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

Propoésito y método del estudio: Segun la FAO, anualmente cerca de 1,300 millones de
toneladas de alimentos producidos para consumo humano se pierde o se desperdicia. Dentro de
estas pérdidas, entre el 40-50% corresponden a productos hortofruticolas. Como solucion a esta
problematica se plantea el uso de cubiertas biopoliméricas (CB) formadas a partir de un
nanoingrediente (NI) con aceite esencial (AE) de Lippia graveolens (AE-Lg) el cual ha mostrado
actividad antibacteriana frente a diversas bacterias fitopatdgenas causales de la pudricién de
productos hortofruticolas. Este trabajo consté de cuatro etapas: i) Obtencion y caracterizacion
fisicoquimica del NI con el AE-Lg para establecer su estabilidad y perfil de liberaci6n i) Evaluacion
de la CB formada a partir del NI para evaluar sus propiedades fisicas: 6pticas, de permeabilidad
y mecanicas asi como de liberacion y antibacterianas, iii) Validacién del método de
microextraccion en fase sélida por headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del
AE-Lg en las CB-NI por cromatografia de gases (CG-FID) y iv) Evaluacién de la funcionalidad de
la CB:NI en la calidad poscosecha y la vida util de fresa y guayaba.

Conclusiones y contribuciones: La técnica de nanoprecipitacién permitio obtener NC
homogéneas y estables, con una eficiencia de encapsulacién del AE-Lg mayor al 50%. Las CB
obtenidas con el NI fueron transparentes, flexibles con mejores propiedades fisicas al disminuir
la permeacién al vapor de agua, aumentar la resistencia al rompimiento, la adhesion y conservar
la actividad antibacteriana contra P. carotovorum con 224 pug/cm? de carvacrol en la CB-NI. El
método de HS-SPME por CG-FID desarrollado, permitié cuantificar de forma exacta y precisa los
componentes del AE-Lg incorporados en el Nl y en la CB. Finalmente, la CB-NI aplicada en fresa
y guayaba aument6 la calidad poscosecha y vida Util de fresa y guayaba por 15y 25 dias
respectivamente, al presentar: i) menor porcentaje de pérdida de peso y firmeza, ii) mayor %AT
y iif) menor cantidad de SST y cambio de color mostrando asi su funcionalidad como cubierta
biopolimérica a base de un nanoingrediente.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

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 disminucién en la calidad. Una
parte importante de las pérdidas de alimentos son los desperdicios, es decir,
alimentos inicialmente destinados al consumo y que son desechados o en algunos

casos, utilizados de forma alternativa, es decir, de forma no alimentaria.

1.1 Pérdidas de los alimentos en México y en el mundo

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).

Solo en América Latina, la pérdida es de 127 millones de toneladas, dichas
pérdidas se les puede clasificar en diferentes grupos como: cereales en un 25%,
raices y tubérculos 40%, legumbres 20%, frutas y hortalizas 55%, lacteos 20% y
mariscos 33%, estas pérdidas se ocasionan en toda la cadena de produccion que

va desde la cosecha hasta su comercializacién (FAO, 2016).



En México, se desperdician 20.4 millones de toneladas de alimentos cada
afo, lo que representa impactos ambientales por el uso inapropiado de agua y
energia, ademas se generan aproximadamente 36 millones de toneladas de dioxido
de carbono (COy), el equivalente a lo que generan 15.7 millones de vehiculos
anualmente, por otra parte, en la produccion de alimentos que se desperdician, se
pierden mas de 40 billones de litros de agua, que se puede comparar con la
cantidad utilizada por los mexicanos en 2.4 afios (Lezama-Ledn, 2021).

Como podemos observar, las pérdidas mas altas se dan en los productos
hortofruticolas, es decir, frutas y hortalizas, esto debido a que 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).

Las frutas y hortalizas generalmente son susceptibles al deterioro
poscosecha por diversas razones, entre las principales se encuentran cambios

fisiol6gicos, dafios mecéanicos, y por causas patoldgicas (INFOAGRO, 2019).

1.2 Pérdidas poscosecha de productos hortofruticolas
Las pérdidas poscosecha suelen ocurrir debido a que, los productos
hortofruticolas a menudo se envasan de manera deficiente, 0 no se envasan;
ademas se transportan en camiones abiertos y sin refrigeracion, y durante su
manipulacion y transporte estan sujetos a dafios mecénicos a causa de la
compresion, abrasion o manipulaciéon brusca por lo que son muy vulnerables al

deterioro (FAO, 2019).



