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Resumen

El desarrollo de materiales de empaque funcionalizados con biocomponentes
permite importantes avances en la industria alimentaria, debido a que aumentan la
vida util de los alimentos. Esta investigacion tuvo como objetivo producir y
caracterizar una pelicula activa (PA) utilizando alginato de sodio y almidén
modificado con aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth)
(AEO) microencapsulado en nanoparticulas de silice mesoporoso (NSM) y evaluar
su efecto en las caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas y microbiologicas del
gueso crema durante el almacenamiento a 4°C. La PA se formulé con 0.6 y 0.9
mg/mL de la mezcla AEO-NSM (relacion 1:1, p/p). Se evaluaron la permeabilidad
al vapor de agua (PVA), el color (CIELAB), la morfologia de la superficie, las
interacciones moleculares de la pelicula y su biodegradabilidad. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) del AEO-NSM para Listeria innocua, Scheffersomyces
stipitis y Leuconostoc mesenteroides fue de 0.2 mg/mL, mientras que para
Staphylococcus aureus y Salmonella Typhimurium la CMI fue de 0.3 mg/mL. La PA
permitidé reducciones de la PVA del 25.8 + 0.04% y del coeficiente de difusion de
agua del 27.8 = 0.04%, comparado con la pelicula control (PC) sin AEO-NSM. Los
espectros FT-IR mostraron los estados vibracionales de las diferentes
formulaciones de la matriz polimérica. Los parametros de color L*, b* y AE* se
vieron afectados por la incorporacion de AEO-NSM en las peliculas. La PA mostré
una superficie rugosa y una dispersion uniforme del AEO-NSM, mientras que su
degradacion en compostaje vegetal fue >90 + 3.1% después de 80 dias. Se
determind el efecto de la PA en rebanadas de queso crema comercial durante 35
dias de almacenamiento a 4 °C, realizandose pruebas de pérdida de peso, pH,
textura, color y andlisis microbiolégico. Los quesos que contenian la PA
presentaron menores cambios en el pH, pérdida de peso, dureza y carga
microbiana en el transcurso del almacenamiento. La PA disefiada permitio
conservar el queso crema durante 15 dias, mientras que sin pelicula duré menos
de 7 dias. El andlisis sensorial demostré una preferencia por las muestras sin
pelicula. Consecuentemente, el AEO-NSM influyé en las propiedades fisicas,
estructurales y de barrera de las PA.

Palabras Clave: peliculas activas, microencapsulacién, queso crema, vida util.



Abstract

The designd of packaging materials functionalized with biocomponents has allowed
important advances in the food sector, because of the shelf-life extension of foods.
This research aimed to produce and characterize an active edible film (AF)
comprising sodium alginate and modified starch, added with Mexican oregano
(Lippia graveolens Kunth) essential oil (AEO) encapsulated in mesoporous silica
nanoparticles (MSN). The aim also involved the application of AF to cream cheese
to evaluate its effect during shelf life. The AF was formulated with 0.6 and 0.9 mg/mL
of the AEO-MSN mixture (1:1 ratio, w/w). Water vapor permeability (WVP), color
(CIELAB), surface morphology, film’s molecular interactions and biodegradability
were determined. The minimum inhibitory concentration (MIC) of AEO-NSM for
Listeria innocua, Scheffersomyces stipitis y Leuconostoc mesenteroides was 0.2
mg/mL, while for Staphylococcus aureus and Salmonella Typhimurium the MIC was
0.3 mg/mL. The AF showed a decrease of 25.8 + 0.04% in WVP and of 27.8% =+
0.04% in the water diffusion coefficient compared to the films without AEO-MSN
(CF). FT-IR spectra showed the vibrational states of the different polymer matrix
formulations. The color parameters L*, b* and AE* varied according to the
incorporation of AEO-MSN to the CF. The AF showed rough surface and uniform
dispersion of AEO-MSN, while its degradation in plant compost was >90 + 3.1%
after 80 days. The effect of AF on cream cheese slices during 35 days of storage at
4 °C was determined by testing for weight loss, pH, texture, color (CIELAB) and
microbiological analysis. Cheeses containing AF showed a lower decrease in pH,
weight loss, hardness and microbial load during storage. The cream cheese was
preserved for 25 days using the AF, whereas the CF allowed only 15 days. Sensory
analysis showed a preference for samples without film. Consequently, AEO-NSM
influenced the physical, structural and barrier properties of AF.

Keywords: active films, microencapsulation, cream cheese, shelf life.



1 Introduccion

Los sistemas de envasado en el sector alimenticio tienen como principal
finalidad el incrementar la vida de anaquel de los alimentos, disminuyendo la
interaccidn con agentes patdogenos que causan el deterioro y previniendo la pérdida
de compuestos deseables, conservando de esta manera su calidad y frescura
(Marvdashti, Yavarmanesh y Koocheki, 2019; Mohamed, El-Sakhawy y El-Sakhawy,
2020). Adicionalmente, los bioplasticos constituyen aproximadamente 1% del
plastico total producido cada afio a nivel mundial (368 millones de toneladas)
(European Bio-plastics, 2021). Por su parte, el 42 % de los plasticos se utilizan para
el envasado de alimentos, estimando que alcance el doble para el 2035 (Hahladakis
et al., 2020).

Por su capacidad de biodegradacion, el almidon ha sido utilizado en el
envasado de una variedad de alimentos, como verduras, frutas, carne y pan (Cheng
et al., 2021). Asi mismo, el almidon y diversos polisacaridos abundantes en la
naturaleza presentan ventajas por su disponibilidad y capacidad para la formacion
de peliculas (Thakur et al., 2019; Ruamcharoen, et al., 2019). Estimando un
incremento, para el afio 2026 del 38% en la produccién de bioplasticos en todo el

mundo (European Bio-plastics, 2021).

En este contexto, se genera un gran interés para la elaboracién de envases
gue mejoren la proteccion y vida de anaquel de los alimentos a base de compuestos
naturales, como diferentes lipidos, polisacaridos y proteinas. Estos biomateriales
aportan distintas caracteristicas funcionales a las matrices desarrolladas. Pueden
ser adicionados de componentes que pueden reducir o inhibir la oxidacion de
lipidos, mejorar la apariencia en su empaque, reducir la permeabilidad, asi como el
paso de moléculas al ambiente y tener un efecto antimicrobiano y antioxidante (Sid
et al., 2021).


https://crai.referencistas.com:2055/science/article/pii/S0144861720317276#bib0180

En este sentido muchos aceites esenciales han sido utilizados en
biopolimeros como componentes antimicrobianos, por su capacidad para prevenir
la proliferacion de patdgenos bacterianos presentes en alimentos (El Asbahani et
al., 2015). Los aceites esenciales han sido empleados ampliamente, debido a sus
propiedades antimicrobianas. Sin embargo, algunos factores limitan su uso, debido
a las altas tasas de volatilizacion, la baja solubilidad en agua, la inestabilidad al
incrementarse la temperatura, el pH y la tendencia a degradarse (Sousa et al.,
2022).

Por consiguiente, la microencapsulacion es una estrategia que ha sido
empleada como una técnica que permite conservar y proteger los compuestos
biolégicos del aceite esencial, manteniendo sus propiedades biolégicas, funcionales
y fisicoquimicas (Bajac et al., 2022). Es importante mencionar que los aceites
esenciales extraidos de plantas aromaticas presentan un amplio espectro
microbicida o microbiostéatico frente a bacterias, hongos y levaduras, permitiendo
prolongar la vida util en una extensa variedad de alimentos (Campos-Requena et
al., 2018).

Entre las bacterias relevantes en alimentos lacteos destaca la Listeria
monocytogenes. Este patdégeno de alimentos esta asociado con la produccién de
gueso artesanal (usando leche cruda), y queso a partir de leche pasteurizada (Silva
et al., 2022). En este sentido, varios paises han reportado brotes de infecciones por
L. monocytogenes asociados al consumo de productos lacteos listos para su
consumo. Destacando, la leche y los quesos blandos, con una elevada tasa de
letalidad que se encuentra entre el 20 y 30%, siendo un valor considerablemente

alto respecto a otras bacterias patégenas (Rodriguez-Auad, 2018).

Por su gran variedad de texturas, formas y sabores, el queso es uno de los
grupos mas conocidos dentro de los productos lacteos fermentados o no,

elaborados globalmente (Akarca et al., 2015; Li et al., 2018). Sin embargo, la
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superficie del queso es susceptible a la contaminacién por bacterias y hongos, a
causa del contenido de grasa y alta humedad (Lopez-Mendoza et al., 2023). Por lo
tanto, el envasado del queso tiene como propdsito fundamental proteger estos
productos de las deficientes condiciones ambientales. la tensiébn mecénica, la
contaminacion de agentes patdgenos y deterioradores en las diferentes etapas de

almacenamiento y distribucion (Berti et al., 2019).

En la industria alimentaria el queso crema es de gran importancia debido al
crecimiento econémico proyectado para el 2026 de aproximadamente 8,300
millones de délares estadounidenses (Pombo, 2021). Por su parte, México en el
2020 presento una produccion industrial de 38,876 toneladas (CANILEC, 2021). Sin
embargo, por su contenido de grasa y alta humedad; su vida util es corta y
proporciona las condiciones el desarrollo de microorganismos patdégenos y

deterioradores (Surber et al., 2021).

Por todo lo anterior, se presenta un requerimiento para el desarrollo de
materiales de envasado que permitan aumentar la vida de anaquel del queso crema.
La meta consiste en reducir el deterioro microbiolégico vy fisicoquimico, asi como
mantener sus caracteristicas sensoriales, pero también implicando una disminucién
en el impacto ambiental ocasionado al utilizar materiales plasticos (El-Sayed et al.,
2021). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue obtener y caracterizar una pelicula
activa a base de alginato de sodio y almidon modificado con aceite esencial de
orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) y evaluar su efecto en las
caracteristicas sensoriales, fisicoquimica y microbiolégicas a lo largo del tiempo de

almacenamiento.
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2 Antecedentes

2.1 Peliculas/recubrimientos en alimentos

El uso de peliculas o recubrimientos son una tecnologia prometedora dentro
de los sistemas de envasado, porque han permitido incrementar las caracteristicas
fisicoquimicas, microbiolégicas y sensoriales de los alimentos. Estos sistemas de
envasado generan barreras que disminuyen el paso del vapor de agua a través del
material hacia y desde el ambiente. Ademés, actian como acarreadores para
agregar sustancias antimicrobianas de origen natural o sintético que promuevan la
inocuidad del alimento y su vida util, evitando impactar a la contaminacién ambiental
(Remedio et al., 2019).

El uso de peliculas o recubrimientos permite mantener la calidad de un
alimento una vez que su empaque ha sido abierto. Esto debido al control de la
migracion de humedad y lipidos, permitiendo conservar los aromas, sabores y
colores presentes en el alimento (Solano-Doblado et al., 2018). Considerando que
el crecimiento microbiano puede ocurrir sobre la superficie del alimento, lo cual se
sabe que es el origen de su deterioro, la fabricacion de peliculas con sustancias
antimicrobianas representa un tema de investigacion pertinente (Pandia-Estrada et
al., 2021). La utilizacién de antimicrobianos encapsulados en peliculas comestibles
permite el uso de menores cantidades de sustancias antimicrobianas, con

capacidad de migracion hacia la superficie del alimento (Rawdkuen, 2019).

Las peliculas permiten incluir agentes antimicrobianos con el fin de obtener
estabilidad microbiolégica a los alimentos, debido a que pueden funcionar como
transportadoras de un amplio numero de compuestos (Umaraw et al., 2020). En
consecuencia, se han estudiado una variedad de materiales antimicrobianos para
su uso en envases de alimentos o aplicaciones que involucran contacto con

alimentos. Destacando, nanomateriales organicos/inorganicos, bacteriocinas o
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enzimas de origen bacteriano, extractos y aceites esenciales (AE) obtenidos de
plantas y otras fuentes naturales (Priyadarshi et al., 2021).

Entre los materiales que se han empleado para la formulacion de peliculas y
recubrimientos se tiene a los polisacaridos, las proteinas, los polimeros derivados
de la sintesis microbiana y quimica obtenidos a partir de sustancias naturales. Sin
embargo, las peliculas basadas en polimeros naturales han presentado
desventajas, como relativamente alta permeabilidad al vapor de agua, pobres
propiedades de barrera y baja resistencia mecanica. Por lo anterior, se han
implementado varias estrategias para incrementar las propiedades de los
biocompuestos, como técnicas de multicapa, en mezcla o compuesta y la
reticulacion, mejorando las limitaciones que presentan este tipo de materiales (Alias
et al., 2022).

2.1.1 Alginato

El acido alginico es un polisacarido que forma parte de la estructura celular
de las algas marinas pardas, conocidas como feoficeas (clase Phaeophyceae). Los
alginatos son sales del acido alginico, los cuales pueden contener minerales como
Na*, K*, Mg?*, Ca?*, entre otros. Estas sales presentan distintos niveles de
solubilidad en agua, lo que les confiere diferentes niveles de viscosidad (Yabur et
al., 2007; Pereira y Cotas, 2020). La composicién principal del acido alginico
consiste en los acidos B-D-manurénico (M) y a-L-gulurénico (G) (Figura 1), cuya
distribucion es aleatoria en la estructura de la cadena del polisacarido (Meena et al.,
2020).

OH
A H

B HOOf &
Pl HO
_-OH HO OH

OH
OH

Acido gulurénico Acido manurénico

Figura 1. Composicién del alginato. (A) Acido gulurénico. (B) Acido
manuronico (Ore et al., 2020).
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Los tres tipos de bloques M, G y MG forman las sales del acido alginico y los
sitios de coordinacion ocurren cuando dos cadenas del bloque G se alinean. Esto
permite la formacion de cavidades entre los bucles de las cadenas que permiten el
acomodo/conjuncién de los iones de calcio, revestidos con grupos carboxilicos y
otros atomos de oxigeno que le confieren caracter electronegativo. Estos grupos
funcionales estan presentes en las cadenas del polisacarido, dando origen a la
formacién de las sales del &cido alginico por lo cual forman parte de la propia
molécula. Posterior a la adicién de Ca?*, el alginato sufre cambios conformacionales
(debido a su electronegatividad y afinidad electronica), mediante el desplazamiento
del Na*, generando la denominacién de “caja de huevo”, que describe el modelo de
gelificacion del alginato (Figura 2). Esta estructura puede formar dimeros utilizando
las cadenas de acido alginico, seguido por una mayor agregacion de los dimeros
(Avendafo-Romero et al., 2013; Sreekumar y Bindhu, 2020).

u Ca)’ ® Aicido a-L-gulurénico o 4cido B-D-manurénico

2Alginato-Na + CaCl, > 2Alginato-Ca + 2NaCl

e v & - CacCl
s £ SONBE g £ SENRK 3
T J X R <l - "
[ ' iy * > of “ I
~x b g e . L S o + NacCl
(" I W » Ea i g

Figura 2. Modelo “caja de huevo” que describe la estructura del alginato

(Adaptado de: Avendafio-Romero et al., 2013).
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La sal del &cido alginico es una macromolécula polimerizada biodegradable
y compatible biolégicamente que presenta una gran capacidad de formacion de
geles cuando se tiene Ca?*. Debido a su notable diversidad, este polimero ha sido
ampliamente empleado como estabilizante, aglutinante, espesante, gelificante y
para la formacion de peliculas delgadas (Avendafio-Romero et al., 2013). Se ha
encontrado que forma una pelicula fuerte en comparacion con otros materiales
como el caseinato de sodio y almidon, presentando mejores rendimientos en cuanto

a permeabilidad al agua y propiedades mecénicas (Torres et al., 2021).

El alginato, exhibe propiedades de renovacion, lo cual significa que puede
ser obtenido de forma sostenible sin agotar los recursos naturales. Las algas
marinas tienen una alta tasa de crecimiento y se pueden cultivar de manera
controlada, permitiendo obtener alginato de forma continua y amigable con el medio
ambiente. Por su parte, el alginato es ampliamente disponible en el mercado, debido
a su origen natural y su versatilidad en aplicaciones. Se produce y comercializa en
diferentes formas, como polvo o gel, para su uso en diversas industrias, incluyendo
alimentos, farmacéutica, cosmética y tecnoldgica. Ademas, se caracteriza por la no
toxicidad, biodegradabilidad y biocompatibilidad, lo cual hace que sea un material

destacado en el sector del envasado (Martau, et al., 2019).

2.1.1.1 Uso del alginato en materiales de empaque

Algunos estudios han reportado que el empleo de recubrimientos con
alginato en queso, incrementaron la vida Gtil en combinacion con envasado en
atmosfera modificada (MAP) en queso Mozzarella a 4 °C, incrementando su vida
atil hasta 160 dias (Mastromatteo et al., 2014). Ademas, un recubrimiento basado
en alginato de sodio (AS) adicionado de sorbato de potasio (3%), se aplicé en queso
mozzarella fresco (almacenado a 8 °C) para evaluar la actividad antimicrobiana

contra Enterobacteriaceae y Pseudomonas spp. Los patrones de aceptabilidad de
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calidad general evaluados por analisis sensorial se mantuvieron durante 8 dias,

mientras que el control fue rechazado después de 4 dias (Lucera et al., 2014).

