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RESUMEN

Q.C.B Barbara Johana Gonzalez Moreno Fecha de graduacion: Julio, 2020.

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
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Titulo de estudio: CUBIERTA BIOPOLIMERICA DE NANOINGREDIENTES A BASE
DE Thymus vulgaris CON POTENCIAL APLICACION EN
PRODUCTOS HORTOFRUTICOLAS.

Ndmero de paginas: 118 Candidata para el grado de Maestra en
Ciencias con orientacion en Quimica
Biomédica.

Area de estudio: Quimica Analitica/Formulacion de Productos Naturales.

Propdsito y método del estudio: Segun la FAO, cerca de 1,300 millones de toneladas de alimentos
producidos anualmente para consumo humano se pierde o desperdicia, entre el 40-50%, son productos
hortofruticolas. Una de sus estrategias para reducir la pérdida y el desperdicio de los productos
hortofruticolas, es el uso de nuevas tecnologias e innovacién, tal como la aplicacion de cubiertas
biopoliméricas (CB) formadas a partir de nanoingredientes (NI). Aunado a esto, el aceite esencial de Thymus
vulgaris (AE-Tv), ha mostrado tener actividad antibacteriana frente a la bacteria Pectobacterium spp., la cual
tiene un importante impacto en la pudricion de productos hortofruticolas.

Este trabajo consté de cuatro etapas:i) Obtenciéon del NI por la técnica de nanoprecipitacion, asi como la
formacion de la CB por la técnica de casting, ii) Evaluacion del porcentaje de elongacion, adhesion y
rompimiento de las CB formadas a partir del NI (CB-NI) con un texturébmetro, iii) Validacién del método de
microextraccion en fase soélida por headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del AE-Tv en las
CB-NI por cromatografia de gases (CG-FID)y iv) Evaluacién antibacteriana contra la bacteria Pectobacterium
carotovorum ATCC 15713 de la CB-NI por el método de difusién en disco y microdilucion en placa.

Conclusiones y contribuciones: La técnica de nanoprecipitacion permitio obtener un sistema de NI
homogéneo y estable, con tamafio de particula de 276+2.35 nm, IP de 0.156+0.02 y potencial zeta de-
54.66+2.60 mV, lo cual favorecio la formacion de CB transparentes, flexibles y resistentes al doblez con
alginato al 1% (p/v) a temperatura ambiente. En relacién a las propiedades mecanicas, se demostré que la
presencia del NI en las CB, favorecié el porcentaje de elongacion, adhesion y resistencia al rompimiento, es
decir, la aplicacion de la CB-NI sobre los productos hortofruticolas, los protegeria durante las maniobras de
manejo y transporte y por ende disminuiria su pérdida poscosecha. El método de HS-SPME por CG-FID
desarrollado se aplicé a para cuantificar de forma precisa y exacta los componentes del AE-Tv presente en la
CB-NI. Finalmente, se demostrdo que ni la NP-blanco ni el AL inhibieron el crecimiento de la bacteria
Pectobacterium carotovorum ATCC 15713 con lo que se estableceria la potencial aplicacion de la CB-NI en la
reduccion de pérdida poscosecha de productos hortofruticolas.

Dra. C. Rocio Alvarez Roman
Directora de Tesis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Pérdidas de los alimentos

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) las pérdidas de los alimentos se
definen como la disminucion de la cantidad o calidad de los alimentos. En concreto,
son los productos agricolas destinados al consumo humano que finalmente no se
consumen o que han sufrido una disminucion en la calidad. Una parte importante de
las pérdidas de alimentos son los desperdicios, es decir, son alimentos inicialmente
destinados al consumo y que son desechados o utilizados de forma alternativa (no
alimentaria).

A nivel global, entre un cuarto y un tercio de los alimentos producidos
anualmente para consumo humano se pierde o desperdicia. Esto equivale a cerca
de 1,300 millones de toneladas de alimentos, lo que incluye entre el 40 y el 50% de
raices, frutas, hortalizas y semillas oleaginosas (FAO, 2019). El costo econémico de
la pérdida y el desperdicio de alimentos es de aproximadamente 940 mil millones de

dolares anualmente en el mundo (Lipinski y O’Connor, 2016).



Los alimentos se pierden o se desperdician en toda la cadena de suministros
desde la produccion agricola inicial hasta el consumo final de los hogares. Las
pérdidas de los alimentos suceden principalmente durante la produccion, la
poscosecha, el almacenamiento y el transporte. Mientras que el desperdicio de los
alimentos ocurre durante la distribucion y consumo, en relacion directa con el
comportamiento de los vendedores mayoristas y minoristas, servicios de venta de
comida y consumidores que deciden desechar los alimentos que aun tienen valor

(FAO, 2018).

1.1.1 Pérdidas poscosecha

Las pérdidas poscosecha se define como la pérdida de los alimentos que se
da desde la salida del campo hasta su preparacion culinaria. El sistema poscosecha
comprende cierto numero de actividades y de funciones secuenciales que se pueden
clasificar en dos categorias: a) actividades técnicas: cosecha, limpieza, secado,
almacenamiento, procesamiento; y b) actividades econdmicas: transporte,
comercializacion y control de calidad.

La pérdida de los productos hortofruticolas se observa desde la etapa
posterior a la cosecha hasta su distribucion ocupando un porcentaje cercano al 25%,
seguido de la carne y productos de origen animal con una pérdida cercana al 15%,
mientras que los tubérculos, cereales y legumbres representan un 10% (FAO, 2019).

Los productos hortofruticolas, es decir, frutas y hortalizas son mucho menos
resistentes y mas perecederas comparadas con semillas, tubérculos o raices. Un
producto perecedero es aquél que al tener un metabolismo muy activo, se deteriora
rapidamente y deja de servir para el consumo humano (Torres-Sanchez, et al. 2020).
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Por otro lado, los productos hortofruticolas a menudo se envasan de manera
deficiente, o no se envasan; ademas se transportan en camiones abiertos y sin
refrigeraciéon, y durante su manipulacion y transporte estan sujetos a dafios
mecdanicos a causa de la compresion, abrasién o manipulacién brusca por lo que

son muy vulnerables al deterioro (FAO, 2019).

1.1.2 Causas de las pérdidas poscosecha de los productos hortofruticolas

La mayor parte de las pérdidas poscosecha, se debe al mal manejo del
producto hortofruticola una vez que este ha sido cosechado. Ademas la ausencia de
tecnologia para controlar factores biologicos y mecanicos afecta la calidad del
producto durante su almacenamiento. En la Tabla | se presentan algunas causas

especificas y sus inductores de pérdidas de calidad en productos hortofruticolas.

Tabla 1. Principales causas de pérdidas poscosecha de productos hortofruticolas.

Tipo Origen Inductores
Primarias Biologicas y microbiolégicas Plagas y enfermedades
Quimicas y bioquimicas Pesticidas y productos quimicos
Mecanicas Heridas, abrasiones y rupturas
Medios ambientales Temperatura, pH, humedad
Fisiologicas Envejecimiento, respiracion,

transpiracion

Secundarias Métodos de conservacion Secado y curado inadecuados
Almacenamiento Infraestructura inadecuada
Sistemas de distribucion Transporte y distribucion
inadecuados




Todos estos factores afectan la vida util de los productos hortofruticolas. Se
considera que la vida atil es un periodo en el cudl, bajo circunstancias definidas, se
produce una tolerable disminucion de la calidad del producto (Siroli, 2015). Ademas
este periodo del producto hortofruticola es limitado por el caracter perecedero y por
los cambios fisicos, quimicos y microbiolégicos que ocurren, tal como lo describen

Artes y Allende, (2005):

eDeterioro fisico: se produce inicialmente por pérdida de agua por
evaporacion observandose arrugamiento o contraccion del producto hortofruticola
en su superficie; se presenta también pérdida de peso y de textura. Estan
comprendidos en este tipo de deterioro, los dafios mecanicos y fisicos con rotura de
tejidos, los cuales aumentan rapidamente la pérdida de agua y propician las
infecciones por los organismos patdégenos causantes de la descomposicion.

eDeterioro quimico: se debe a las reacciones quimicas de oxidacion y
oscurecimiento no enzimatico, los cuales producen una disminucion en la calidad
nutritiva por la pérdida de acidos grasos esenciales, proteinas y vitaminas. Por lo
tanto, ocurre una pérdida en la calidad organoléptica o sensorial, debido a una
variacion del aroma, sabor, textura y de la apariencia general.

eDeterioro microbiologico: este es causado por cambios microbioldgicos
asociados con bacterias, hongos y levaduras. Una vez que el producto hortofruticola
es cosechado, comienza de inmediato la senescencia, haciéndolo mas sensible al
deterioro microbiano. El grado y la velocidad del incremento de la poblacion de
microorganismos dependen del producto y las condiciones de transporte,

almacenamiento y distribucion (Fernandez, et al. 2017).



1.2 Pérdidas poscosecha de los productos hortofruticolas causada por

microorganismos

La pérdida poscosecha, se da como resultado de: a) enfermedades
localizadas superficialmente sobre el producto, lo cual lo hace menos atractivo aun
cuando no haya destruccién real del tejido aprovechable y b) destruccion rapida y
extensiva de tejido en toda la anatomia del producto, causado por hongos y
bacterias. Muchas bacterias y hongos pueden causar pudriciones en poscosecha de
productos hortofruticolas, la mayoria de ellos son llamados patdégenos débiles, Estos
microorganismos solamente pueden infectar al érgano vegetal si éste esta dafiado
por heridas, ya que no producen ni excretan enzimas capaces de hidrolizar las
paredes celulares para penetrar la piel intacta del producto (Olivas, 2009).

Las infecciones bacterianas ocurren en el campo, transito, empaque y/o
durante el almacenamiento. Las pérdidas cuantitativas causadas por la
podredumbre blanda, la cual es una descomposicion progresiva caracterizada por la
maceracion de los tejidos, es la afectacion de mayor area que cualquier otra
enfermedad bacteriana (Ahmed, 2017).

Las bacterias luego de penetrar en la superficie del tejido se multiplican en
los espacios intercelulares, donde producen enzimas pectoliticas como las
pectinasas. Estas tienen la funcidén de degradar a la pectina en la lamina media y las
paredes celulares primarias de los productos hortofruticolas, lo que conduce al

ablandamiento del tejido infectado (Hossain, 2019).



Entre las bacterias, que cominmente pueden provocar invasion y/o

contaminacion a los productos hortofruticolas, se encuentran Pseudomonas spp.,

Erwinia spp., Flavobacterium spp., Xanthomona spp. y Eterobacter agglomerans

(Olivas, 2008; Oluwadara, et al. 2018). El género Erwinia spp. se coloco en la familia

de las Enterobacteriaceae, sin embargo en los ultimos 20 afios, la Erwinia se ha

reclasificado a nuevos géneros: Dickeya y Pectobacterium, que son los dos géneros

patdgenos bacterianos de podredumbre en productos hortofruticolas mas

estudiados (Charkowski, et al. 2018). En la siguiente tabla, podemos observar las

diferentes bacterias que han sido reportadas en los productos hortofruticolas.

Tabla 2. Géneros bacterianos encontrados en diferentes productos hortofruticolas.

Género Producto hortofruticola Referencia
bacteriano
Pectobacterium Papa, Tomate, Manzana, Charkowski, et al. 2018;
spp. Pimiento, Pepino, Col, Brécoli, Alippi, et al. 2007,
Berenjena y Fresa. Rossmann, et al. 2018;
Golkhandan, et al. 2013.
Pseudomonas Tinda (melon indio), Tomate, Mondal, et al. 2012;
spp. Cereza, Cilantro, Zanahoria y Cruz, et al. 2010;
Kiwi. Mmbaga y Sheng, 2000;
Gupta, et al. 2013;
Popovi¢, et al. 2015.
Dickeya Cebolla, Maiz, Papa, Pimiento, Toth, et al. 2011,
chrysanthemi Pifia y Zanahoria. Chen, et al. 2020.
Xanthomonas Durazno, Tomate, Papaya, Zhang, et al. 2019 ;
spp. Fresa y Naranjas. Suarez-Estrella, et al. 2019.
Agrobacterium Papaya, Tomate, Duraznoy Shaghef, et al. 2020.
spp. Coliflor.




1.3 Prevencion de la pérdida poscosecha de productos hortofruticolas

Con el objetivo de prolongar la vida poscosecha de los productos
hortofruticolas se han implementado diferentes tecnologias, entre ellas se pueden
mencionar, a) métodos fisicos: como el almacenamiento a bajas temperaturas
(refrigeracion y congelacién) que podrian provocar dafios por enfriamiento y
b) métodos quimicos: como la adicion de conservantes y antisépticos, que han
mostrado ser eficientes contra hongos y bacterias, sin embargo, su efecto
antimicrobiano conlleva a una disminucion de la calidad sensorial en el fruto,
parametro de gran importancia en productos frescos (Marchese, 2016; Nielsen et al,
2018). No obstante en los ultimos afios, ha crecido el interés de utilizar productos
gue sean amigables con el medio ambiente, autosostenibles y de origen natural u
organico.

En el marco de la Comunidad de Estados Latinoamericanos y Caribefios
(CELAC) se aprob6 el plan de accion: Seguridad Alimentaria, Nutricion y
Erradicacion del Hambre 2025, cuya elaboracion fue solicitada por la Comunidad a
la FAO. En este plan, una de las lineas de accion es la reduccion de Pérdidas y
Desperdicios de Alimentos (PDA), que esta relacionada directamente con el Derecho
a la Alimentacion. Para la implementacion de esta linea de accion, se plantean
cuatro estrategias, dentro de las que destaca la siguiente: “Promover el desarrollo y
facilitar el acceso al equipamiento y nuevas tecnologias/innovacion que contribuyan
a reducir las pérdidas de alimentos en todas las etapas de la cadena” (FAO, 2015).
Dentro de las nuevas tecnologias e innovacion se han incluido el uso de cubiertas

biopoliméricas (Xing, et al. 2019).



1.4 Cubiertas biopoliméricas

Una cubierta biopolimérica (CB) se define como una o varias capas finas y
continlas de material polimérico natural y comestible que se colocan sobre los
productos hortofruticolas (De Ancos et al, 2015).

El uso de las CB, es un método innovador de conservacion de alimentos,
cuya aplicacién permitiria: a) la generacién de una barrera fisica para proteger la
superficie del producto, b) el control de la migracién en solutos y humedad, de
intercambio de gases y de reacciones de oxidacion para prolongar su vida util y c) la
reduccion del riesgo de crecimiento de patdogenos en las superficies de los productos
hortofruticolas (Duan, et al. 2019).

Se han desarrollado distintas formulaciones para la formacion de las CB que
resaltan ciertas caracteristicas de algunos frutos. Plotto y cols. (2010) evaluaron el
efecto antienvejecimiento con recubrimientos de carboximetilcelulosa (CMC) en la
calidad de los mangos recién cortados. Estas cubiertas mantuvieron la calidad visual
y disminuyo la pérdida de la firmeza durante el almacenamiento. Por otro lado,
Barboza de Lima y cols. (2012) aplicaron cubiertas de almidén de yuca a mangos y
mostraron un retraso en el desarrollo del color, asi como una diminucién en la
pérdida de masa.

Este tipo de materiales puede reducir la pérdida de peso, retardar el proceso
de maduracion y dar brillo a los frutos mejorando de esta forma su apariencia (Cissé
et al, 2015; Onias et al, 2016).Las CB se producen exclusivamente a partir de
ingredientes naturales y comestibles para anticipar su degradacion (Duan, et al.

2019).



1.4.1 Composicion de las CB

Las CB pueden ser elaboradas a partir de una gran variedad de lipidos,
polisacaridos y proteinas de origen natural, solos o en combinaciones que logren
aprovechar las ventajas de cada grupo.

Los lipidos se caracterizan por ser hidrofébicos y no poliméricos,
presentando excelentes propiedades de barrera frente a la humedad, reducen la
transpiracion, la deshidratacion, la abrasion en la manipulacién posterior y pueden
mejorar el brillo y la apariencia de muchos productos hortofruticolas. Como
desventaja, estos presentan una falta de cohesividad e integridad estructural, lo que
hace que presenten malas propiedades mecanicas formando recubrimientos
guebradizos (Fernandez-Valdés, et al. 2015).