Todos estos factores afectan la vida util de los productos hortofruticolas. Se
considera que la vida util es un periodo en el cual, bajo circunstancias definidas, se
produce una tolerable disminucion de la calidad del producto (Siroli, 2015;
Adaskaveg y Blanco-Ulate, 2023). 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 cudles 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 microbiologicos
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
poblacién de microorganismos dependen del producto y las condiciones de

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



1.2.1 Pérdidas poscosecha 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 destruccion real del tejido aprovechable y b) destruccion rapida y
extensiva de tejido en toda la anatomia del producto, causado por hongos y
bacterias (Olivas, 2009; Palumbo, et al., 2022).

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 descomposicidén 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 funcion 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).

En la siguiente tabla, podemos observar las diferentes bacterias que han

sido encontradas en diversos productos hortofruticolas.



Tabla 1. Géneros y/o especies bacterianas encontrados en diferentes productos
hortofruticolas.

Género y/o Producto hortofruticola Referencia
especie
bacteriano
Pectobacterium Papa, Tomate, Manzana, Charkowski, et al. 2018;
spp. Pimiento, Pepino, Col, Zhang, et al. 2022;
Brocoli, Berenjena, Guayaba, Rossmann, et al. 2018;
Fresa y Kiwi. Golkhandan, et al. 2013.
Pseudomonas  Tinda (melon indio), Tomate, Mondal, et al. 2012;
spp. Cereza, Cilantro, Zanahoria, Sawada, et al. 2021;
Cebolla y Kiwi. Gupta, et al. 2013;
Popovi¢, et al. 2015.
Xanthomonas Fresa Mirmajlessi-Mahyar, et al. 2015 ;
fragarie Song, et al. 2022.
Erwinia psidii Guayaba Da-Silva, et al. 2019;
Hermenegildo, et al. 2019.

1.3 Maduracion fisiolégica de los productos hortofruticolas

El desarrollo del fruto ocurre en tres etapas: crecimiento y maduracion,
seguidas por el ablandamiento y la senescencia. Dentro de estas etapas, ocurren
varios pasos que se llevan a cabo entre el inicio del desarrollo del producto y su
senescencia. La madurez fisiologica ocurre antes del desarrollo completo del
producto hortofruticola que después de cosechado, debe sobrevivir con sus propios
sustratos acumulados. Este es un paso intermedio entre el fin del crecimiento y el
inicio de la senescencia. Las actividades bioquimicas y fisiolégicas involucradas en
el ablandamiento, como cambios en la firmeza y en la velocidad de respiracién,

entre otros; son irreversibles una vez iniciadas (Sharma, et al. 2017).



1.3.1 Cambios de color

Los pigmentos son esenciales para que los frutos sean atractivos, se
acumulan cominmente en la cuticula durante el proceso de maduracién, aunque
muchos frutos climatéricos también acumulan pigmentos en el tejido de la pulpa
durante la maduracién poscosecha, a diferencia de los frutos no climatéricos
(Bouzayen et al., 2010; Promyou, et al., 2023). Los pigmentos mas importantes son
los carotenoides y las antocianinas. Ademas de su papel en la pigmentacion, son
importantes para la salud humana como fuentes de vitamina A y compuestos

antioxidantes, respectivamente (Sharma, et al. 2017; Gao, et al. 2021).

1.3.2 Cambios de textura

Uno de los principales factores asociado con el deterioro poscosecha de los
productos hortofruticolas es la velocidad de ablandamiento, que provoca una vida
de anaquel mas corta, con un menor tiempo para transporte y distribucion, y que
como consecuencia, aumenta las pérdidas poscosecha. El ablandamiento de los
productos hortofruticolas es causado por el efecto acumulativo de una serie de
modificaciones que ocurren en las redes de polimeros que constituyen la pared
celular primaria. El ablandamiento del fruto es un proceso complejo que involucra
tres pasos subsecuentes: 1) relajacion de la pared celular mediada por expansinas;
2) despolimerizacion de hemicelulosas; y 3) despolimerizacién de poliurénidos por
la poligalacturonasa u otras enzimas hidroliticas; lo cual contribuye a una pérdida
de firmeza y cambios en calidad de la textura (Sharma, et al. 2017; Gao, et al.

2021).


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?pid=S2007-09342017001104075&script=sci_arttext#B14

1.4 Actividad respiratoria de los productos hortofruticolas

Los productos hortofruticolas, son definidos fisiologicamente con base a la
presencia (climatéricos) o ausencia (no climatéricos) del aumento en la respiracion
y en la sintesis de etileno al comienzo de la madurez de consumo.

Los productos hortofruticolas climatéricos son aquellos que pueden madurar
no solo adheridos a la planta, sino también después de la cosecha, cuando son
cortados en la etapa pre-climatérica, como el tomate (Solanum lycopersicum), la
manzana (Malus domestica), el platano (Musa spp.) y la guayaba (Psidium
guajava); este tipo de productos alcanzan mas pronto la senescencia en vista de
gue la respiracion esta acompafada por un aumento similar en los niveles de
etileno, que coordina y sincroniza el proceso de maduracion (Omboki, et al. 2015;
Shekhawat, et al., 2022).