Por otra parte, se ha evidenciado que los recubrimientos con alginato pueden
retrasar el endurecimiento e inducir una textura mas suave en los quesos. En
pruebas de diferentes métodos de aplicacion (inmersion, recubrimiento, aspersion
y aspersion electrostética) de un recubrimiento de alginato de sodio (AS) aplicado
en queso mozzarella con baja humedad. Considerando la dureza del queso como
principal factor de calidad; se reportd que después de 14 dias a 4 °C el queso
recubierto con AS presentd valores de dureza mas bajos (113-135 N), en
comparacién con que el queso recubierto con quitosano y aislado de proteina de
soja (351-522 Ny 326—340 N, respectivamente) (Zhong et al. 2014). Asi mismo, se
relaciono la aplicacion de un recubrimiento de AS con curcuma en quesos curados
con una textura mas suave y menores concentraciones de coliformes totales (Olivo
et al., 2020).

También, en un recubrimiento comestible con aislado de suero lacteo, AS y
aceite esencial de jengibre aplicado en un queso semimaduro consumido en
Turquia, conocido comunmente como queso Kashar. Se evaluaron la pérdida de
peso, la dureza y la actividad antimicrobiana, obteniendo disminucién en la pérdida
de peso con relacion al control y una menor poblacion de E. coli O157:H7 y S.

aureus (Kavas et al., 2016).

El desarrollo y caracterizacién de peliculas comestibles de AS y pectina
incorporadas con células prebidticas (Lactiplantibacillus plantarum KMC 45) y
diferentes concentraciones de glicerol y sorbitol, permitieron observar la mayor
supervivencia de L. plantarum KMC45 en las peliculas que contenian una mayor
proporcion de AS (60% p/p) y sorbitol, a 4 °C durante 30 dias. Adicionalmente,
disminuyo la permeabilidad al vapor de agua (PVA), sugiriendo que las peliculas

comestibles a base de AS/pectina pueden emplearse como sistemas adecuados
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para incorporar bacterias probitticas, especialmente a temperaturas de

refrigeracion (Shahrampou et al., 2020).

Un recubrimiento comestible basado en AS, adicionado de cepas de
Lactococcus productoras de bacteriocinas fueron aplicadas en queso fresco.
Observandose una disminucion de la concentracion de L. monocytogenes y
prevencion del crecimiento de bacterias meséfilas, ademas se redujo la humedad y
la pérdida de peso al ser almacenado a 4 °C (Silva et al., 2022).

2.1.2 Almidén Octenil succinico

El almidon modificado con anhidrido octenil succinico (OSA) se produce por
esterificaciéon del almidén (generalmente de maiz) (Cheng et al., 2021). Con esta
modificacion se introduce la hidrofobicidad del OSA; mientras, se retiene la hidrofilia
del esqueleto de almidén, resultando en un almiddn estabilizador de emulsiones
principalmente de sistemas aceite-agua (O/W; por sus siglas en inglés) (Matos et
al., 2018).

Especificamente para la formacién de peliculas, se ha evidenciado que el
almidén octenil succinilado (AOS) proporciona mayor estabilidad, resistencia al
paso del agua y flexibilidad a las peliculas de almidén (Li et al., 2015). Cabe destacar
qgue la inclusién de grupos OSA en la conformacion del almidén, mejoran la
capacidad de encapsulacion de compuestos bioactivos, proporcionando

caracteristicas anfifilicas al almidon (Zhu, 2017).

Se ha informado que el suplemento con extractos fendlicos en peliculas a
basadas en almidon podria sufrir cambios en ciertas propiedades de las peliculas,
como oOpticas, de barrera, mecéanicas, antioxidantes, antimicrobianas, entre otras.

Estos cambios pueden depender de la cantidad y naturaleza de los compuestos, asi
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como de su interaccion con el almidon (Feng et al., 2018; Knapp et al., 2019; Leon-
Bejarano et al., 2020).

2.1.2.1 Uso del almidéon modificado en materiales de empaque

En las ultimas décadas, ha incrementado el uso de almidon modificado en
diversos tipos de empaques. Obteniendo mejores propiedades fisicoquimicas al
evaluar, formulaciones de peliculas elaboradas con almidon de maiz octenil
succinilado incorporadas con diferentes concentraciones de aceite de soja
obteniendo propiedades fisicoquimicas mejoradas (Gao et al., 2020). Concordando
en peliculas formuladas con almidén de batata octenil succinilado y aceite esencial
de orégano (AEO), el almidén favorecié la estabilidad de las emulsiones, la
resistencia de la pelicula, la rigidez, la humedad, la solubilidad en agua y la PVA (Li
et al., 2018).

2.2 Biodegradabilidad de las peliculas

La biodegradabilidad es la capacidad de un material para degradarse de
manera natural mediante la accidn de organismos vivos, como bacterias, hongos u
otros microorganismos (ASTM-D883-11), en condiciones ambientales adecuadas.
Cuando un material es biodegradable, puede ser degradado en compuestos mas
simples, como H20, CO2, CH4, biomasa y minerales, mediante procesos bioldgicos
(Sid et al., 2021).

Los biopolimeros resultan ser moléculas de origen natural de mucho interés,
debido a que se derivan de recursos renovables. A diferencia de los polimeros
convencionales derivados del petréleo, los biopolimeros estan compuestos de
moléculas organicas y se consideran mas sostenibles y amigables con el medio
ambiente (Helanto et al., 2019).
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Por lo tanto, recientemente las investigaciones se han dirigido al estudio de
materiales biodegradables. Con base en una biodegradacion aerdbica, las peliculas
de almidén-poliuretano en condiciones de enterramiento en suelo presentaron un
72.5% de CO: liberado en 180 dias (Tai et al., 2019). Ademas, en peliculas basadas
en almidon, reforzadas con montmorillonita y nano-emulsién de aceite de limoncillo,
se observé una completa biodegradabilidad por el método de enterramiento en
suelo en 45 dias (Singh et al., 2023).

Por su parte, en peliculas con quitosano, AS y aceite de canela encapsulado
en almidon anfifilico, se mostré una tasa de biodegradabilidad en suelo del 70% en
28 dias (He et al., 2021). De manera similar, en peliculas de almidén de maiz con
compuestos nanofibrilados se obtuvo una biodegradacion en suelo del 81 %
después de 40 dias (Malekzadeh et al., 2023).

2.3 Aceites esenciales (AE)

Los aceites esenciales (AE) son mezclas de compuestos sintetizados por
plantas que poseen propiedades antimicrobianas. En general, su actividad
antimicrobiana esta relacionada con la interaccibn de algunos metabolitos
secundarios presentes en los AE con la estructura celular bacteriana (da Silva et al.,
2021). Los metabolitos presentes en los AE incluyen principalmente terpenos,
terpenoides, fenilpropanoides, aldehidos, ésteres, alcoholes y cetonas, cuya
bioactividad varia segun la configuracion estructural de la molécula (Tohidi et al.,
2019).

El principal mecanismo de accién antimicrobiana de los aceites esenciales
conlleva a la interrelacion de sus compuestos hidrofébicos con los componentes
lipidicos de la membrana celular. Esto provocando la pérdida de la integridad de la
membrana, conduciendo a cambios en el funcionamiento de la cadena de transporte

de electrones, en la absorcidén de nutrientes, asi como en la sintesis de proteinas y
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acidos nucleicos (Figura 3). Ademas, se ha observado la coagulacion del contenido

celular y la inhibicion de enzimas que son cruciales en el metabolismo energético,

causando la muerte celular (Bhavaniramya et al., 2019; da Silva et al., 2021).

Se ha demostrado que los AE pueden inhibir el ciclo de vida de los hongos
filamentosos a través de multiples modos de accion, desde la germinacion de
conidios, el crecimiento del micelio hasta la esporulacion (Reyes-Jurado et al.,
2020). La actividad antimicrobiana multifacética de los AE permite contar con un

antimicrobiano potente, ecoldgico y sostenible con un minimo riesgo para que se

genere resistencia microbiana comparado con los antimicrobianos sintéticos (Lin et
al., 2022).

Aceite esencial

Los AE interfieren con los
(AE) factores de quérum

/ I
Reduccién del potencial del / H
menbrana 7

e {
Los AE interfieren con los \'/"
factores cuérum

‘\\:\\
Aumenta la permeabilidad de la membrana \\\

celular al daiiar la membrana citoplésmatica e \\
inhibir la sintesis de peptidoglicano

NN

& -
Fuga de materiales \ %
citoplamaticos como \

ADN, ARN y algunas

N\
\
proteinas 0N

O

~— —» Membrana exterior
— » Peptidoglicano

| > Membrana plasmatica

Disminucion de la
fuerza protén-motriz

Figura 3. Mecanismo de accion de los aceites esenciales (AE) (Maurya et
al., 2021).

2.4 Aceite esencial de orégano

El AEO ha sido objeto de numerosas investigaciones debido a sus
propiedades antifungicas. Se ha demostrado que este aceite es capaz de prevenir
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el crecimiento de diversos tipos de hongos, como Aspergillus sp., Fusarium sp. y
Penicillium sp., destacando como uno de los aceites esenciales mas estudiados en

este ambito (D’agostino et al., 2019).

El AEO contiene diferentes proporciones de compuestos que pueden variar
dependiendo de la especie, la edad fisioloégica de la planta, la ubicacion geografica
y el ambiente donde se desenvuelven (Ventura et al., 2011; Hernandez-Hernandez
et al., 2019; Rios de Benito et al., 2021).

Se analizo la eficacia de aplicar recubrimientos de quitosano con AE de
romero y orégano a queso elaborado con leche de cabra, demostrando que los
recubrimientos evitaron la pérdida de peso y mejoraron la inocuidad microbiana. Las
actividades lipoliticas y proteoliticas se redujeron en el queso recubierto, la
evaluacion sensorial mostré que los quesos que contenian quitosano-AEO
doblemente recubiertos, presentaron una mejor evaluacion en relacién con el aroma
y sabor. El doble recubrimiento consistié en sumergir el queso por 30 s en la solucion
filmogénica, secado en una camara de maduracion y posteriormente se repitio

nuevamente este procedimiento (Cano et al., 2017).

En un estudio sobre la actividad antimicrobiana de peliculas comestibles
elaboradas con proteina de suero incorporadas con AE, como el de orégano, romero
0 ajo, se observo que la pelicula con AEO al 2% demostré ser méas efectiva que las
gue contenian extractos de ajo y romero, para inhibir Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, L. monocytogenes Yy
Lactiplantibacillus plantarum en comparacion con aquellas (Seydim y Sarikus,
2006). De modo similar, en peliculas desarrolladas a base de celulosa, incorporada
con AEO para la conservacion de pizza refrigerada lista para el consumo. Se
determind el efecto antimicrobiano de la pelicula por medio de un ensayo de halos

de inhibicion, observando un aumento de los de los halos para los microorganismos
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Penicillium spp. y S. aureus a medida que aumentaba la concentracion de AEO
(Botre et al., 2010).

Por otra parte, la actividad de los aceites esenciales de orégano y romero
sobre la estabilidad oxidativa y fermentativa de un queso crema durante el
almacenamiento, resulté en una capacidad de proteccion para evitar la oxidacion de
lipidos y la fermentacion del queso (Olmedo et al., 2013). En otro estudio, se
encapsularon nanoemulsiones de AEO para evaluar la actividad antifungica sobre
Cladosporium sp., Fusarium sp. y Penicillium sp., aislados de muestras de queso
de Minas Padréo. Este queso de tipo semicurado y pasta prensada es consumido
en Brasil. Los resultados concluyeron que el AEO nanoencapsulado (5% en peso)
presentd un efecto inhibidor contra los tres géneros de hongos evaluados (Bedoya-
Serna et al., 2018).

También, se evalud la actividad antimicrobiana del AEO microencapsulado
contra Salmonella sp., Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas fragi,
Lactiplantibacillus plantarum y Micrococcus luteus. Encontrando el timol y el
carvacrol entre los principales componentes del AEO. EI AE mostr6 una buena
estabilidad después de 3 meses de almacenamiento a 4 °C, demostrando que la
microencapsulacion permite mantener casi en su totalidad la actividad
antimicrobiana, ademas de mejorar la estabilidad del AEO (Hernandez-Hernandez
et al., 2014).

En un estudio se realiz6 una combinacion de caseinato de sodio y quitosano
(SC:CH), afadida con nanoparticulas de silice mesoporosa (SM) encapsulando
AEO. La aplicacion del recubrimiento en queso panela en la evaluacién de las
bacterias aerdbicas mesdfilas y de las poblaciones de mohos y levaduras lograron
una reduccion de aproximadamente 2 Logio UFC/g después de 15 dias de
almacenamiento (Rios de Benito et al., 2021).
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2.4.1 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del AEO ha sido atribuida a sus compuestos
terpenoides y fenoles volatiles, especialmente carvacrol y timol. Estas sustancias
ocasionan dafio en la membrana citoplasmatica de los microorganismos, lo que
resulta en la muerte celular (Calo et al., 2015; Castro et al.,, 2020). Ha sido
identificado en el AEO Mexicano al carvacrol, timol, 1,8-cineol y p-cimeno (Rios de
Benito et al.,, 2021) y reportado los principales compuestos quimicos por
cromatografia de gases-masas, identificando el timol (28,88%), eucaliptol (16,07%),
p -cimeno (6,61%), terpinen-4-ol (3,9%) y linalol (3,64%) (Hernandez-Hernandez et
al., 2019).

2.4.1.1 Extraccion del aceite esencial mediante destilacion por arrastre de

vapor

Este proceso es un método que utiliza vapor como agente de extraccion en
la hidrodestilacion y se caracteriza, porque no hay interaccion entre el agua y las
hojas de orégano. Se calienta agua en el fondo del equipo para producir vapor, el
cual entra en contacto con el material vegetal, lo que hace que los AE se evaporen.
Posteriormente se lleva a cabo una licuefaccion de los vapores en un condensador,
para luego recuperar los aceites esenciales (Figura 4). El condensado es una
mezcla de agua y aceite esencial, que son separados empleando métodos fisicos o
quimicos, por lo general el método mas empleado es por decantacién. Los tiempos
de extraccion depende de cada planta que se procese, aunque este método
presenta la desventaja de producir menor cantidad de aceite si se compara con

otros métodos de extraccion (Colina-Marquez et al., 2022).
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Figura 4. Montaje de destilacion por arrastre de vapor (adaptado de: Colina
Marquez et al., 2022).

2.4.1.2 Uso de peliculas activas con aceite esencial de orégano

Una pelicula con almiddn de yuca, extracto de residuo de calabaza y AEO,
mostré una actividad antibacteriana significativamente mejorada contra E. coli
ATCC 8739, L. monocytogenes ATCC 15131 y S. aureus ATCC1901 (Dos Santos
et al., 2018). Asi mismo, la evaluacion del efecto de recubrimientos comestibles
desarrollados con almidén de achira (Canna indica L.), celulosa microcristalina y
sustancias antimicrobianas (AE de ajo y orégano) en el queso doble crema, no
permiti6 el crecimiento de microorganismos patdégenos durante 42 dias de

almacenamiento (Molina-Hernandez et al., 2020).

Una investigacion utilizé peliculas comestibles de suero que contenian AEO,
AE de ajo, nisina y natamicina para la inactivacién microbiana en queso Kasar en
rodajas. Este es un queso Turco semiduro, gue mostré reducciones logaritmicas en
E. coli O157:H7 (3.0 log), S. Enteriditis (3.6 logio UFC/g), L. monocytogenes (2.0
logio UFC/g) S. aureus, (2.15 logio UFC/g) y Penicillium spp. (1.20 logio UFC/g)

durante 15 dias de almacenamiento (Seydim et al., 2020).
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2.5 Microencapsulacion

La microencapsulacion es una técnica que utiliza materiales poliméricos ya
sean naturales o sintéticos denominados agentes encapsulantes o material de pared.
Los encapsulantes en forma de microparticulas capturan sélidos activos del nucleo
y pueden cubrir sustancias liquidas, particulas sélidas o incluso gases (Sun et al.,
2021). La liberacion de los compuestos volétiles de los AE depende del tipo de
material empleado como agente encapsulante, puesto que tienen diferentes
estructuras quimicas y propiedades fisicoquimicas. Dichas caracteristicas pueden
estar influenciadas por el tamafio y la forma de las particulas, asi como los
desencadenantes de liberacion deseados como el pH, la temperatura y la humedad
(Corréa-Filho et al., 2019).