Los polisacaridos y las proteinas son los polimeros hidrocoloides mas
utilizados en la industria alimenticia. Estos forman redes moleculares cohesionadas
por una alta interaccion entre sus moléculas. Sus usos les confiere buenas
propiedades mecanicas y de barrera a gases (O2 y COy), por lo cual retardan la
respiracion y el envejecimiento de muchas frutas y hortalizas (Dickinson, 2009).

Dentro del grupo de los polisacéaridos anionicos, el alginato es ampliamente
utilizado debido a que es biodegradable, biocompatible, de bajo precio y no toxico.
Este polisacarido estd constituido por los monosacaridos D-manurénico y
L-gulurdnico (Figura 1) y se encuentra presente en las paredes celulares de las algas
marinas pardas.

En la Tabla 3, se muestran ejemplos de cubiertas de polimeros y lipidos de

origen natural aplicadas a productos hortofruticolas.



Tabla 3. Cubiertas de polimeros y lipidos de origen natural aplicadas a frutas y

hortalizas.

Producto Composicion de Contribucién Referencia
hortofruticola la CB
Goma de Reduccién en la pérdida Joshy, et al.
Tomate y xantano con de agua y peso del 2020.
manzana oxido de zinc producto, e inhibicion del
(Zn0O). crecimiento de
microrganismos.
Goma arabiga Retraso significativo en Tahir, et al.
Arandano con extracto de pérdida de firmeza, 20109.
fruta de baobab pérdida de pesoy cambio
africano. de color. Retraso de
descomposicion
microbiana.
Cera de laurel, Reduccion de pérdida de  Andrade, et al.
Tomate aceite de oliva, peso, mayor firmezay 2014.
glicerol, tween buena apariencia.
80.
Alginato, pectina  Aumento del periodo de Silva, et al.
Mango y glicerol. almacenamiento a largo 2018.
plazo del producto
durante 16 dias.
Manzana Goma gellan, Conservacion de firmeza Moreira, et al.
pectina, alginato, y color del producto, 2015.

cloruro de calcio

y acido

ascorbico.

mejora de propiedades

sensoriales y reduccion

de los recuentos

bacterianos.

10



En base a su estructura lineal, el alginato puede formar peliculas fuertes y
estructuras fibrosas adecuadas en estado solido, por lo tanto, se considera un buen

material filmogénico (Tavassoli-Kafrani, et al. 2015).

OH
OH 0 OH
.|-0 O o -Q B
HO)\ HO nO‘
0 OH m

Figura 1. Estructura quimica del alginato.

1.4.2. Técnica de casting para la obtencion de CB

Generalmente, las CB son formadas por tres componentes: polimero,
disolvente y plastificante. Entre las técnicas comunmente utilizadas para la
elaboracién de las CB se encuentran: a) eliminacion del disolvente, b) gelacion
térmica, c) solidificacion, d) por “electrospraying” y e) por el método de casting
(Solano-Doblado, et al. 2018; Avila-Sosa et al. 2012).

Esta ultima, ha sido la mas utilizada debido a que es una técnica sencilla
gue permite la obtencion de CB con buenas propiedades mecénicas a partir de
polimeros biodegradables y comestibles. En la técnica de casting, una vez hecha la
mezcla de los componentes de la CB, esta se vierte sobre placas de acrilico o teflon,
y se lleva a cabo la evaporacion del disolvente a temperatura y humedad
controladas, hasta la formacion de la CB. Esta técnica, ademas, permite la obtencion

de CB de un grosor variable, al modificar el peso o el volumen de la suspension de
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la CB aplicada y el area de la placa sobre la que se vierte la suspension de
polimeros. Una ventaja importante de este método con respecto a otros procesos
similares es la posibilidad de trabajar a temperaturas elevadas o a temperatura
ambiente, dependiendo de las necesidades de la CB, teniendo bueno resultados en

la productividad, espesor y propiedades 6pticas (Solano-Doblado, et al. 2018).

1.5 Aceites esenciales en CB

Velazquez Moreira y cols. (2014) expresa que las CB pueden contener otros
ingredientes como agentes antioxidantes, nutrimentos adicionales, saborizantes,
conservadores y compuestos antimicrobianos de origen natural, como los aceites
esenciales (AE) que poseen propiedades antioxidantes, antibacterianas vy
antifangicas (Yin, et al. 2019).

Los AE son liquidos aceitosos aromaticos producidos en determinadas
partes de las plantas como flores, tallos, raices, hojas, frutos y semillas (Reyes-
Jurado, et al. 2016; Argote, et al. 2017). Son una mezcla de componentes volatiles
producto del metabolismo secundario de las plantas en cuya composicion se
encuentran los terpenos, sesquiterpenos y posiblemente diterpenos, los cuales a su
vez contienen diferentes grupos de hidrocarburos, acidos, alcoholes, aldehidos,
ésteres, éteres y cetonas. La Food and Drug Administration (FDA) considera a los
agentes antimicrobianos de origen natural, incluyendo los AE, como sustancias del

tipo Generalmente Reconocido Como Seguro (GRAS, por sus siglas en inglés).
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Algunos de los ingredientes activos clave en los AE, por ejemplo el
cinamaldehido, el citral, el eugenol, el limoneno y el timol, son seguros para el
consumo humano. Entre las ventajas que presentan los componentes de AE como
agentes antimicrobianos se pueden mencionar que son de origen natural (Palou, et
al. 2018; Yin, et al. 2019). En la Figura 2 se ilustran ejemplos de componentes

encontrados en los AE.

CH: OH CH, o) CH4 CH>

o
| LY. | | |

' CH. ’ CH, | CH | | CH:
H.Cc” H,c) H.C” H.C

Pulegona Mentol Mentona Limoneno

Figura 2. Componentes presentes en los aceites esenciales.

En los dltimos afos la incorporacion de los AE en CB, se considera un
método eficaz e innovador para mantener la calidad de los productos hortofruticolas,
ya que no evitan el intercambio de oxigeno, agua y diéxido de carbono con el medio
ambiente e inhiben el crecimiento de microorganismos. Ademas disminuyen la
velocidad de oxidacién en la superficie de los alimentos, debido a sus propiedades
tanto antibacteriana como antioxidantes. Cabe mencionar que estas CB, se pueden
consumir junto con el producto, pero también se puede lavar antes de ser consumido
(Ju, et al. 2018; Lekjing, 2016). En la Tabla 4 se muestran diferentes cubiertas con

AE que han sido aplicadas en productos hortofruticolas.
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Tabla 4. Cubiertas con aceites esenciales aplicado en productos hortofruticolas.

Aceite Composicion Producto Efecto Referencia

esencial dela CB hortofruticola

Canela Quitosano y Mango Disminucion de la pérdida  Yin, et al.

alginato de peso y de agua en el 20109.
fruto. Preservacién de la
firmeza del fruto.

Orégano Goma de Chabacano Disminucion de la Mohamed,
semilla de permeabilidad del vapor et al. 2020.
albahaca de agua y en el nimero

de poblaciones
bacterianas.

Proteina de Papaya Descenso de la pérdida Cortez-

corvina de masay en el Vega, et al.

crecimiento microbiano. 2013.
Disminucion de la firmeza
y el pH.

Carboximetil- Papaya Retraso de la aparicion Zillo, et al.

celulosa de podredumbre y 2018.

marchitez en la fruta
durante el
almacenamiento.
Tomillo Quitosano Fresa Incremento en la vida til Martinez,
de las fresas. Descenso et al. 2018.
en la pérdida de
humedad y tasa de
respiracion.

Alginato Manzana Inhibicién del crecimiento  Sarengaowa
microbiano, respiracion, et al. 2018.
pérdida de peso, firmeza
y color de las manzanas

recién cortadas.

Limén Quitosano Fresa Prevencion de la Perdones,
descomposicioén por et al. 2016.
hongos y bacterias.

Menta Quitosano Papaya Disminucion del Dos-Passos,

desarrollo de lesiones de et al. 2019.

antracnosis.
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1.5.1 Aceite esencial de Thymus vulgaris

El AE de Thymus vulgaris (AE-Tv) posee importantes propiedades
antioxidantes y antibacterianas, las cuales pueden ser utilizadas por la industria
alimentaria como posible aditivo natural para reducir el uso de productos quimicos
(Martinez, et al. 2018; Mohammad, et al. 2019).

El Thymus vulgaris (conocido cominmente como tomillo) es una planta
subarbustiva y perenne, aromatica de 10 a 30 cm de altura, con tallos lefiosos algo
retorcidos, hojas de color verde grisaceo, opuestas, pequefias enteras, lineales o
elipticas, pecioladas o sésiles, de 15 mm de largo, tal como se muestra en la
Figura 3 (Salehi, et al. 2019). En la Tabla 5, se muestra su clasificacion taxonémica

(Torrente, 1985).

Figura 3. Apariencia fisica de Thymus vulgaris.
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Tabla 5. Clasificacion taxonomica de Thymus vulgaris.

Reino Plantas
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub-clase Asteriadae
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Género Thymus
Nombre cientifico Thymus vulgaris
Nombre comudn Tomillo

Entre los compuestos mayoritarios del AE-Tv se encuentra el timol, un

monoterpeno oxigenado que posee propiedades antibacterianas y antioxidantes

(Salehi, et al. 2019). En la Figura 4 se muestran los componentes reportados en el

AE-Tv.

Ow@;?

thymol carvacrol p-cymene terpinene

CioH10 CioH140 CigHys CioHig
1,8-cineole linalool borneol terpineol
CioH1s0 CygHyg0 CyoH1g0 CyoHyg0

H

ﬁo /I\/\)\/\
™ = on W
Camphor geraniol - caryophyllene p-caryophyllene oxide
CyoH160 CyoHy4g0 CisHae CysH0
/
b-bisabolene Ierplr\y\acetate a-pinene [3-pinene
CisHas Ci2H200; CioHis CioHis

Figura 4. Componentes del AE de Thymus vulgaris.
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El AE-Tv ha mostrado tener actividad antibacteriana frente a las bacterias
Grampositivas y Gramnegativas, tales como Pseudomonas aeruginosa,
Pectobacterium spp. y Dickeya spp. las cuales son de importante impacto en los
productos hortofruticolas (Boruga, et al. 2014; Nikoli¢, et al. 2014; Karami-Osboo, et

al. 2010).

Esta actividad antibacteriana, se le atribuye a uno de sus componentes
mayoritarios: el timol. Una caracteristica importante de este componente, es que
debido a su hidrofobicidad, se favorece su interaccion con los lipidos de la
membrana bacteriana posteriormente se desestabiliza su estructura y aumenta su
permeabilidad, generando la salida de iones, metabolitos y demas moléculas que

son necesarios para la sobrevivencia de la bacteria (Boruga, et al. 2014).

Otra propiedad del AE-Tv es su capacidad antioxidante, es decir, tiene en su
composicion quimica, moléculas que inhiben la oxidacion. Las reacciones de
oxidacion producen radicales libres que activan reacciones en cadena, que causan
dafo o muerte a las células de un producto. Los antioxidantes detienen estas
reacciones en cadena al eliminar los intermedios de radicales libres e inhiben
diferentes reacciones de oxidacion.

La actividad antioxidante que muestra el AE-Tv es atribuida a su composiciéon
guimica y estabilidad de sus componentes, tales como el timol. Este componente al
ser capaz de interaccionar con los radicales libres, garantiza el sabor y color de los
alimentos por lo que prolonga su tiempo de consumo (Salehi, et al. 2019; Quezada,
et al. 2009).
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Boroujeni y Hojjatoleslamy (2018), reportaron que la aplicacién del AE-Tv en
papas, mejoro sus propiedades fisicoquimicas ligadas a la oxidacién de los lipidos.
Se observé una disminucién en el valor del peréxido y del acido de las papas,
ademas, las papas sin tratar con AE-Tv, presentaban un mayor enranciamiento,
debido a la oxidacion de los lipidos. Por lo tanto, se demostré que el AE-Tv protege
a los lipidos de la oxidacion.

Los AE presentan escasa solubilidad en medios acuosos, elevada
volatilidad y féacil oxidacion, lo que restringe su incorporacion directa en cubiertas.

La nanoencapsulacion de aceites esenciales surge como una alternativa
para: (i) aumentar su solubilidad en medios acuosos, (ii) disminuir la volatilidad de
los AE, (iii) promover la liberacion controlada y (iv) disminuir de la oxidacion. Ademas
de favorecer la preservacion de las propiedades antimicrobianas y antioxidantes

(Finos, 2016).

1.6 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas (NP) son sistemas coloidales solidos con un
tamafo de particula en el rango de 10 a 600 nm. Basicamente, las NP estan
formadas por el polimero y el principio activo disuelto, atrapado o encapsulado en la
matriz polimérica. En base a su morfologia y arquitectura, existen dos tipos de NP:
las nanoesferas (NE) y las nanocapsulas (NC).

Como se observa en la Figura 5, las NE son un sistema monolitico matricial
donde el principio activo sélido es adsorbido o incorporado. Por otro lado, las NC
son un sistema vesicular donde el principio activo liquido esta disuelto o disperso en
el nacleo o en la pared polimérica (Fessi, et al. 1989).
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Figura 5. Clasificacién de NP en base a su morfologia y arquitectura.

Actualmente, existen diferentes técnicas para la obtencién de NP a partir de
polimeros preformados tales como, emulsion-evaporacion, desplazamiento de
solventes, “salting-out” (desplazamiento por sales), emulsificacion-difusion y
nanoprecipitacion. Todas estas técnicas difieren en la metodologia de preparacion,
el tamafo en las NP obtenidas y la eficiencia de encapsulaciéon del compuesto de
interés.

La técnica de la nanoprecipitacion es una de las mas utilizadas ya que permite
una alta eficiencia de encapsulacién de compuestos no polares (Salamanca, 2017;
Irache, 2011). De forma general, consiste en una fase organica compuesta por un
polimero y el principio activo disueltos en un solvente organico parcialmente miscible
en agua. Esta fase se incorpora en una fase acuosa con agitacion constante. Al estar
en contacto las dos fases, las cadenas poliméricas se agregan con las moléculas
del principio activo formando las NP, mientras que el solvente organico difunde hacia
la fase acuosa.

Después de la formacion de las NP, el solvente organico debe ser eliminado

para evitar desestabilizar el sistema y la formacion agregados y por ende el
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incremento del tamafio de particula y en el indice de polidispersidad. Cominmente
el solvente organico es eliminado por medio de evaporacién a presion reducida
permitiendo una purificacién rapida y controlada. En la Figura 6 se ilustra el

procedimiento general de la formacion de las NP.

-
ST =
Disolucién del polimero y el Adicién de la fase organica Formacién de las
principio activo en una fase a la fase acuosa en nanoparticulas

organica agitacion constante. ‘

i

Nanoparticulas purificadas

s

Eliminacion del solvente
organica

Figura 6. Procedimiento general de la formacién de NP por la técnica de

nanoprecipitacion.

Es importante, resaltar que el tipo de polimero utilizado tiene un papel clave
en las caracteristicas mas significativas de las NP. Es decir, el tipo de polimero
modifica la eficiencia de encapsulacion del compuesto activo, la velocidad de

liberacién, la velocidad de degradacién y la capacidad protectora.
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Entre los polimeros biodegradables preformados més utilizados para preparar
NP para aplicaciones alimentarias se encuentran poli-e-caprolactona (PCL), &acido
polilactico (PLA), derivados del 4cido metacrilico (Eudragit ®), &cido polilactico-co-

glicdlico (PLGA) y acetato ftalato de celulosa (Zambrano, et al. 2018).

Aunque el desarrollo de NP se informé por primera vez en el campo
farmacéutico para los sistemas de administracion de medicamentos, hace menos de
dos décadas, estos sistemas captaron el interés del sector alimentario. Es posible
producir CB cuando los antioxidantes o los antimicrobianos se encapsulan en NP.
En las cubiertas, el compuesto puede administrarse, prolongarse o controlarse, para
crear un microambiente especifico para mejorar la vida util de los productos

hortofruticolas (Zambrano, et al. 2018).