Por otro lado, los productos hortofruticolas no climatéricos como la fresa
(Fragaria ananassa), la uva (Vitis vinifera L.) y los citricos, solo alcanzan la
maduracién cuando aun estan unidos a la planta, ya que no presentan un aumento
en la respiracion y en la produccion de etileno después de la cosecha.

Los productos hortofruticolas no climatéricos no desarrollan los patrones
climatéricos que incluyen el aumento en la respiracion, biosintesis de etileno y
respuesta autocatalitica al etileno, pero muestran algunas respuestas tipicas al
etileno como desverdizado (cambios en la coloracion de verde a amarillo o
anaranjado y ablandamiento (sintesis de enzimas que degradan la pared celular),
entre otros (Dos Santos et al., 2015). Es decir, se llevan a cabo los mismos cambios

bioquimicos en el color, textura, sabor y olor del fruto.



1.4.1 Etileno

El crecimiento y desarrollo de los productos hortofruticolas son controlados
por la producciéon de fitohormonas, las cuales son susceptibles a los cambios
ambientales. Entre estas fitohormonas se encuentra el etileno, que controla muchos
procesos en las plantas superiores, como la senescencia de los érganos, respuesta
al estrés, la germinacion de la semilla, la cicatrizacion de heridas, ademés de las
interacciones con otras hormonas y iones metalicos. Asimismo, el etileno es la
principal hormona que inicia y controla el proceso de maduracion del producto
hortofruticola (Manjunatha, et al. 2012; Huang, et al., 2022). La produccion de
etileno aumenta naturalmente durante la abscision de la hoja del fruto y la
senescencia floral, asi como durante la maduracion del fruto. Cualquier tipo de
herida puede también inducir la biosintesis de etileno, asi como cualquier estrés

por encharcamiento, congelacion, infeccién, calor o déficit hidrico.

En los productos hortofruticolas carnosos, se ha intentado disminuir la
biosintesis del etileno durante la maduracion, para retardar el deterioro en
poscosecha, puesto que una vez que la maduracion ha sido iniciada, el proceso es
incontrolable. La mayor parte de los procedimientos utilizados para limitar la
biosintesis de etileno se enfocan en el aumento o disminucion de la temperatura y
la modificacion de la atmosfera en la que se conservan los productos, tales como

las cubiertas biopoliméricas (Fabi, et al. 2019).



1.4.1.1 Oxigeno y Dioxido de carbono

Concentraciones de Oz iguales o superiores a la normal existentes en el aire
ambiente (21%) provocan un aumento de la intensidad respiratoria (IR), un
aumento en la maduracién y una reduccion de la vida comercial de los productos
vegetales, siendo la respuesta mas o menos pronunciada segun el producto y
variedad de que se trate. Cuando se tienen concentraciones altas de O», se
aumenta la sintesis de etileno y de compuestos aromaticos, es por esta razén que
se tiene un aumento en la maduracion del producto. Por otro lado, en el caso del
CO2, se ha observado que altas concentraciones de este gas reducen la tasa
respiratoria de frutas y hortalizas y niveles superiores de 1%, pueden inhibir la
accion del etileno. EI modo de accidén de este gas es que compite por los sitios

activos con el etileno y evita su accion fisiologica en el fruto (Boeckx, et al., 2019).

1.4.2 Psidium guajava L. guayaba

Psidium guajava L., conocido popularmente como guayaba, es un pequefio
arbol perteneciente a la familia de los mirtos (Myrtaceae), que comprende alrededor
de 80 géneros y 3000 especies distribuidas en los tropicos y subtrépicos,
principalmente en América, Asia y Australia (Pereira, et al. 2017). El
género Psidium tiene alrededor de 150 especies de arbustos, siendo P. guajava la
mas conocida y de mayor distribucion en todo el mundo. Nativos de las areas
tropicales desde el sur de México hasta el norte de América del Sur, los arboles de
guayaba han sido cultivados por muchos otros paises que tienen climas tropicales

