionar el AEO con
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las SM y etanol, estas reducen su tamafio a 360 nm y se muestran con una forma mas
homogénea, el cual se debe a que al momento de la absorcion del aceite en las MS,
estas se encuentran en agitacion con el AEO y etanol, lo cual puede provocar que éstas
por la misma agitaciéon se pulan hasta reducir el tamafo, eliminando el tensoactivo
restante y logrando encapsular el AEO dentro de sus poros como se puede observar en
la figura (13).

Figura 13: MS y MS con AEO encapsulado

La forma y el tamafio de la SM varian debido al estado de agregacion de las
micelas del tensoactivo y su concentracion. Debido a ello, el CTAB es el tensoactivo mas
usado ya que tiene la capacidad de servir como base para crear particulas de silice con
dimensiones entre 200 a 400 nm con poros ordenados y paralelos, que pueden usarse
en como sistema de entrega de algun antimicrobiano. Sin embargo, existen otros factores
gue pueden modificar la morfologia de las PSM durante su sintesis, como son la
velocidad de agitacion, la velocidad de goteo del TEOS y la temperatura de la sintesis
(Fernandez-Bats et al., 2018).

6.3 Actividad antimicrobiana del AEO y las SM-AEO

En_este estudio se utilizé AEO debido a que ya ha sido reportado su efecto
antimicrobiano contra una gran variedad de microorganismos deterioradores en los
alimentos (Hernandez-Hernandez et al., 2014; Carmagnini et al., 2015, Guevara-
Valderrama, 2018).

La actividad antimicrobiana del AEO libre y el atrapado (t pprobablemente con una

parte adsorbida) en SM se establecié determinando la inhibicién de dos microorganismos
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transmitidos por los alimentos al representar un ejemplo de bacterias Gram-positivas (L.

innocua) y Gram-negativas (S. Saintpaul).

Se puede apreciar en la Figura (14) que el microorganismo mas sensible al agente
antimicrobiano fue L. innocua. Los resultados del didmetro de inhibicion se detallan en el
Cuadro (7).

Figura 14: Actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano mexicano a distintas
concentraciones contra L. innocua A) AEO 25% B) SM-AEO 8mg y S. Saintpaul C) AEO
25% D) SM-AEO

EIAEO y las SM-AEO lograron presentar actividad antimicrobiana. El mayor efecto
se observé contra L. innocua, y con S. spp. Saintpaul; sin embargo, no se presentd halo
de inhibicion usando 6 mg de PSM-AEO.

Carmagnini et al., (2015) demostraron un halo de inhibicion en AEO al 25% para
L. monocytogenes y S. Enteritidis de 5 mm. Ruiz-Rico et al., (2017) muestran actividad
antimicrobiana con SM MCM-41 conteniendo componentes volatiles de AEs logrando
obtener inhibicién con 0.15 mg/mL para L. innocua y 0.2 mg/mL para E. coli como Gram-

negativa.
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Cuadro 7: Diametros de la zona de inhibicion del AEO y SM-AEO

Diametro de la zona de inhibicion (mm)

Microorganismo AEO SM-AEO
15% 25 % 6 mg 8 mg
L. innocua 18.67 +1.532 24.83+2.362 0.93+0.122 6+0.24
S. Saintpaul 8.33+2.52P 14.64+2.08° 0.00° 2.67 + 153"

Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar (n=3).
Letras iguales entre columnas indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey(a<0.05).

La diferencia en la cantidad necesaria de los aceites esenciales para lograr
actividad antimicrobiana puede deberse a los cambios en la composicion, ya que ésta se
les atribuye a los compuestos aroméaticos (fendlicos) presentes en los aceites, debido a
gue tienen una funcién para permeabilizar la membrana. El mecanismo de accién de los
aceites esenciales contra microorganismos es complejo y no ha sido explicado en su
totalidad, siendo lo mas probable que su actividad antimicrobiana no sea atribuible
Unicamente a un mecanismo en especifico sino que existan distintos sitios afectados en

la célula (Rao et al. 2019), como se sugiere en la Figura (4).

Cabe mencionar que los microorganismos Gram-positivos son generalmente mas

sensibles a los aceites esenciales que los Gram-negativos (Varga et al., 2015).

6.4 Caracterizacion y estabilidad de la suspension filmogénica (SF)

El tamafio de particula, potencial { e indice de polidispersion son datos que
ayudan a explicar la estabilidad de una solucién formadora de pelicula. Se evalué el
potencial  y tamafio de particula de las diferentes mezclas de CS y QU, como se observa
en el cuadro (8) utilizadas para la elaboracion de los recubrimientos comestibles. Sabbah
et al.; (2016) y Croissant et al., (2018) mencionan que entre mas grande sea el valor
absoluto del potencial ¢ (>30 mV), las particulas en suspension son mas estables como

consecuencia de la repulsion electrostatica y se mantendran en suspension mas tiempo.