1.6.1 Nanoingredientes

En general, un nanoingrediente (NI) se define como la combinacién de dos
0 mas materiales, para formar una mezcla que mejora las propiedades de un
componente en el que al menos uno de ellos tiene escala hanométrica (como las
NP) (Sanjib, 2020).

En la actualidad, se llevan a cabo varias investigaciones para mejorar las
propiedades delas CB mediante la introducciéon de agentes funcionales y activos que
incluyen la aplicacion de los NI. El desarrollo de NI ha permitido utilizar CB como
"sistemas de distribucion temporal” que liberan sustancias activas de una CB a los
productos hortofruticolas, para mejorar su conservaciéon (Sanjib, 2020; Zambrano, et
al. 2018, Pifla-Barrera, et al. 2019).
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El uso de un NI en CB permitiria: a) mejorar la resistencia mecanica y
transparencia de la CB, b) disefiar conservadores mas eficaces y no dafinos para el
producto, c) controlar la recepcién de luz en el producto, d) regular la absorcién de
oxigeno y e) controlar la liberacion de agentes antioxidantes y antimicrobianos
(Zambrano, et al. 2018).

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacion reportaron el
uso de dos NI para su aplicacion en productos hortofruticolas. En el primero, se
demostré que la presencia del NI de AE-Tv incorporado en una CB y aplicado sobre
papaya favorecia su conservacion (Galindo-Rodriguez, Alvarez-Roman, et al. 2014).
Ademas, se demostré que la aplicacion del NI de AE-Tv en uva, permitié conservar
su color y firmeza y retrasé la presencia de dafio microbiolégico por un tiempo
prolongado de almacenamiento (Pifia-Barrera, et al. 2019). En otro estudio, se valoro
el efecto protector de NI con AE de Limpia berlandieri sobre jitomate y fresa (Galindo-

Rodriguez, Alvarez-Roman, et al. 2014).

1.7 Evaluacion de la actividad antibacteriana de las CB

Existen diferentes métodos para establecer la actividad antibacteriana, sin
embargo la mas utilizada en las CB con AE es la determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI). La CMI se define como la menor concentracion requerida
del AE para inhibir el crecimiento de la bacteria (propiedad bacteriostatica) (Smith-
Palmer, et al. 1998) o la concentracién minima letal que asegure la reduccién de un
99.9% de la poblacion de la bacteria (propiedades bactericidas) (Burt, 2004).
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La determinacion de la CMI en CB con AE frecuentemente se realiza por
medio de los métodos de difusion en disco (Yemenicioglu, 2018; Sarengaowa, et
al. 2018). El método de difusién en disco, es un procedimiento cualitativo, que nos
permite clasificar directamente a una bacteria como sensible o resistente. Este
método consiste en depositar la CB en la superficie de una placa de agar Mueller
Hinton previamente inoculada con microorganismo. Tan pronto la CB se pone en
contacto con la superficie himeda del agar, la CB absorbe agua y el componente
activo difunde por el agar, formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion, las CB pueden o no aparecer rodeados
por una zona de inhibicion de crecimiento bacteriano. Este método ha sido

ampliamente utilizado por diferentes autores.

Song y cols. en el 2018, evaluaron la actividad antibacteriana de cubiertas
formadas a partir de alginato y AE de limén, por el método de difusion en disco
contra las bacterias Sthapylococcus aureus y Escherichia coli. En esta
investigacion, se encontré que todas las bacterias mostraron una zona de inhibicion
comparada con la cubierta que no contenia AE de limon. La zona de inhibicion fue
mas pronunciada para S. aureus porgue, segun los autores, las bacterias
Grampositivas son mas sensibles que las bacterias Gramnegativas, ya que estas

poseen una membrana externa relativamente mas impermeable.

Por otro lado, Do Evangelho y cols. en el 2019, determinaron la capacidad
antibacteriana de cubiertas de almidon y AE de naranja contra las bacterias S.
aureus Yy Listeria monocytogenes. Se llegé al hallazgo de que las baterias fueron
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sensibles a las cubiertas con AE de naranja puesto que se presentd una zona de
inhibicién. Se disminuyd el crecimiento de L. monocytogenes en 68, 80 y 83%, y el
crecimiento de S. aureus en 40, 51 y 66% cuando se utilizaba el AE de naranja a
0.3, 0.5y 0.7 uL/g, respectivamente. Se establecié que la reduccion de la viabilidad
de ambos patdégenos, fue directamente proporcional a la concentracion del AE de
naranja.

Jouki y cols. (2014), evaluaron con el método de difusién en disco, la
actividad antibacteriana de cubiertas de mucilago con AE de orégano contra las
bacterias: L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,

S. aureusy E. coli.

En esta investigacion se reportd que los AE son ligeramente mas activos
contra las bacterias Grampositivas (S. aureus y L. monocytogenes) que
Gramnegativas (E. coli), y se encontro que las cubiertas no fueron capaces de inhibir

el crecimiento de las bacterias S. typhimurium y P. aeruginosa.

Ballester-Costa y cols. en el 2016, evaluaron cubiertas de quitosano con AE
de tomillo (1 y 2%), por el método de difusién en disco contra las bacterias: Listeria
innocua, Serratia marcescen, Enterobacter amnigenus vy Alcaligenes faecali. En
este trabajo se encontr0 que todas las cubiertas formadas Unicamente con
guitosano, no mostraban actividad antibacteriana, mientras que las cubiertas de
guitosano con el AE de tomillo, mostraron efectos inhibitorios dependientes de la

concentracion.
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1.8 Antecedentes

En relacion a las cubiertas poliméricas, en el grupo de trabajo se cuenta con
dos patentes, en las cuales se llevd a cabo la formacién de recubrimientos
comestibles para la preservacion de la calidad y vida de anaquel de frutas y
hortalizas, a partir de formulados de nanoingredientes poliméricos cargados con dos
diferentes aceites esenciales (Galindo- Rodriguez y Alvarez-Roman, 2014).

Ademads, se demostré que el multisistema de NC con el AE de Thymus
vulgaris mantuvo las caracteristicas de color y firmeza de las uvas por mas tiempo.
Estos cambios fueron atribuidos a que el multisistema actué como una barrera fisica
para reducir el metabolismo de las frutas, evitar el crecimiento de microorganismos
y conservar la actividad antioxidante durante el estudio de vida de anaquel de uvas
(Pifa-Barrera, et al. 2019).

Por otra parte, se determind que el tratamiento con NC de eugenol
(componente del AE del clavo) favorecia significativamente la firmeza del jitomate.
Aunado a un estudio de patogenicidad, con el cual se constatd la actividad
antimicrobiana de las NC de eugenol contra el fitopatdbgeno Colletotrichum
gloesporoides (Ramirez, 2019).

Con la finalidad de cuantificar los componentes del AE incorporados en el
NI y en las cubiertas, se desarrollé y validéo un método de microextraccion en fase
sélida modalidad headspace (HS-SPME) por cromatografia de gases (CG-FID). Se
determiné que el timol (componente activo del AE-Tv) se incorporaba en las NC, sin
embargo habia una pérdida del 95% durante el proceso de formacion de la CB a
65°C (Gonzalez-Moreno, 2018).
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1.9Justificacion

Segun la FAO, a nivel global, entre un cuarto y un tercio de los alimentos
producidos anualmente para consumo humano se pierde o desperdicia. Esto
equivale a cerca de 1,300 millones de toneladas de alimentos, lo que incluye entre
el 40 y el 50% de las raices, frutas, hortalizas y semillas oleaginosas (FAO, 2019).
En México, se estima que las pérdidas poscosecha de frutas y hortalizas frescas
oscilan entre 10 y 40%. Estas pérdidas son provocadas por el inadecuado manejo
poscosecha, ocasionado por dafios fisicos, microbiologicos y de almacenamiento.Es
importante resaltar que el deterioro fisico y sensorial de productos hortofruticolas es
dado principalmente por contaminacion bacteriana.

Por otro lado, el aceite esencial de Thymus vulgaris ha presentado
propiedades antibacterianas y antioxidantes, sin embargo, su elevada volatilidad y
susceptibilidad a degradacion quimica, causa la pérdida de sus componentes activos
volatiles. De esta forma, sistemas acarreadores como los nanoingredientes
poliméricos permiten la encapsulacion de sus componentes para favorecer su
proteccion y estabilidad.

Asi, la formacion de cubiertas biopoliméricas con nanoingredientes,
representa una estrategia innovadora para el futuro control y reduccion de pérdidas

y desperdicios de productos hortofruticolas.
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1.10  Objetivo general

« Desarrollar y evaluar cubiertas biopoliméricas de nanoingredientes a base de

Thymus vulgaris con potencial aplicacion en productos hortofruticolas.

1.11  Objetivos especificos

1. Obtener cubiertas biopoliméricas a base de nanoingredientes por el método
de casting y evaluar sus propiedades mecanicas.

2. Validar un método de microextraccion en fase solida en la modalidad
headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del aceite esencial
de Thymus vulgaris en cubiertas biopoliméricas por cromatografia de gases
con deteccidn de ionizacion de llama (CG-FID).

3. Evaluar la actividad antibacteriana de las cubiertas biopoliméricas a base de

nanoingredientes por el método de difusion en disco y microdilucién en placa.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material y equipo
2.1.1 Material
e Fibra de SPME: Poliacrilato (PA) de 85 um, Supelco
e Portafibras, Supelco
e Viales para cromatografia de gases, Supelco
e  Columna capilar de cromatografia de gases HP-5MS[(5% Fenil)-

metilpolisiloxano] 30m x 0.25 mm, 0.25 um, Agilent Technologies

2.1.2 Equipo

e Cromatografo de gases con inyector Split/splitless acoplado a detector

de ionizacion en llama (FID), PerkinElmer, modelo Claurus480

e Cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas,

PerkinElmer, modelo Autosystem 6890N

Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, modelo Nano-Zs90

Texturémetro, Texture Analyzer Brookfield CT3

Estufa de laboratorio Shel Lab Sheldom Manufacturin
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Bafio recirculador de agua, LabTech, modelo LCB-6D

Balanza analitica, Scientech, modelo SM50

Espectrofotometro UV-Vis, Thermo Scientific, modelo Genesys 10s

Rotavapor, Heidolph, modelo Laborota 400
Calibrador micrométrico 25 mm PA-77

Incubadora Quincy Lab, modelo 10140

2.1.3 Reactivos

Acetona grado HPLC, Baker

Eudragit L100-55, Evonik Industries

Isopropanol grado HPLC, Tedia

Y-terpineno, Sigma-Aldrich

o-cimeno, Sigma-Aldrich

Timol, Fluka

Alginato de sodio, Sigma-Aldrich

Solucion estandar de n-alcanos C8-C20, Sigma-Aldrich
Agar y caldo Mueller Hinton (AMH) BD

Dimetil sulfoxido (DMSO) Fermont

Bromuro metil tiazol tetrazolio (MTT) Sigma Aldrich

2.1.4 Material biologico

Aceite esencial extraido de la planta Thymus vulgaris (tomillo)

Pectobacterium carotovorum ATCC15713
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2.2 Obtencién de cubiertas biopoliméricas a base de nanoingredientes por el

meétodo de casting y evaluacién de sus propiedades mecanicas

2.2.1 Obtencion del NI

Para la obtencién del nanoingrediente (nanocépsulas poliméricas cargadas
con el aceite esencial de Thymus vulgaris (AE-Tv)) se empled la técnica de
nanoprecipitacion (Fessi, et al. 1989). Esta técnica consistié en inyectar una fase
acuosa a la fase organica en agitacion constante (700 rpm). La fase organica
contenia el polimero Eudragit L100-55 disuelto en una mezcla de acetona-
isopropanol y el AE-Tv (Salas-Cedillo, 2016).

Para eliminar los solventes organicos, se utilizaron dos técnicas de
purificacion: evaporacion a presion reducida y dialisis. En la purificacion por
evaporacion a presion reducida, las NC-AE-Tv se colocaron en un matraz bola en
un rotavapor a 75 rpma 37°C. Para el proceso de dialisis, las NC-AE-Tv se colocaron
en una membrana de celulosa regenerada, en agitacion constante a 350 rpm durante
dos horas a 25°C.

Una vez purificado el NI, se incorpor6 el agente formador de cubiertas: el

alginato de sodio (AL) con agitacidon magnética (350 rpm).

2.2.2 Caracterizacién fisicoquimica del NI
- Tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta
Se determind el tamafio de particula y el indice de polidispersidad del NI con
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AL por espectroscopia de correlacion fotonica en un angulo de 90°. El potencial zeta
se determind por microelectroforesis con laser Dopper con el equipo Nanosizer,
Malvern de la Facultad de Ciencias Biolégicas (UANL). Se obtuvo la media (%) de las

mediciones asi como su desviacion estandar (o).

- Contenido de los componentes del AE-Tv en el NI

Se utilizé la técnica de microextraccion en fase sélida modalidad headspace
(HS—-SPME) previamente establecida por Gonzalez-Moreno (2018) con un método
por cromatografia de gases con detector de ionizacion de flama (CG-FID), (Lugo-
Estrada, et al, 2019). Se calcularon los porcentajes de encapsulacion (%E) y el
porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) con las Formulas 1 y 2,

respectivamente.

%E = (mg componente del AE encapsulado) * 100
(mg polimero + mg componente en AE)

Formula 1

%EE = (mg componente del AE encapsulado) * 100
(mg componente en AE)

Férmula 2

El calculo de los %E y %EE se realiz6 para los tres componentes huella o

mayoritarios en el AE-Tv incorporado en el NI purificado por dialisis y evaporaciéon a
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presion reducida. Se obtuvo la media (%) de las mediciones asi como su desviacion
estandar (o). Ademas, se utilizo el método de normalizacion de &reas en base al AE-

Tv comparadas con el NI.

2.2.3 Estabilidad del NI

Para evaluar la estabilidad, el NI se colocé en viales &mbar, protegidos de la
luz y almacenados durante cinco meses a 25°C. Durante este periodo de tiempo, se
evaluo visualmente la apariencia fisica del NI, verificando la ausencia de agregados

y sedimentos.

2.2.4 Obtencién de la CB a partir del NI

Para la obtencion de la cubierta biopolimérica (CB) se utiliz6 la técnica de
vaciado directo en placas de teflon o método de casting (Gonzalez-Moreno, 2018).
Se utilizé un volumen determinado de cada sistema: i) AL, ii) NP blanco (sin AE-Tv)
con AL y iii) NI con AL. Para establecer las mejores condiciones de formacion de la
CB se evaluaron dos variables: el tiempo de secado (6, 12 y 24 h) y la concentracion
de AL (0.75, 1y 2% p/v).

Los criterios de seleccion para establecer las mejores condiciones de
formacion de la CB fueron: formacién completa, espesor, transparencia, resistencia

al doblez, facil remocion de la placa de teflén y homogeneidad.
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El espesor se midi6 con un calibrador micrométrico, por quintuplicado. Para
la evaluacion de la transparencia, la CB se colocd en la celda espectrofotométrica
y se midio la absorbancia a una longitud de onda (A) de 600 nm de acuerdo a la
norma ASTM D1746. La lectura se realiz6 por quintuplicado (Mohammadi, et al.

2018; Sothornvit, et al. 2009).

2.2.5 Caracterizacion mecanica de las CB

Las CB que cumplieron con los criterios de seleccion, fueron sometidas a la
evaluacion mecanica con el texturometro Texture Analyzer Brookfield. En este
analisis se evaluo el porcentaje de elongacion, la adhesion y el rompimiento de las
CB, por triplicado. Se obtuvo la media (£) de las mediciones asi como su desviacion

estandar (o).

a) Evaluacion del porcentaje de elongacion
Para la evaluacion del porcentaje de elongacion, se obtuvieron CB
rectangulares de 10.5 cm? con ayuda de un suaje modificado de acuerdo a la norma
ASTM DIN-412 presentado en la Figura 7. Estas CB fueron conservadas a una
humedad relativa (HR) de 90% durante tres dias. Posteriormente, para llevar a cabo
la evaluacion, las CB se colocaron en el texturbmetro con los aditamentos

especificos. La velocidad de estiramiento fue de 2 mm/seg a 25°C (Ver Anexo A).
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Figura 7. Suaje tipo | utilizado en la determinacién del porcentaje de elongacion.