En este sentido la microencapsulacion implica el atrapamiento de una
sustancia objetivo en varias sustancias macromoleculares, la proteccion de los
componentes aroméaticos frente a los medios externos. Ademas, existe una mejora
de su solubilidad o dispersion en medio acuoso, en la estabilidad oxidativa y térmica,
en la actividad biolégica, en el control de la volatilidad y de la liberacion sostenida de

los materiales encapsulados (Chen et al., 2022).

Diversos componentes han sido utilizados como material de pared para la
produccion de microcapsulas como polisacaridos, lipidos, proteinas, o una mezcla
de ellos (Corréa-Filho et al., 2019). Las caracteristicas mas relevantes para la
eleccion de estos materiales son las propiedades reologicas a altas
concentraciones, la capacidad de emulsionar, estabilizar y mantener el material que

es encapsulado dentro de su estructura.

Entre los agentes encapsulantes se encuentra la silice mesoporosa (SM), la
cual es una red de silice (Figura 5) que contiene internamente una gran cantidad de

poros que albergan las moléculas de los compuestos bioactivos. Presentando
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ventajas como la facilidad de sintesis, biocompatibilidad mejorada, composicion
quimica relativamente inerte y capacidad de funcionalizarse con diferentes

materiales al ser estables en condiciones bioldgicas (Hincapie et al., 2020).

Interaccion de )
Van der Waals
) & Puente de
oH SiLo=Si—g OH Hidrégeno
P “Si
\ " O, .,CS ) I’\‘-_

Si

Red de Silice (SiO,)
) Molécula Organica

Figura 5. Estructura de la red de silice de las particulas mesoporosas
(Gonzalez-Cervantes et al., 2019).

Resultados importantes se han logrado con este método al encapsular AE de
eucalipto, naranja y canela evaluando los efectos antibacterianos y anti-adherencia,
mostrando efectos inhibidores contra cepas como S. aureus ATCC 25923; E. coli
ATCC 25922; y Candida albicans ATCC 10231 (Balaure et al., 2017).

Una investigacion utiliz6 SM como portador de AE de sandalo, siendo un
portador estable para la dispersion en agua en productos de la industria cosmética
(Xiao et al., 2021). A través del disefio y evaluacion de nano-fragancias basadas en
nanoparticulas de SM, se logré una liberacion gradual y eficiente de fragancias (Lu
et al., 2020). Ademas, en otro estudio se disefid un recubrimiento activo con AEO
reforzado con particulas de SM para la aplicacion de queso panela logrando el
retraso en el crecimiento microbiano y poca pérdida de humedad (Rios-de-Benito et
al., 2021).
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2.6 Queso crema

Segun el CODEX STAN 275-1973 (2015), el queso crema es “blando,
untable, no madurado y sin corteza, el cual presenta una coloracion que va de casi
blanco a amarillo claro con una textura suave o ligeramente escamosa y Sin
agujeros”. De forma similar, la norma mexicana NMX-F-754- COFOCALEC-2015
sefala que el queso crema puede ser tajable, untable y presenta la facilidad de
mezclarse con otros alimentos. La elaboracion de queso crema se basa en una
gelificacion lenta que puede ser inducida con cultivos lacticos mesofilos con la
posterior adicion de cuajo y separacion del suero, siendo considerado como un

queso fresco (Surber et al., 2021).

Por consiguiente, muchas personas lo han utilizado para reemplazar la
mantequilla y la margarina, debido a que presenta un valor caldrico mas bajo,
cuando este es bajo en grasa. Ademas, es un producto muy versatil ya que permite
la adicion de compuestos como las finas hierbas o cereales como chia y quinua,
mejorando caracteristicas sensoriales como textura, sabor y aumentando las

propiedades nutricionales en el producto (Lemes et al., 2016).

En el queso crema se reconocen dos categorias de acuerdo con su contenido
de grasa: queso doble en grasa elaborado con leche estandarizada entre 9 — 11%
(p/p) de grasa y queso crema monograso elaborado con leche estandarizada a 4.5
— 5% (p/p) de grasa (Guinee et al., 1993). La FDA (2016), establece que el queso
crema debe tener un contenido minimo de grasa lactea de 33 % (p/p) y un contenido
de humedad no superior al 55 % (p/p). Asi mismo, el Codex de la FAO (2016),
establece un minimo de sélidos no grasos del 22 % (p/p) y un contenido minimo de

grasa del 25 % (p/p).

El principal productor de queso crema en la Union Europea es Alemania,

mientras que en América es EUA. En la industria alimentaria el queso crema es de
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gran importancia debido al crecimiento econémico proyectado para el 2026 de
aproximadamente 8,300 millones de dolares estadounidenses (Pombo, 2021),
mientras que en el 2020 México presentd una produccion industrial de 38,876
toneladas (CANILEC, 2021).

El queso crema es estructuralmente diferente de otros quesos, con una
mayor proporcion de grasa y contenido de humedad (Jeon et al., 2012).
Proporcionando el ambiente apropiado para microorganismos patégenos y
causantes de deterioro como bacterias, levaduras y hongos (Pirsa et al., 2020). La
susceptibilidad de los quesos a la actividad microbiana puede estar asociada a
factores intrinsecos (pH, nutrientes, actividad de agua, la microbiota competitiva,
etc.) y factores extrinsecos (temperatura, atmésfera, humedad relativa)
(Giammanco et al., 2011; Elkot y Khalil, 2018).

Tabla 1. Limites méximos de contenido microbiano para quesos frescos
(adaptada de: NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018)

Microorganismo Limite méximo
Staphylococcus aureus 1000 UFCl/g
Salmonella spp Ausenciaen 25 g
Escherichia coli 100 UFCl/g
Listeria monocytogenes Ausente en 25g
Vibrio cholerae Ausente en 25¢g
Toxina botulinica Negativa
Mohos y levaduras 500 UFC/g

Por lo tanto, la norma Mexicana NOM-223-SCFI/SAGARPA-2018 establece
los limites maximos de contenido microbiano para los quesos frescos (Tabla 1). Los
microorganismos patdégenos con mayor prevalencia en quesos frescos en América
Latina (2007 - 2016) son Salmonella spp., S. aureus, L. monocytogenes y E. coli.
En el afio 2016 se identificaron como paises latinoamericanos con mayor incidencia
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de casos de enfermedades transmitidas por alimentos a México (26,925), Ecuador
(11,790), Brasil (9,907) y Colombia (8,648) (Merchan et al., 2019).

El queso también es susceptible a la contaminacion por hongos y
micotoxinas. Los hongos comunmente aislados en el queso son Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Geotrichum, Mucor y Trichoderma, causando efectos
indeseables en el producto y por ende afectando la calidad del mismo. La evaluacion
de queso crema a diferentes temperaturas de almacenamiento (4 °C y 21 °C),
mostré poblaciones mayores en las muestras almacenadas a temperatura
ambiente, destacando la prevalencia de especies de Penicillium, Aspergillus y

Clasdosporium (Perveen et al. 2011).

En el 2007 se investigd Salmonella spp. en queso crema tropical en cinco
queserias elegidas al azar en Tonala, Chiapas (México). Algunas muestras estaban
elaboradas con leche pasteurizada y otras con leche sin pasteurizar. De cinco
muestras analizadas de queso elaborada con leche sin pasteurizar, la poblacién de
coliformes fecales fue de 6.7 — 7.6 Logio UFC/gy E. coli dio positivo en todas las
muestras. Los resultados demostraron que los quesos presentaban poblaciones

microbianas mayores que las permitidas por la norma (Romero-Castillo et al., 2009).

Se realizé un diagnéstico de la sanidad en fabricas de elaboracion de quesos
en forma artesanal, del municipio de Zacazonapan en el Estado de México. Se
tomaron muestras de agua, leche, cuajo, queso, superficies del equipo de
procesamiento, asi como manos Yy utensilios que tienen contacto directo con el
queso. Los resultados obtenidos mostraron altas poblaciones de mohos y
levaduras, bacterias mesdfilas aerobias, coliformes totales y la presencia de

Salmonella spp. (Sanchez-Valdez et al., 2016).

Un reporte mostro que 118 muestras de diez tipos de quesos, tomadas al

azar en Cuba, con el propésito de llevar a cabo andlisis de coliformes totales, S.
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aureus, Salmonella spp., hongos y levaduras. La poblacién de coliformes totales
resultdé mayor que lo permitido en la norma para queso crema y la poblacion de
hongos y levaduras fue >3 logio UFC/g para los diferentes tipos de quesos, aunque
no se encontrd presencia de Salmonella spp (Armenteros et al., 2018). Finalmente,
en un estudio realizado en Cali, Colombia, se analizaron diferentes tipos de quesos
frescos artesanales y encontraron L. monocytogenes en el 27% de las muestras

(Ocampo-Ibéafez et al., 2019).
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3 Justificacion

La contaminacién bacteriana y el desarrollo de mohos y levaduras son
problemas frecuentes en productos como el queso, ocurriendo en muchas
ocasiones antes de la fecha de vencimiento. Esto reduce considerablemente la
calidad del producto y afecta tanto a productores como consumidores, causando
pérdidas y problemas de seguridad alimentaria. Asi mismo, muchos de los utensilios
utilizados en el empacado de quesos no son biodegradables y generan problemas

ecologicos.

En la industria alimentaria el queso crema es de gran importancia debido al
crecimiento econdémico proyectado para el 2026 de aproximadamente 8,300
millones de dolares estadounidenses (Pombo, 2021). Mientras que en el 2020
México present6 una produccién industrial de 38,876 toneladas (CANILEC, 2021).
Sin embargo, por su contenido de grasa y alta humedad su vida util es corta y
proporciona las condiciones para la contaminacion con microorganismos patégenos
y deterioradores, causada por diversos factores implicados en toda su cadena

productiva.

El interés actual relativo a evitar el dafio y conservar el ambiente, han
convertido a los recubrimientos y peliculas comestibles en una excelente alternativa
de material de uso en el envasado de alimentos. Su aplicaciébn en productos
perecederos como los quesos permitird reducir la pérdida de peso, prevenir el
deterioro microbiano y promover la inocuidad. Todo esto mediante el control de la
tasa de intercambio de oxigeno y dioxido de carbono y como portador de

compuestos antimicrobianos (Costa et al., 2018).

Por otra parte, los aceites esenciales son sustancias liquidas volatiles
obtenidas de fuentes naturales que recientemente han generado gran interés por la

variedad de compuestos bioactivos que presentan. Estos compuestos tienen

30



propiedades antimicrobianas, sin embargo, pueden disminuir su efectividad debido
a su inestabilidad, volatilizacién, degradacion, oxidacion e interaccion quimica. Para
mitigar estos efectos negativos la encapsulacion es un método eficaz que permite
retener, proteger, retardar y permitir una difusion lenta y controlada de sus

compuestos bioactivos.

Dada la necesidad de implementar técnicas que permitan mejorar la calidad
del queso, se presentan las peliculas activas con aceite esencial de orégano como
una alternativa que permita aumentar el tiempo de vida util, conservando sus

caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas.
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4 Objetivos
4.1 Objetivo General

Caracterizar una pelicula activa basada en alginato de sodio y almidén
modificado con aceite esencial de orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth)
microencapsulado en particulas de silice mesoporoso y evaluar su efecto en la

calidad del queso crema durante el almacenamiento.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de orégano (Lippia
graveolens Kunth) microencapsulado en nanoparticulas de silice
mesoporoso frente a microorganismos relevantes en queso crema: Listeria
innocua, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium,
Scheffersomyces stipitis y Leuconostoc mesenteroides.

2. Disefar peliculas basadas en alginato de sodio y almidén de maiz octenil
succinilado, conteniendo aceite esencial de orégano microencapsulado.

3. Evaluar las propiedades mecanicas, estructurales y propiedades de barrera
de las peliculas disefiadas.

4. Evaluar el efecto de las peliculas aplicadas al queso comercial mediante un
ensayo de estimacion de vida util, a través de analisis microbiolégico,

fisicoquimico y sensorial, en condiciones de refrigeracion.
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5 Materiales y métodos

5.1 Estrategia experimental

La estrategia general propuesta consiste en desarrollar una pelicula activa

con almidéon modificado, alginato de sodio, adicionada de aceite esencial de

orégano mexicano (Lippia graveolens Kunth) microencapsulado, y su aplicacion a

gueso crema durante 35 dias de almacenamiento (Figura 6).
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Figura 6. Estrategia experimental.

El glicerol anhidro y el sulfato de sodio anhidro fueron adquiridos de J.T

Baker (Darmstatdt, Alemania), el alginato de sodio se obtuvo de Molecular Cuisine

Supplies (CDMX, México), mientras que el almidén de maiz modificado fue donado

por Ingredion (San Juan del Rio, Querétaro, México). El Tween 20 y Tween 80,
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etanol absoluto, el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), 3-aminopropil
trietoxisilano (APTES) y el ortosilicato de tetraetilo (98%) (TEOS) fueron obtenidos
de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). La solucion salina tamponada con fosfato
se obtuvo de Scharlab (Barcelona, Espaiia).

5.2.2 Material Biolégico

Las hojas de orégano (Lippia graveolens Kunth) maduras con un tamafio
promedio de 5 x 3 mm se recolectaron en Cerrito Parado, Toliman (Querétaro,
México). Una muestra (voucher) fue autenticada y depositada en la Coleccién Etno-
botanica del Herbario de Querétaro ubicada en la Facultad de Ciencias Naturales,
Universidad de Querétaro, México (espécimen voucher: E. Hernandez-Hernandez
No. 1).

El suelo vegetal fue adquirido en Huertos Urbanos (Morelia, Mich., México).
El queso crema en rebanadas (Philadelphia®) fue obtenido de un mercado de

Querétaro.

Las cepas bacterianas utilizadas fueron L. innocua (cepa no patdgena,
filogenéticamente  relacionada con L. monocytogenes), Leuconostoc
mesenteroides, Salmonella  Typhimurium,  Staphylococcus aureus, vy
Scheffersomyces stipitis de la coleccidn de cultivos del laboratorio de Biotecnologia
de Alimentos, DIPA, Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de

Querétaro, México.
5.2.3 Muestras de queso crema

Se emplearon rebanadas de queso crema comercial de la marca
Philadelphia® (Puebla, Pue., Mondelez, México), libre de conservadores, adquirido
en un mercado local de Querétaro (Querétaro, México) y su almacenamiento se

mantuvo a 4 °C. Cada rebanada tenia dimensiones de 120 x 95 x 27 mm, contenidas
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individualmente en bolsas de plastico y en un empaque primario de plastico

metalico.

5.2.4 Medios de cultivo

La peptona de caseina, el caldo y el agar papa dextrosa (CPD y APD,
respectivamente) fueron adquiridos de BD Bioxon (Estado de México, México). El
agar y caldo nutritivo se adquirieron de Oxoid (Basingstoke, Inglaterra). EI bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) se obtuvo de Beijing Solarbio
Science & Technology (Beijing, China).

5.3 Métodos
5.3.1 Obtencion del aceite esencial de orégano

Las hojas de orégano (Lippia graveolens Kunth) fueron separadas de las
partes del tallo y se procedié a un secado a 50 °C por 24 h en una estufa con
circulacion de aire forzado (Binder KBWF 240, Osch Tuttlingen, Germany). El aceite
esencial de orégano se obtuvo por medio del método de destilacion por arrastre de
vapor durante 2 h (Rios-de-Benito et al., 2021). Empleando un equipo desarrollado
por el grupo de investigacion del Dr. Carlos Regalado Gonzalez para el proceso de
obtencién de aceites esenciales por tres procedimientos de destilacion, el cual se
encuentra en solicitud de patente con numero de folio Mx/E/2023/023755, ante el
Instituto Mexicano de Propiedad Industrial. Finalmente, el aceite extraido se seco
con sulfato de sodio anhidro y se deposit6 en viales de vidrio herméticos protegidos

de la incidencia luminosa a 4 °C para su posterior uso.

35



5.3.2 Microencapsulacion del aceite esencial de orégano

La microencapsulacion del AEO se realizé de acuerdo con Rios-de-Benito et
al. (2021). Una solucion con 240 mL de agua destilada se prepard con 1.75 mL de
NaOH y 0.5 g de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). La muestra se calent6 a
80 °C durante 2 h, se adicioné por 5 min 2.5 mL gota a gota de la solucidén de
ortosilicato de tetraetilo (TEOS). Posteriormente se filtrd, se realizé un lavado con
etanol y se llevo a calcinar a 500 °C por 5 h. En seguida, 0.1 g del material resultante
se disperso en 2 mL de etanol absoluto que contenia 0.1 g de aceite esencial de
orégano, con el fin de eliminar el etanol de la mezcla, la cual se mantuvo agitando
durante toda la noche, en campana de extraccion (Emilab, EI Marques, Querétaro,
México). De esta manera se obtuvo el AEO microencapsulado (AEO-MSN).