En el anexo 1 se muestra la interaccion de la titulacién del CS en QU con relacion
a su potencial ¢ y tamafio de particula promedio de la mezcla y su comportamiento, a

medida de la adicion de SC en el QU se comporta estable, hasta que el aumento de la
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proteina llega a desestabilizar el pH de la solucién, provocando el aumento del tamafio
de particula y la precipitacion de los compuestos. En el anexo 2 se muestra la titulacion
del QU en el CS, donde se puede observar un potencial { inestable, a lo que puede llevar

a la precipitacion de los compuestos, la cual forma un complejo tipo goma entre el CS y

QU.

En los resultados del cuadro (8), los tratamientos se encuentran en un intervalo
de potencial { de 17.8 a 36.9 mV, mostrando un valor ¢ estable en los tratamientos de 50
mL. Los valores menores de 30 mV pueden deberse a que la proteina se encuentra cerca
de su punto isoeléctrico, puede haber presencia de agregacion molecular evitando una
interaccién con el QU por la ausencia o casi ausencia de interacciones electrostaticas.
También se observé que, en los tratamientos sin precipitacion del CS, las SM ayudaron
a incrementar el potencial { debido a las interacciones entre particulas formando una

solucion mas estable.

El tamafio de particula por lo general es reportado como el promedio del tamafio
de todas las particulas dentro en una suspension. Este valor es una representacion del
didmetro de una particula que representa el nimero total de particulas de la muestra
(Esposito et al., 2016). El volumen de las soluciones filmogénicas determina la velocidad
del secado para obtener las peliculas y estas pueden obtener diferentes
comportamientos debido a la organizacion de las particulas de la solucién al momento
del secado. El cuadro (8) muestra un menor tamafio de particula en las soluciones con
volumen de 50 mL en comparacion de las de 25 mL (anexos 3y 4), esto puede atribuirse
a la presencia de particulas precipitadas de la proteina CS al momento de ajustar el pH,
por lo que debido al bajo volumen (25 mL), es mas probable que los H* se concentren y
permitan-que al menos parte de la proteina alcance su punto isoeléctrico. Asi mismo en
el anexo 4 se logra identificar la predominancia de particulas de menor tamafio en las

soluciones SF.
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Cuadro 8: Potencial ¢, tamafio e indice de polidispersion de las SF.

, : Tamano de Indice de
Tratamiento Potencial ¢ (mV) particula (nm)  polidispersion
4:1 CS:Q 25 mL PSM 17.2 £ 7.28¢ 1438 + 59.772 0.87 £0.05°
4:1 CS:Q 25 mL 18.5 +0.76¢ 1369 £+ 45212 0.66£0.20 ™
4:1 CS:Q 50 mL PSM 36.93+1.222 1008.00 + 4.58 0.39+ 0.06 ¢
4:1 CS:Q 50 mL 34.77 +£1.233¢  1010.64 + 8.14° 0.54+0.01°¢
8:1 CS:Q 25 mL PSM 17.5 £ 2.43¢ 5352 + 704.01°¢ 1a
8:1 CS:Q 25 mL 18.4 +1.514 5257 + 522.18°¢ 0.91£0.15°
8:1 CS:Q 50 mL PSM 30.93 +1.07 ¢ 764.8 + 23.30¢ 0.50 £0.01¢
8:1 CS:Q 50 mL 30.33 +£1.33°¢ 781.33 £11.72¢ 0.53+0.02¢

Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar (n=3).
Letras iguales entre columnas indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey (a<0.05).

Las SF presentaron valores de IP en un intervalo de 0.39 a 0.54 para los
tratamientos con 50 mL, lo que indica que mostraron una distribucién muy amplia en el
tamafo de las particulas de la suspension, caso contrario con los tratamientos de 25 mL
los cuales debido a su gran tamafio de particula por precipitacion del CS. El indice de
polidispersién muestra la distribucion de tamafio de las particulas en una suspension,
mostrando que tan homogéneas son las particulas de un material. Este es cero para una
poblacion monodispersa. Un indice de polidispersion >0.5 nos indica una distribuciéon

muy amplia en el'tamafio de las particulas de un material (Schwarz & Mehnert, 1999).

6.5 Propiedades mecénicas de las peliculas

Se elaboraron peliculas con las SF para determinar su grosor y sus propiedades
mecanicas y de barrera. Las peliculas obtenidas se pueden observar en la figura (15).
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Figura 15: Peliculas de CS:QU obtenidas del disefio experimental para las SF, segun el
Cuadro (6).

Fue posible obtener peliculas translicidas de todos los tratamientos con presencia
de pequefios grumos resultado de la posible precipitacion del caseinato de sodio debido
al pH de 5.3 para formar la suspension filmogénica, el cual se encuentra proximo a su

punto isoeléctrico.

En el cuadro (9) se presentan las variables respuesta correspondientes a las

propiedades mecanicas y al espesor de las peliculas.