Los valores de porcentaje de elongacion (% elongacién) se obtuvieron utilizando la
formula siguiente:

% elongacion= L x 100
Lo Formula 3

Donde:
L = largo de la CB después del estiramiento

Lo = largo original de la CB

b) Evaluacion de la adhesion

Para esta evaluacion, se obtuvieron CB de 18 cm? Estas CB fueron
conservadas a una HR de 90% durante tres dias. Posteriormente se colocaron en el
texturémetro sobre los aditamentos especificos. Se permitié la adhesion de la CB

durante 20 segundos y la velocidad de despegue fue de 2 mm/seqg.
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c) Evaluacion del rompimiento

Para la evaluacion del rompimiento, se obtuvieron CB circulares con un érea
de 2.54 cm? Estas CB fueron conservadas a HR de 90% durante tres dias.
Posteriormente fueron colocadas en el texturémetro sobre los aditamentos

especificos y se evaluaron a una velocidad de rompimiento de 2 mm/ seg.

2.3 Validacion de un método de microextraccidon en fase sélida en la
modalidad headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del aceite
esencial de Thymus vulgaris en cubiertas biopoliméricas por cromatografia

de gases con deteccion de ionizacion de llama (CG-FID)

Para cuantificar los componentes del AE-Tv en la CB formadas a partir del NI,
se realizaron las siguientes etapas: 1) caracterizacion quimica del AE-Tv por GC-

MS, 2) validacion del sistema y 3) validacion del método.

2.3.1. Caracterizacion quimica del AE-Tv

Se adquirio la planta de Thymus vulgaris (tomillo) en el Mercado Juéarez de
Monterrey, Nuevo Ledn, México en junio del 2019. Las hojas y los tallos fueron
cortados y sometidos a hidrodestilacion en un equipo Clevenger modificado durante
4 h a partir de la ebullicion del agua. Con el fin de identificar los componentes del
aceite esencial del Thymus vulgaris, se realiz6 un andlisis cualitativo por
Cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS por sus

siglas en inglés).
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Las condiciones cromatograficas se establecieron en base a la elucion de los
alcanos (C8 al C20, C22 y C24) con una columna capilar HP-5MS [(5% Fenil)-
metilpolisiloxano] de 30m x 0.25 mm x 0.25 um. El programa del horno inici6 a 35°C,
se mantuvo durante 9 min, después se calenté hasta 150°C (a 3°C/min) y se
mantuvo por 10 min, posteriormente se elevé a 250°C (a 10°C/min) y finalmente se
calentd hasta 270°C (a 3°C/min). La temperatura del inyector fue de 220°C y del
detector de 150°C. Se usé el helio como gas acarreador, con un flujo de 0.5 mL/min,
con pureza del 99.9% (Guerra-Boone, et al. 2015). Se inyectaron 2 pyL de aceite
esencial de Thymus vulgaris a una concentracion de 2 mg/mL en cloruro de metileno.
Sus componentes se identificaron en base a la comparacion con la biblioteca NIST
(National Institute of Standards and Technology), al indice aritmético y al indice de

Kovats (Adams, 2007).

Para establecer el area de los componentes del AE-Tv, se empled un
cromatografo de gases acoplado a un detector de ionizacién de llama (CG-FID) con
una columna capilar HP-5MS [(5% Fenil)-metilpolisiloxano] de 30 m x 0.25 mm x
0.25 um con el mismo programa de calentamiento del horno del GC-MS. Se calcul6
el porcentaje de abundancia (%A) de los componentes del AE-Tv relativo al area de
la sefial obtenida. Posteriormente, se seleccionaron tres componentes "huella” con
mayor %A para ser los componentes de seguimiento en la obtencion del Nl y en la
formacion de la CB. Finalmente se establecié la proporcion de los tres componentes

huella en base a la normalizacién de areas.
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2.3.2. Validacion del sistema de HS-SPME por CG-FID

El método analitico de HS-SPME por CG-FID para cuantificar los
componentes huella del AE-Tv en el NI, se desarroll6 a partir de las condiciones
cromatograficas previamente establecidas por Lugo-Estada y cols. (2017). El
programa del horno inici6é a 50°C, después se calentd hasta 120°C (a 6°C/min) y se
mantuvo durante 1min, posteriormente se elevéd a 280°C (a 25°C/min) y se mantuvo
por 1 min. La temperatura del inyector fue de 270°C en modo Split (1:20). La
temperatura del detector FID fue de 250°C. Se us6 el helio como gas acarreador,
con un flujo de 1.5 mL/min, con una pureza del 99.9%.

Para la técnica de HS-SPME, se utilizaron las condiciones de extraccion
establecidas previamente por Gonzalez-Moreno (2018) las cuales se muestran en la

Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones Optimas para la extraccion de los

componentes huella a partir de la CB-NI con HS- SPME por

CG.

Parametro Condicion optima
Volumen de HS 4 mL
Velocidad de agitacion 250 rpm
Distancia fibra-muestra 6 mm
Tiempo de equilibrio 10 min
Temperatura de extraccion 75°C
Tiempo de extraccion 10 min
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Para la validacion del sistema se utilizaron CB blanco (formadas a partir de
NP sin AE-Tv) y disoluciones de la mezcla de estdndares de los tres componentes
huella previamente establecidos: o-cimeno, y-terpineno y timol. Los parametros
evaluados fueron: linealidad, precision, limite de deteccion (LD) y limite de
cuantificacion (LQ) en base a lo establecido por la IUPAC (2006) y por la Guia de
Métodos Fisicoquimicos de la Comision de Control Analitico y Ampliacion de la

Cobertura de la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058, 2011).

-Linealidad

La linealidad se determino por la construccion de una curva de calibracion con
cinco niveles de concentracion total (6, 12, 24, 48 y 96 pg/mL) por triplicado. Los
estandares se sometieron al proceso de HS-SPME (Tabla 6) y analisis por CG-FID.
Con los datos obtenidos se grafico la respuesta cromatografica (areas) en funcion
de la concentracion de los estandares y se realizé un analisis de regresion lineal.
Los criterios de linealidad determinados para la curva de calibracion fueron los

siguientes:

-Coeficiente de determinaciéon (r?): es el cuadrado del coeficiente de
correlacién y nos indica la variacion de la respuesta cromatografica respecto a la
variacion de la concentracion. El coeficiente de determinacion debe ser mayor a

0.99 (SSA, 2011).
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-Coeficiente de correlacion (r): Este parametro indica que tanto se ajustan
los datos obtenidos de los estandares a una linea recta y nos dice que entre mas
cercano sea este coeficiente a 1, mayor seré el grado de correlacion lineal de la
respuesta cromatografica obtenida con las concentraciones analizadas. El

coeficiente de correlacion debe ser mayor a 0.99 (SSA, 2011).

-Precision
Se evalud con el porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER) de los
factores de respuesta de los estandares de calibracion, de acuerdo a la Férmula 4.

El valor debe ser DER < 20% (SSA, 2011).

Il

%DER =X x 100 Férmula 4

%DER = Desviacion estandar relativa en porcentaje
S = desviacion estandar

X = media

-Limite de deteccion

Para establecer el limite de deteccion del sistema, se procesaron los valores
obtenidos a partir de la curva de calibracion y se utilizaron los valores de la ordenada
al origen y la pendiente que se obtuvieron del analisis de regresion. El LD, se calculé

con la siguiente formula:
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LD =3.3*sho
m Formula 5
sho = Desviacion estandar de la ordenada al origen

m = Pendiente de la curva de calibracion

-Limite de cuantificacion

Para establecer el limite de cuantificacién del sistema, se procesaron los
valores obtenidos a partir de la curva de calibracién y se utilizaron los valores de la
ordenada al origen y la pendiente que se obtuvieron del analisis de regresion. EI LQ,

se calcul6 con la siguiente formula:

LQ =10 * sb,
m

Formula 6

sbo = Desviacion estandar de la ordenada al origen

m = Pendiente de la curva de calibracion

2.3.3. Validacion del método de HS-SPME por CG-FID
Para la validacion del método con HS-SPME, se usaron CB formadas a partir
del NI (NC-AE-Tv) adicionadas con estandares de los componentes huella
previamente establecidos: o-cimeno, y-terpineno y timol.
Se evalud linealidad, precision y exactitud en base a lo establecido por la

IUPAC (2006) y por la SSA (2011).
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- Linealidad

La linealidad se determiné por la construccion de una curva de calibracion con
cinco niveles de concentracion total (6, 12, 24, 48 y 96 ug/mL) por triplicado. Las CB-
NI y los estandares se sometieron al proceso de HS-SPME mostrado en la Tabla 6
y se analizaron por CG-FID. Con los datos obtenidos se graficd la respuesta
cromatografica (areas) en funcién de la concentracion de los estandares y se realizo
un andlisis de regresion lineal. Los criterios de linealidad determinados para la curva
de calibracion fueron los siguientes:

-Coeficiente de determinacion (r?): es el cuadrado del coeficiente de
correlacion y nos indica la variacion de la respuesta cromatografica respecto a la
variacion de la concentracion. El coeficiente de determinacion debe ser mayor a 0.99

(SSA, 2011).

-Coeficiente de correlacion (r): Este parametro indica que tanto se ajustan los
datos obtenidos de los estandares a una linea recta y nos dice que entre mas
cercano sea este coeficiente a 1, mayor sera el grado de correlacion lineal de la
respuesta cromatografica obtenida con las concentraciones analizadas. El

coeficiente de correlacién debe ser mayor a 0.99 (SSA, 2011).

-Precision
Se evalud con el porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER) de los
factores de respuesta de las CB-NI mas los estandares de calibracion, de acuerdo

a la Formula 4. El valor debe ser DER < 20% (SSA, 2011).
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-Exactitud
La exactitud del método se evalué determinando el porcentaje de
recuperacion (%R) de los componentes huella, con la férmula 7. El criterio de

aceptacion del %R es de 70-110% (SSA, 2011).

Recuperacion = Concentracion encontrada x 100
Concentracion adicionada

Férmula 7

2.3.4. Aplicabilidad del método HS-SPME por CG-FID en CB-NI
Las CB-NI muestra fueron sometidas a las condiciones de HS-SPME
mostradas en la Tabla 6 y se cuantifico con el método de CG-FID validado. Las CB-
NI muestra evaluadas fueron obtenidas a partir del NI purificado por evaporacion a

presion reducida y por dialisis.
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2.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana del NI por el método de difusion

en disco y microdilucién en placa

Se evalué la actividad antibacteriana de las CB por las técnicas de difusion
en disco y microdilucion en placa con caldo Mueller- Hinton (CMH) contra la bacteria

Pectobacterium carotovorum ATCC15713.

2.4.1 Técnica de difusion en disco

Para la preparacion de los controles, se utilizé la eritromicina como control
positivo. Se elaboraron cubiertas de 0.28 cm? con 15 ug de eritromicina, segin lo
establecido por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), por sus
siglas en inglés (CLSI documento M44-A2, 2010).

Como control negativo se utilizaron cubiertas de 0.28 cm? formadas a partir
de: i) AL al 1% (p/v) y NP-blanco (sin AE-Tv) con AL al 1% (p/v).

Los in6culos bacterianos se prepararon a partir de un cultivo de P.
carotovorum en agar Mueller Hinton de 24 - 48 h de crecimiento a 37°C. Se tomaron
de 3 a 4 colonias y se depositaron en CMH y se incubaron a 37°C durante 24 - 37 h.
Posteriormente 100 pL de suspension se transfirieron a 3 mL de CMH y se incubaron
a 37°C hasta alcanzar una turbidez de 0.5 del estandar de Mc Farland (0.085 a 0.100
de absorbancia a A= 625 nm).

Para la aplicacion de la técnica de difusion en disco se resembro la bacteria
P. carotovorum en una placa de agar Muller-Hinton (con tensoactivo al 0.01% p/p).
La placa se dividio en cuatro secciones para colocar los tres controles: cubierta de

eritromicina, cubierta de AL al 1% (p/v) y la cubierta de NP blanco (sin AE-Tv) con
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AL al 1% (p/v), y en la cuarta seccion, la CB-NI. Se incubaron a 37°C por 48 h, y

posteriormente se midio el halo de inhibicion en mm (CLSI, 2010).

2.4.2 Técnica de microdilucion en placa

Para la preparacion de los controles, se utilizé eritromicina como control
positivo. Se prepard una solucién acuosa a una concentracion de 250 pg/mL (CLSI,
2010). Se depositaron 100 uL del control positivo en la placa y se realiz6 una dilucion
seriada.

El control del medio de cultivo se prepar6 utilizando CMH con tensoactivo al
0.01% (p/p). Se depositaron 200 pL de CMH con tensoactivo en cuatro pocillos de
la microplaca. El control de disolvente se preparé tomando 20 pL de DMSO vy
disolviéndolos en 980 pL de CMH. Posteriormente se tomaron 100 L, se colocaron
en la placa y se realizaron diluciones seriadas. El control negativo o control de
crecimiento se prepar6 depositando 100 uL de inoculo bacteriano, mas 100 uL de

CMH con tensoactivo en ocho pocillos de la microplaca.

Los in6culos bacterianos se prepararon a partir de un cultivo de P.
carotovorum en agar Mueller Hinton de 24 - 48 h de crecimiento a 37°C. Se tomaron
de 3 a 4 colonias y se depositaron en CMH y se incubaron a 37°C durante 24- 37 h.

Posteriormente 100 puL de suspensién se transfirieron a 3 mL de CMH y se
incubaron a 37°C hasta alcanzar una turbidez de 0.5 del estandar de McFarland
(0.085 a 0.100 de absorbancia a A= 625 nm). Finalmente, se realizé una dilucién a
una proporcién 1: 50 con CMH para obtener la solucién de trabajo.
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Para la evaluacion de las cubiertas muestra, se coloc6 una CB de 2.54 cm?
en un tubo eppendorf de cada uno de los grupos a evaluar: i) AL al 1% (p/v), ii) CB-
NP blanco (sin AE-Tv) con AL al 1% (p/v) y iii) CB-NI. Se les afiadié 900 uL de agua
y 100 pL de DMSO para disolver la CB, y a partir de esta solucion, se tomaron 100
UL de cada muestra y se coloc6 en un pocillo para realizar las diluciones seriadas.

El ensayo de microdilucion en placa se realizé en microplacas de 96 pocillos,
atodos los pocillos de la periferia se les agregaron 200 pL de agua bidestilada estéril.
En los pocillos correspondientes al control del medio de cultivo se les agregaron 200
UL de CMH con tensoactivo, mientras que a los restantes se les agregaron 100 pL
de CMH con tensoactivo. En cada pocillo por triplicado, se colocaron 100 uL de las
muestras a evaluar y del control positivo. A continuacion, en la Tabla 7, se muestran

las concentraciones finales que se obtuvieron del control positivo y las muestras.

Tabla 7. Concentraciones evaluadas de los componentes de la cubierta

biopolimérica por el método de microdilucion en placa.

CB Componente Concentracion (ug/mL)
delaCB
CB-eritromicina Eritromicina 83.33, 41.66, 20.83, 10.41y 5.20
CB-AL AL 3000, 1500, 750, 375y 178.50
CB- NP blanco Polimero 5250, 2625, 1325.50, 656.25y 328.12
(sin AE-Tv)
CB-NI AE-Tv (timol) 30.30, 15.15, 7.57, 3.78 y 1.89
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Posteriormente, se adicionaron 100 pL del inoculo bacteriano a los pocillos de
muestras, de control positivo, de control negativo y control de disolvente. La

microplaca se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Para establecer la CMI, se utilizé la sal de MTT. Las células metabolicamente
activas transformaron el MTT en formazan produciendo un color purpura
directamente proporcional a la viabilidad celular. Una vez incubada la microplaca se
les afiadi6 a los pocillos interiores 10 pL de una solucién de MTT (5 mg/mL). La CMI
se establecio como la concentracion en la que ya no se observa un cambio en la

coloracion.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS

3.1 Obtencion de cubiertas biopoliméricas a base del nanoingrediente

por el método de casting y evaluacion de sus propiedades mecanicas

3.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del NI
La medicion del tamafio de particula, indice de polidispersidad y el potencial

Zeta, se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 8. Caracteristicas fisicoquimicas del nanoingrediente con aceite esencial

de Thymus vulgaris obtenido por la técnica de nanoprecipitacion.