5.3.3 Activacién de las cepas bacterianas

Las cepas fueron activadas siguiendo el procedimiento empleado por
Hernandez-Hernandez et al. (2014), en caldo nutritivo a 37 °C durante 24 h, a
excepcion de S. stipitis, que se activo en CPD y se incub6 a 30 °C, igual que L.
mesenteroides que también se incub6 a 30 °C. A continuacion, se transfirieron 0.1
mL de cada cepa a otro tubo con 9 mL de caldo nutritivo o bien CPD (para S. stipitis),
seguido de incubacion bajo las condiciones descritas de temperatura y tiempo.
Después, las poblaciones se diluyeron en caldo nutritivo o CPD (para S. stipitis),
hasta aproximadamente 10°%-108 UFC/mL. Alicuotas de 20 uL se sembraron en agar
nutritivo por triplicado siguiendo la técnica de la gota (Miles & Misra, 1938),
posteriormente se incubaron durante 24 h a 37 °C (30 °C para L. mesenteroides).
Para S. stipitis se utiliz6 agar papa dextrosa e incubacion a 30 °C. Se realizaron
lecturas de absorbancia a 600 nm cada hora, hasta obtener un valor de absorbancia
(Asoo nm) de 0.25 — 0.3, que representa una poblacién de aproximadamente 10°-10°
UFC/mL.
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5.3.4 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del AEO-

NSM frente a bacterias deterioradoras y patdégenas

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del AEO-NSM contra los
microorganismos de interés se determind de acuerdo con la metodologia empleada
por Requena et al. (2019) con algunas variaciones. Se mezclaron las nanoparticulas
de AEO- NSM (6% v/v) para ser emulsificadas con una mezcla de Tween 80 (5%
viv) y Tween 20 (5% v/v) en agua desionizada para producir concentraciones de
AEO entre 0.1 - 0.7 mg/mL. Este rango de concentraciones se basé en las CMI
reportadas de 0.125 mg/mL para hongos ($ahin et al., 2004), 0.6 mg/mL para
levaduras (Souza et al., 2007), 0.3 mg/mL para L. monocytogenes (Sauceda, 2011),
0.106 mg/mL para S. aureus y 0.426 mg/mL para S. Typhimurium (Sarikurkcu et al.,
2015).

Las concentraciones reportadas en pL/mL se convirtieron con la densidad
(983 mg/mL) del AEO usado en la presente investigacién. Se afiadieron 50 uL de la
suspension de las cepas seleccionadas (10° -10° UFC/mL), a cada pozo de una
microplaca de poliestireno transparente de fondo plano con 96 pozos (Costar,
Corning, NY, USA). Posteriormente, se afiadié a cada pozo 50 uL de las diferentes

concentraciones del AEO-NSM.

Se tomd como control negativo los pozos de la columna con caldo nutritivo y
como control positivo los pozos de la columna que contenia bacterias con caldo
nutritivo y la mezcla de Tween. Asi mismo, para S. stipitis se tomd como control
negativo los pozos de la columna con CPD y como control positivo los pozos de la
columna que contenia S. stipitis con CPD y la mezcla de Tween. Todas las
microplacas, que incluian controles positivos y negativos, se incubaron a 37 °C +
0.5 °C durante 24 h a excepcion de S. stipitis y L. mesenteroides que se incubaron
a30°C+0.5°C. Alas 24 h se determin0 el efecto bactericida (inhibicion bacteriana),

o bien bacteriostatico (crecimiento lento) del AEO-NSM frente a las cepas

37



evaluadas, cabe aclarar que el efecto seria fungicida o fungistatico para S. stipitis,

la cual se incub6 durante 48 h.

El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) se uso6
como indicador metabdlico, ya que es una sal de tetrazolio amarilla, que se reduce
a formazan de color purpura. Por lo cual, la coenzima nicotinamida-adenina-
dinucleotido (NAD(P)H) y las deshidrogenasas de células metabolicamente activas
reducen las sales de tetrazolio a productos de formazan (compuesto azoico
coloreado formado por la reduccion de sales de tetrazolio). EI MTT se reduce a (E,

Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenil-formazan (formazan) (Figura 7).
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Figura 7. Reaccidon enziméatica de: A) bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazolio (MTT) a B) (E, Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenil-formazan
(formazan) (Kuete et al., 2017).

Se depositaron 10 pL a cada pozo del indicador metabdlico (MTT)
reconstituido en solucién salina (0.85% de NaCl) con fosfato (Na2HPOa4) 5 mg/mL y
nuevamente se llevo a incubar a 37 £ 5 °C por 2 h en la oscuridad, a excepcion de
S. stipitis y L. mesenteroides, las cuales se incubaron a 30 £ 5 °C. Se observé
visualmente el cambio de color, ya que existe una relacion directamente
proporcional entre el formazan producido y el nimero de células vivas (Stockert et
al., 2018).

Finalmente, se utilizé el lector de microplacas (Varioskan Flash,
ThermoScientific, Waltham, MA, EUA) para determinar la Asoonm. La CMI se
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considerd como los valores de Asoonm que no cambiaron significativamente (0.125 +
0.05) con respecto al control negativo. Los valores de CMI se expresaron como la
mas baja concentracion del compuesto activo en la que no se observoé color parpura

(pérdida de la actividad metabdlica).

5.3.5 Determinacion de la concentracién minima bactericida del AEO-NSM

frente a bacterias patdégenas

Para la determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) se us6
el método de Knezevic et al. (2016). Se depositaron 10 uL de una mezcla de 50 pL
AEO-NSM con 50 pL de la suspension de S. aureus y S. Typhimurium
(aproximadamente 108 -107 UFC/mL) en placas que contenian agar nutritivo
utilizando diluciones decimales. Luego se incubd a 37 £ 5°C durante 24 h. Después

de la incubacién la ausencia de crecimiento indic6 actividad bacteriostatica.

5.3.6 Elaboracion de las peliculas activas (PA)

Las peliculas se obtuvieron siguiendo el procedimiento descrito por Yang et
al. (2018), con algunas variaciones. Inicialmente se homogenizé una suspension
acuosa al 0.8 % (p/p) de alginato de sodio adicionado a agua destilada previamente
calentada en placa de calentamiento (Corning, NY, EUA) a 60 °C, manteniendo en
agitacion por 30 min a 600 rpm. Paralelamente se prepard una suspension acuosa
al 1.6 % (p/p) de almidén de maiz octenil succinico mezclado durante 15 min a
temperatura ambiente, a continuacion, se calenté a 65 °C durante 15 min. Aparte
se realiz6 una disolucion de glicerol al 1% (p/p) con un calentamiento de 35 °C por

15 min.

Una vez obtenidas las disoluciones se adiciond el AEO-MSN y se realizaron

2 concentraciones (0.6 mg/mL y 0.9 mg/mL) de acuerdo con los resultados
obtenidos en la concentracion minima inhibitoria (MIC) y la concentracion minima
bactericida (CMB). La homogeneizacion del AEO-MSN se realizo con un ultraturrax
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(IKA T25, Staufen, Alemania) a 10,000 rpm durante 3 min a temperatura ambiente.
Luego, la solucién se sometié a un procesador ultrasénico VCX 500 (Sonics
Materials, Newtown, CT, USA) utilizando 70% de amplitud y 4 pulsos de 1.5 min con
descansos de 30 s. Después se dejo en agitacion a 500 rpm durante 30 min.
Posteriormente, se distribuyeron 18 g de la mezcla sobre cajas Petri de 90 mm de
diametro y se secaron en una estufa con circulacién de aire (Binder KBWF 240,
Osch Tuttlingen, Germany) a 35 + 5 °C, durante 15 h.

Como pardmetro de control fue formulada una pelicula siguiendo la misma
metodologia, pero sin adicion de AEO-NSM (PC). Posteriormente las peliculas
activas con aceite esencial de orégano (PA) se retiraron de las cajas de Petri, se
colocaron en una bolsa de polietileno (PE), se sell6 y se almacenaron lejos de la luz
a 25 °C hasta la realizacién de los diferentes analisis.

5.3.6.1 Actividad antimicrobiana de las peliculas

La actividad antimicrobiana de las peliculas se evalu6é mediante el ensayo de
difusién de disco frente a S. aureus y S. Typhimurium, de acuerdo con Hernandez-
Hernandez et al. (2014), con algunas modificaciones. Primeramente, se obtuvieron
placas con 8 mL de agar (1.5% p/v) y se dejo solidificar. Después, se adicionaron a
las mismas placas 10 mL de agar nutritivo suave (0.8% p/v) con 200 pL de
suspension con bacterias (107 UFC/mL) y se dejé solidificar, manteniendo en la
campana de flujo laminar durante media hora. Posteriormente, se colocaron sobre
la capa de agar suave previamente inoculado, 2 discos de la pelicula de 11 mm de
diametro (previamente esterilizados cada lado de la pelicula por 5 min con luz UV-
C: 254 nm). Finalmente se incubaron a 37 £ 5 °C durante 24 h y la zona de inhibicion

se midi6 utilizando un Vernier.
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5.3.7 Caracterizacion de las peliculas

Los andlisis que se describen a continuacion se realizaron por triplicado.

5.3.7.1 Espesor

Para el espesor de las PA se tomaron mediciones en cinco ubicaciones de
las peliculas con un micrometro digital (Mitutoyo, Modelo No. 2046-08, Tokio, Japon)
y se utilizé el valor medio para los calculos de permeabilidad al vapor de agua y

propiedades mecanicas.

5.3.7.2 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La determinacion de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) consiste en
cuantificar la cantidad de agua que puede pasar a través de un material por unidad
de tiempo y area. En cambio, el coeficiente efectivo de difusion de agua (Ce) mide

la velocidad a la que las moléculas de agua pueden moverse a través de un material.

Para determinar la PVA de las PA se utilizd un sistema de fotoacustica
deferencial (Figura 8) desarrollado por Martinez-Mufioz et al. (2022). Este sistema
consta de una camara con dos celdas cercanas de fotoacustica (FA) diferencial y
un recipiente de aluminio (500 ml). Las celdas se llenan con aire atmosférico (34%
HR, 26 °C), la humedad relativa (HR) se genera en la camara utilizando NaCl 6 M.
Una celda con papel aluminio se utiliza como referencia y en la otra celda se coloca
la muestra. Previamente las muestras se estabilizaron en un desecador al 39 % de
HR durante 48 horas.
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Figura 8. Sistema de fotoacustica diferencial empleado para determinar el
coeficiente de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas formuladas
con y sin AEO-NSM. a) representacion esquematica del sistema diferencial
de fotoacustica, b) contenedor de agua/gas, c) celdas fotoacusticas
(Martinez-Mufioz et al., 2022)

Para determinar el coeficiente de permeabilidad, se realizé un barrido
temporal durante 45 min. La frecuencia modulada del laser fue de 33 Hz. La curva

obtenida se ajusto utilizando las ecuaciones (1) y (2):

S=S,+AS [1 — exp (—%)] (1)

_k

Td_ﬁ

(2)
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Donde S es la seial fotoacustica (SFA), So es la amplitud inicial de la sefial,
AS es la trayectoria de |la sefal FA hasta alcanzar el valor de saturacion en el nuevo
ambiente y 74 es el tiempo de difusion del vapor de agua. En la Ecuacion 2, D es el
coeficiente efectivo de difusion del vapor de agua y Is es el espesor de la PA.
Finalmente, para obtener el coeficiente de permeabilidad al vapor de agua (PVA),
se utilizo la Ecuacion (3), que determina el valor en mPerm, que se define como el

flujo de 1 g de vapor de agua al dia por m? por mmHg (Martinez-Mufioz et al., 2022).

D
~ (RAT,l)

Donde A es la masa molecular relativa del agua, R es la constante universal de los

1 (3)

gases y T, es la temperatura ambiente.

5.3.7.3 Difraccién de rayos X (XRD)

La difraccion de rayos X consiste en analizar la estructura cristalografica de
los materiales. Para la caracterizacion estructural de las PA se emple6 un
difractometro de rayos X (DRX) de la marca Bruker (D8-Advance, Billerica, MA,
EUA) equipado con una fuente de radiacién de anodo de Cu que emite radiacion de
tipo A (1.543 nm), un detector con voltaje de 40 kV y corriente de 40 mA. Las
muestras PA fueron compactadas en un porta-muestras y las mediciones se
realizaron con un angulo de 3 - 60°, donde 0.02° se midieron cada 3 s, con un tiempo

de 2.5 h de promedio de medida para cada muestra.

5.3.7.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (MEB) proporciona imagenes sobre la
topografia y la morfologia de la superficie de un material. La microestructura de las
peliculas se analizo por SEM, utilizando un microscopio electronico de barrido de
alta resolucion HITACHI (Mod. SU8230, Chiyoda, Tokio, Japon). Muestras de 4 x 4

43



mm fueron utilizadas para obtener imagenes de la superficie de las peliculas. Las
imagenes fueron capturadas empleando un voltaje de aceleracion de 10 kV
(Andrade-Mahecha et al., 2012).

5.3.7.5 Espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

El FTIR consiste en identificar la composicion quimica y molecular de los
materiales. La caracterizacion optica de las peliculas se realizé por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Las muestras fueron colocadas en un
espectrometro marca PerKin Elmer (Mod. Spectrum Two, Waltham, MA, EUA). Los
espectros de las muestras se obtuvieron en rangos de numeros de onda
comprendidos entre 600 — 4000 cm™, que corresponden al rango espectral del

infrarrojo medio (MIR).

5.3.7.6 Color de la superficie y opacidad

El color de las peliculas se midié mediante un colorimetro (Vinckolor, China).
Los pardmetros de luminosidad (L*), rojo-verde (a*), amarillo-azul (b*) se obtuvieron
directamente del equipo. Se utiliz6 una placa de color estandar blanca (L= 93.40,
a= -0.54 y b= 3.80) como fondo para las mediciones de color. Los parametros (L*,
a*y b*) se promediaron a partir de tres lecturas para cada muestra. La diferencia de

color (AE) se calculé utilizando la ecuacion (4).
AE = [(AL")? + (4a*)? + (4b*)?]%5 4)
Donde, AL*, Aa* y Ab * son las diferencias entre el color de las muestras

La opacidad se determiné por medio del método Hunterlab (Hunter
Associates Laboratory, 1997). Los valores de luminosidad (L*) de las peliculas se
obtuvieron al colocar las peliculas sobre una placa blanca (L*blanco) Y negra (L*negra).

Se calculé mediante la ecuacion (5)
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Opacidad = =" x 100 (5)

blanco

5.3.7.7 Biodegradacion de las peliculas en compostaje vegetal

Para determinar la biodegradabilidad de las peliculas se emple6 el
procedimiento descrito por Malekzadeh et al. (2023), con algunas modificaciones.
Se emplearon frascos de vidrio de 15 cm de altura y 10 cm de ancho que contenian
250 g del compostaje vegetal. Las peliculas fueron troqueladas en trozos de 4 cm X
4 cm y secadas a 90 °C durante 30 min o hasta peso constante para tomar el peso
inicial (Wi), posteriormente se enterraron a una profundidad de 4 cm del compostaje
natural (compuesto por: fibra de coco, humus de lombriz sustrato para germinar y
Bokashi). Se roci6é agua para mantener una humedad relativa al 35 + 5% utilizando
un higrémetro (Mod. 4040, Control). Con el propésito de evaluar la pérdida de peso,
las peliculas se retiraron del compostaje y se limpiaron con agua para quitar el suelo
adherido a las superficies, nuevamente se secaron a 90 + 5 °C durante 30 min o
hasta peso constante y posteriormente se pesaron (Wf). Este procedimiento se
repiti6 cada vez que las muestras fueron retiradas para el registro del peso en
diferentes dias y se tomaron fotografias para el seguimiento visual de la pelicula. El
porcentaje de pérdida de peso (WL%) se obtuvo por medio de la ecuacion (6).

(Wi—Wf) "

WL% = 100 (6)

5.3.8 Aplicacion de la pelicula al queso crema comercial

Con la finalidad de estudiar el efecto de las peliculas, se utiliz6 queso crema
comercial (Philadelphia®) libre de conservadores. Asépticamente, con manejo
mediante guantes estériles, en campana de flujo laminar, se cortaron rebanadas de
4 x 4 x 0.3 cm, cada una fue separada y puesta en contacto directo con la pelicula

(Previamente, para la realizaciéon de las peliculas todo el material fue previamente
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lavado, desinfectado y se almacenaron en bolsas herméticas). Las peliculas
manejadas con guantes estériles y en la cabina de flujo laminar, fueron situadas
como separador de cada rebanada de queso. Previamente ambos lados de las
peliculas se esterilizaron durante 5 min con luz UV-C (254 nm).

Para la aplicacion de las peliculas se realizaron 3 niveles. Las muestras se
identificaron como: queso crema almacenado sin pelicula (QSP), queso crema
almacenado con la pelicula control (QPC) y queso crema almacenado con la
pelicula formulada con 0.9 mg/cm? AEO-NSM (QPA2). Esta pelicula se utilizd
debido a los resultados antimicrobianos obtenidos de las PA. Finalmente, se
envasaron las muestras en bolsas de polietileno en bolsas de polietileno Ziploc (S.C
Johnson & Son, Racine, WI, EUA) almacenandolas en refrigeracién a 4 °C + 2 °C

para los posteriores andlisis en los dias 0, 7, 15, 20, 25, 30y 35.