Se midioé el espesor-en 5 puntos de cada pelicula y los resultados muestran que
los 8 tratamientos se encuentran en un rango de 57 a 73 um, reduciendo el rango
reportado por Pereda et al. (2007) que obtuvieron resultados similares para peliculas
elaboradas con-caseinato de sodio y quitosano 0.8:1 (CS:Q) que se encontraban en un
rango de 50-a 90 um. Se puede observar una disminucion en el espesor con la presencia
de las SM-AEO en SF con 50 mL, esto puede explicarse debido a que las SF con mayor
volumen puede dispersarse mejor la proteina e interactuar con las SM evitando
aglomeramiento de particulas, logrando formar una pelicula més delgada.

46



Cuadro 9: Espesor y propiedades mecanicas de las peliculas de CS:Q

Resistencia a

Tratamiento 2 Es(ﬁems)or la tension Elongacion (%) YI(\)/IS:S l(oM%Z)
(MPa)
T1 63 +2.942 9.74+0582  78.83+10.34P 51.01 + 8.622
T2 71.5+11.032 5.80+2.46° 62.17 + 2.93¢ 38.50+2.49 "
T3 59.75+4.993 871+1578 9952132 15.71# 1.39°¢
T4 69.25 +5.443  7.06+0.923  103.24 +2.422 12.48 +1.38°¢
T5 72.75+4.992  152+029¢  107.90+7.302 2.44 +0.94¢
T6 62.5+4.513  455+0.98" 91.16 +5.31° 8.96 + 4.09 c
T7 575+451%  9.11+1.902 66.04 + 2.24¢ 13.70 + 2.26 ¢
T8 65+4.833>  459+059P  97.81+0.32% 7.60 + 2.96 <

aLos factores usados para cada tratamiento se pueden observar en el cuadro (6)
Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar (n=3).
Letras iguales indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey (a<0.05).

Los tratamientos con presencia de SM presentaron diferencias significativas
(0<0.05) en cuanto a la resistencia a la tension (RT), el % de elongacién (%E) y el médulo
de Young (MY); ya que se requirié mayor fuerza para romper esas peliculas y disminuy6
su capacidad de extenderse que las que no contenian SM.

Este resultado puede ser debido a que las propiedades mecanicas de los
materiales se pueden asociar en gran medida con la distribucion y la densidad de las
interacciones intra e inter moleculares de los biopolimeros que pueden determinar la red

para formar peliculas (Giosafatto et al., 2019).

Pereda et al. (2007), reportaron para peliculas de CS:QU (8:10) una RT de 19.6+
2.8 MPa, %E de 47.945.7 % y M de 223.6+£63.8 MPa. Lin et al. (2020) reportaron peliculas
de CS entrecruzadas con genipino, RT de 8.45+0.99 MPa, %E de 24.94+ .84 % y M de
356.7+22.1 MPa. Se observa que las propiedades mecéanicas de un material de empaque
se deben a las interacciones intra e inter moleculares de los biopolimeros, y estas
dependen por completo de la naturaleza de los componentes. Se puede ver una mejora

significativa en la RT y %E al agregar SM, y una disminucién significativa del MY en
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presencia de estas; esto se puede observar en los resultados de peliculas con los

tratamientos 1, 3,5y 7.

6.6 Microestructura de las peliculas

AFM realiz6 imagenes topograficas para evaluar las rugosidades de la superficie
de las peliculas de los tratamientos 3, 4, 7 y 8. Las imagenes representativas en 3D, para
areas de exploraciéon de 5 ym x 5 ym, de las superficies de peliculas con y sin SM-AEO
se muestran en la figura (16). Se logra observar una mayor rugosidad en las peliculas
con relacion 4:1 CS:QU, asi mismo, la adicién de SM-AEO condujo a un aumento notable

en la rugosidad de las peliculas, manifestado por el aumento de la rugosidad.

CS:Qu 8:1 CS:QU 8:1 SM-AEO

\
o9

CS:QU 4:1 SM-AEO

Figura 16: Gréficos 3D obtenidos de AFM de peliculas.
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La superficie de la peliculas se pueden observar algunas microparticulas aisladas
y pequeias burbujas de aire, como se muestra en la figura (16). La presencia de SM-
AEO logra conducir a un aumento de la rugosidad en la relacion 8:1 CS:QU
probablemente debido a su adicidon se extiende sobre la superficie de la matriz que
contiene mas CS reduciendo sus irregularidades. De la misma manera, en la formulaciéon
de 4.1, se observé un aumento de Ra y Rq, cuadro (10).

Cuadro 10: Parametros de rugosidad obtenidos del analisis AFM de peliculas
comestibles basadas en CS:QU con y sin SM-AEO

Tratamiento Rq (nm) Ra(nm)
CS:QuU 8:1 3.196 + 0.974 2 1.048+0.227 @
CS:QU 8:1 SM-AEO 5.039 + 0.599 P 3.886+ 0.473°
CS:QU 4:1 3.756 + 0.892 P 2.880 + 0.620 P
CS:QU 4:1 SM-AEO 4.500 + 0.255 ® 3.439+0.158 °

Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar (n=3).
Letras iguales indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey
(@<0.05).