Lote de NI Tamarfo indice de Potencial zeta
(nm) polidispersidad? (mV)
NC-AE-Tv 276 +2.35 0.156 + 0.02 -54.66 + 2.60

. , _ ., - x+0, n=3
!Varia de 0 a 1, un valor més cercano a 1 corresponde a una distribucion de tamafio del NI ( )

menos homogénea.

La Figura 8 muestra la curva de distribucién de tamafio de particula del

nanoingrediente.
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Figura 8. Curva de distribucion del tamafio del NI con aceite esencial de

Thymus vulgaris obtenido por la técnica de nanoprecipitacion.

- Contenido de los componentes del AE-Tv en el NI

El NI fue sometido a la técnica de HS-SPME (Tabla 6) y analizado por el

meétodo de CG-FID validado (Capitulo 2.3). En la Figura 9 se muestran los

cromatogramas obtenidos a partir del NI con AE-Tv purificado por dos técnicas:

A) dialisis y B) evaporacion a presion reducida.

O = _: i
E ] o-cimeno
= w Timol
® ]
A) ’é ] y-terpineno
I B A A Ll A A A
R : Tiempo (min)
<) 200.
> .
c Timol
~—r 150.
©
p{ e 100,
Q . y- terpineno
B) » 31 o-cimeno
ARk i A J ~A
30 40 50 60 7.0 80 8.0 100 10 120 130 140 150 \DUTiempo (min)

Figura 9. Cromatogramas obtenidos a partir del NI con AE-Tv purificado por dos

técnicas: A) dialisis y B) evaporacion a presion reducida por HS-SPME/ CG-FID.
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Se calcularon directamente los porcentajes de encapsulacion (%E) y
eficiencia de encapsulacion (%EE) con las formulas 1 y 2, respectivamente. En la
Tabla 9 se muestran los %E y %EE de los tres componentes huella del AE-Tv a

partir del NI purificado por didlisis y evaporacion a presion reducida.

Tabla 9. Porcentajes de encapsulacion (%E) y eficiencia de encapsulacién (%EE)
de los componentes de AE-Tv en el NI purificado por dialisis y evaporacion a

presion reducida.

Técnica de Componente del AE-Tv
purificacion | Porcentaje (%) 0-cimeno y-terpineno timol
Didlisis %E 8.64 +1.89 6.90 +1.21 17.13 +0.98
%EE 18.11 +1.34 1543 +0.53 34.86 +0.10
Evaporacion %E 0.370 +0.11 0.33+0.11 30.61 + 0.50
a presion
. %EE 0.80 +0.10 0.83+0.13 53.91+ 1.47
reducida

(x+0, n=3)

3.1.2 Estabilidad del NI
Se llevo a cabo la evaluacion visual de la estabilidad del NI por cinco meses,

donde no se observaron agregados ni sedimentos, ni presencia de una capa oleosa.
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3.1.3 Obtencién de la CB a partir del NI

Las CB se formaron por la técnica de vaciado directo en placas de teflébn o

casting a temperatura ambiente. Para establecer las mejores condiciones de

formacion de la CB se evaluaron dos variables: el tiempo de secado (6, 12y 24 h) y

la concentracién de AL (0.75, 1 y 2% p/v).

Cabe mencionar que las CB no se

formaron con un tiempo de secado de 6 y 12 h a temperatura ambiente, Unicamente

se formaron CB con un tiempo de secado de 24 h (Anexo B). En la Tabla 10, se

muestran las caracteristicas fisicas de las CB formadas con alginato a tres

concentraciones a temperatura ambiente.

Tabla 10. Caracteristicas fisicas de las CB formadas de alginato a tres

concentraciones a temperatura ambiente con tiempo de secado de 24 h.

Concentracion Espesor Transparencia® Resistencia Remocion de Homogeneidad
de AL (%) p/v (um) al doblez ® laplacade  (CB completa)?
teflon ©
0.75 70+ 0.02 ++++ +++ ++++ ++++
1.00 70+ 0.01 ++++ ++++ ++++ ++++
2.00 90+ 0.02 ++++ ++ ++++ ++
- a (++++) Muy transparente b (++++) Muy resistente ¢ (++++) Facil remocion d(++++) Muy Homogénea
(x+0, n=5)

+++) Transparente

(
(++) Moderadamente
transparente

(+) Opaca/blanquecina

(+++) Resistente
(++) Moderadamente resistente

(+) Quebradiza

(+++) Removible sin
deformacion

(++) Dificil remocion

(+) Dificil con deformacion

(+++) Homogénea

(++) Moderadamente
homogénea

(+) Poco homogénea
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En la Tabla 11 se muestran las caracteristicas fisicas de las CB formadas a

partir de NP blanco (sin AE-Tv) y AL a tres concentraciones a temperatura ambiente

con un tiempo de secado de 24 h.

Tabla 11. Caracteristicas fisicas de las CB formadas de NP blanco y alginato a

tres concentraciones a temperatura ambiente con tiempo de secado de 24 h.

Concentracion Espesor Transparencia® Resistencia Remocion de Homogeneidad
de AL (%) p/v (um) al doblez ® laplacade  (CB completa)d
teflon ©

0.75 110+ 0.02 +++ ++ ++++ 4+

1.00 200 +0.01 +++ ++ ++++ +++

2.00 250+ 0.02 ++ + ++++ ++

a (++++) Muy transparente b (++++) Muy resistente ¢ (++++) Facil remocién d(++++) Muy Homogénea

(x+0, n=5)

(+++) Transparente

(++) Moderadamente
transparente

(+) Opaca/blanquecina

(+++) Resistente
(++) Moderadamente resistente
(

+) Quebradiza

(+++) Removible sin
deformacion

(++) Dificil remocién

(+) Dificil con deformacion

(+++) Homogénea

(++) Moderadamente
homogénea

(+) Poco homogénea

En la Tabla 12 se muestran las caracteristicas fisicas de las CB formadas a

partir de NI y AL a tres concentraciones a temperatura ambiente con un tiempo de

secado de 24 h.
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Tabla 12. Caracteristicas fisicas de las CB formadas de NIy AL a tres

concentraciones a temperatura ambiente con tiempo de secado de 24 h.

Concentracion Espesor Transparencia?® Resistencia Remocion de Homogeneidad
de AL (%) p/v (um) al doblez P laplacade  (CB completa)®
teflén ¢
0.75 110+ 0.01 ++++ +++ ++++ ++++
1.00 180+ 0.01 ++++ ++++ ++++ ++++
2.00 210+ 0.02 +++ +++ ++++ ++++
a (++++) Muy transparente b (++++) Muy resistente ¢ (++++) Facil remocién d(++++) Muy Homogénea
(xt0, n=5) (+++) Transparente

+++) Resistente
++

(
(++) Moderadamente (++) Moderadamente resistente
transparente

(+) Quebradiza

(+) Opaca/blanquecina

(+++) Removible sin
deformacion

(++) Dificil remocién

(+) Dificil con deformacion

(+++) Homogénea

(++) Moderadamente

homogénea

(+) Poco homogénea

En base a las caracteristicas fisicas de las CB, se eligieron aquellas CB

formadas con AL al 1% (p/v) para su caracterizacion mecanica, determinacion del

contenido de componentes del AE-Tv y evaluacion antibacteriana.

3.1.4 Caracterizacion mecanica de las CB

Para la caracterizacion mecanica, se evalué el porcentaje de elongacion, la

adhesion y el rompimiento de las CB formadas a partir de: i) AL al 1% (p/v), ii) NP

blanco (sin AE-Tv) con AL al 1% (p/v) y iii) Nl con AL al 1% (p/v). Enla Tabla 13 se

muestran los resultados obtenidos en la evaluacién mecéanica de las CB.
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Tabla 13. Caracteristicas mecénicas de las CB formadas a partir de AL, NP blanco

o NI a temperatura ambiente con tiempo de secado de 24 h.

*

CB Elongacién Adhesion Rompimiento
(%) (dinas/ cm?) (g/cm?)
CB-AL 90.76 + 0.71 4,690.86 + 2.00 947.73 + 2.26
CB- NP blanco- AL  78.28 + 0.75 4,989.22 + 1.03 590.54 + 2.09
CB-NI-AL 176.66 + 0.82 5,768.27 + 2.63 1,445.26 + 6.41

* Todas las cubiertas biopoliméricas contienen alginato (AL) al 1% (p/v) (0, n=3)

3.2 Validacién de un método de microextraccion en fase solida en la
modalidad headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del aceite
esencial de Thymus vulgaris en cubiertas biopoliméricas por cromatografia

de gases con deteccion de ionizacion de llama (CG-FID)

Para cuantificar los componentes del AE-Tv en la CB formadas a partir del NI,
se realizaron las siguientes etapas: 1) caracterizacion quimica del AE-Tv por GC-

MS, 2) validacion del sistema y 3) validacion del método.

3.2.1 Caracterizaciéon quimica del AE-Tv

La caracterizacion quimica del AE-Tv fue realizada por CG-MS y CG-FID. En
la Figura 10 se muestra el cromatograma del AE-Tv obtenido por CG-MS. Se
identificaron 17 componentes en el AE-Tv en base a la comparacion con la biblioteca
NIST (National Institute of Standards and Technology), al indice aritmético y al indice

de Kovats (Adams, 2007).
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Figura 10. Cromatograma del AE-Tv (2 mg/mL) en diclorometano por CG-

MS. Los componentes son: a-tujeno (1), a-pineno (2), canfeno (3), sabineno (4),

3- octenol (5), mirceno (6), a-terpineno (7),0-cimeno (8), y-terpineno (9), linalool

(10), camfor (11), borneol (12), 4-terpinenol (13), carvacrol metil éter (14), timol
(15), carvacrol (16), e-cariofileno (17).

En la Figura 11 se muestra el cromatograma del AE-Tv obtenido por CG-FID.

Enseguida, se determiné el porcentaje de abundancia (%A) de los 17 componentes

en funcién a su area relativa.
54



180. 15
160. 8
9
1440
120
S
Emo
©
e
(%80
&0
11
40
6
234 7
14 |[[16
» 1 100 12| 13 17
5
el
n'|llliIllll||lll|l||l||lllIllll|IIII|IIII|IIII[IIII]
10 15 20 25 30 35 < a5 50 55 &0
Tiempo (min)

Figura 11. Cromatograma del AE-Tv (2 mg/mL) en diclorometano por CG-FID. Los
componentes son: a-tujeno (1), a-pineno (2), canfeno (3), sabineno (4), 3- octenol
(5), mirceno (6), a-terpineno (7),0-cimeno (8), y-terpineno (9), linalool (10), camfor
(11), borneol (12), 4-terpinenol (13), carvacrol metil éter (14), timol (15), carvacrol

(16), e-cariofileno (17).

En la Tabla 14 se muestra la composicion quimica del AE-Tv, el tiempo de
retencion asi como el porcentaje de abundancia de los 17 componentes
identificados. Los componentes mayoritarios en el AE fueron: timol, o-cimeno y y-

terpineno, y se establecieron como los componentes de seguimiento durante la
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obtencion del NI y la formacion de la CB. Posteriormente, en base a la normalizacion
de areas de las sefiales cromatogréficas del o-cimeno, y-terpineno, y timol, se
establecidé que su proporcion es de 20:18:62, respectivamente. Cabe mencionar que
ésta proporcion fue considerada durante la etapa de validacion del método

cromatografico de HS-SPME por CG-FID (3.2.2).

Tabla 14. Composicién quimica del aceite esencial de Thymus vulgaris por

Cromatografia de gases acoplada a MS y FID.

# Composicién tR (min)  Abundancia (%A) Tipo de componente

1 a- tujeno 18.79 2.13 Monoterpeno alifatico
2 a- pineno 18.93 1.83 Monoterpeno alifatico
3 canfeno 19.75 2.05 Monoterpeno alifatico
4 sabineno 19.86 0.64 Monoterpeno alifatico
5 3- octenol 21.81 3.20 Alcohol

6 mirceno 22.13 3.09 Monoterpeno alifatico
7 a- terpineno 23.35 5.87 Monoterpeno alifatico
8 0-cimeno 24.26 17.76 Monoterpeno alifatico
9 y- terpineno 26.35 13.25 Monoterpeno alifatico
10 linalool 26.88 1.24 Monoterpeno oxigenado
11 camfor 28.78 3.54 Monoterpeno oxigenado
12 borneol 30.26 1.37 Monoterpeno oxigenado
13 4- terpinenol 32.14 1.39 Monoterpeno oxigenado
14 carvacrolmetil éter  35.16 9.15 Monoterpeno oxigenado
15 timol 38.14 30.91 Monoterpeno oxigenado
16 carvacrol 38.98 1.58 Monoterpeno oxigenado
17 - cariofileno 42.44 1.00 Sesquiterpeno alifatico

TOTAL 100
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3.2.2 Validacion del sistema de HS-SPME por CG-FID

Para la validacion del sistema, se utilizaron disoluciones de la mezcla de
estandares de los tres componentes huella: o-cimeno, y-terpineno y timol y CB
blanco (sin NC-AE-Tv). Se sometieron al proceso de HS-SPME con las condiciones
Optimas mostradas en la Tabla 6.

Se evalud linealidad, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion
en base a lo establecido por la IUPAC (2006) y por la Guia de Métodos
Fisicoquimicos de la Comision de Control Analitico y Ampliacion de la Cobertura de
la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058, 2011). Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Parametros de validacion del sistema para cuantificar o-cimeno,
y-terpineno y timol del AE-Tv con HS-SPME por CG-FID.

Parametro o-cimeno y-terpineno Timol Referencia
Linealidad (R?) 0.999 0.998 0.999 >0.99
LD (ng/mL) 0.42 0.35 1.01 < Concentracion mas
baja del intervalo de
trabajo
LQ (ng/mL) 1.28 1.06 3.06 < Concentracion mas
baja del intervalo de
trabajo
Precision 10.29 3.68 2.73 <20%
(%DER)
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3.2.3 Validacion del método de HS-SPME por CG-FID

Para la validacion del método se utilizaron CB formadas a partir del
nanoingrediente adicionadas con la mezcla de estandares de o-cimeno, y-terpineno
y timol. Se sometieron al proceso de HS-SPME bajo las condiciones descritas en la
Tabla 6.

Se evalud linealidad, exactitud y precisién en base a lo establecido por la
IUPAC (2006) y por la Guia de Métodos Fisicoquimicos de la Comision de Control
Analitico y Ampliacion de la Cobertura de la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058,

2011). Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Parametros de validacion del método para cuantificar o-cimeno,
y-terpineno y timol del AE-Tv con HS-SPME por CG-FID.

Parametro 0-cimeno y-terpineno Timol Referencia
Linealidad (R?) 0.994 0.998 0.999 >0.99
Precision 7.30 3.45 2.79 <20%
(%DER)
Exactitud 102.32 101.72 105.71 70-110%
(Y%oRecuperacion)
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3.2.4. Aplicabilidad del método de HS-SPME por CG-FID en la CB-NI

En la Figura 12, se muestran los cromatogramas de la CB formada con el NI,
obtenidos con el método de HS-SPME por CG-FID previamente validado. Cabe
mencionar que el NI utilizado para formar las CB, fueron purificados por dos técnicas:

A) didlisis y B) evaporacioén a presion reducida.
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Figura 12. Cromatogramas de las CB-NI obtenido con el método de HS-SPME por
CG-FID validado. EI NI fue purificado por dos técnicas: A) dialisis y B) evaporacion

a presion reducida.
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En base a las sefales cromatograficas (Figura 12), se calculé la cantidad de
0-cimeno, y-terpineno y timol presente en las CB. En la Tabla 17, se muestra la
cantidad de cada componente huella presente en la CB formada a partir del NI

purificado por dialisis y evaporacién a presion reducida.

Tabla 17. Contenido de o-cimeno, y-terpineno y timol en las CB formadas a

partir del NI con AE-Tv purificado por didlisis y evaporacion a presion reducida.