5.3.8.1 Pérdida de peso y pH

La pérdida de peso debido a la deshidratacion del producto al estar
almacenado en condiciones de refrigeracion se calculé como el porcentaje de peso
perdido a partir del peso de la muestra inicial. El valor de pH de cada muestra se
registré usando un medidor de pH digital (Mod. 3310, Jenway, UK). Para la
medicion, se diluyé 1 g de la muestra en 10 mL de agua destilada, tomando una
cantidad de 5 mL y se sumergi6 el electrodo, leyendo el valor del pH (Zhong et al.,
2014).

5.3.8.2 Anélisis de Textura

La propiedad de textura en las muestras de queso se realizé6 empleando un
texturometro (modelo TA-XT2, Stable Microsystems, Surrey, UK) se probaron cinco
ubicaciones aleatorias (borde y medio en cada muestra). La dureza del queso se

midié empleando compresién con una sonda cilindrica de 6 mm de diametro. Los
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parametros fueron: 1.0 mm/s de velocidad de ensayo, con un tiempo de espera de

5 s entre las compresiones y se comprimié 50% de su altura (Zhong et al., 2014).

5.3.8.3 Anélisis de color

Para la evaluacion de los parametros de color en las muestras de queso, se
emple6é un colorimetro (Vinckolor, china), empleando un iluminante D65 y un
observador estandar 10° (UNE 40-080, 1984). Se llev6 a cabo la medicién del color
mediante las coordenadas CIELAB y los valores de reflectancia (CIE, 1976). Los
pardmetros de luminosidad (L*), rojo-verde (a*), amarillo-azul (b*) se obtuvieron de
manera directa del equipo. La diferencia de color (AE) se calcul6 utilizando la

ecuacion (4).

AE = [(AL")? + (4a*)? + (4b*)?]°5 (4)

Donde, AL*, Aa* y Ab * son las diferencias entre el color de las muestras.

5.3.8.4 Anaélisis sensorial

Previamente a la evaluacion sensorial, se verificdé que las muestras no
conllevaran ningun riesgo microbioldgico para los panelistas. Para esto se cuantificd
la poblacién de mesdfilos totales, mohos / levaduras (Norma Oficial Mexicana NOM
111-SSA1-1994), Salmonella spp (NORMA Oficial mexicana NOM-114-SSAl-
1994), L. monocytogenes (NOM-143-SSA1-1995) y E. coli (NMX-AA-042-SCFI-
2015). Los participantes voluntarios recibieron informacion detallada con el
propésito de que tomaran una decision sobre su participacién y brindar su

consentimiento informado (Anexo 1).

Para el reclutamiento en el estudio se incluyeron 50 panelistas no

entrenados. La evaluacion heddnica (Hough, 2010) se conformé por hombres y
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mujeres que se encontraban entre 20 a 40 afos, seleccionados por ser
consumidores de queso crema de la comunidad estudiantil de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Los panelistas fueron
seleccionados con base al interés, el tiempo disponible y se excluyeron a aquellas
personas que presentaban alguna alergia al queso, al AEO, que tenian algun
padecimiento que modificara su apreciacion del sabor, que presentaran alergias o

se encontraran bajo algun tratamiento médico.

A los 5 dias de almacenamiento del queso en contacto directo con las
peliculas, se evaluaron los atributos sensoriales de color, sabor y aceptacion
general mediante una escala hedonica de nueve puntos (Anexo 2). Los panelistas
degustaron cuatro muestras: 1) queso crema almacenado sin pelicula (QSP), 2)
gueso crema almacenado con la pelicula control (QPC), queso crema almacenado
con la pelicula formulada con 0.6 mg/cm? AEO-NSM (QPA1) y queso crema
almacenado con pelicula formulada con 0.9 mg/cm? AEO-NSM (QPA2).

Las muestras se proporcionaron de forma homogénea en porciones entre 2
— 2.5 + 0.5 g. Las muestras fueron presentadas de manera idéntica en platos
blancos con un cédigo numérico aleatorio de 3 digitos y se solicitd a los
consumidores que realizardn una evaluacion de las muestras de queso crema en
funcién del color, olor, la textura, el sabor y la aceptacion general. Se usé una escala
hedonica de 9 puntos (1 = me disgusta extremadamente; 9 = me gusta muchisimo).
adicionalmente, se afiadié un espacio para comentarios en la hoja de evaluaciéon

sensorial (Anexo 2).

Los evaluadores fueron provistos de agua potable a temperatura ambiente
para limpiar el paladar entre muestras y galletas neutras para eliminar cualquier
residuo de la muestra anterior. La evaluacion sensorial se realizo0 en cubiculos
individuales a una temperatura de 25 + 2 °C, situadas en el Parque Biotecnolégico,

Facultad de Quimica de la Universidad Autdbnoma de Querétaro. La aprobacién para
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llevar a cabo el estudio fue otorgada por el comité de Bioética de la Facultad de
Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro (No. de oficio. CBQ22/024).

5.3.8.5 Anélisis microbioldgico

Se realizé la determinacion del recuento de hongos y levaduras (Norma
Oficial Mexicana NOM 111-SSA1-1994), bacterias mesofilicas de acido lactico
(Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994) (International Standard 1ISO 4833-
1:2013). Estos analisis fueron realizados en el laboratorio de microbiologia del
Parque Biotecnologico, Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de

Querétaro.

5.3.8.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo utilizando la herramienta R Studio
(version 1.4.1717). Los resultados se presentan como el promedio = desviacion
estandar. Todos los analisis se realizaron en tres repeticiones. Las diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos y el control se determinaron mediante
un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacién multiple (Tukey).
Finalmente, la prueba de comparaciéon multiple (Dunnett) se us6 para la evaluacion

de los datos derivados de la actividad antibacteriana del AEO-NSM.

6 Resultados y discusion
6.1 Actividad antimicrobiana del AEO-NSM

La CMI determina la concentracién mas baja de AEO-NSM gue evita (inhibe)
gue las bacterias, hongos u otros microorganismos se desarrollen. La CMI del AEO-
NSM se observo a partir la concentracion de 0.2 mg/mL para la levadura S. stipitis
(cepa sustituta de P. farinosa y P. fermentans, debido a similitudes genéticas y

fenotipicas) y las cepas bacterianas L. mesenteroides y L. innocua (cepa sustituta
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de L. monocytogenes). Por otro lado, para S. aureus y S. Typhimurium se encontré
la CMI a partir de 0.3 mg/mL. La CMB del AEO-NSM frente a S. aureus y S.
Typhimurium fue de 0.3 y 0.4 mg/mL, respectivamente (Tabla 2).

Tabla 2. Actividad inhibitoria del AEO-NSM frente a una levadura, bacterias

patdgenas y deterioradoras.

Cepa CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
S. stipitis 0.2 --
L. mesenteroides 0.2 --
L. innocua 0.2 --
S. aureus 0.3 0.3
S. Typhimurium 0.3 0.4
CMI: concentracion minima inhibitoria; CMB: concentracibn minima
bactericida

Los resultados evidenciaron que a concentraciones menores de 0.2 y 0.3
mg/mL de AEO-NSM se mantuvieron células viables (Anexo 3, Figura Al), pero con
niveles significativamente menores (p<0.05) al control. EI cambio de color es
ocasionado por las células viables que tuvieron la capacidad de reducir el MTT a
formazan, donde el valor de absorbancia esta relacionada proporcionalmente al

numero de células vivas.

El MTT se absorbe en las células por endocitosis 0 por un mecanismo
facilitado por proteinas de transporte, la carga positiva neta de MTT facilita su
absorcién celular. Las células capturan y absorben particulas o moléculas desde el
medio extracelular, donde la carga positiva del MTT puede promover su union a
receptores involucrados en la endocitosis mediada por cargas en la superficie
celular, facilitando su entrada en la célula. Ademas, la carga positiva del MTT puede
interferir con el potencial de membrana y reducir la barrera del potencial eléctrico

para su entrada en la célula (Nga et al., 2020).
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Una vez dentro de la célula, el MTT se reduce por la accion de las enzimas
oxidorreductasas mitocondriales (deshidrogenasas), no mitocondriales y de
membrana plasmatica de células viables para producir formazan de color purpura
(Nga et al., 2020). Las membranas celulares son en gran medida impermeables al
formazan, lo que resulta en su acumulacion dentro de las células vivas; mientras

que las células muertas no tienen esta caracteristica (Grela et al., 2018).

Las CMI y CMB encontradas en este estudio difieren de las reportadas en el
AEO sin encapsular, en investigaciones previas se ha informado que la CMI es de
0.4, 0.5 y 0.3 mg/mL para las bacterias S. Typhimurium, S. aureus y L.
monocytogenes, respectivamente (Souza et al., 2007; Sauceda, 2011). Asi mismo,
se reporté una CMI de 0.1 mg/mL para S. aureus y 0.4 mg/mL para S. Typhimurium
(Sarikurkcu et al., 2015)

Resultados similares fueron reportados para AEO (Origanum vulgare) y
tomillo (Thymus capitatus) encapsulados en nanoparticulas de poli(e-caprolactona).
Para S. aureusy E. coli, obtuvieron una CMI=CMB de 0.5 mg/mL, mientras que para
L. monocytogenes ambas concentraciones fueron de 1.0 mg/mL del AEO
encapsulado. Ademas, determinaron que tanto la CMI y CMB para el AE de tomillo
encapsulado fue de 0.25 mg/mL frente a E. coli. Asi mismo, para S. aureus ambas
concentraciones (CMI y CMB) fueron de 0.5 mg/mL; por el contrario, para L.
monocytogenes la CMI resulté ser de 0.25 mg/mL y la CMB fue de 0.5 mg/mL
Granata et al., 2018).

Por otra parte, se ha reportado el efecto inhibitorio y bactericida de varios AE
encapsulados con polimeros naturales. El AEO encapsulado mostré valores de CMI
entre 0.7 y 4.7 mg/mL, y CMB en el rango de 1.3-15.1 mg/mL, contra S. aureus, L.
monocytogenes, E. coliy S. Typhimurium, demostrando efecto contra las bacterias
Gram-positivas asi como Gram-negativas (de Almeida et al., 2022).
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Se ha sugerido que los resultados obtenidos se atribuyen a que la
encapsulacion favorece la difusion del aceite esencial desde el nucleo interno al
medio externo, lo que aumenta la acumulacion de aceite liberado a través de la
membrana celular bacteriana (Lammari et al., 2020). Se ha reportado que el timol
provoca inhibicién de la motilidad, dafios en la membrana y pared celular, causando
finalmente lisis celular (Rathod et al., 2021); el cual, se ha identificado como el

principal componente del AEO Mexicano (Hernandez-Hernandez et al., 2019).

6.2 Actividad antimicrobiana de las peliculas contra microorganismos
patégenos

En la Figura 9 y Figura 10 se observan los didmetros de la zona de inhibicion de las

PA evaluadas frente a S. aureus (Gram-positiva) y S. Typhimurium (Gram-negativa).

Las PA con las diferentes concentraciones de AEO-MSN mostraron zonas de
inhibicion (Figura 9) frente a las bacterias patégenas. Para S. aureus (Gram-
positiva), PAl presentd una zona de inhibicién de 2.5 mm (lo que representa un
21.9% menos que PA2) y PA2 mostré una zona de inhibicion de 3.2 mm. En cuanto
a S. Typhimurium (Gram-negativa) PA1 present6 una zona de inhibicion de 1.6 mm
(20% menos que PA2) y PA2 mostro una zona de inhibicion 2.0 mm, representado
valores mayores de inhibicibn a mayor concentracion de AEO-MSN. La pelicula
control (PC) no exhibié zona de inhibicidon contra los microorganismos ensayados
(Figura 10).
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Typhimurium

Figura 9. Actividad inhibitoria frente a bacterias patégenas de las peliculas
formuladas con y sin AEO- NSM. PC: Pelicula control; PAL: Pelicula activa con 0.6
mg/cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula activa con 0.9 mg/cm? AEO-NSM.
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Figura 10. Diametro de la zona de inhibicion (mm) de las peliculas con y sin
AEO- NSM frente a bacterias patdgenas. Las letras iguales indican que no hay
diferencia significativa (p>0.05). PC: Pelicula control; PA1: Pelicula activa con 0.6
mg/cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula activa con 0.9 mg/cm? AEO-NSM.

Concordando con estos resultados la determinacién antimicrobiana de
peliculas a base de mucilago de Chia, gelatina y AEO, mostrdé una mayor inhibicién

de las PA frente a S. aureus que contra E. coli (Luo et al., 2019). De manera similar
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se reporté que un aumento en la cantidad de AEO en peliculas de quitosano,
aumentaba el efecto inhibitorio contra E. coli y L. monocytogenes (Chen et al.,
2020).

Por otra parte, la determinacion de la actividad antibacteriana en peliculas de
semillas de membrillo incorporadas con AEO contra 10 cepas bacterianas, mostro

mayores zonas de inhibicion a mayor concentracion de AEO (Jouki et al., 2014).

Los anteriores resultados indican que S. aureus fue ligeramente mas sensible
que S. Typhimurium, sugiriendo una mayor susceptibilidad en las bacterias Gram-
positivas al AEO que las Gram-negativas. Este efecto probablemente es debido a
que la pared celular de las bacterias Gram-negativas estd formada por una capa
fina de peptidoglicano, mientras que, la membrana celular externa estd compuesta
por lipoproteinas (Lepe y Martinez-Martinez, 2022), impidiendo que los
componentes del AE atraviese la membrana y pueda llegar al interior. Ademas, la
actividad antibacteriana de las PA varia segun factores como la cantidad, variedad

de AE y la interaccién con la matriz biopolimérica (De Souza et al., 2020).

6.3 Caracterizacion de las peliculas
6.3.1 Espesor, permeabilidad al vapor de agua (PVA) y el coeficiente efectivo

de difusion de agua (Ce)
Los datos obtenidos de los espesores, la permeabilidad al vapor del agua y

el coeficiente efectivo de difusion de agua (Ce) de las peliculas con y sin AEO-NSM
se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Espesor, permeabilidad al vapor del agua (PVA) y coeficiente

efectivo de difusion de agua (Ce) de las peliculas con y sin AEO-NSM.

Pelicula Espesor PVA Ce
(mm) [mol/ (kg-m?-s-Pa)] (m?/s)
PC 0.066 £0.0172 3.574+0.02x 1082 1,122 +0.05x 10102
PA1l 0.074 £0.0142 12.964 +0.01 x 10°° 5,015+ 0.03 x 10-11b
PA2 0.081+0.011° 9.217+0.04 x 10°°¢  3.124 +0.04 x 1011¢

Los resultados se reportan como la media * la desviacion estandar (n=3). Diferentes
letras en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05; Tukey test). PC:
Pelicula control; PA1: Pelicula activa con 0.6 mg/cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula
activa con 0.9 mg/cm? AEO-NSM

Los espesores de las peliculas con AEO-NSM aumentaron a medida que se
incrementaba la concentracion de AEO-NSM, pero solamente PA2 mostro

diferencia significativa (p<0.05) comparada con PC (Tabla 3).

Estos resultados coinciden con lo reportado empleando peliculas a base de
proteina de soja y AEO, tanto libre como encapsulado. Se observé que la PC
presentd un espesor menor que las peliculas adicionadas con AEO (dos Santos et
al., 2019). Asi mismo, se encontrdé un aumento significativo del espesor en peliculas
a base de almidon con eugenol encapsulado (Talén et al., 2019). En contraste, Chen
et al. (2020), encontraron que las peliculas de quitosano con AEO y nanofibrillas de

celulosa mostraron un menor espesor que las PC.

Un mayor espesor puede deberse a un aumento del contacto molecular entre
los grupos CH del almidén y los componentes del AEO. Esto debilita las fuerzas de
agregacion de la cadena del polimero y da lugar a una matriz mas abierta,
conduciendo a un mayor espesor de la pelicula (Aguilar- Sanchez et al., 2019).
Ademas, se ha sugerido que el grosor depende de la naturaleza y composicién de
la pelicula al aumentar el contenido de solidos (Alizadeh-Sani et al., 2018; Roy et
al., 2021).
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Por otra parte, la PVA y el Ce son dos mediciones diferentes de la propiedad
de un material de dejar pasar agua a traves de él. EI Ce mide la velocidad a la que
las moléculas de agua pueden moverse a través de un material; mientras que la
PVA mide la cantidad de vapor de agua que puede pasar a través de un material
por unidad de tiempo y area (Baschetti y Minelli 2020).