La microestructura final de las peliculas resulta de las interacciones entre los
componentes y los fendbmenos desestabilizadores que tienen lugar durante la etapa de
secado. En la figura (17) se muestran las micrografias de SEM de los tratamientos 7 y 8.
Un diferente arreglo puede ser observado conforme la composicion de la pelicula. La
pelicula que contiene solo la relacion 8:1 CS:QU y GLY muestra una microestructura
suave, lisa y homogenea, mientras que las peliculas que ya contienen las MS-AEO
muestran una estructura discontinua con las particulas ya incrustadas en la supercie de

la pelicula.

Un.comportamiento similar fue reportado por Fabra et al., (2009) con peliculas de
CS conteniendo mezclas de acido oleico y cera de abeja, las cuales las micro estructuras
de sus peliculas control que contenian solamente CS y GLY muestran una superfice
homogenea y lisa y conforme se le afiadia la mezcla de acido oleico y cera de abeja, la

cual se puede observar que la masa lipida se incrustaba en la matrix de la pelicula.

49



ol = :
1000k 45mm - SEi 5.00KX 203  High Vacuum FCNUAQ | — 000KV 45mm  SE{ 100KX 203 HighVacuum - FCN-UAQ

10.00 kv a0#X ZE}Q,~ High Vacuum FCN-UAQ o 10:00 kv 45{{]“‘!.. SEW g 100X ~" 203 High Vacuum FCN-UAQ

Figura 17: Micrografia SEM de peliculas A) 5.00k X B) 1.00k X CS:QU 8:1 a 50 mLy C)
5.00k X D) 1.00k X CS:QU 8:1 con MS-AEO a 50 mL.

En conclusion, las diferencias estructurales son notables debido a la adicion de
las MS-AEO estan determinadas por el diferente comportamiento durante el secado, las
cuales resultanla expocién de éstas y cubiertas bajo escamas del complejo de la CS 'y
el QU.

6.6 Colorde las peliculas

Las peliculas obtenidas fueron transllcidas, el color en materiales de empaque
proporciona un aspecto estético debido a que es favorable no interferir con la apariencia
de los alimentos. En los resultados obtenidos al medir el color de las peliculas se puede
apreciar que se observa un valor L alto, cuadro (11). Ademas, este cuadro muestra que
la adicion de las SM en las peliculas no present6 diferencia significativa.
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Las propiedades Opticas de las peliculas dependen en parte de las caracteristicas
del disolvente, los aditivos y de las condiciones de preparacién de la pelicula: pH,

homogenizacion y secado (Vahedikia et al., 2019).

Los valores negativos en b* se pueden deber al precipitado de las particulas de
CS en los tratamientos con menor volumen.

Cuadro 11: Pardmetros de color L*, a*, b* y transparencia de las peliculas de CS:Q

Tratamiento 2 L* a* b* Transparencia
T1 88.99+0.12¢9 -0.18+0.059 4.33+0.272 1.15+0.15 2
T2 90.29+0.13¢ 0.15+0.05¢ 1.01+0.19° 0.95 +0.06°
T3 91.62+0.13°" 0.33+0.01% -1.16+0.22°¢ 0.89 £0.01°
T4 92.00+0.113 0.34+0.012 -1.39+0.14° 1.04 +0.082
T5 90.03 +0.03¢ 0.15+0.03° 1.80+0.35° 142 +0.222
T6 91.70+0.062* 0.34+0.013 1,12 +0.05° 1.01 +£0.01°
T7 92.01+0.282 0.29+0.04> -1.18+0.37°¢ 0.82 +£0.02°
T8 92.19+0.132 0.39+0.012 -1.79+0.04°¢ 1.03+0.022

aLos factores usados para cada tratamiento se pueden observar en el cuadro 6
Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar (n=3).
Letras iguales indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey (a<0.05).

La transparencia podria afectar el aspecto, la comercializacion y las aplicaciones
practicas de las peliculas de envasado de alimentos. Una mayor transparencia en
peliculas y recubrimientos comestibles pueden conferir una mejor visibilidad para los
alimentos. En los resultados mostrados en la cuadro (11), se puede observar que las
peliculas de. CS preparadas con SM en volumen de 50 mL tuvieron la mayor
transparencia (0.82+0.02). En los tratamientos 1 y 5, muestran una menor transparencia.
Esto se debe a la presencia de agregados de la proteina en la pelicula lo que provoca

gue con la adicién de las PSM disminuya aun mas su transparencia.

Lin et al. (2020) presentaron valores de transparencia para peliculas de CS (0.97+
0.29) y con la adicién de 1.5 mg de genipino de (3.69+0.38). Los valores de transparencia
para peliculas sintéticas hechas de polietileno de baja densidad, polipropileno direccional
y cloruro de polivinilo presentadas por Shiku et al. (2003) fueron 3.05, 1.67 y 4.58,
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respectivamente. La transparencia de las peliculas comestibles CS adicionadas con SM
preparadas en este estudio fue relativamente mayor con las peliculas de CS con y sin

genipino, asi mismo son comparables a las peliculas plasticas sintéticas.