Técnica de Componente del AE-Tv en la CB- NI (ug/cm?)
purificacion de NI 0- cimeno y-terpineno Timol
Dialisis 47.24+ 1.01 59.05+ 1.52 17.17+ 0.85
Evaporacion a 9.37+ 1.28 10.87+ 1.03 35.78 +1.23
presion reducida

(xt0, n=3)

Con la finalidad de determinar el porcentaje de incorporacion de los tres
componentes huella en la CB a partir del NI después de la técnica de casting a
temperatura ambiente con un tiempo de secado de 24 h, se compararon las sefiales
cromatograficas del o-cimeno, y-terpineno y timol en la CB-NI (Figura 12) con las
sefales cromatograficas del NI (Figura 9). Los resultados se muestran en la Tabla

18.
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Tabla 18. Porcentaje de incorporacion de los componentes huella del AE-Tv en
la CB a partir del NI formada por la técnica de casting a temperatura ambiente con

tiempo de secado de 24 h.

Técnica de Porcentaje de incorporacion del componente del AE-Tv
purificacién del en la CB (%)
NI 0-cimeno y-terpineno Timol
Dialisis 42.62+ 1.92 56.91+ 1.99 29.41+ 0.95
Evaporacion a 37.57 +1.45 41.96 + 1.90 61.64+ 1.03
presion reducida

(x+0, n=3)

3.3 Evaluacién de la actividad antibacteriana del NI por el método de difusion

en disco y microdilucién en placa

Se evalugd la actividad antibacteriana de las CB por las técnicas de difusion
en disco y microdilucion en placa con caldo Mueller- Hinton (CMH) contra la bacteria

Pectobacterium carotovorum ATCC15713.

3.3.1 Técnica de difusién en disco
En la Tabla 19 se muestran la inhibicibn de la bacteria Pectobacterium
carotovorum ATCC15713 después de la aplicacién de las CB formada a partir de

AL, NP blanco (sin AE-Tv) o NI.
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Tabla 19. Resultados del método de difusioén en disco de la bacteria

Pectobacterium carotovorum ATCC 15713.

Sistema Crecimiento P. carotovorum ATCC 15713
CB-AL +)
CB- NP blanco (+)
(sin AE-Tv)
CB-NI +)

En la Figura 13 se observa el crecimiento bacteriano Pectobacterium

carotovorum ATCC15713 con las CB.

Figura 13. Crecimiento bacteriano de Pectobacterium carotovorum en agar
MH con A) CB de AL al 1% (p/v), B) CB-NP blanco y C) NI.
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3.3.2 Técnica de microdilucién en placa

Por otro lado, en la técnica de microdilucion en placa, se observd un cambio
en la coloracion de amarillo pédlido a purpura en todas las concentraciones
evaluadas, lo que indica crecimiento bacteriano, tal y como se observa en la Tabla

20 y en la Figura 14.

Tabla 20. Resultados del método de microdilucion en placa de la bacteria

Pectobacterium carotovorum ATCC 15713.

CB Componente Concentracion Crecimiento P.
delaCB (ug/mL) carotovorum ATCC 15713

3000
1500
AL 750 (+)
375
187.5

CB-AL

5250
2625
Polimero 1325.5 (+)
656.25
328.12

CB- NP
blanco
(sin AE-Tv)

30.3
15.15
AE-Tv (Timol) 7.57 (+)
3.78
1.89

CB-NI
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Figura 14. Crecimiento bacteriano de Pectobacterium carotovorum en CMH
en los pocillos correspondientes de A) CB de AL al 1% (p/v), B) CB-NP blanco y
C) NI
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CAPITULO IV

DISCUSION

4.1 Obtencion de cubiertas biopoliméricas a base del nanoingrediente por el
metodo de casting y evaluacion de sus propiedades mecanicas

La técnica de nanoprecipitacion o también llamada técnica de desplazamiento
de solventes fue descrita por primera vez por Fessi y cols. (1987), como un
procedimiento novedoso y simple para la preparacion de nanocapsulas a partir de
polimeros preformados, tanto biodegradables como no biodegradables.

La formacion de NC por la técnica de nanoprecipitacion esta basada en el
mecanismo de turbulencia interfacial, fenomeno producido durante el
desplazamiento de un solvente organico en una de las fases. Como ambas fases
presentan miscibilidad entre ellas, se presenta una difusion de la fase organica en la
acuosa con la subsecuente formacion de gotas de tamafio nanométrico de solvente
con el polimero. Debido al desplazamiento de estas cadenas poliméricas hacia un
medio en el que son insolubles, estan se agregan y forman las NC (Fessi, et al. 1989;

Tao, et al. 2019).
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Con base al fundamento, se ha establecido que la formacién de NC se ve
influenciada por diversos factores, los cuales fueron tomados en cuenta para llevar
a cabo la formacion del NI (nanocapsula cargada con aceite esencial de Thymus
vulgaris). Entre estos factores, destacan el tipo de polimero y disolvente asi como la
concentracion de polimero en la fase organica (Ehprem, et al. 2014). La familia de
polimeros Eudragit son polimeros biocompatibles, versatiles y no téxicos, que se
utilizan en la industria farmacéutica debido a sus propiedades de disolucién y a que
proporcionan total flexibilidad a las formas farmacéuticas sélidas orales.
Especificamente, el polimero Eudragit L100-55, es un copolimero anionico de acido
metacrilico y etil acrilato. Este copolimero presenta una relacién de grupos carboxilo
libres y grupos éster de aproximadamente 1:1, ademas los monomeros estan
distribuidos de manera aleatoria a lo largo de la cadena polimérica (Evonik, 2015).
Este polimero ha sido ampliamente utilizado para mejorar la solubilidad de los
activos no polares y en la formacion de cubiertas y/o peliculas (Tang, et al. 2011).

El disolvente utilizado en la formacion del NI  por la técnica de
nanoprecipitacion, debia ser miscible en agua para favorecer la difusién de la fase
organica hacia la fase acuosa. Martinez-Rivas y cols. (2017) establecen que los
disolventes mas polares presentan una alta afinidad solvente-agua, promoviéndola
difusion del disolvente y la particion de las cadenas poliméricas en la fase acuosa,
conduciendo a la formacion de NP con menor tamafio.

Asi mismo, la formacion de NC se ve influenciada por la concentracion del
polimero en la fase acuosa. Gomez-Gaete y cols. (2018) reportaron que una
concentracion mayor de polimero produce una interaccion polimero-polimero mayor,
por tanto, mas cadenas de polimero permanecen asociadas durante la difusién del
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disolvente en el medio acuoso. Esto aumenta la viscosidad de la solucién organica,
lo que a su vez provoca una difusion mas lenta del disolvente organico a la fase
acuosa, por lo que lleva a una formacién de gotas mas grandes, que lleva como

consecuencia la formacion de NC de mayor tamafio.

Las ventajas de la nanoprecipitacion sobre otras técnicas de encapsulacion
son: 1) buena reproducibilidad, 2) obtencion de tamafios de nanoparticulas con
distribucion estrecha, 3) simplicidad, 4) facilidad de escalamiento y 4) compatible
con el medio ambiente ya que se limita el uso de grandes cantidades de solventes
toxicos. Por lo anterior, la nanoprecipitacion se ha convertido en una estrategia
importante en industria farmacéutica, agricola, alimentaria y cosmética (Miladi, et al.

2016).

Una vez obtenido el NI, se llevo a cabo su caracterizacion fisicoquimica. Se
midié su tamafio, indice de polidispersidad (IP) y potencial zeta. Como se muestra
en la Tabla 8, se obtuvo un tamafio de particula de 276 + 2.35nm, él cual es cercano
al tamafio deseado de 200 nm. Alvarez-Roman, et al. (2004) observaron que
nanoparticulas con este tamafio, presentan una distribucion homogénea cuando son
aplicadas sobre superficies rugosas, como seria el caso de la superficie de frutas y
hortalizas. Ademas, este tamafio nanométrico de NI, permite aumentar la relacion
entre area superficial y su area de contacto (Sotelo-Boyas, et al. 2017). Es decir, su
tamafio nanométrico, permitiria tener una mayor superficie del NI directamente en
contacto con la superficie del producto hortofruticola a partir de la cual se daria la
posterior liberacion de los componentes activos del AE-Tv.
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Liakos y cols. (2016) formaron NC de tamafo de 220 nm, a partir de acetato
de celulosa y AE de limén con la técnica de nanoprecipitacion y en su estudio
demostraron que la presencia de NC mejoraba significativamente la actividad
antimicrobiana comparada con el AE libre. Por otro lado Froiio y cols. (2019)
obtuvieron NC con un tamafio de 208 nm a partir del polimero Eudragit RS 100 y AE
de naranja. En este estudié se demostré que las NC tienen una buena actividad
antibacteriana contra E. coli. En otro estudio, Granata y cols. (2018) obtuvieron NC
con AE de Thymus capitatus con un tamafo promedio de 171 + 2.0 nm. En esta
investigacion, se reporté una mejora en la actividad antimicrobiana de las NP
cargadas con AE, mostrando una mayor actividad contra patdbgenos encontrados en
los alimentos en comparacion con el AE no nanoencapsulado.

Con relacion al IP, este parametro se asocia con la medicion del grado de
variabilidad del tamafio de las NC. Los valores de IP varian de 0 a 1, el valor mas
alto indica una distribucion de tamafio menos homogénea, mientras que los valores
cercanos a cero, indican que la muestra es monodispersa, es decir, presenta una
variabilidad minima del tamafio de poblacion (Galindo-Rodriguez y cols. 2004). Se
obtuvo un IP de 0.156 + 0.02, lo que indica una homogeneidad de las NC, esto se
observa en la curva de distribucidén de tamafio en la Figura 8. La homogeneidad en
el tamafo del NI, es una caracteristica que garantizaria que las interacciones
individuales de las NC con la superficie de los productos hortofruticolas (i.e.:
adhesion o liberacibn de los componentes activos del AE), también sean
homogéneas.

Otra caracteristica fisicoquimica evaluada fue el potencial zeta (Tabla 8). Este
valor es la medicion del potencial electrostatico en la doble capa eléctrica que rodea
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la NC en suspension acuosa. Las NC con un potencial zeta mayor a +30 mV o menor
a -30 mV se consideran fuertemente catidnicas o anionicas, respectivamente y

suelen tener altos grados de estabilidad (Clogston y Patri, 2011).

Asi mismo la medicién del potencial zeta asegura mayores fuerzas de
repulsion electrostatica entre las NC y esto conduce a mayores distancias de
separacion entre las NC en la suspension, reduciendo la agregacion ocasional
causada por las interacciones de Van der Waals. El potencial zeta también se puede
usar para determinar si un material activo cargado esta encapsulado dentro del
centro de la NP o en la superficie (Fraj, et al. 2019). El potencial zeta del NI fue de
-54.66 + 2.60 este valor negativo indica que las cargas negativas son dominantes
en la superficie del NI y esto se le puede atribuir al Eudragit L 100-55, el cual es un
copolimero anionico. Por lo tanto, durante la formacion del NI, las cadenas de
polimero rodearon el nucleo oleoso de AE-Tv para formar la pared de polimero y sus
grupos funcionales quedaron expuestos al medio acuoso externo (Tao, et al. 2019).
Este potencial negativo facilitaria la interaccion del NI con la membrana de las
bacterias patégenas presentes en los productos hortofruticolas. Posteriormente, se
favoreceria la interaccion directa de los componentes activos del AE-Tv con la
bacteria aumentando de esta forma su efectividad antimicrobiana (Wang, Hu y Shao,
2017).

Por otro lado, también como parte de la caracterizacion fisicoquimica del NI
se determiné el porcentaje de encapsulacion (%E) y el porcentaje de eficiencia de
encapsulacion (%EE) de los tres componentes huella: o-cimeno, y-terpineno y timol.
Estos parametros permiten establecer el contenido de los componentes del AE en
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las NC para su correcta dosificacion en el producto hortofruticola. Para cuantificar
los tres componentes huella del AE-Tv en el NI, se utilizé el método de HS-SPME
por CG-FID validado (Capitulo 2.3.2'y 2.3.3). En la Tabla 9 se muestran los %E y los
%EE de los tres componentes del AE-Tv en el NI purificado por didlisis y evaporacion
a presion reducida.

Cuando el NI fue purificado por didlisis, se obtuvo un %E de 8.64 para el
0-cimeno, de 6.90 para y-terpineno y de 17.13% para el timol, lo anterior representa
un %E total de 32.67%. Esto significa que aproximadamente el 33% de la NC esta
formada por los tres componentes huella del AE-Tv y el resto corresponde al
polimero Eudragit L 100-55. EI %E total obtenidos en este trabajo fue dos veces
mas pequefo que el obtenido por Lugo-Estrada (2019), donde también se llevd a
cabo la encapsulacion del AE-Tv por nanoprecipitacion y la purificacion, por la
técnica de didlisis. Esta diferencia podria deberse a que Lugo-Estrada utilizé la e-
policaprolactona como polimero formador de las NC y se favorecio la interaccion
polimero-AE.

Por otro lado, Salas-Cedillo utilizé el mismo polimero que en este trabajo
(Eudragit L 100-55) para encapsular el AE de Schinus molle por nanoprecipitacion
con dialisis como técnica de purificacion de las NC y obtuvo un %E total de 7.84%
para los tres componentes huella (mirceno, a-felandreno y limoneno). Este valor es
cuatro veces mas pequefio que el obtenido en este trabajo. Esto podria deberse a
gue la eficiencia de encapsulacion también depende de las propiedades
fisicoquimicas de los componentes (i.e: polaridad, volatilidad) asi como del % de

abundancia en el AE.
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En relacion al %EE obtenido del NI purificado por dialisis, fue de 18.11, 15.43
y 34.86% para o-cimeno, y-terpineno y timol respectivamente, por lo que se obtuvo
un %EE total de 70.4%. Lo anterior indica que los tres componentes fueron
encapsulados en un 70% con respecto a su abundancia en el AE inicial. Este valor
coincide con el obtenido por Cakir y cols. (2020), con NP de quitosano con el AE-Tv
con %EE del 64.1%. En otras publicaciones también mencionan que los porcentajes
de eficiencia de encapsulacion de activos no polares, se encuentra alrededor del
80% cuando se utiliza la técnica de nanoprecipitacion (Cartaxo, et al. 2019; Mora-
Huertas, et al. 2010). Esto podria ser debido a que los componentes polares
presentan una mayor tendencia a difundir de la fase organica a la fase acuosa, lo
cual podria favorecer la encapsulacion de los compuestos no polares (Wu, Luo y
Wang, 2012).

Por otro lado, en la Tabla 9, se muestra que, cuando el NI es purificado por
evaporacion a presion reducida, los valores del %E y %EE obtenidos para el o-
cimeno y y-terpineno, son menores que cuando es purificado por dialisis. Asi mismo
en la Figura 9, se muestran los cromatogramas obtenidos a partir de NI purificado
por didlisis y por evaporacion a presion reducida. En el cromatograma A, se
observan tres sefiales principales atribuidas al o-cimeno, y-terpineno y timol (capitulo
2.3.1) y en el cromatograma B se observa una sola sefial atribuida al timol,
componente al que se le atribuye la actividad antimicrobiana y antioxidante del
AE-Tv.

Estos resultados, indican que por sus propiedades fisicoquimicas, los
componentes con una mayor presion de vapor (o-cimeno y y-terpineno) se ven
afectados bajo las condiciones utilizadas en la técnica de evaporacion a presion
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reducida, mientras que el timol, se ve afectado en la técnica de didlisis
probablemente debido a su polaridad.

Estos mismos hallazgos, fueron reportados por Silva-Flores y cols. (2019),
con NC de AE de Lavandula dentata, donde se observé que los componentes con
mayor presién de vapor (1,8-cineol y B-pineno) se encontraban en mayor porcentaje
cuando se utilizaba la didlisis como técnica de purificacidbn que con evaporacion a

presion reducida.