y subtropicales, lo que permite su produccién en todo el mundo (Diaz-de-Cerio, et
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al. 2017). Los frutos son en forma de bayas, de hasta 8 cm de diametro, globosas
a ovoides, con el cdliz persistente en el &pice, carnosas, de color crema amarillento
arosado, de olor fragante y sabor agridulce. El pericarpio o cascara exterior, es fino
de color amarillo; fruto conteniendo numerosas semillas. La guayaba es reconocida
por su alto contenido de vitamina C, también contiene mucha agua y pocas calorias
y esricaen vitamina A, E, D12, hierro, cobre, calcio, magnesio, potasio, manganeso
y fosforo (Tousif, et al. 2022). Por otro lado, es necesario mencionar que la guayaba
es un fruto climatérico. Los frutos climatéricos son aquellos que siguen
madurando aun después de haber sido recolectados, lo cual se debe a que
independientemente de que ya no estén en la planta, aumentan su tasa de
respiracion (crisis climatérica) y produccion endogena de etileno, es decir, por la
misma planta. Una practica que se realiza para madurar este tipo de frutos mas
rapido, por ejemplo, para sacarlos cuando existe un buen precio de venta, consiste
en la aplicacién exdgena de etileno, o que implica realizar aplicaciones del mismo

para que se acelere la maduracion.

1.4.3 Fragaria ananassa L. fresa

La fresa, pertenece a la familia Rosaceae, subfamilia Rosoideas, tribu
Potentilleae, género Fragaria, que se origina del latin “fragancia”. En la familia
Rosaceae se reportan mas de 2,000 especies, entre herbaceas, arbustos y arboles.
Estudios recientes, revelan que la especie de fresa actualmente cultivada, Fragaria
ananassa, es un hibrido entre F. virginiana y F. chiloensis, ambas especies de
origen americano, distribuidas a otros continentes a partir del siglo XVI. Entre las

caracteristicas de este género, se encuentran que se trata de una planta herbacea
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perenne con hojas y flores que salen de coronas basales, tallos y estolones
rastreros, flores blancas y pistilos numerosos, que crecen en un receptaculo
convexo "fruto tipo baya". La fresa es una infrutescencia (disposicion de las flores,
sobre las ramas o la extremidad del tallo) cuya parte carnosa corresponde al
receptaculo y los verdaderos frutos son, las semillitas que lo recubren y se llaman
aquenios. La fresa es excelente fuente de flavonoides, vitamina Ay C. El contenido
de vitamina C es tres veces mayor que en el tomate y la lechuga, y el doble de la
manzana; éstos contenidos pueden variar segun el genotipo y condiciones
edafoclimaticas (Quispe y Orellana, 2017). En cuanto al metabolismo de este fruto,
la fresa es un fruto no climatérico. Los frutos no climatéricos son aquellos que no
presentan crisis climatérica, es decir, se deben recolectar casi en su punto de
madurez comercial porque una vez cortados de la planta, solo maduraran un poco
mas, siendo para muchos cultivos una maduracién casi despreciable. Los frutos no
climatéricos no presentan variaciones importantes en su tasa de respiracion
durante la etapa de maduracion, ni tampoco de sintesis de etileno. Esto implica que
una vez cortados, no mejoran sus caracteristicas organolépticas (sabor, aroma,
color, etc.). Por ultimo, es importante mencionar que para estos frutos, la aplicacion
exdgena de etileno no altera las caracteristicas de la maduracion aunque si

aumenta la respiracion.

1.5 Cubiertas biopoliméricas
Una cubierta biopolimérica (CB), se define como una o varias capas finas
y continlas de material polimérico natural que se colocan sobre los productos

hortofruticolas (De Ancos et al, 2015; Peréz-Vazquéz, et al., 2023).
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El uso de las CB, es un método innovador de conservacion de alimentos,
cuya aplicacion permitiria: a) la generacion de una barrera fisica para proteger la
superficie del producto, b) el control de la migracion en solutos y humedad, de
intercambio de gases y de reacciones de oxidacion para prolongar su vida de
anaquel y c) la reduccién del riesgo de crecimiento de patégenos en las superficies
de los productos hortofruticolas (Duan, et al. 2019; Pratap, et al., 2022).

El principio del uso de la CB es muy similar al envasado en atmosfera
modificada, donde se crea una atmdésfera que consiste en una alta concentracion
de CO2 y baja de O (Nor y Ding, 2020). Este entorno puede ralentizar
efectivamente la tasa de respiracion, conservar la energia almacenada, retardar el
crecimiento microbiano y, por lo tanto, extender la vida de anaquel de la fruta (Fan
et al., 2019; Salas-Méndez et al., 2019).

La vida de anaquel del producto se puede prolongar reduciendo la
respiracion con la ayuda de CB (Galus, et al. 2015; Liu, et al., 2023). La mejora de
la vida de anaquel de los productos alimenticios es muy importante, ya que incluso
una extension de unos pocos dias, podria representar una ventaja economica
significativa. De forma general, las CB deberian cumplir con las caracteristicas

descritas en la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas ideales de una cubierta biopolimérica para ser aplicada

en productos hortofruticolas.