6.7 Solubilidad

La solubilidad en las peliculas y recubrimientos comestibles es una caracteristica
gue puede afectar en alimentos que liberen su contenido de agua, provocando que los
biomateriales de empaque se disuelvan en ésta.

Los resultados de la prueba de solubilidad se muestran en la Figura (18). Todos
los tratamientos de 50 mL obtuvieron una solubilidad menor de 37%.
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Figura 18: Solubilidad en agua de las peliculas comestibles.
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Vahedikia et al. (2019), reportaron una solubilidad para peliculas de proteina de
zeina de 40.08 % y con la adicion de nanoparticulas de quitosano adicionadas con aceite
esencial de canela de 39.13 %. La adicion de hanocompuestos muestran un patron mas
hidrofobico, debido principalmente a la interaccion de los componentes del aceite

esencial en los ésteres y los grupos de amino&cidos de la matriz de la proteina.

6.8 Propiedades de barrera

Ademas de poseer buenas propiedades mecénicas, los empaques de alimentos
deben tener la capacidad de ser una barrera contra los gases, sabores y.aroma para
mantener la calidad de los alimentos durante su vida anaquel. Aunque debido a su alta
sensibilidad a la humedad, la aplicacion de empaques a base de proteinas y

polisacaridos pueden verse afectados (Giosafatto et al., 2014).

En esta investigacion se considero evaluar el efecto de la presencia y ausencia de
las SM-AEO en las propiedades de barrera de las peliculas de CS con QU en el volumen

total de 50 mL de SF. Los resultados se pueden observar en el Cuadro (12).

Cuadro 12: Determinacion de permeabilidad al CO2, Oz y vapor de agua, de las peliculas

Tratamiento 0O CO: H,O
CS:Q 8:1 (Control) 0.217 +0.015 2 0.514 +0.022 2 0.0735 +0.0100 2
CS:Q 8:1 ¢c/SM-AEO 0.328+0.019 P 0.340 +0.018 P 0.0321 +0.0142 2
Mater-BI* 22.690 + 0.110 8.350 + 0.230 15.68 £ 0.11
Polietileno de baja
) 7 1 0.2
densidad**
Polietileno de alta
_ 1 0.03 0.04
densidad**

Los resultados se reportan como la media + la desviacion estandar (n=3).

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey (a>0.05).

* Peliculas de almiddn y poliésteres biodegradables. Comercializada por Novamont Spa. (Novara, ltalia) (Di Pierro
et al., 2006).

** Polietileno de baja y alta densidad (Goodfellow, 2018).

El tratamiento control mostré tener mayor permeabilidad al CO2., aunque no fue
significativamente diferente al que se le adicion6 SM. La incorporacion de SM demostro
tener un efecto positivo debido a que disminuyo la permeabilidad a CO2y H20, lo anterior
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demuestra que las SM-AEO fueron eficientes para reforzar las peliculas y ademés de
disminuir permeabilidad a gases, lo anterior puede deberse a que el AEO presente en

las peliculas crea un caracter hidrofobo que es menos sensible al vapor de agua.

Fernandez-Bats et al., (2018) y De Jesus-Fuentes (2019) reportaron una
reduccion en la permeabilidad al Oz y CO2 al agregar SM en peliculas elaboradas a base

de proteina de chicharo y proteina de chicharo con quitosano, respectivamente.

Es importante mencionar la baja permeabilidad al Oz en las peliculas.con y sin SM
ya que es 70 veces menor que Mater Bl, pelicula disponible comercialmente'y 20 veces
menor que el polietiieno de baja densidad. La permeabilidad al O2, es de vital
importancia, ya que su presencia en ciertos alimentos provoca desarrollo de
microorganismos y reacciones de oxidacion que afectan el 'sabor, calidad y aceptabilidad

de los alimentos.

De igual manera, la baja permeabilidad al H20 en las peliculas con y sin SM
representa un valor significativamente menor que el Mater Bl y polietiieno de baja
densidad y ligeramente menor a la permeabilidad del polietileno de alta densidad. La
permeabilidad al vapor de H20 es muy importante en los recubrimientos, ya que al ser
aplicados sobre una matriz alimentaria pueden ayudar a disminuir la transferencia de
agua entre el alimento y su ambiente, provocando menor deterioro de éste y alargando

su vida de almacenamiento.

6.9 Actividad antimicrobiana de las peliculas comestibles

Se determind la actividad antimicrobiana de las peliculas que contenian SM-AEO,
cuadro (13). Se eligi6 usar el tratamiento de CS:QU 8:1 (p/p), 50 mL, con SM, debido a
sus sobresalientes propiedades mecéanicas y de barrera, y se hizo una comparacion con
una pelicula conteniendo aceite esencial libre (aproximado de 16 mg por pelicula).
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Cuadro 13: Diametro de la zona de inhibicion de la actividad antimicrobiana de las
peliculas

Diametro de la zona de inhibicién (mm)

Microorganismo 8:1 CS:QU 8:1 CS:QU con AEO 8:1 CS:QU con SM-

(Control) AEO
L. innocua 0.18+£0.042 1.8+0.642 3.5+0.502
S. Saintpaul ob 0.73+0.09° 2.17 £1.042

Los resultados se reportan como la media * la desviacién estandar (n=3).
Letras iguales por columna indican que no existe diferencia significativa por la prueba Tukey(a<0.05

Se observé que la pelicula con SM-AEO mostré zonas de inhibicién en todos los

microorganismos, ya que presentd mayor difusion del agente antimicrobiano.