Se observd que las PA (Tabla 3) presentaron valores de PVA mas bajos
{12.964 x 10°y 9.217 x 10° [mol/(kg-m?-st-Pal)]} en comparacién con la pelicula
control (PC) {3.574 x 10 [mol/(kg-m?-st-Pal)]}. La diferencia de los resultados
obtenidos entre la PC y las PA se debe a que la incorporacion de AEO-NSM genera
una ruta mas compleja y alargada para las moléculas de agua. Disminuyendo la
velocidad de permeacion del agua, por lo tanto, se reduce la PVA (Singh et al.,
2023). Ademas, el AEO puede promover la formacion de enlaces de hidrogeno con
el grupo hidroxilo del almiddn, lo que reduce la fuerza de union entre el agua y el
almiddn, dando como resultado un menor paso de agua por la matriz de la pelicula
(Long et al., 2022).

Los valores obtenidos de PVA en esta investigacibn son mayores a los
reportados para papel Kraft y poliestireno utilizando un sistema de fotoacustica. La
PVA fue de 4.18 x 10! [mol/(kg-m?-st-Pal)] para el papel Krafty 6.80 x 1011
[mol/(kg-m?-st-Pal)] para el poliestreno (Martinez-Mufioz et al., 2022),
representando cerca de dos érdenes de magnitud menor. Debe aclararse que el
poliestireno es un polimero sintético con largos tiempos de biodegradacion,
mientras que el papel Kraft es opaco y no permite ver el producto que esta

envolviendo.

Otros autores han reportado disminucién de los valores de PVA, usando la
metodologia gravimétrica de la Sociedad Estadounidense para pruebas y materiales
(ASTM) o dispositivos medidores de la velocidad de transmision de vapor de agua.

En peliculas de almidén de tapioca esterificado con AEO-MSN se observo una PVA
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en el rango 1.97 — 2.06 x 10 ° (g/ms Pa) (Yan et al., 2022). Igualmente, en peliculas
a base de AS con AEO-MSN la PVA para la PC (sin AEO) fue de 10.97 x 10° (g/ h
m Pa) y para la pelicula con 0.8% en peso de AEO encapsulado de 8.50 x 10° (g/
h m Pa) (Lu et al, 2021). Por otra parte, se reportd6 una PVA de 2.77
g-mm/(kPa-h-m?) para la pelicula control (sin aceite) y 2.18 g-mm/(kPa-h-m?) para
la pelicula con hidroxipropilmeticelulosa con 5 % de nanoemulsion de AEO (Lee et
al., 2019).

Se evidencié una disminucioén en el valor del Ce en las PA (5.015 x 101t m?/s
y 3.124 x 10t m?/s) en comparacién con la PC (1.122 + 0.05 x 101° m?/s) (Tabla
3). Al igual, se han reportado valores de coeficiente de difusion de agua que
oscilaron entre 3.57 x 101°— 6.43 x 101 m?/s en peliculas de almidén de maiz con
nanocristales de celulosa (Slavutsky y Bertuzzi, 2014). Asi mismo, se obtuvieron
valores entre 4.3y 7.0 x 101 m?/s en peliculas basadas en almidén, cuyos valores
tienen una magnitud similar que los presentados en esta investigacion (Basiak et
al., 2018).

6.3.2 Difraccion de rayos X (DRX)

La difraccion de rayos X permite analizar la estructura cristalografica de los
materiales, ya que los rayos X dispersados interactian con los atomos de las
peliculas. Esta interaccidon, genera patrones de difraccion que revelan informacién
sobre la distancia entre los planos atémicos y la orientacion de la estructura. Los
difractogramas de rayos X de las peliculas se presentan en la Figura 11. La PC
exhibié un pico amplio a 20 = 19.6° y dos picos leves a 20 = 11.5° y 35.9° en
contraste, al incorporar AEO-NSM estos picos leves no se observaron en PAL ni en
PA2. Estos picos fueron comparados con la base de del Centro Internacional de
Datos de Difraccion (ICDD) (Card No. 00-039-1911) y los reportados por la literatura.
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Figura 11. Difraccion de rayos X (DRX) de las peliculas con y sin AEO-
NSM. PC: Pelicula control; PA1: Pelicula activa con 0.6 mg/cm? AEO-NSM; PA2:
Pelicula activa con 0.9 mg/cm?AEO-NSM

Se ha observado que a mayor proporcién de NSM en peliculas a base de AS
disminuia la intensidad del pico a 26 =13° (Junior et al., 2021). Por el contrario,
empleando peliculas de agar/AS se observé un pico a 26 =14.01°, pero este pico
no se observod en las peliculas a las que se les agregé NSM (Hou et al., 2019). Esto
indica que la incorporacion de NSM produce una interferencia constructiva o
destructiva entre los rayos X difractados. Esto debido a que, si el material es amorfo,
es decir, no tiene una estructura cristalina ordenada, no producira picos nitidos en
el patron de difraccion, haciendo que los picos se vuelvan muy débiles o incluso

indetectables en el patrén de difraccion de rayos X.
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En general todas las peliculas mostraron un pico de difraccion amplio a 26 =
19.6°; sin embargo, conforme incrementaba la concentracion de AEO-NSM fue
menor la intensidad en este pico. PA1y PA2 presentaron una disminucion del 85.3%
y 89.8%, respectivamente en comparacion con la pelicula control (PC), indicando
un cambio inducido en la fase semi cristalina del almidon y el AS al incorporar AEO-
NSM en las peliculas. Esto puede atribuirse a la interaccion intramolecular entre los
enlaces de hidrégeno del AEO-NSM y el almidon/AS (Yang et al., 2018). Por lo
anterior, se induce la densidad estructural (relacion entre la masa y el volumen) en
la matriz polimérica restringiendo el grado de cristalizacion (Aziz y Almasi, 2018), lo

cual esté acorde con los hallazgos observados en FTIR.

Resultados similares fueron reportados, en peliculas a base de AS y AEO-
NSM (Lu et al., 2021). Asi mismo, se observo en peliculas de almidon de patata con

AE de canela encapsulado en NSM (Zhang et al., 2019).

6.3.3 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Por medio de la microscopia electronica de barrido (MEB), se obtienen
imagenes tridimensionales y de alta resolucién de la topografia y la morfologia de
la superficie de un material. En particular, la pelicula control (PC) exhibié una
superficie lisa y plana, asi como uniformidad en la estructura (Figura 12a). En
cambio, las PA presentaron una superficie rugosa, aunque una dispersion uniforme
del AEO-NSM (Figura 12 b, c).
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Figura 12. Imagenes de microscopia electronica de barrido (MEB) de las

peliculas con y sin AEO-NSM. a) PC: Pelicula control; b) PA1: Pelicula con 0.6
mg/cm? AEO-NSM,; ¢) PA2: Pelicula activa con 0.9 mg/cm? AEO-NSM. La
magnificacion de todas las imagenes fue de 200X.

En general en todas las formulaciones se observaron granulos visibles de
almidén, lo cual, ha sido corroborado por algunos investigadores en peliculas de
almidon (Mittal et al., 2020; Pantelic et al.,2021; Kumar et al., 2021).

Por otro lado, se observo una distribucion uniforme en peliculas de almidén
de patata con AE de canela encapsulado en NSM, atribuyendo esta caracteristica
a la disminucién de los grupos -OH en la superficie de las nanoparticulas (Zhang et
al., 2019). Asi mismo, se report6 una estructura rugosa y sin burbujas en peliculas
a base de AS y AEO-NSM. Sin embargo, a concentraciones superiores del 1% en
peso de AEO-NSM las nanoparticulas suelen tener una mayor aglomeracion y
formar una estructura discontinua, afectando las caracteristicas fisicoquimicas de

las peliculas (Lu et al., 2021).
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6.3.4 Analisis mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR)

El FTIR estudia la composicion quimica y molecular de los materiales. Esta
técnica se fundamenta en la interaccion de las moléculas con la radiacion infrarroja,
que provoca vibraciones moleculares especificas que son caracteristicas de los
enlaces quimicos presentes en el material. En la Figura 13 se muestran las bandas

de absorcion de los espectros infrarrojos con transformada de Fourier, obtenidos de
las PA disefiadas.

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm™)
Figura 13. Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) de

las peliculas con y sin AEO-NSM. PC: Pelicula control; PA1: Pelicula activa con

0.6 mg/cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula activa con 0.9 mg/ cm? AEO-NSM.

Los grupos funcionales de los componentes de la matriz polimérica se

observaron en los espectros FTIR mostrando bandas similares (Figura 13). Sin
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embargo, se presenté una variacion en el corrimiento de algunas de las bandas,

dependiendo de la concentraciéon de AEO-NSM incorporado en la pelicula.

Las bandas entre 3600 y 3100 cm™ pertenecen a las vibraciones de
estiramiento del enlace O-H de los grupos hidroxilo, las moléculas de agua y las
interacciones agua-matriz (Fabra et al., 2018). Con el aumento de la concentracion
de AEO- NSM se presenté desplazamiento de estas dos bandas, lo que puede
evidenciar la interaccion intramolecular de enlaces de hidrogeno entre AEO-NSM,
el almidén, el AS y el glicerol (Lu et al., 2021). Ademas, se ha reportado que existen
cambios en esta region debido a los polifenoles presentes en el AEO que se

incorporan en peliculas con almidén (Cruz et al., 2020).

Las bandas a 2925 y 2880 cm™ se deben a las frecuencias de estiramiento
antisimétricas y simétricas de los enlaces -CHs y -CH2. Los valores de las
frecuencias de vibraciéon a 1610 y 1416 cm™ corresponden a las vibraciones de
flexién y estiramiento de los grupos O-H del agua unida a la matriz (Dang & Yoksan,
2015). Ademas, estas bandas se han atribuido a las vibraciones de estiramiento
asimétricas y simétricas del enlace C-O del grupo -COO (Yang et al., 2018; Alves et
al., 2020). Sin embargo, se observan cambios en la intensidad y la longitud de onda
al incorporar AEO-NSM en las peliculas, lo que sugiere una interaccion con las
moléculas de almidon y el AS.

La sefial a 1155 cm™ esta relacionada con el estiramiento C-O presente en
la estructura del almidon (Hejna et al., 2019). En cuanto a los cambios observados
en la posicion de la banda de absorciéon a 1075 cm™, se sugiere la posible formacién
de enlaces de hidrégeno entre las moléculas de AEO-NSM, almidén y AS. Esto
puede ser atribuido a la formacion de enlaces Si-O y Si-C, que pueden reducir la

frecuencia vibratoria de la banda de absorcion (Lu et al., 2021).
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Las bandas localizadas a 1021 y 922 cm? estan asociadas con las
frecuencias de estiramiento de los enlaces C-O en las cadenas C-O-C y con la
vibracion de estiramiento del anillo de piranosa, respectivamente (Dang & Yoksan,
2015; Gutiérrez et al., 2019). Finalmente, por debajo de 800 cm™ se presentan
espectros con una estructura compleja relacionado con una gran cantidad de

vibraciones esqueléticas de los anillos de glucopiranosa (Hejna et al., 2019).

6.3.5 Color de la superficie

El color es un indicador visual del efecto que tienen los componentes de las
peliculas, siendo un factor fundamental que puede afectar su utilizaciébn en una
matriz alimentaria. Se observé una disminucion significativa (p<0.05) en el
pardmetro de luminosidad/brillo (L*) y un ligero decremento en el valor del parametro
a* (rojo/verde) a medida que incrementaba la concentracion de AEO-NSM. En
cambio, el valor del parametro b* (azul/amarillo) y la diferencia de color total (AE*)
aumentaron significativamente (p<0.05). Esto indica que la pelicula se vuelve

menos clara y adquiere un color mas intenso con el aumento de AEO-NSM.

Tabla 4. Parametros de color CIELAB de las peliculas con y sin AEO-NSM

Parametros de color

Pelicula L* a* b* AE* Opacidad (%)

PC 854+052 -16+0.12 06+04°2 8.7+0.6 2 20.6+0.22
PAl 84.1+02° -1.7+0.12 32+05°" 94+0.22 21.3+062
PA2 827+04°¢ -19+032 7.2+03°¢ 127+05° 2180472

L*: luminosidad/brillo; a*: verde/rojo; b*: azul/amarillo; AE*: Diferencia total de color.
Los resultados se informan como la media + la desviacion estandar (n=3). Diferentes
letras en la misma columna indican una diferencia significativa (p<0.05; Tukey test).
PC: Pelicula control; PA1: Pelicula activa con 0.6 mg/ cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula
activa con 0.9 mg/ cm? AEO-NSM.
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Concordando con estos resultados, en peliculas activas con nanoparticulas
de acido berberina-cinamico. Reportaron un aumento en la diferencia de color (AE*)
y en el valor de b*; mientras que los parametros L* y a* disminuyeron al aumentar
la concentracion de las nanoparticulas (Ma et al., 2022). Igualmente, se mostré una
disminucién de la luminosidad (L*) de las peliculas con nanocompuestos y AEO
(Aguilar-Sanchez et al., 2019). Ademas, observaron la presencia de los pigmentos
presentes en el AEO, como los monoterpenos fendlicos y el color caracteristico del
almiddén de maiz, los cuales podrian impactar la percepcién del color y la apariencia

de las peliculas.

Con relacion a la opacidad, que es un factor utilizado para evaluar la
transparencia de la pelicula y el grado de obstruccién a la transmisién de la luz
visible, no se detectaron cambios significativos (p>0,05) entre la pelicula control
(PC) y las PA. No obstante, un valor de opacidad mas bajo indica una mayor
transparencia (Pareda et al., 2011; Yang et al., 2018). Los valores obtenidos para la
PC (20.6%) y para las PA1y PA2 (21.3% y 21.8%) indicaron un ligero aumento de

la opacidad al incorporar AEO-NSM en las peliculas de esta investigacion.

Resultados similares fueron obtenidos en peliculas a base de almidon de
tapioca con AEO-NSM, encontrando mayores valores de opacidad que los de la
pelicula sin adicibn de AEO-NSM (Yan et al., 2022). Ademas, se ha sugerido que
tanto el grado de polimerizacién de la amilosa y las moléculas presentes en el
almidon, pueden influir en el grado de opacidad de las peliculas de almidén (Llanos
et al., 2021).

Por consiguiente, la inclusion de aceites en la estructura de la pelicula reduce
la cantidad de luz que puede atravesarla (Tessaro et al., 2021). Este efecto se puede
deber a la dispersion de la luz en la superficie de las gotas de aceite (Bonilla et al.,
2018), lo que resulta en una disminucion del valor de L* y un ligero aumento en la

opacidad de las peliculas.
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6.3.6 Biodegradacion de las peliculas en compostaje vegetal

En la Figura 14 se muestra la biodegradabilidad de las peliculas sometidas a
compostaje natural con respecto al tiempo y en la Figura 15 se presenta la
apariencia y los cambios de las peliculas a través del tiempo en que se estudio la
biodegradabilidad.
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Figura 14. Porcentaje de pérdida de peso durante la biodegradaciéon por
compostaje de las peliculas con y sin AEO-NSM modelado con el método de
Gompertz (1825). La linea continua es el modelo (Gompertz) y los simbolos son los
datos. En el eje Y se muestra la pérdida de peso de las peliculas a lo largo del
tiempo, a: es la pérdida de peso maxima, c: describe la tasa especifica de pérdida
de peso, b es la diferencia entre el peso inicial y el peso final a un tiempo t. PC:
Pelicula control; PA1: Pelicula activa con 0.6 mg/cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula
activa con 0.9 mg/ cm? AEO-NSM.
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Figura 15. Apariencia visual de los cambios ocurridos en las peliculas
mediante el ensayo de biodegradacion en compostaje natural. PC: Pelicula
control; PA1: Pelicula activa con 0.6 mg/cm? AEO-NSM; PA2: Pelicula activa con
0.9 mg/ cm? AEO-NSM
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El proceso de descomposicion de materiales poliméricos en condiciones de
enterramiento en el suelo se caracteriza por ser un proceso complejo que involucra,
tanto, la accion de la hidrolisis quimica como la degradacion bacteriana. Esta Gltima
comprende tanto la hidrdlisis biolégica como la oxidacion, lo que contribuye a la

descomposicion del material (Mahajan y Gupta 2015).

Después de la exposicion al compostaje se observé que las peliculas se
tornaron rigidas y quebradizas. La PC presentdé una mayor pérdida de peso y se
degrado en 60 dias; sin embargo, las peliculas con AEO-NSM requirieron un mayor
tiempo de compostaje. La PAl se degrado a los 75 dias y PA2 a los 85 dias. La
menor pérdida de peso que presentaron las peliculas con AEO-NSM podria estar
influenciada a la presencia de AEO-NSM que actla como barrera y promueve la
resistencia en la absorcién y difusion del agua a través de las peliculas (Singh et al.,
2023). Adicionalmente el efecto antimicrobiano, podria haber limitado la actividad

de los microorganismos degradadores en el suelo.