Propiedad Medida cuantitativa Referencia
Pérdida de agua Baja permeabilidad al agua Xu, et al. 2020
Permeabilidad al O> Baja tasa de permeabilidad al O  Meng, et al. 2021
Produccién de etileno Baja produccién de etileno Santos, et al. 2018
Resistencia mecénica Optimas caracteristicas de Kamal, Rahman y

elongacion, adhesion y fuerza Anuar, 2017
tensil
Transparencia en la Kwak, et al. 2021
superficie del producto Alta transparencia

hortofruticola

Color y caracteristicas
sensoriales del producto Sin color ni sabor Cruz, et al. 2010

hortofruticola

Seguridad de la Generalmente reconocido como
composicion seguro (GRAS) FDA, 2019

Ademas, en el marco de la Comunidad de Estados Latinoamericanos y
Caribefios (CELAC) se aprobo 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 reduccién de Pérdidas y
Desperdicios de Alimentos (PDA). Para la implementacion de esta linea de accién,
se plantean cuatro estrategias, dentro de las que destaca la siguiente: “Promover
el desarrollo y facilitar el acceso al equipamiento y nuevas tecnologias/innovacion
gue contribuyan a reducir las pérdidas de alimentos en todas las etapas de la
cadena” (FAO, 2015). Dentro de las nuevas tecnologias e innovacién se han

incluido el uso de cubiertas biopoliméricas (Xing, et al. 2019).
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1.5.1 Composicion quimica de las CB

Las CB tienen la caracteristica de estar elaboradas con materiales naturales
como proteinas, lipidos, polisacaridos y materiales de origen microbiano.
Dependiendo de su composicion, se pueden variar las propiedades funcionales de
las cubiertas, por lo que el conocimiento de la forma en que cada componente
interactla fisica y/o quimicamente ofrece la posibilidad de disefiar cubiertas con
caracteristicas especificas para su aplicacion en los productos hortofruticolas

(Hassan et al. 2018), tal y como se muestra en la Tabla 3.

1.5.1.1 Proteinas

Una proteina, es un heteropolimero de mas de cien aminoacidos
(mondmeros) unidos por enlaces peptidicos. Las propiedades mecanicas de las CB
de proteinas son mejores que las de los polisacéaridos y lipidos debido a su
estructura Unica (basada en 20 mondémeros diferentes) que proporcionan una gama
mas amplia de propiedades funcionales, una de las cuales es su alto potencial de
unioén intermolecular que puede formar enlaces en diferentes posiciones
(Kaewprachu, et al. 2015). Las cubiertas elaboradas con proteinas presentan gran
permeabilidad al vapor de agua, 2 0 4 veces mas que los empaques plasticos, por
lo que son buenas formadoras de cubiertas (Mohamed, et al. 2020). Generalmente,
los biopolimeros a base de proteinas comprenden mas de 100 aminoacidos en sus
colas y deben desnaturalizarse con disolvente, calor o en condiciones acidas o

basicas para formar CB (Suput, et al. 2015; Enujiugha y Oyinloye, 2019).
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Tabla 3. Cubiertas biopoliméricas aplicadas a productos hortofruticolas.

Producto Biopolimero
hortofruticola  (polisacérido, Resultado Referencia
lipido y/o
proteina)
Alginato Vida de anaquel fue Rangel-Marron, et
al. 2019

extendida

Carragenina

Se retrasoé la maduracion y

Hamzah, et al. 2018

aceite de palma

Papaya
se prolong0 la vida de
anaquel
Quitosano Se extendi6 la vida de Ventura- Aguilar, et
anaquel al. 2018
Quitosano y Crecimiento bacteriano y Hayjji, et al. 2018
B-caroteno fungico fue controlado y se
mantuvo la capacidad
Fresa antioxidante
Quitosano y Se mantuvo la calidad de la | Saleem, et al. 2021
acido ascorbico | fruta al conservar un mayor
contenido de solidos
solubles totales, acidez
titulable, contenido de acido
ascorbico, fenoles totales y
actividad antioxidante.
Alginato, pectina Se mejor¢ la calidad Moreira, et al. 2015
y goma gellan poscosecha y se extendio la
Manzana vida de anaquel
Alginato y aceite | Retardd la respiracion, la | Cofelice, et al. 2019
esencial de imon | p&rdida de humedad y la
actividad enzimatica
Hidroxipropil- Se control6 la maduracién, Sousa, et al. 2021
Mango metilcelulosa y manteniendo los colores de
cera de abejas cascara y pulpa, firmezay
acidez titulable.
Hidroxipropil- Evito la pérdida de pesoy el | Vishwasrao, et al.
Guayaba metilcelulosa y cambio de color, ademas 2016
mantuvo la firmezay retrasé

las actividades enzimaticas
de la peroxidasay la
polifenol oxidasa del

producto
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El coldgeno, la gelatina, las proteinas de leche, de soya, derivadas de los
cereales y las oleosas, se encuentran entre las proteinas que se pueden utilizar en
las CB (Liu et al. 2017; Mohamed et al. 2019).