En cuanto a la estabilidad del NI, se realiz6 una evaluacion visual por cinco
meses de las formulaciones y no se observo la presencia de AE libre en la superficie
de las formulaciones, ni agregados de polimero u algun cambio macroscépico
importante. Cabe resaltar que es necesario revisar por un tiempo determinado si no
hay cambios en la estabilidad de las NC. Investigaciones como la de Chow y cols.
(2014) con NP de curcumina, reportaron que incluso después de la obtencion
adecuada de estas NP, fueron inestables después de 2 a 3 dias, debido a la

agregacion de NP y la recristalizacion de la curcumina.

Una vez obtenido y caracterizado el NI, se llevé a cabo la formacién de las CB
por la técnica de vaciado convencional o método casting. Esta técnica involucra
desde la obtencion de la dispersion de los componentes de la CB (NI y AL), hasta la
evaporacion del solvente o del agua a temperatura y humedad controlada para
formar la CB (Solano, et al. 2018). La formacion de una cubierta a partir del NI,

involucra una serie de etapas, entre las que se encuentran:
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-Etapa 1: el polimero del NI que se encuentra disperso esta separado y
suspendido en la fase acuosa por las fuerzas de repulsion electrostaticas que
existen entre las particulas.

-Etapa 2: Durante el proceso de evaporacion del agua, en el NI se ponen en
contacto las NC, unas con otras, lo que provoca que la tension interfacial entre
el agua y el polimero aumente, de manera que estas forman un paquete de
NC separadas por una fina pelicula del agua.

-Etapa 3: La elevada tension interfacial existente entre las NC origina un
fendmeno de capilaridad, que a su vez les proporciona la energia necesaria
para vencer la fuerza de repulsion entre ellas y comenzar asi su deformacion
y colapso.

-Etapa 4: Las NC se van a fusionar unas con otras, ocurriendo una
coalescencia completa, por consiguiente se produce una difusion del material

particular para dar origen a la cubierta (Aulton, et al. 1995).

Para la formacion de las CB, se evalud el tiempo de secado (6, 12y 24 h)

asi como la concentracion de AL (0.75, 1y 2% p/v). Se llevo a cabo la evaluacion

visual macroscopica de las cubiertas, asi como la mediciéon de su espesor y

transparencia. Estas propiedades fisicas de las cubiertas son fundamentales, ya

gue influyen en la apariencia del producto hortofruticola, una vez aplicada la

cubierta. Las caracteristicas fisicas de las CB de los tres grupos evaluados (AL,

NP-blanco (sin AE-Tv) y NI) se muestran en las Tablas 10, 11 y 12. Cabe

destacar que solo se obtuvieron CB con tiempo de secado de 24 h a temperatura

ambiente. El tiempo de secado de 6 y 12 horas, no fue suficiente para la completa
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evaporacion del agua y por consecuente, la formacion de la cubierta. La
evaporacion del agua a temperatura ambiente es muy lenta, por lo que se
requiere al menos de 24 horas, para que el proceso de evaporacion sea
homogéneo, lo cual provoca la coalicion de las particulas poliméricas y por ende
la formacion de la cubierta. Cabe mencionar que la formacion de la CB a partir
del NI, se debe de realizar a temperatura ambiente para asegura la permanencia
de los componentes huella del AE-Tv.

En la Tabla 10, se presentan las caracteristicas fisicas de las cubiertas
formadas a partir de AL, a una concentracion de 0.75, 1y 2% (p/v). De forma
general, en las tres concentraciones evaluadas se obtienen cubiertas muy
transparentes con buenas caracteristicas macroscoépicas, sin embargo, a una
concentracion de 1% (p/v), se obtuvieron las cubiertas con mayor resistencia al
doblez y mas homogéneas.

Posteriormente en la Tabla 11, se presentan las caracteristicas fisicas de
las cubiertas formadas a partir de NP blanco (sin AE-Tv) mas AL de 0.75, 1y 2%
(p/v). Estas CB son moderadamente transparentes, ademas se observo que a
mayores concentraciones de AL, se obtuvieron CB con mayor espesor, lo que
provoca resistencia al doblez.

Asi mismo, en la Tabla 12, se presentan las caracteristicas fisicas de las
cubiertas formadas a partir del NI, a una concentracion de AL de 0.75, 1y 2%
(p/v). Las CB obtenidas tuvieron muy buenas propiedades macroscopicas, sin
embargo a la concentracion de 1% (p/v), las CB eran muy resistentes al doblez

y muy transparentes.
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En los tres grupos evaluados, se observo que las cubiertas con las mejores
caracteristicas macroscoépicas, eran las que tenian una concentracion de AL 1%
(p/v). Esto podria atribuirse a que el AL 1% (p/v), le imparte la fluidez adecuada
a las cadenas poliméricas que forman el NI. Estos cambios son causados por un
decremento de las fuerzas intermoleculares a lo largo de la cadena polimérica
(reduccion en la fuerza de cohesién polimero- polimero). Esto se atribuye a que
las moléculas del plastificante (i.e.: AL) se oponen a las ramificaciones del
polimero, suavizando las particulas poliméricas adyacentes y por ende se
favorecen las interacciones polimero-plastificante debido a que estos enlaces
son mas fuertes que los del polimero- polimero. De esta manera las fuerzas
capilares creadas durante el fenomeno de evaporacion del agua, son suficientes
para la formacion de una cubierta homogénea. Estos resultados coinciden con
aquellos obtenidos por Siracusa y cols. (2018) donde elaboraron cubiertas
comestibles de AL (1% p/p) y AE de citral con excelentes propiedades fisicas.
Ademas, se observd que a altas concentraciones de AL, las cubiertas

presentaban un mayor espesor y por ende una menor resistencia y flexibilidad.

En base a las caracteristicas fisicas de las CB, se eligieron aquellas
cubiertas formadas con AL 1% (p/v) con tiempo de secado de 24 horas a
temperatura ambiente para la caracterizacibn mecanica, determinacion del
contenido de componentes del AE-Tv y evaluacion antibacteriana.

En relacion a la caracterizacidn mecanica, se evaluaron tres parametros:
porcentaje de elongacion, adhesion y rompimiento. Estos parametros mecanicos
nos indican las caracteristicas que presentan las CB, ya que durante su
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elaboracion y aplicacion, las CB deben presentar: i) buen porcentaje de
elongacion con la finalidad de evitar un rompimiento en el momento de
empaquetamiento o manipulacién, ii) adecuada adhesion en la superficie del
producto hortofruticola donde ser& aplicada, iii) buena resistencia al rompimiento
para asegurar su integridad y iv) textura suave, lisa y transparente para no
comprometer su apariencia fisica (Gonzalez-Moreno, et al. 2018). Las
caracteristicas mecanicas de las CB formadas a partir del AL, NP blanco y NI se
muestran en la Tabla 13. El porcentaje de elongacion (%) nos indica el porcentaje
de cambio maximo en la longitud de la cubierta antes de romperse (Rangel-
Marron, et al. 2018). Se observo que la CB-NI se pudo estirar o0 elongar en un
176.66+0.82% de su tamaiio inicial. Este valor es aproximadamente dos veces
mayor que el obtenido para las cubiertas formadas por AL y por NP blanco. Esta
caracteristica de aumentar su estiramiento, es atribuida a la presencia del NI en
la cubierta.

El efecto de la adicion de NI sobre las propiedades mecanicas de las
cubiertas comestibles es bastante complejo y se ha reportado en la literatura, la

mejora de las caracteristicas de estiramiento o elongacion.

Tal es el caso de la investigacion realizada por Liang y cols. (2017) donde
desarrollaron peliculas comestibles basadas en quitosano y un NI (nanocapsulas
cargadas de galato de epigalocatequina). La adicién del NI a las cubiertas de
guitosano aumentd el porcentaje de elongacion con respecto a la cubierta
formada Unicamente con quitosano. Asi mismo, estos hallazgos fueron
reportados por Noronha y cols. (2014) donde se obtuvieron cubiertas a partir de
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metilcelulosa con un NI, conformado por nanocapsulas de a-tocoferol. Se
reportaron cambios significativos en el porcentaje de elongacion con la
incorporacion de NI en cubiertas en comparacién con la cubierta control. El
aumento en los valores del porcentaje de elongacion indic6 que la incorporacién
de NI proporciona una mayor flexibilidad en las cubiertas.

Asi mismo, se compar6 con el trabajo realizado por Gonzalez-Moreno
(2018), en el cual se llevo a cabo la evaluacion del porcentaje de elongacién de
CB sin NI, formadas a partir de quitosano al 2% (p/v) con carvacrol al 1%(v/v),
componente del AE de orégano. Se observo que la CB se elongaba un
49.4 +7.02%, valor que es tres veces menor que el obtenido en este trabajo con
las CB con NIy AL.

Esto podria indicar que la adicion de NI modificaria también las
interacciones con los agentes formadores de cubierta como el AL. Se ha
propuesto que una dispersion homogénea de NC hidrofoba en una red polimérica
de AL, aumenta el espacio entre las cadenas de macromoléculas, lo que reduce
la union iénica y de puente de hidrogeno entre las cadenas poliméricas e induce
el desarrollo de discontinuidades estructurales en las cubiertas, lo cual
aumentaria el porcentaje de elongacion (Sanchez-Gonzalez, et al. 2009).

Por otro lado, la evaluacion de la adhesion nos indica la magnitud de la fuerza
gue tiene que aplicarse sobre la CB para ser despegada de la superficie donde fue

colocada.

En la Tabla 13, podemos observar que la fuerza que debe ser aplicado sobre
la CB formada a partir de NI para ser despegada, fue de 5,768.27+2.63 dinas/cm?.
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Este valor es mayor que el de las CB formadas a partir de las NP-blanco y de AL.
Es decir, el NI favorece la adhesion de la CB sobre la superficie aplicada.

Asi mismo, este efecto se observé en el estudio realizado en nuestro grupo
de trabajo (Gonzélez-Moreno, et al. 2017) en donde se evalud la adhesion de
cubiertas a base de quitosano al 2% (p/v) con carvacrol al 1%(v/v) sin NIy se obtuvo
un valor de 2,710+1.03 dinas/cm?. Este valor es dos veces mas pequefio que el
obtenido en este trabajo con cubiertas formadas con NI.

El pardmetro de adhesién es indicativo de la permanencia de la CB sobre el
producto hortofruticola. Las propiedades de adhesion de las cubiertas, estan
determinadas por las propiedades intrinsecas del polimero formador del NI y por el
ambiente en el cual es colocada. Entre las propiedades intrinsecas, se encuentra el
peso molecular, la concentracion del polimero, la flexibilidad de las cadenas
poliméricas y los grupos quimicos que puedan formar uniones electrostaticas o
secundarias como son los puentes de hidrégeno y las fuerzas de Van der Waals.

La tercera evaluacion mecanica evaluada fue el rompimiento de las CB, este
parametro indica el peso que puede resistir la cubierta antes de romperse. En la
Tabla 13, se observa que la CB formada a partir del NI resiste 1,445.26+6.41 g/cm?
antes de romperse. Este valor es mayor que el de las CB formadas a partir de las
NP-blanco y de AL. Es decir, el NI favorece la resistencia de la CB cuando una fuerza
es aplicada favoreciendo asi su resistencia.

El aumento de la resistencia al rompimiento por el NI, también fue observado
en el trabajo desarrollado por Jancy y cols. (2020), donde se elaboraron cubiertas a
partir de un NI, formado por NP y AE de semilla de hinojo. Se encontré que la
presencia del NI, aumentaba hasta siete veces la resistencia al rompimiento.
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Esta aseveracion también se observé en el estudio realizado en nuestro grupo
de trabajo (Gonzalez-Moreno, et al. 2017) en donde se evalud el rompimiento de
cubiertas a base de quitosano al 2% (p/v) con carvacrol al 1%(v/v) sin NIy se obtuvo
un valor de 236.19+8.10 g/cm?, valor seis veces menor que el obtenido en este
trabajo con CB formadas con el NI.

Del mismo modo, se compar6 con el trabajo realizado por Gonzalez-Moreno
(2018), en el cual se llevo a cabo la evaluacion del rompimiento de CB formadas a
partir de NC-AE-Tv y pululano al 1% (p/v). Se observé que la CB resistia hasta un
peso de 70.13 + 8.82 g/cm? antes de romperse, valor que es menor que el obtenido
con la CB formada con AL 1% (p/v). Por lo que la presencia del NI y del AL, favorecio
el aumento de la resistencia al rompimiento.

Esto podria deberse a que existe una mayor interaccion entre el NI y el AL,
comparado con el NI y pululano. El AL interacciona fuertemente con el NI lo que
produce un efecto de reticulacion. EI NI se comporta como un centro de ajuste, que
disminuye la movilidad de la cadena polimérica y mejoran la resistencia a la traccion

o rompimiento (Nissar, et al. 2018).

La evaluacién mecéanica de la cubierta dependera del tipo de material utilizado
en la formulacion de la solucion para elaborar la cubierta, las condiciones de
formacion de la cubierta, el tipo de plastificante, de la naturaleza del disolvente, de
la evaporacion del solvente y de su espesor. Es conveniente destacar que
dependiendo del uso y aplicacion, serdn las propiedades fisicas y mecanicas
deseadas para que las cubiertas puedan cumplir con el objetivo por el cual fueron
elaboradas.
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4.2 Validacion de un método de microextraccion en fase solida en la
modalidad headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del aceite
esencial de Thymus vulgaris en cubiertas biopoliméricas por cromatografia

de gases con deteccion de ionizacién de llama (CG-FID)

El aceite esencial de Thymus vulgaris se obtuvo por hidrodestilacion
modificada de Clevenger a partir de la planta de tomillo fresco. Esta técnica ha sido
comunmente utilizada para la extraccion de AE ya que evita la degradacién del
material vegetal. El AE es extraido a partir de la planta junto con el vapor de agua y
es separado después de la condensacion. La extraccion del AE por hidrodestilacion
es variable y depende de parametros, como la temporada de colecta, tipo de suelo,
lugar de cosecha y variedad de la planta (Dilworth, et al. 2017).

La caracterizacion quimica realizada por CG-MS y CG-FID permitié identificar
los componentes presentes en el AE-Tv, asi como su porcentaje de abundancia. La
CG-FID representa una técnica que ofrece una alta selectividad para el analisis de
compuestos volatiles y semivolatiles, una alta sensibilidad, gran estabilidad y un
rango dinamico lineal excepcionalmente alto que permite el analisis de AE a
concentraciones muy bajas o en niveles de trazas.

Inicialmente, se obtuvo el cromatogramas del AE (Figura 10) utilizando el
método de CG-MS, previamente desarrollado (Guerra-Boone, et al. 2015).
Posteriormente se realiz6 la correcta identificacion de los componentes presentes
en el AE en base a la biblioteca NIST, al indice de Kovats y al indice aritmético.
Después, el cromatograma CG-MS fue comparado con el cromatograma obtenido
por CG-FID (Figura 11) y se calcul6 el porcentaje de abundancia (%A) en base a las
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areas relativas. En la Tabla 14, se muestra la composicion quimica, el tiempo de
retencion y el %A de los componentes identificados. En el AE-Tv, se identificaron 17
componentes, el 49.18% del porcentaje total del AE corresponde a monoterpenos
oxigenados, el 46.62% a monoterpenos hidrocarbonados o alifaticos, el 3.02% a
alcoholes y el 1% a sesquiterpenos alifaticos. Los componentes con mayor %A
fueron el o-cimeno (17.76%), el y-terpineno (13.25%) ambos monoterpenos
alifaticos, y el timol (30.91%) un monoterpeno oxigenado. Este resultado coincide
con lo reportado por Pifia-Barrera y cols. (2019), donde reportaron como
componentes mayoritarios el o-cimeno (32.68%), timol (31.90%) y y-terpineno
(15.69%). Por otro lado, Pellegrini y cols. (2018) mencionan que el compuesto
mayoritario del AE-Tv fue el timol con un porcentaje de 44%. Esto también coincide
con la investigacién de Satyal y cols. (2016) donde reportaron como componente
mayoritario del AE-Tv el timol con un porcentaje de 47.06%.

De igual manera, los resultados de la caracterizacion quimica del AE-Tv en el
presente trabajo fueron similares a los mencionados por Satyal y cols. (2016),
guienes reportaron que los componentes principales para el AE-Tv eran el timol (23-
60%), y-terpineno (18-50%) y o-cimeno (8-44%).