Todas las peliculas mostraron aceleracién en su pérdida de peso después de
35 dias. Estos polimeros son macromoleculares y biodegradables, con una
naturaleza hidréfila, lo que significa que el agua del suelo puede penetrar facilmente
en la estructura de los polimeros. Esto debilita las cadenas poliméricas y permite
gue sean hidrolizadas por microorganismos presentes en el suelo (He et al., 2021).
Ademas, el entorno del suelo brinda una condicion propicia para que los
microorganismos puedan encontrar fuentes de carbono, lo que conduce a la

disminucién del peso de las biopeliculas (Maran et al., 2014; Kaur et al., 2019).

Empleando una formulacion de una pelicula de almidon de maiz, quitosano
y alcohol polivinilico, se demostré que la formulacién que contenia entre el 10 al 20
% en peso del alcohol polivinilico, se degradaron a los 90 dias (Kochkina y Lukin,
2020). Asi mismo, se evidencié que las peliculas biocompuestas con almidén y

extractos de flor de Jamaica se biodegradaban al 100% después de 90 dias
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(Gutiérrez et al., 2019). En contraste, empleando peliculas de almidén reforzadas
con celulosa, obtuvieron una biodegradacion entre 20 y 25 dias (Trujillo-Hernandez
et al.,2021).

Por lo anterior, puede considerarse que la variedad de factores contribuye a
la biodegradacion de los polimeros en el medio ambiente. Se determind que una
forma mas amorfa y una composicion menos compleja del polimero hace
susceptible el material a la biodegradacion por microorganismos (Emadian et al.,
2017). También el medio ambiente al que se expone este tipo de materiales es clave
para la biodegradacion como la temperatura, pH, humedad y el nivel de oxigeno
(Castro-Aguirre et al., 2017; Nguyen et al., 2016).

6.3.7 Aplicacién de la pelicula al queso crema comercial

El queso crema es un alimento lacteo con una duracion limitada por tener un
alto contenido de humedad y composicion rica en grasas. Una vez que se abre el
envase, el queso crema queda expuesto al aire y a posibles contaminantes
microbianos presentes en el ambiente; adicionalmente la exposicion a condiciones
aerObicas favorece el desarrollo de una diversidad de microorganismos

deterioradores y patdgenos (Lopez-Mendoza et al., 2023).

Con el tiempo, los microorganismos pueden comenzar a multiplicarse en el
gueso crema expuesto, lo que aumenta el riesgo de deterioro y proliferacién de
bacterias patégenas y deterioradoras. Ademas, la humedad y las grasas presentes
en el queso crema proporcionan un ambiente favorable para el crecimiento

bacteriano y el crecimiento de mohos (L6pez-Mendoza et al., 2023).

La recomendacion de consumir el queso crema en menos de 10 dias
después de abrirlo se basa en asegurar la calidad y la seguridad alimentaria. En

este tiempo, es menos probable que los microorganismos alcancen niveles
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Pérdida de peso (%)

35

perjudiciales, siempre y cuando el queso se mantenga refrigerado correctamente.
Pasado ese tiempo, el queso crema puede volverse rancio, adquirir sabores
desagradables o desarrollar mohos visibles, lo que indica que ya no es seguro para
el consumo (Rodriguez-Jerez, 2022).

Los siguientes analisis se realizaron en queso crema comercial de la marca
Philadelphia®, debido a que este producto declara no tener conservadores. Cabe
resaltar que las muestras de queso crema almacenadas sin pelicula (QSP) se
descartaron después de los 20 dias por el evidente desarrollo de hongos, la cual se

podia apreciar a simple vista.

6.3.7.1 Pérdida de pesoy pH

La pérdida de peso y los cambios en el pH de las muestras con los diferentes

tratamientos durante el tiempo de almacenamiento se muestran en las
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Figura 16.

Figura 16. Porcentaje de pérdida de peso y cambios de los valores de pH
del queso crema tratado con y sin las peliculas con AEO-NSM durante el tiempo

de almacenamiento a 4 °C. QSP: Queso crema almacenado sin pelicula; QPC:
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Queso crema almacenado con la pelicula control y QPA2: Queso crema
almacenado con la pelicula formulada con 0.9 mg/cm?.

Los resultados reflejaron que la pérdida de peso de las muestras QPC y
QPA2 después de los 7 dias, fueron significativamente menores (p<0.05) en
relacion con QSP. Con respecto a los valores de pH del queso crema, QPC y QPAZ2,
permanecieron estables durante los 7 dias de almacenamiento, pero luego de este
tiempo QPC decrecid significativamente (p<0.05) con el incremento del tiempo de
almacenamiento, sin embargo, QSP evidencié una mayor disminucion de los

valores de pH (4.50 — 4.37) a través del tiempo de almacenamiento.

Esta disminucion del pH se asocia a la produccion de acido por bacterias
acido lacticas, como es el caso de lactobacilli (Lactobacillus spp.) (Dermiki et al.,
2008; Jafarzadeh et al., 2019). Ademas, el descenso del pH puede ser resultado de
la generacién de dioxido de carbono por parte de microorganismos durante la
descomposicion del lactato y la conversiébn de aminoacidos en la superficie del
queso (Youseef et al., 2016; Amjadi et al., 2019).

Resultados similares fueron reportados en recubrimientos de 8 diferentes
biopolimeros con y sin lipidos aplicados en quesos prensados sin madurar. Los
quesos presentaron una pérdida de masa total mas baja (23.8%) frente a las
muestras sin recubrimiento (26.4%) (Ordofiez et al., 2021). Igualmente, se presentd
mayor pérdida de peso en quesos sin recubrimiento en comparacién con las
muestras que fueron tratadas con los recubrimientos de quitosano adicionado con
AEOQO, o con AE de romero (Cano Embuena et al., 2017).

Se observé una disminucion progresiva del pH en queso doble crema sin
recubrimiento. Por el contrario, las muestras que tenian el recubrimiento de almidén
de achira (Canna indica L.), celulosa microcristalina y AEO logré mantener el pH 'y
tener una menor pérdida de peso del queso doble crema almacenado durante 42
dias a 5 °C (Molina-Hernandez et al., 2020).

70



En contraste, durante la evaluacién del efecto del AEO en queso tipo panela
durante 15 dias de almacenamiento, se mostré6 una disminucion del pH en las
muestras tratadas con AEO y en las muestras control (sin AE) (Sanchez-Zamora et
al., 2020). Sin embargo, la pérdida de peso no fue diferente entre los tratamientos.
Ademas, se presentd un menor incremento en los valores de pH en queso alto en
grasa (80% en peso), con peliculas de quitosano y procianidina comparado con la
pelicula control (sin procianidina) (Zhang et al., 2021).

Los resultados obtenidos demuestran que las peliculas basadas en
materiales de origen natural pueden asegurar la calidad de los alimentos al ejercer
una barrera semipermeable al oxigeno, diéxido de carbono y vapor de agua. Esto
conduce en una menor pérdida de peso, ya que se evita la pérdida de agua y el

intercambio de gases en el alimento (Costa et al., 2018).

Después de los 20 dias, las muestras tratadas con la PA mostraron una
pérdida de peso del 10%. A los 30 y 35 dias de almacenamiento se observé una
pérdida entre el 23% y 28%. Mientras, que QPC presentd una pérdida de peso entre
el 27% y 33 % a los 30 y 35 dias de almacenamiento. Esto indica que la
incorporacion de AEO-NSM genera una ruta mas compleja y alargada para las
moléculas de agua, disminuyendo la velocidad de permeacion del agua por la matriz

de la pelicula y por lo tanto se reduce la pérdida de peso (Singh et al., 2023).
6.3.7.2 Anélisis de Textura

En la Figura 17 se presentan los cambios de dureza de las muestras con los
diferentes tratamientos durante el tiempo de almacenamiento. De manera general,

los diferentes tratamientos presentaron aumentos en la dureza a medida que

transcurria el tiempo. Sin embargo, se observo un mayor incremento (p>0.05) en
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las muestras QSP (0.65 —0.80 N) y QPC (0.66 — 0.90 N) en comparacion con QPA2
(0.66 - 0.79 N).

~ = QSP
—e—QPC

1,04

Dureza (N)

04 — T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (dias)

Figura 17. Cambios en la dureza del queso crema tratado con y sin las
peliculas con AEO-NSM durante el tiempo de almacenamiento a 4 °C. QSP:
Queso crema almacenado sin pelicula; QPC: Queso crema almacenado con la
pelicula control y QPA2: Queso crema almacenado con la pelicula formulada con

0.9 mg/cm?,

Empleando recubrimientos antimicrobianos a base de almidon de achira
(Canna indica L.) y celulosa microcristalina. Se aplicaron dos tratamientos de
recubrimiento diferentes en muestras de queso doble crema almacenadas durante
42 dias a 5 °C, uno con AEO y otro con AE de ajo. Las muestras recubiertas
presentaron valores mas bajos de dureza en comparaciéon con las muestras sin

recubrimiento (Molina-Hernandez et al., 2020)

De manera similar se aplico un recubrimiento comestible con AEO en quesos
bajos en grasa. Los resultados revelaron que las muestras control (sin

recubrimiento) presentaron una mayor dureza (3 N), en contraste, las muestras
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tratadas con AE mostraron una menor dureza (1 N), después de 25 dias de
almacenamiento en refrigeracion (Artiga-Artigas et al., 2017).

Por su parte, se observo que la dureza en queso Karish (queso acido de
Egipto), aument6 significativamente (p<0.05) en las muestras control (sin
recubrimiento) comparado con los quesos recubiertos con alcohol polivinilico,
glicerol y nanoparticulas de diéxido de titanio durante 25 dias de almacenamiento
(Youseef et al., 2018).

En este sentido, la dureza del queso se ve influenciada principalmente por el
contenido de agua, lo cual, coincide con los resultados obtenidos entre el % de
pérdida de peso (

Figura 16) y dureza (Figura 17). Las muestras con QPA2 mostraron un 28%
de pérdida de peso y una dureza 0.79 N, mientras que cuando se usaron peliculas
de QPC que present6 un 33% de pérdida de peso y una dureza de 0.9 N durante el
dia 35 de almacenamiento. Por lo cual, el uso de peliculas con compuestos
antimicrobianos disminuye la pérdida de agua, lo que contribuye a mantener las
caracteristicas texturales del queso y disminuir la pérdida de peso en las matrices

alimentarias (Molina-Hernandez et al., 2020; Jafarzadeh et al., 2021).

6.3.7.3 Anélisis de color

Los cambios en los parametros de color (L*, a* y b*) y la diferencia de color

se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Parametros de color CIELAB y diferencia de color del queso tratado

con y sin las peliculas con AEO-NSM durante el tiempo de almacenamiento.

L* a* b* AE*
Tratamiento Dia 0 de almacenamiento
QSP 88.4+0.2¢2 -1.9+0.18 6.3+0432 --
QPC 88.8+0.1¢2 -1.8+0.18 6.6+0.3%2 --
QPA2 88.6+0.1¢2 -1.8+0.172 6.3+0.342 --
Dia 7 de almacenamiento
QSP 846+0.4¢%2 -2.2+0.2%8 6.83+0.42 0.73+0.12
QPC 85.2+0.6% -21+£0.148 8.02+0.47" 414 +0.6°
QPA2 85.0+0.3¢2 -2.1+£0.12 8.07+0.3° 493+09FP
Dia 15 de almacenamiento
QSP 82.7+05% -25+0.248 6.90+0.62 384+06%
QPC 84.1+0.2" -21+0.1° 8.80+0.12 6.27 £0.2"
QPA2 84.9+06" -22+0.1° 8.13+0.22 491+05¢
Dia 20 de almacenamiento
QSP 83.3+04+% -2.7+0.248 8.23+0.4+% 503+0.3%2
QPC 83.0+£0.82 -22+0.3°P 8.70+0.2° 6.21 +0.2"
QPA2 84.6+04P0 -2.3+0.1° 7.20+0.32 485+03%
Dia 25 de almacenamiento
QSP --- --- ---
QPC 85.2+09FP -2.2+0.2%2 9.8+0.82 6.34+092
QPA2 87.7+06°¢ -2.2+0.12 7.95+09°P 492+06"
Dia 30 de almacenamiento
QSP --- --- ---
QPC 83.0+£0.82 -20+0.12 10.33+0.3%@ 6.45+0.72
QPA2 87.1+0.7" -2.1+£0.32 7.2+0.3b 5.07+0.7"
Dia 35 de almacenamiento
QSP - --- -
QPC 83.0+0.72 -21+£0128 1043+05+#@ 6.87+0.62
QPA2 86.43+0.4P0 -2.1+0.22 7.91+0.3° 5.35+05%b

L*: luminosidad/brillo; a*: verde/rojo; b*: azul/amarillo; AE*: Diferencia total de color.

Los resultados se informan como la media + la desviacién estandar (n=3). Diferentes letras
en la misma columna indican una diferencia significativa (p<0.05; Tukey test). QSP: Queso
crema sin pelicula; QPC: Queso crema con pelicula control; QPA2: Queso crema con
pelicula con 0.9 mg/ cm? AEO-NSM.

Los valores obtenidos de los parametros (L*, a* y b*) y la diferencia de color
evidenciaron diferencias significativas (p<0.05) entre QSP, QPC y QPA2 durante el
tiempo de almacenamiento. Para las muestras QSP y QPC se evidenciaron
mayores cambios durante el tiempo de almacenamiento, presentando una mayor
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disminucién en la luminosidad/brillo (L*), aumento en la tendencia hacia el amarillo

(b*) y aumentos en el cambio de color a través del tiempo de almacenamiento.

También se observaron cambios en el parametro a* (rojo/verde) en las
muestras QSP a partir del dia 15 de almacenamiento. En concordancia, se ha
evidenciado este comportamiento en queso cheddar recubierto con nanofibras
aisladas de proteina de suero y carvacrol en las muestras sin recubrir y recubiertas.
Los autores atribuyeron este cambio al deterioro microbiano presente en las

muestras de queso (Wang et al.,2019).

Ademas, la adicion de AEO en la leche utilizada para elaborar queso tipo
panelay al evaluar los parametros (L*, a*y b*) durante 15 dias de almacenamiento,
se obtuvieron incrementos significativos en el pardmetro b*, atribuyendo estos

resultados a los pigmentos del aceite de orégano (Sanchez-Zamora et al., 2020).

Por el contrario, se evidenciéo un aumento en los valores de L* y menores
aumentos en el valor b* (amarillez), en queso blanco aplicado con pelicula de
gelatina que contenia nanoparticulas de ZnO reforzado con nanofibra de quitosano
(Amjadi et al., 2019).

Estos resultados se atribuyen a un incremento en los procesos bioquimicos,
como la lipdlisis y protedlisis, asi como a una alta actividad del agua. Lo anterior
permite que el QSP sea mas susceptible a la oxidacién, el deterioro microbiolégico
y la reduccién de su vida util (Zheng et al., 2021); lo que es consecuente con los
resultados microbiolégicos obtenidos. Por lo tanto, las peliculas pueden actuar
como un material de barrera al oxigeno y a la luz, logrando controlar la oxidacién de
los lipidos (Ali et al., 2022).
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Log UFC/g

6.3.7.4 Anélisis microbioldgico

Los cambios en las poblaciones microbianas evaluadas durante 35 dias de
almacenamiento a 4 °C en las muestras de queso crema con los diferentes

tratamientos, se presentan en la
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Figura 18.

Figura 18. Actividad antimicrobiana del queso crema tratado con y sin las
peliculas adicionadas de AEO-NSM durante el tiempo de almacenamiento. (A)
bacterias aerdbicas mesofilas. (B) mohos y levaduras. QSP: Queso crema
almacenado sin pelicula; QPC: Queso crema almacenado con la pelicula control y

QPAZ2: Queso crema almacenado con la pelicula formulada con 0.9 mg/cm?.

Los resultados muestran diferencias significativas (p< 0.05) entre todos los
tratamientos (QSP, QPC y QPAZ2). Se evidenciaron menores conteos de bacterias
aerObicas mesofilas, asi como de mohos y levaduras para las muestras tratadas

con QPA2 durante el tiempo de almacenamiento.

La
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Figura 18 muestra que los conteos iniciales (dia 0) de mohos y levaduras de
todas las muestras cumplian con el limite permitido por las normas mexicanas (500
UFC/g). La presencia de mohos y de levaduras en la superficie del queso crema fue
evidente (9.57 Logio UFC/g) en QSP, después, de 15 dias de almacenamiento;
mientras que las muestras con QPC superaron el limite permitido por la norma a los
20 dias, evidenciando el deterioro del queso en estos dos tratamientos. Por otro
lado, las muestras tratadas con QPA2 supero el limite de la norma (500 UFC/g) a
partir de los 15 dias de almacenamiento. Sin embargo, cabe mencionar que en las
muestras tratadas con QPA2 no se observo crecimiento de mohos, pero si de

levaduras durante los 35 dias de almacenamiento.

En cuanto a las bacterias aerobias mesdfilas, los resultados evidenciaron
menores poblaciones en las muestras tratadas con QPA2 durante los 35 dias de
almacenamiento. Por el contrario, QSP y QPC presentaron los mayores recuentos

durante el tiempo de almacenamiento.