Por ejemplo, las CB a base de suero lactico, son una buena barrera para el
CO> (Mohamed et al. 2019); las CB de colageno ya se utilizan para reservar la
humedad y dar una caracteristica uniforme al producto (Jeevahan, et al. 2020); y
las CB a base de gelatina, al tener una mayor cantidad de proteinas, tienen un
mayor espesor de cubierta y mayores propiedades mecanicas (Liu, et al. 2017). Un
ejemplo, es el de Socaciu y cols. (2018), que elaboraron CB basadas en aislado de
proteina de suero, la cual mostr6 buenas propiedades fisicas (transparente) y

mecanicas (resistente a la penetracion mecanica).

1.5.1.2 Lipidos

Las CB a base de lipidos se consideran altamente efectivas para bloquear
el suministro de humedad debido a su baja polaridad (Dehghani, Hosseini y
Regenstein 2018). Sin embargo, esta hidrofobicidad les confiere a las CB una
inadecuada fragilidad y mayor grosor (Rodriguez-Garcia, et al. 2016).

Cabe resaltar, que los lipidos, mezclados con proteinas y polisacaridos,
producen cubiertas con resistencias mecanicas y de barrera mas altas, comparado
con las cubiertas formadas a base de lipidos puros, ya que al combinarse con
proteinas y / o polisacaridos se forman cubiertas, aumentando las propiedades de
barrera al vapor de agua de las cubiertas comestibles (Arnon-Rips, et al. 2018).

Los componentes lipidicos que se pueden utilizar en cubiertas son ceras

naturales, ceras a base de petréleo, acidos grasos, aceites minerales, aceites a
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base de petroleo y resinas (Galus y Kadzinska 2015). Por ejemplo, Ibrahim y cols.
(2014) determinaron que la combinacion de cera y sorbitol en una CB mejoré la
flexibilidad y retras6 la maduracion en la pifia. En otra investigacion, la cera de
carnauba conservé la calidad del mango a bajas temperaturas (Rastegar,
Hassanzadeh y Rahimzadeh, 2019) y por otro lado, la cera de parafina conservo la

calidad del rambutan a temperatura ambiente (Saowakon et al. 2017).

1.5.1.3 Polisacaridos

Los polisacaridos, son uno de los materiales que se han utilizado
recientemente como material sostenible en la formulacion de CB (Mellinas et al.
2016). Los polisacaridos, son materiales no toxicos y estan ampliamente
disponibles en la naturaleza (Erginkaya et al. 2014). Un ejemplo de ellos son, el
guitosano, alginato, celulosa, pectina, carragenina, almidén, agar y pululano
(Menezes y Athmaselvi, 2018; Parreidt et al. 2019; Chakravartula et al. 2019; Kamal

et al. 2020; Krasniewska, et al. 2017).

Las CB a base de polisacaridos, suelen ser un bloqueador de oxigeno y
dioxido de carbono eficiente, debido a su forma de red de enlaces de hidrogeno
bien ordenada (Shah, et al. 2016). Estas caracteristicas permiten que las cubiertas
a base de polisacaridos prolonguen la vida de anaquel de los productos
hortofruticolas, ya que permiten controlar su maduracion al reducir la oxidacion de
algunos de sus componentes y al retardar la pérdida de vapores organicos
(compuestos aromaticos) (Cazon, et al. 2017). Por ejemplo, en una investigaciéon
realizada por Panahirad y cols. (2020) elaboraron CB a base de
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carboximetilcelulosa y pectina, y las aplicaron para mejorar la calidad poscosecha
de ciruelas. Las cubiertas aplicadas, conservaron la firmeza y mejoraron el
contenido total de fenoles, antocianinas y flavonoides, asi mismo retraso la pérdida
de la vitamina C y de la acidez titulable por seis semanas.

Asi mismo en el 2018, Martinez y cols. elaboraron CB a base de quitosano
con aceite esencial de Thymus capitatus, y encontraron un aumento de la vida de
anaquel de las fresas hasta por 15 dias, ya que retrasaron la pérdida de
propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de las frutas.