Sin embargo, diversos autores han reportado, otros componentes
mayoritarios del AE-Tv. Tal es el caso de Mansouri y cols. (2018) donde reportaron
que el compuesto principal fue carvacrol (73.03%), el p-cimeno (9.99%), B-
cariofileno (3.63%) y y-terpineno (3.02%). En este estudio el timol si estaba presente
en el AE-Tv pero en una pequefia cantidad (1.14%). Asi mismo Imelouane y cols.
(2019), reportaron como componente mayoritario el camfor (38.54%), canfeno
(7.19%), a-pineno (9.35%), borneol (4.91%) y B-pineno (3.90%).
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Las diferentes abundancias de los componentes reportadas en los estudios
anteriores se deben a las variaciones en la temporada de recoleccién, afio de
colecta, region y/o clima donde crece la planta, asi como la localizacién de la especie
analizada y los métodos de obtencién el AE (Amiri, 2012).

Con el objetivo de realizar el seguimiento de los componentes del AE-Tv en
las CB, se seleccionaron los componentes mayoritarios del AE en base a su
abundancia y actividad antibacteriana. Se eligié al o-cimeno, y-terpineno y timol.
Cabe resaltar que el timol, ha sido reportado en numerosas publicaciones como el
responsable de la actividad antibacteriana del AE-Tv. La actividad antibacteriana del
AE-Tv esta relacionada con los grupos funcionales de sus componentes (por
ejemplo, el grupo fendlico del timol). En general, el timol tiene la capacidad para
atravesar la pared celular bacteriana y penetrar entre las cadenas de acidos grasos
de la bicapa lipidica, haciendo que la membrana celular sea mucho mas permeable
y, como resultado, ocasionan la muerte de la bacteria (Diao, Hu, Zhang, & Xu, 2014;

Grande-Tovar, et al. 2018).

Posteriormente, con el proposito de cuantificar los componentes huella del
AE-Tv en las CB-NI, se llevé a cabo la validacién del método de HS-SPME por CG-
FID (Gonzalez, et al. 2018). Este método se validé bajo los criterios para la validacion
de métodos fisicoquimicos expedidos por la comision de control analitico y
ampliacion de cobertura de la Secretara de Salud (CCAYAC-P058, 2011). Para la
validacion del sistema se evaluaron los parametros de linealidad, precisién, limite de
deteccion y limite de cuantificacion, segun la IUPAC (2006). En la Tabla 15, se
muestran los parametros evaluados en la validacién del sistema. En relacién a la
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linealidad, para los tres componentes seleccionados se obtuvo un coeficiente de
determinacién mayor a 0.99 como lo establece la SSA (2011). De esta forma, se
establecié que, dentro del rango de concentracion de 6-96 pg/mL, la respuesta
analitica tendra un comportamiento lineal a la concentracién. Con respecto a los LD
y LQ para el o-cimeno, y-terpineno y timol fueron menores al nivel inferior de la curva
de calibracién, lo cual es aceptable segun la SSA (2011). Para la precisién del
sistema, se calcul6 el %DER de los factores de respuesta y se establecié que el
sistema fue preciso para los tres componentes debido a que presenté un %DER

menor al 20% (SSA, 2011).

En la Tabla 16 se muestran los valores de los parametros evaluados en la
validacion del método. En cuanto a la linealidad, para los tres componentes se
obtuvo un coeficiente de determinacion mayor a 0.99, lo que indica que los tres son
lineales. Para la precision, se calculo el %DER a partir de los factores de respuesta
obtenidos con las CB formadas a partir del NI y adicionadas con la mezcla de
estandares. Los valores obtenidos para los tres componentes fueron menores al
20% y fueron aceptados de acuerdo al valor reportado por la SSA (2011), por lo cual
se establece que es un método preciso para la cuantificacion de los tres
componentes. En cuanto a la exactitud se evaluaron los porcentajes de
recuperacion, en donde se obtuvo que para los tres componentes el método era
exacto, ya que estan dentro del rango de aceptaciéon (70- 110%) (SSA, 2011), para
el o-cimeno se obtuvo un 102.32%, para y-terpineno un valor de 101.72% y para el
timol 105.71% Estos datos concuerdan con lo reportado por Lugo-Estrada (2019),
donde se obtienen porcentajes de recuperacion entre el 98 y 109% de tres de los
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componentes de AE-Tv a partir de NP aplicando un método de HS-SPME por FID-

GC.

Una vez validado el método, se llevé a cabo la cuantificacion de los
componentes huella del NI en CB por HS-SPME / CG-FID. En la Figura 12a, se
muestra el cromatograma obtenido de la CB formada a partir del NI purificado por
dialisis. Los tres componentes huella del AE-Tv fueron detectados y cuantificados
con el método desarrollado y se determind una cantidad de 47.24, 59.05 y
17.17 pg/cm? de CB para el o-cimeno, y-terpineno y timol respectivamente
(Tabla 17). Por otro lado, en la Figura 12b, se observa el cromatograma obtenido de
la CB formada a partir del NI purificado por evaporacion a presion reducida. Los tres
componentes fueron detectados y cuantificados como se muestra en la Tabla 17.
Para el o-cimeno se obtuvo una cantidad de 9.37 pg/cm? de CB, mientras que para
el y-terpineno y timol, se obtuvieron 10.87 y 35.78 ug/cm?.

En diferencia de la mayoria de los polisacaridos, el AL forma cubiertas
practicamente independientes de la temperatura, aspecto que lo ha hecho atractivo
en la formacién de CB. El empleo del AL como agente formador de cubierta, resulto
adecuado para la formacion de CB a temperatura ambiente ya que evito la pérdida
de los componentes del AE-Tv del NI. La disminucion de las pérdidas de los
componentes en el NI, podrian deberse a que al no utilizar una temperatura elevada
durante la formacion de la CB se vio favorecida la permanencia de los componentes
mas volatiles. Asi mismo, esto podria deberse a que el AL tiene la capacidad de
formar reticulos poliméricos tridimensionales, que contribuyen a la conservacion de
los componentes en la CB.
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En la Tabla 18, se muestran los porcentajes de incorporacion de los
componentes huella del AE-Tv en la CB a partir del NI formada por la técnica de
casting. Se puede observar que aunque la técnica de formacién de CB fue la misma,
hay una diferencia en el porcentaje de incorporacién en la CB con respecto al NI y
sus técnicas de purificacion. Existe una relacién con la cantidad inicial que existe de
cada componente en el NI y su porcentaje incorporado en la CB. A mayor cantidad
de componente en el NI, el porcentaje incorporado en la CB aumenta. Esto podria
deberse, a que las cantidades iniciales de cada componente es diferente en el NI,
por lo que al llevar a cabo la formacién de la CB, se da la incorporacion de los
componentes que se encuentran en mayor cantidad.

Es decir, en el caso del timol, al llevar a cabo la formaciéon de la CB a partir del
NI purificado por evaporacion a presion reducida, se observa una disminucién en la
incorporacion de los componentes, o-cimeno y y-terpineno de 42.62 a 37.57% y

56.91 a 41.96% respectivamente, comparado con la purificacion del NI por dialisis.

4.3 Evaluacién de la actividad antibacteriana del NI por el método de difusién

en disco y microdilucion en placa

Posteriormente, se llevo a cabo la evaluacion de la actividad antibacteriana
de las CB por las técnicas de difusion en disco y microdilucién en placa con caldo
Mueller- Hinton (CMH) contra la bacteria Pectobacterium carotovorum ATCC15713.
Ambas metodologias han sido reportadas, ampliamente en la bibliografia para

evaluar la actividad antibacteriana de CB. Con respecto a la evaluacion con la
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técnica de difusion en disco, se observé crecimiento bacteriano, en los sectores de
la placa de agar correspondientes a las CB de AL, NP blanco (sin AE-Tv) y NI (Tabla
19).

Esto coincide con lo reportado por Arroyo y cols. (2020) en donde se llevé a
cabo la aplicacion de cubiertas formadas a partir de AL en guayabas. En este estudio
se reportd que el uso de cubiertas de AL, no inhibia el crecimiento bacteriano en la
fruta. Esto mismo, fue reportado por Sarengaowa y cols. (2019). Los resultados
mostraron que la cubierta formada a partir de AL, no inhibié el crecimiento de
bacterias Grampositivas y Gramnegativas en melon recién cortado.

El crecimiento bacteriano, correspondiente a las CB de AL y NP-blanco (sin
AE-Tv) observado en la Figura 13, es un hallazgo muy importante, ya que nos
permite establecer que los componentes del NI, como el AL y el polimero utilizado
en la obtencion de las NP (Eudragit L100-55) no inhiben el desarrollo de la bacteria
Pectobacterium carotovorum ATCC15713. Por otro lado, la CB formada a partir del
NI, no inhibi6 el crecimiento bacteriano, debido posiblemente a que la cantidad de
timol, se encontraba por debajo de la CMI.

Diversos autores, como Jafarpour y cols. (2013), han reportado que la
concentracion necesaria para inhibir el crecimiento de la bacteria Pectobacterium
carotovorum, por el método de difusion en disco, es de al menos 300 pg/mL de AE-
Tv, lo cual equivale a 92.73 pg de timol por cm? de cubierta. Por otro lado, Karami-
Osboo y cols. (2010) reportaron que la concentracion del AE-Tv para inhibir el
crecimiento bacteriano, era de 1600 pug/mL. Estas discrepancias, en la concentracion
del AE-Tv, podria deberse a la diferente composiciéon del AE, encontrandose
presentes menores cantidades de timol.
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Los resultados obtenidos en la técnica de difusion en disco, coincidieron con
los obtenidos para la técnica de microdilucion en placa. Para establecer la
concentracion minima inhibitoria, se utilizé6 la sal de MTT. Las células
metabdlicamente activas transformaron el MTT en formazan produciendo un color
purpura directamente proporcional a la viabilidad celular, lo cual se observa en la
Figura 14. Tal y como se presenta en la Tabla 20, el AL no inhibe el crecimiento
bacteriano en un rango de concentracion de 3000 a 187.5 pg/mL. Mientras que el
polimero y el timol, también presentan crecimiento bacteriano, en un rango de

concentracion de 5250 a 328.12 y 30.3 a 1.89 pg/mL, respectivamente.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

o La técnica de nanoprecipitacion permitié obtener un Nanoingrediente (NI) a
base de nanocéapsulas con aceite esencial de Thymus vulgaris homogéneo,
estable y con una eficiencia de encapsulacion mayor al 50%. Caracteristicas
adecuadas para la formacion de cubiertas biopoliméricas (CB) transparentes
y flexibles por la técnica de casting a temperatura ambiente.

o ElI NI con aceite esencial de Thymus vulgaris (AE-Tv) favorecio las
propiedades mecanicas de la CB formada con alginato. Este comportamiento
sugiere que la CB a base de NI protegera a los productos hortofruticolas
durante las maniobras de manejo y transporte disminuyendo asi su pérdida
poscosecha.

o El método de microextraccion en fase soélida en la modalidad headspace
(HS-SPME) por CG-FID desarrollado se aplico a CB formadas a partir de NI
para cuantificar de forma precisa y exacta los componentes del AE-Tv
presentes.

o Si bien, se observo que la CB a base de NI, a una sola concentracion, no
inhibio el crecimiento de la bacteria Pectobacterium carotovorum, se
establecié que ni la CB ni las nanoparticulas blanco inhibieron su crecimiento.
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

« Evaluar la actividad antibacteriana de las CB-NI a diferentes concentraciones
para establecer la CMI por el método de difusion en disco y/o microdilucion
en placa.

« Evaluar el porcentaje de permeabilidad de gases (O.y CO2) de la CB por un
meétodo manomeétrico en un dispositivo de prueba de permeacion.

« Aplicar las CB-NI en frutas y/o hortalizas para evaluar sus propiedades

mecanicas y antibacterianas.
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ANEXO A

A) EVALUACION DE LAS PROPIEDADES MECANICAS
Para evaluar el porcentaje de elongacion, las CB se colocaron en el texturémetro

con los aditamentos especificos. La velocidad de estiramiento fue de 2 mm/seg a
25°C. Posteriormente el texturémetro mostro los siguientes resultados para cada una
de las CB evaluadas.

e Peak Load: Carga maxima en gramos alcanzada durante la prueba

realizada.

e Deform Peak: Distancia en milimetros a la cual se alcanzo la carga maxima.

e Work: Fuerza en miliJoules ejercida por el instrumento.

¢ Final Load: Carga en gramos obtenida al final de la prueba, es decir, la carga

obtenida cuando el instrumento quedo en reposo.

Para llevar a cabo el calculo del porcentaje de elongacion, se utilizaron los
valores obtenidos en el parametro Deform Peak; estos mm se relacionaron con los
mm iniciales de la CB, y se calcul6 con la Formula 3. Se obtuvo la media (%) de las

mediciones asi como su desviacion estandar (o).
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ANEXO B
A) CUBIERTAS BIOPOLIMERICAS OBTENIDAS CON LAS CONDICIONES

MOSTRADAS EN LAS TABLAS 8, 9y 10.

Tabla B1. Cubiertas biopoliméricas obtenidas con diferentes sistemas a

temperatura ambiente.

Concentracion CB-AL CB- NP blanco CB- NI con AL
de AL (% p/v) (sin AE-Tv) con AL
0.75
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ANEXO C. ESTRUCTURAS QUIMICAS Y GENERALIDADES DE LAS MOLECULAS

UTILIZADAS.
C.1 o-cimeno
Estructura:
H;C CHs
CHj

Nombre quimico: 3,7-dimetil-1,3,7-octatrieno

Nombre comun: o-cimeno

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion o valor
Formula Molecular CioHise
Peso Molecular 136.24 g/mol
Estado Liquido
Densidad relativa 0.0008 g/cm?
Punto de ebullicion 173°C

Solubilidad

Medios organicos

Aplicaciones: Se utilizan en perfumeria y se cree que actian como defensa para las

plantas gracias en parte a su actividad antifangica.
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C.2 y-terpineno

Estructura

Nombre quimico: 4-Metil-1-(1-metiletil)-1,4-ciclohexadieno

Nombre comun: y-terpineno

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion o valor
Formula Molecular CioHis
Peso Molecular 136.24 g/mol
Estado Liquido
Densidad relativa 0.841 g/cm3
Punto de ebullicion 181°C

Solubilidad

Solventes organicos

Aplicaciones: Uso en productos naturales para el cuidado y cicatrizacion de la piel.
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C.3 Timol

Estructura

H3C

Nombre quimico: 2-Isopropil-5-metilfenol
Nombre comun: timol

Propiedades fisicas y quimicas:

OH

CHs

Propiedad Descripcion o valor
Formula Molecular C10H140
Peso Molecular 150.22 g/mol
Estado Liquido
Densidad relativa 0.97 g/cm3
Punto de ebullicion 232°C

Solubilidad

Solventes organicos

Aplicaciones: Area farmacéutica, cosmética y veterinaria.
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C.4 Eudragit L100-55

Estructura:

b3
°'<

Nombre quimico: copolimero acido metacrilico-etil acrilato (1:1)
Nombre comudn: Eudragit L 100-55

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcién o valor
Formula Molecular |  -----
Peso Molecular 320,000 g/mol
Estado Polvo
Densidad relativa 0.821- 0.841 g/cm3
Punto de ebullicion | = -
Solubilidad Solventes organicos

Aplicaciones: Excipiente en la industria farmacéutica.
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C.5 Alginato de sodio

OH
OH o) OH
Y HO "0
0” SOH] .

Nombre quimico: 3,4,5,6-tetrahidroxioxano-2-carboxilato de sodio

Estructura:

Nombre comun: alginato de sodio

Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion o valor
Férmula Molecular (CsH7NaOs) n
Peso Molecular 216.12 g/mol
Estado Polvo blanco a amarillento
Densidad relativa 1.49 g/cmd
Punto de ebullicion | -
Solubilidad Medio acuoso

Aplicaciones: Area farmacéutica y alimentaria como agente estabilizante, gelificante,

espesante y formador de cubiertas.
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