Figura 19: Actividad antimicrobiana de las peliculas con 8 mg/ ml de AEO y SM-
AEO contra L. innocua. A) Pelicula control (sin AEO), B) Pelicula con AEO libre
C) Pelicula con SM-AEO.

Figura 20: Actividad antimicrobiana de las peliculas con 8 mg / ml de AEO y SM-
AEO contra S. Saintpaul. A) Pelicula control (sin AEO), B) Pelicula con AEO libre
C) Pelicula con SM-AEO.
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lturriaga et al. (2012) mostraron la actividad antimicrobiana para L. innocua con
diferentes EO y observaron una zona de inhibicibn més alta a una temperatura mas baja
(4 °C).

La razon de que se ve disminuida la actividad antimicrobiana del AEO libre y SM-
AEO, es debido a que al momento de incorporarse a un recubrimiento comestible, el
efecto antimicrobiano del AEO se ve afectado, ya que la presencia de otros compuestos
pueden reducir la difusion del de estos agentes antimicrobianos (Arredondo-Ochoa et al.,
2017).

También se observd una diferencia significativa (a<0.05) entre la actividad
antimicrobiana de las peliculas con AEO libre y SM-AEO, debido que al momento del
secado de las peliculas, el AEO libre puede perder sus componentes volatiles lo que
disminuye significativamente su actividad antimicrobiana, por lo que la adsorcion y
absorcién en poros capilares del AEO en SM dan ciertas ventajas al liberar a éste
gradualmente, asimismo otorgando al recubrimiento buenas propiedades mecanicas, de
barrera y buena actividad antimicrobiana sin afectar las propiedades organolépticas al

alimento.

6.10 Aplicacién del recubrimiento-comestible

En esta investigacién se realizd la evaluacion del efecto fisicoquimico y
antimicrobiano del recubrimiento en queso Panela. Se eligié el recubrimiento CS:Q 8:1
(p/p) con SM-AEO. Este tratamiento fue elegido debido a sus propiedades fisicoquimicas
y antimicrobianas previamente descritas. Se usaron como control quesos sin recubrir y
guesos recubiertos con CS:Q 8:1 (p/p). Los quesos control y recubiertos fueron
evaluados durante 15 d de almacenamiento en refrigeracion, figura (16).
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Figura 21: Evaluacion del queso panela al dia 15. A) Control, B) Recubrimiento control y
C) Recubrimiento con SM-AEO

El queso es un alimento altamente nutritivo con muchos sabores y texturas
diversos. Se puede ingerir como bocadillo, parte de la comida o puede ser pre-
empaquetado. Aproximadamente un tercio de la produccion mundial de leche se utiliza
en la fabricacion de queso (Farkye, 2004). El queso Panela es popular debido a su alto
valor nutricional, sabor y textura. Sin embargo, si éste se prepara con leche sin
pasteurizar 0 se contamina por bacterias patégenas después de su elaboracion, las

bacterias se multiplican rapidamente en condiciones eutréficas (Ramirez & Vélez, 2012).

6.11 Porcentaje de humedad

En cuanto al porcentaje de humedad de los quesos control y recubiertos, los
resultados se muestran en las Figura (22). Se puede observar una diferencia entre los
resultados a través del tiempo de almacenamiento, esta diminucién se debe al desuerado

gue comunmente se da en quesos frescos .
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Figura 22: Evaluacion del % de humedad de los quesos durante 15 dias, almacenado a
temperatura de refrigeracion (4°C), (A) y usando el ajuste polinomial (B).

El porcentaje de humedad presenté diferencia significativa entre los quesos
recubiertos y el queso control, ya que los quesos con recubrimiento logran mantener el
contenido de humedad conforme pasa el tiempo a diferencia de los quesos control sin
recubrimiento que comienzan a perder mayor humedad después del quinto dia de

almacenamiento.

La humedad del queso control sin recubrimiento disminuyd un 65%, mientras que
los quesos con recubrimiento control y el recubrimiento solo disminuyeron un 40% y un
29% respectivamente. Los cambios en el porcentaje de humedad son esperados, por la
pérdida del suero por exudacion que sucede a través del almacenamiento de los quesos
frescos. La presencia en grasa butirica es la que hace que, al desecarse la superficie
aparezca una coloracion amarillenta y la presencia de una costra coriacea, desagradable

para la mayoria de los consumidores (Villega-de-Gante et al., 2016).