Sin embargo, es conveniente resaltar, que las CB a base de polisacaridos
presentan como desventaja, que no se comportan bien como barreras contra la
humedad porque son de naturaleza hidrofila, por lo que es comun que se combinen
con proteinas para la elaboracion de una CB (Hassan, et al. 2018). Como por
ejemplo, la investigacion realizada por Muley y cols. (2019), en donde se aplicaron
CB a base de quitosano y aislado de proteina de suero, para extender la vida de
anaquel de fresas. En este trabajo, se encontré que las cubiertas redujeron las
pérdidas de peso, color, acido ascérbico y fenoles totales, por lo que se extendio
su vida de anaquel hasta por 8 dias, comparado con las fresas control (sin cubierta)
gue fue de 3 a 5 dias.

En una investigacion realizada por Mohammadi y cols. (2018), se elaboraron
CB a base de gelatina y quitosano, y encontraron que con la adicién del quitosano,
se aumento significativamente el porcentaje de elongacion de la cubierta
aproximadamente en un 40%, comparado con las cubiertas formadas Unicamente

a base de gelatina.
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1.5.2 Aceites esenciales en las CB

Veldzquez-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 y antifingicas (Yin, et al. 2019; Elsebai and Albalawi, 2022).

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).

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 1 se ilustran ejemplos de componentes

encontrados en los AE.
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Figura 1. Principales componentes comunmente encontrados en los AE.

En los ultimos afios la incorporacion de los AE en CB, se considera un
meétodo eficaz e innovador para mantener la calidad de los productos
hortofruticolas, ya que 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 oxidacion en la superficie de los alimentos, y poseen
propiedades tanto antibacterianas 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).

1.5.3 Aceite esencial de orégano (Lippia graveolens)

Orégano es el nombre comun aplicado a mas de 40 especies de las familias
Verbenaceae, Lamiaceae, Compositae y Leguminoseae, de las cuales las mas
importantes son el orégano mediterraneo o europeo (Origanum vulgare) y el

orégano mexicano (Lippia graveolens).
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El orégano que pertenece a la familia Verbenaceae, es considerada la de
mayor importancia por su distribucion y sus caracteristicas aromaticas; de esta

familia destaca el género Lippia.

Figura 2. Apariencia fisica de Lippia graveolens.

La planta de Lippia graveolens tiene una forma arbustiva caducifolia (que tira
sus hojas al no haber humedad en el suelo) perenne, que llega a alcanzar hasta 2
metros de altura y 1 metro de didmetro de cobertura foliar, muy ramificado, con un
crecimiento relativamente rapido y un ciclo de vida corto (de entre cinco y diez
afos). Se distribuye extensamente en los climas semiaridos de México y de
América Central y es resistente a la sequia.

Los usos que se ha dado a las hojas del orégano en la medicina tradicional
y que han sido reportados por algunos autores son como antiasmatico,
antiespasmoédico, carminativo, antitusigeno, antioxidante, antihelmitico,
antiinfeccioso y como fungicida.

Las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del aceite esencial de

orégano, lo convierten en un fuerte candidato como un conservante natural de

21



alimentos, como los productos hortofruticolas. Su propiedad antimicrobiana es
atribuida, a dos de sus componentes principales: el timol y el carvacrol, los cuales
tienen la capacidad de romper la membrana celular, lo cual provoca una mayor
permeabilidad. El dafio se refleja en la disipacion de los dos componentes de la
fuerza motriz del protdn, el gradiente de pH y el potencial eléctrico (Veenstra y

Johnson, 2019; Leyva-Lépez, et al. 2017).

1.5.4 Técnicas de obtencion de CB

En la formulacion de cubiertas biopoliméricas, se prefieren utilizar soluciones
formadoras de cubiertas con mayor caracter hidrofobico que hidrofilico, ya que
estos sistemas son termodinamicamente mas estables y pueden disolver
componentes antimicrobianos lipofilos como los AE y componentes bioactivos,
como por ejemplo antioxidantes (Salvia-Trujillo, et al. 2017). Los sistemas
formadores de cubiertas biopoliméricas deben incorporarse / recubrirse en el
producto para que seque y posteriormente generar una matriz rigida que actuara

como una cubierta biopolimérica.
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Figura 3. Principales métodos utilizados para la aplicacion de cubiertas

biopoliméricas a productos hortofruticolas.

Los métodos para aplicar la cubierta biopolimérica con aceites esenciales
incluyen principalmente el método de inmersion, el método de rociado o spraying,
el método de esparcimiento y el método evolvente, tal y como se muestra en la
Figura 3. Las formulaciones de CB se afiaden y secan directamente sobre la
superficie del alimento, mientras que para el método envolvente, las formulaciones
de CB se vierten en un molde y se secan para luego incorporarlas al producto

(Figura 4).
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Figura 4. Método envolvente para la aplicacion de cubiertas biopoliméricas

a productos hortofruticolas.