Resultados similares fueron reportados en un recubrimiento activo con AEO-
NSM aplicado en queso panela. Logrando reducciones de aproximadamente 2
Logio UFC/g en las poblaciones de bacterias aerobicas mesofilas y mohos y

levaduras durante 15 dias de almacenamiento a 4 °C (Rios-de-Benito et al., 2021).

Asi mismo, se reporté una mayor poblacién microbiana para las muestras
control. Ademas, se presentaron reducciones en la poblacion de mohos y levaduras
en queso Kasar en rodajas que contenian peliculas de proteina de suero con
compuestos antimicrobianos (AE de orégano y ajo, nisina y natamicina) (Seydim et
al, 2020).

Puede observarse que hubo un mayor efecto antimicrobiano de las PA en la
poblacion de mesofilos aerobios que en hongos y levaduras. Dado que la poblacion

de hongos y levaduras fue limitante para la conservacién del queso crema con la
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mejor pelicula activa (QPA2), puede concluirse que la duracion del queso crema se
mantuvo durante 15 dias de almacenamiento. Por su parte, el queso crema sin
pelicula (QSP) mostré una poblacion de hongos y levaduras mayor al limite
permitido a los 7 dias de almacenamiento. Por lo tanto, se ha comprobado que las
PA proporcionan proteccion a los alimentos, extendiendo su durabilidad y
conservando su calidad, debido a sus propiedades antimicrobianas, en

concordancia con El-Sayed, et al. (2021) y Pluta-Kubica et al. (2020).

6.3.7.5 Analisis sensorial

Los resultados de la evaluacion sensorial de las diferentes muestras de

gueso crema se presentan en la Figura 19.

Color —=— QSP
—eo— QPC
—A— QPA1
QPA2
Aceptacion Olor
general
Sabor Textura

Figura 19.Evaluacién sensorial del queso crema con los diferentes
tratamientos. Donde: QSP-Queso crema almacenado sin pelicula; QPC-Queso
crema almacenado con la pelicula control; QPA1- Queso crema almacenado con
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la pelicula formulada con 0.6 mg/cm? AEO-NSM; QPA2- Queso crema
almacenado con la pelicula formulada con 0.9 mg/cm?. Evaluaciéon en una escala

hedonica de 1 a 9. *p-valor < 0.05 segun la prueba de Kruskal-Wallis.

En general las muestras de queso crema con la pelicula control (QPC), con
la pelicula que contenia 0.6 mg/cm? AEO-NSM (QPA1) y la pelicula con 0.9 mg/cm?
AEO-NSM (QPA2), fueron evaluadas con valores entre 6.9 y 7.2 sin diferencias
significativas (p>0.05) en los atributos de color, olor, sabor, textura y aceptaciéon
general con una escala de “Me gusta moderadamente”. Sin embargo, la muestra de
gueso crema almacenada sin pelicula (QSP) present6 diferencias significativas en
los atributos de color, olor, sabor y aceptacién general con una escala de “Me gusta

mucho”.

Con relacion al color, los consumidores notaron cambios sustanciales en este
atributo. Esto se confirma con las mediciones de color a los 7 dias, donde se
obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) en los parametros b* y AE* (Tabla 5),
en comparacién con QSP. Esto posiblemente pudo haber generado en los
evaluadores un efecto halo, donde los demas atributos son influenciados por otro
(Hough, 2010; Bschaden et al., 2022). Lo que confirma las similitudes en las
calificaciones de las muestras con las peliculas (QPC, QPAl1 y QPA2) en cuanto al
olor y el sabor. Aunque, cabe resaltar que las muestras fueron aceptables con una

puntacion sensorial superior a 6.

Pluta-Kubica et al. (2020), evaluaron peliculas activas con extractos de yerba
mate y té blanco en queso fresco de cuajo blando, los panelistas capacitados
evaluaron negativamente la apariencia y el olor de las muestras de queso con la
pelicula activa con extracto de yerba mate, debido a que, al retirar la pelicula, esta
transferia en la superficie del queso el color verde caracteristico de los pigmentos

naturales de la yerba mate.
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Un recubrimiento de quitosano con AEO y quitosano con AE de romero fue
aplicado en queso de leche de cabra, comparando estos tratamientos con muestras
sin recubrimiento. Los panelistas percibieron diferencias sensoriales significativas
(p<0.05) en la apreciacion del aroma y sabor de las muestras sin recubrimiento y
con recubrimiento. Se concluy6 que la percepcion de AE en matrices de queso

produce un efecto negativo en la apreciacion sensorial (Cano Embuena et al., 2017)

Asi mismo, empleando una escala heddnica de 5 puntos para determinar
sensorialmente el efecto del AEO en queso tipo panela durante 15 dias de
almacenamiento. Se evaluaron el color, olor, sabor, la suavidad y la aceptabilidad
general. El color no presento diferencias entre los tratamientos, aunque, la muestra
control (sin aceite) fue la més aceptada en los demas atributos (Sanchez-Zamora et
al. 2020). En contraste, la evaluacion de un recubrimiento con AEO en queso doble
crema, encontr6 que no habia una preferencia entre las muestras control y las

muestras con recubrimiento (Molina-Hernandez et al., 2020).

7 Conclusiones

El aceite esencial de orégano microencapsulado en nanoparticulas de silice
mesoporoso  (AEO-NSM) presenté actividad bacteriostatica contra el
microorganismo deteriorador L. mesenteroides y patégenos (L. innocua como cepa
filogenéticamente relacionada con L. monocytogenes, S. aureus y S. Typhimurium).
La incorporacién del AEO-NSM influy6 en el cambio de color de las peliculas activas
(PA), increment6 su espesor y redujo la permeabilidad al vapor de agua (PVA) y el
coeficiente efectivo de difusion de agua (Ce). El andlisis de espectroscopia de
infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR) logré identificar interacciones entre
todos los componentes de la pelicula, con posible formacién de enlaces de

hidrogeno entre las moléculas de AEO-NSM, almidén y el alginato de sodio (AS).
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Los quesos que contenian peliculas con AEO-NSM presentaron una menor
disminucién en el pH, en pérdida de peso, en dureza y menores poblaciones de
bacterias aerobias mesofilas, asi como de mohos y levaduras en contraste con el
queso sin pelicula y con la pelicula control. Por lo cual, se logré6 mantener una vida

atil del queso crema de 15 dias durante su almacenamiento.

Finalmente, los panelistas mostraron una preferencia por el queso crema sin
pelicula (QSP), el queso con pelicula (con y sin AEO-NSM) fueron aceptables con
una puntuacién sensorial superior a 6. Por lo tanto, las peliculas activas de la
presente investigacion pueden ser un material de envasado prometedor para queso

crema.
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Anexo 1 Carta de consentimiento informado
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

Carta Consentimiento

Fecha de aplicacion: Boleta No.

Nombre:

Titulo del proyecto: “Desarrollo de una pelicula activa basada en almidon
modificado y alginato de sodio con aceite esencial de orégano (Lippia graveolens
Kunth) aplicada en queso crema”.

Sede donde se realizara el estudio: Laboratorio de andlisis sensorial. Parque
biotecnolégico, Facultad de Quimica.

Tiempo de duracion del estudio: 30 minutos

Investigador responsable: Dr. Carlos Regalado Gonzélez

Nombre del evaluador: Yessica Viviana Galeano Loaiza

Invitacién

La invitacion a los voluntarios de realizar la evaluacion del queso crema se hara por
medio de posters y redes sociales.

Los siguientes apartados muestran informacién importante acerca del proyecto de
investigacion, con el fin de dar a conocer y comprender el alcance del mismo. A los
participantes se les invitard a que aclaren sus dudas para que una vez que se haya
comprendido el objetivo y el alcance del estudio, y si desea participar, entonces se
le proceda a firmar el consentimiento informado, del cual se le entregara una copia

firmada.
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|. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En la actualidad, el queso crema es un tipo de queso fresco, el cual cada afio
representa un crecimiento econémico, debido a su aumento en la demanda. Sin
embargo, presenta una vida de anaquel corta y es susceptible a la contaminacion
por bacterias y hongos, a causa de su contenido en grasa y alta humedad. Por lo
cual, es un producto que requiere de alternativas para mejorar sus condiciones de
vida util. Por consiguiente, el uso de peliculas activas surge como una alternativa

para mitigar esta problematica.

II. OBJETIVOS DEL ESTUDIO
Este trabajo de investigacion propone desarrollar una pelicula activa con aceite
esencial de orégano en particulas de silice mesoporoso aplicado en queso crema,

para evaluar sensorialmente la aceptabilidad del producto.

IIl. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Con este estudio se obtendra informacion relevante sobre la aceptabilidad y

preferencia del queso crema con la aplicacién de la pelicula desarrollada.

IV. CRITERIOS DE RECLUTAMIENTO

En el estudio se incluirdn 70 panelistas entre 20 - 40 afios, hombres y mujeres de la
comunidad estudiantil de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de
Querétaro que sean consumidores de queso crema. Se excluiran a aquellas
personas que presenten alguna alergia al queso o al aceite esencial de orégano o
que tengan alguna enfermedad que modifique su percepcion del sabor, presenten

alergias o se encuentren bajo algun tratamiento médico.

V. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
En contenedores blancos debidamente etiquetados se colocaran aproximadamente
2.0 — 2.5 g de cada muestra de queso fresco en rebanadas; estas muestras se

presentaran a los evaluadores de manera aleatoria junto con trozos de galleta

101



neutra; ademas se les proporcionara un vaso con agua potable para poder limpiar
su paladar entre cada evaluacion. Las muestras seran evaluadas y clasificadas en
una escala hedonica de 9 puntos en donde 9 serd me agrada muchisimo, 8 Me
agrada mucho, 7 Me agrada, 6 Me agrada levemente, 5 no me gusta ni me disgusta,
4 me disgusta levemente, 3 me disgusta, 2 me disgusta mucho y 1 me disgusta
muchisimo. Se pedira que registren su nivel de aceptabilidad para cada una de las
muestras. El tiempo de la prueba no excedera 30 minutos. Una vez realizada esa

prueba se les solicitara indiquen cual muestra prefieren.

Tratamiento de los datos

Los datos proporcionados por los panelistas seran recolectados en un formato
proporcionado por el investigador, serdn enumeradas por el nUmero de participante
para mantener un control de los datos y seran evaluados mediante una

configuracion de consenso para elegir la muestra de mayor preferencia.

VI. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Alergias al producto o a los componentes de la formulacién de la pelicula.
Atoramiento de las muestras al momento de degustarlas.

Se garantizara que las muestras de queso crema tengan caracteristicas de calidad
fisicoquimica y microbiolégica necesarias para no generar ningun riesgo a la salud.
Sin embargo, si al momento del analisis algun participante presenta algun malestar
sera excluido de la evaluacion y se prestara ayuda médica en el médulo de atencién

meédica de la Universidad Autébnoma de Querétaro FarmaUAQ.

VIl. ACLARACIONES

La decisién de participar es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la
invitacion. Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo
desee, pudiendo informar o no las razones de su decision, la cual sera respetada

en su integridad.
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No recibira beneficio econémico por su participacion en el estudio.
En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el

mismo al investigador responsable.

La informacion obtenida en este estudio sera mantenida con estricta
confidencialidad por el grupo de investigacién. Asi mismo, los datos de identificacion
del participante seran confidenciales.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
se le proporcionara el cuidado médico apropiado por el modulo de atencién médica
de la UAQ FarmaUAQ, siempre que estos efectos sean consecuencia de la

participacion en el estudio.

En caso de que usted presente un comportamiento indebido hacia los participantes
del estudio y aplicadores del mismo, asi como falta de acatamiento a las reglas en

el procedimiento de la evaluacion sensorial, se le retirara del estudio.

VIIl. INFORMACION DEL CONTACTO
Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion en el estudio, llame al nimero
(+52) 771 139 4083 perteneciente a la estudiante de maestria en Ciencia y

Tecnologia de alimentos Yessica Viviana Galeano Loaiza.
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IX. CONSENTIMIENTO INFORMADO
Yo, , he sido invitado a
participar en la evaluacion sensorial de UN PRODUCTO QUESO CREMA. Con un

tiempo de duracion de aproximadamente de 30 minutos. Entiendo que participaré en

una prueba sensorial hedonica para evaluar el grado de aceptacion del producto y medir
la preferencia. He sido informado de la naturaleza del producto. Sé que puede que no
haya beneficios para mi persona y que no se me recompensara econémicamente. Se
me ha proporcionado el nombre del investigador y los datos para que facilmente lo
pueda contactar y se me garantiza que mis datos de identificacion seran confidenciales.
En caso de presentar algun efecto adverso, se me proporcionara el cuidado médico
apropiado FarmaUAQ. Asi mismo, he leido la informacion proporcionada y he tenido la
oportunidad de preguntar acerca de ella, a lo cual se me ha contestado a entera
satisfaccion. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden
ser publicados o difundidos con fines cientificos.

Consiento voluntariamente participar en esta investigacién como participante y entiendo
gue tengo el derecho de retirarme de la investigacion en cualquier momento sin que me
afecte en ninguna manera mi persona.

Nombre del Participante:

Firma del Participante:

Fecha (Dia/mes/afio):

He explicado al Sr (a) la

naturaleza y los propdésitos de la investigacion, describiendo los riesgos y beneficios
que implican su participacién. He contestado todas las preguntas y he preguntado si
tiene alguna duda sobre el estudio. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar la investigacion con seres humanos y me apego a ella.
Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas se procedio a firmar el presente

documento.

Firma del investigador Fecha de la firma.
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REVOCACION CONSENTIMIENTO INFORMADO

Mediante el presente documento declaro la revocacion del consentimiento
informado firmado el dia en el que consenti mi participacién en

el proyecto titulado:

Nombre y firma
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Anexo 2 Formato de evaluacién sensorial

Nombre: Género:

Frente a usted se presentan cuatro muestras de queso crema en
rebanadas. Por favor, observe y pruebe cada una de ellas. Indique el
grado en el que le gusta o le disgusta cada atributo de cada muestra,
de acuerdo con la clasificacion/categoria, escribiendo el numero
correspondiente en la linea del codigo de la muestra

CALIFICACION CATEGORIA
9 Me gusta muchisimo
8 Me gusta mucho
7 Me gusta moderadamente
6 Me gusta levemente
5 Me es indiferente
4 Me disgusta levemente
3 Me disgusta moderadamente
2 Me disgusta mucho
1 Me disgusta extremadamente
ATRIBUTO/
MUESTRA | ——— — — —
Color
Olor
Textura
Sabor
Aceptacion
general

Observaciones:

MUCHAS GRACIAS
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Anexo 3. Figuras del ensayo MTT y efecto de las concentraciones de
AEO-NSM frente a bacterias deterioradoras y patdogenas

01 02 03 04 05 06 07 01 02 03 04 05 06 07
mg/mL mg/mL mgh'nL mgtmLmymL mymngnnL C+

.

0.1 0.2 03 04 05 06 07
N e e Gt (€

Figura Al. Ensayo MTT de las diferentes concentraciones de AEO-NSM
evaluadas frente a las cepas bacterianas: a) S. stipitis, b) L. mesenteroides, C) L.
innocua, d) S. aureus y e) S. Typhimurium. C+ (control positivo) C- (control

negativo)

107



1.4
7 A B
12 1.2 Jf
& —_
10 3
g BE
o] o
0 o8 Q os
8 T
5] c
5 06 S 06
2 a
5 —
2 [}
804 8 04
< <
* * * * * * * * * * *
T — = *
0.2 m m H, m ’—T m 0.2 ﬂ
00 0.0
0 01 02 03 04 05 06 07 0o 01 02 03 04 05 06 07
Concentracion (mg/mL) Concentracién (mg/mL)

14
14 (o] D
1.2 12 }
"E —_
s £
£10 §10
2
2 8
= 038
= 08 -
o] ©
% [&]
8 os 5 06
5 £
2 2
g 04 0 04
N <
* * * * * * * * * *
02 = 02 - =
0.0 0.0
0 01 02 03 04 05 06 07 0 o1 02 03 04 05 06 07
Concentracion (mg/mL) Congentracion (mg/mL)
14| - E
)
12 ]
“E
£
21.0
o]
=k
o 08
ks
c
806
2
o
8
< 04
02 * * * * *
0.0

0 01 02 03 04 05 06 07
Concentracion (mg/mL)

Figura A2. Efecto de las concentraciones de AEO-NSM evaluadas frente a
la levadura S. stipitis y las cepas bacterianas: L. mesenteroides, L. innocua, S.
aureus y S. Typhimurium. Nota: El asterisco (*) indica diferencias significativas
(valor de p< 0.05) de los tratamientos en comparacion con el control positivo
(bacterias con caldo nutritivo). A) S. stipitis, B) L. mesenteroides, C) L. innocua, D)

S. aureus y E) S. Typhimurium.
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