Zhong, et al. (2014), analizaron la pérdida de humedad de quesos mozzarella
recubiertos y no recubiertos, los quesos no recubiertos presentaron una pérdida del 14%

de humedad, tomaron en cuenta, en la mediciébn del tiempo cero, los quesos
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recubrimientos se encontraban humedos por el recubrimiento y la humedad de los
guesos recubiertos era significativamente mayor que la de los quesos no recubiertos.
Durante el almacenamiento, la humedad se evaporo tanto del recubrimiento como del

gueso, y la pérdida de humedad del queso recubierto aumentd en consecuencia.

Para esta esta investigacion, el porcentaje de humedad de los quesos recubiertos
se midieron después de que se secara el recubrimiento. Las diferencias que se observan
entre el queso recubierto y el control sugieren que el recubrimiento ayuda a mantener la
humedad del queso a través del tiempo, caracteristica deseable ya que asi puede

retrasarse la oxidacion de la grasa butirica.

6.12 pH y acidez titulable

En la figura (23) se presenta el pH de los quesos control y con recubrimiento a
través del tiempo de almacenamiento evaluado. Se presentaron diferencias en dicho
parametro entre el control y el recubierto. En general el valor del pH se redujo a lo largo
del tiempo. El pH final del queso control fue de 5.7 £ 0.69, el del recubierto control de 6.0
+ 0.12 y el recubierto con SM-AEO 6.2 + 0.24.
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Figura 23. Valor de pH de los quesos con y sin recubrimiento durante el
almacenamiento a 5° C (A) y usando el ajuste polinomial (B).
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Figura 24: % de &cido lactico de los quesos con y sin recubrimiento durante el
almacenamiento a 5° C (A) y usando el ajuste polinomial (B).

En la figura (24) se presenta el porcentaje de acidez titulable expresada como %
de acido lactico de queso control y con recubrimiento a través del tiempo de
almacenamiento evaluado. Se presentaron diferencias significativas en dicho parametro
entre el queso control y los recubiertos, este fue aumento a través del tiempo. Los
resultados similares a lo reportado por Di Pierro et al. (2010) para queso Ricotta
recubierto con una pelicula de proteina de leche y quitosano observaron que la acidez

de las muestras variaron entre 1.10% y 2.82%.

El aumento-en la acidez es causado por la produccién de acidos organicos,
principalmente por bacterias productoras de acido lactico que aumentaron durante el
almacenamiento. Debido a la actividad antimicrobiana del AEO puede mostrar inhibicién
de bacterias lacticas, lo que podria explicar los valores altos de acido lactico en los

guesos no recubiertos.

6.13 Analisis microbioldgicos

Se llevo a cabo un ensayo de cuenta estandar y de hongos y levaduras a lo largo
de 15 d de almacenamiento, cuadro (14). Se observa de forma general que tanto los

mesodfilos aerobios y las levaduras incrementaron (UFC/mL) a lo largo del tiempo esto
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como resultado de la disminucion del pH e incremento de acidez probablemente debido

a la fermentacién microbiana.

Se observa que al inicio del analisis (dia 0) el recuento de hongos y levaduras fue
menor al limite de deteccion estipulado en la norma (500 UFC/g) a partir del dia 5 se
observa un incremento en la poblacién de hongos y levaduras, sin embargo, hay menor

crecimiento en los quesos con recubrimiento, el cual rebasa la NOM al dia 15.

Cuadro 14: Actividad antimicrobiana de los quesos control y recubiertos.

Mesofilos aerobios Hongos y Levaduras

Dia Tratamiento
log UFC/g

Control 2.93+0.042 2.65+0.07b
0 CS.Q 2.81+0.052 2.54+0.09 b
CS:QA‘I’EOS SM- 2,60 +0.01 " 2.00 +0.01 °
Control 6.04+0.022 3.77+0.01°
5 CS.Q 4.81+0.02¢ 3.15+0.04 ¢
CS:Q con SM- d ¢

AEO 4.32 + 0.06 2.54 +0.09
Control 6.20+0.032 5.09+0.02°
10 CS.Q 487 +0.02¢ 3.15+0.04¢
CS:Q con SM- d ;

AEO 4.47 +0.03 2.69+0.01
Control 6.32 +0.012 5.38+0.01b
15 CS.Q 491 + 0.02¢ 3.32+0.03¢
CS:Q con SM- d f

AEO 4.62 +0.01 3.10 +0.09

Los resultados se reportan como la media (n=2) + la desviacién estandar.
Letras iguales para los tratamientos de cada dia indican que no existe diferencia
significativa entre tratamientos por la prueba t de student (a<0.05).

El recubrimiento con SM-AEO tuvo mayor efecto actimicrobiano, ya que
transcurridos los 15 dias de almacenamiento existio diferencia significativa, presentando
los quesos recubiertos con SM-AEO una reduccion de 31% en la concentracion con

respecto al queso control. En el recuento de mesdéfilos aerobios existid diferencia
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significativa entre el control y el recubierto apartir del dia 10. Mei et al. (2013) reporto,

para la aplicacion de recubrimiento a base almidén-quitosano en queso mongol, controlar

las poblaciones microbianas. Después de 15 dias, el queso recubrimierto resulto con

menor recuento total de mesofilos aerobios y hongos en comparacion al queso sin

recubrimiento el dia 15.

Los resultados muestran que la poblacién de mesdfilos aerobios fue mayor con

respecto a la poblacién de hongos y levaduras. El recubrimiento tuvo un mayor efecto

antimicrobiano contra los hongos y levaduras ya que a lo largo de los 15 dias de

almacenamiento existio diferencia significativa entre los quesos control y l0s quesos con

recubrimiento, presentando éstos Ultimos una menor concentracion de UFC/g.
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Figura 25: Log de UFC/g de Mesdfilos aerobios en los quesos con y sin recubrimiento
durante el almacenamiento a 5° C (A) y usando el ajuste polinomial (B).
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Figura 26: Log de UFC/g de Hongos y levaduras enlos quesos con y sin recubrimiento
durante el almacenamiento a 5° C (A) y usando el ajuste polinomial (B).

Esto puede explicarse ya que el recubrimiento se encuentra sélo en la superficie
del queso y para disminuir el desarrollo de meséfilos aerobios, es necesario incorporar
el agente antimicrobiano en el interior del queso, y asi mismo estas bacterias se
desarrollan en el interior del queso y no sélo en la superficie. Para disminuir el crecimiento
es probable que se necesite almacenar los quesos al vacio, para evitar contacto del
gueso con aire del ambiente hiumedo de su almacenamiento. Un ejemplo de esto es lo
reportado por Artiga-Artigas et al., (2017), que uso recubrimiento de alginato de sodio y
fibora de mandarian con 2% (p/p) de aceite esencial de orégano, el cual una vez
recubiertas las barras de queso bajo en grasa, se colocaron en bandejas de polietileno
para posteriormente usar una pelicula hecha de poliamida y polietileno para sellar por
calor las bandejas, este procedimiento protegié eficazmente el queso contra hongos y

levaduras después de 13 dias de almacenamiento.

El almacenamiento de guesos en empagues representa una barrera para su
conservacion; ya que protege de la contaminacion, de la deshidratacion y de la pérdida
de apariencia. Sin embargo, éste es susceptible a la presencia de microorganismos vivos
y viables, suficientes nutrientes para éstos, y también enzimas activas. Estos

microorganismos deterioradores pueden alterar la pasta del queso produciendo diversos
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cambios sensoriales, e incluso poner en riesgo la salud del consumidor. La velocidad de
alteracién depende de varios factores, como la cantidad y variedad de microorganismos,
el contenido de agua, la temperatura ambiente, la concentracion de sal en la pasta y su

grado de acidez (Villegas et al., 2016).

El uso de aceites esenciales en empaques comestibles se ha convertido en una
de las practicas mas importantes para la conservacion de los alimentos. Se ha probado
el efecto antimicrobiano de estos en su adicion a recubrimientos y se ha confirmado su
eficacia en diferentes matrices alimentarias (Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Jin et al.,
2019).
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7. CONCLUSIONES

Las SM sintetizadas lograron encapsular y liberar el AEO, ayudando a mantener
su actividad antimicrobiana; logrando mostrar inhibicion tanto en bacterias Gram-

positivas como Gram-negativas.

Los valores de potencial { y tamafo de particula ayudan a determinar la
estabilidad de las suspensiones filmogénicas, de las cuales aquellas elaborada con CS:Q
8:1 (p/p) tuvieron los mejores valores.

El uso de las SM representa una buena estrategia para la incorporaciéon de AEO
en la soluciébn formadora de pelicula, ya que se obtuvieron peliculas con mayor
resistencia a la tensién y elongacion, asi como valores bajos de permeabilidad al CO2y
H20, en comparacion con otros recubrimientos comerciales.y polimeros; lo que las
convierte en una buena alternativa para su uso como-recubrimiento en productos lacteos

con desuerado.

Las peliculas con 8 mg/mL de SM-AEQO presentaron actividad antimicrobiana

contra L. innocua y S. Saintpaul, mostrando la eficiencia de la liberacion del AEO.

El recubrimiento con SM-AEQ aplicado en queso fue capaz de disminuir la pérdida
de humedad y retrasé el crecimiento de hongos y levaduras, ademas de controlar la

disminucién del pH y el aumento de acidez.

El recubrimiento CS:QU 8:1 (p/p) con SM-AEO es una alternativa con gran

potencial para mantener la calidad del queso panela durante su almacenamiento.
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9. ANEXOS
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Anexo 1: Titulacion del CS (5mg/mL) en una solucién de QU.
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Anexo 2: Titulacion del QU (8mg/mL) en una solucion de CS.
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Size Distribution by Number
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Anexo 3: Relacion del tamarfio de particula en la mezcla CS:QU 4:1 25 mL
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Anexo4: Relacion del tamarfio de particula en la mezcla CS:QU 8:1 50 mL
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