1.6 Aplicacion de la nanotecnologia en las CB

Hoy en dia, la nanotecnologia representa un area de oportunidad para el
desarrollo de vehiculos que transporten ciertos AE, vitaminas y otros extractos de
plantas, como los polifenoles, con propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

La nanotecnologia incluye todos los sistemas de tamafio submicrénico
(<1000 nm), preferiblemente los que miden 100-500 nm. Su mayor superficie por
masa en comparacion con particulas mas grandes de la misma composicion
guimica hacen que los nanosistemas sean mas estables y biolégicamente activos,
al tiempo que permiten la incorporacion de sustancias hidréfobas y / o activas que
no modifican mucho su apariencia 0 transparencia, pero mantienen las
caracteristicas visuales, ademas de ayudar a aumentar la vida de anaquel de los
alimentos (Dan, 2016). Ademas, su tamafio submicrénico ofrece una nueva forma

de modificar las propiedades de transporte de gas y la liberacion de productos
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naturales, al tiempo que mejora la resistencia mecanica, transparencia,
funcionalidad y actividad antioxidante y antimicrobiana. Entre los nanosistemas
mas utilizados, se encuentran las nanoparticulas. Las nanoparticulas poliméricas
(NP) son sistemas coloidales sélidos, con un tamano 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: nanoesferas (NE) y nanocépsulas (NC).
Como se observa en la Figura 5, las NE son un sistema monolitico matricial
donde el principio activo soélido es adsorbido o incorporado. Por otro lado, las NC
son un sistema vesicular donde el principio activo liquido esta disuelto o disperso

en el nucleo o en la pared polimérica (Fessi, et al. 1989).

Nanocapsulas Nanoesferas
Parede Matriz
polimérica poliméric:
Nucleo
oleoso
Farmaco

Figura 5. Clasificacion de NP en base a su morfologia y arquitectura (Salas-
Cedillo, 2016).

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

La técnica de nanoprecipitacion, es una de las mas utilizadas, ya que permite
una alta eficiencia de encapsulacion 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 (Bovone, et al., 2022).

Después de la formacién de las NP, el solvente organico debe ser eliminado
para evitar desestabilizar el sistema y la formacién agregados y por ende el
incremento del tamafio de particula y en el indice de polidispersidad. Comunmente,
el solvente organico es eliminado por medio de evaporacion a presion reducida,
permitiendo una purificacion rapida y controlada. En la Figura 6 se ilustra el

procedimiento general de la formacion de las NP.
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Figura 6. Procedimiento general de la formacion 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 encapsulacién del compuesto activo, la velocidad
de liberacion, la velocidad de degradacion y la capacidad protectora.

Entre los polimeros biodegradables preformados mas utilizados para
preparar NP para aplicaciones alimentarias, se encuentran poli-e-caprolactona
(PCL), acido polilactico (PLA), derivados del acido metacrilico (Eudragit ®), acido
polilactico-co-glicolico (PLGA) y acetato ftalato de celulosa (Zambrano, et al. 2018).

Aunque el desarrollo de NP se informd 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.
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En las cubiertas, el compuesto puede administrarse, prolongarse o
controlarse, para crear un microambiente especifico para mejorar la vida de

anaquel de los productos hortofruticolas (Zambrano, et al. 2018).

1.6.1 Nanoingredientes

En general, un nanoingrediente (NI) se define como la combinacion 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 nanométrica (como las
NP) (Sanjib, 2020; Su, et al., 2022).

En la actualidad, se llevan a cabo diversas investigaciones para mejorar
las propiedades de las CB, mediante la introduccion 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 a los
productos hortofruticolas para mejorar su conservacion (Sanijib, 2020; Zambrano,
et al. 2018, Pifia-Barrera, et al. 2019).

El uso de un NI en CB permitiria: a) mejorar la resistencia mecéanica y
transparencia de la CB, b) disefiar conservadores mas eficaces y no dafinos para
el producto, c) controlar la recepcion de luz en el producto, d) regular la absorcién
de oxigeno y e) controlar la liberacién de agentes antioxidantes y antimicrobianos
(Zambrano, et al. 2018; Alshallash, et al., 2022).

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.
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2014). Ademas, se demostré que la aplicacion del NI de AE-Tv en uva, permitio
conservar su color y firmeza y retraso la presencia de dafio microbiologico por un
tiempo prolongado de almacenamiento (Pifia-Barrera, et al. 2019). En otro estudio,
se valoré el efecto protector de NI con AE de Lippia berlandieri sobre jitomate y

fresa (Galindo-Rodriguez, Alvarez-Roman, et al. 2014).
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1.7 Antecedentes

Con base a que, los nanoingredientes pueden actuar como sistemas de
distribucién temporal, su aplicacion en productos hortofruticolas ha adquirido una
gran relevancia, ya que estos son capaces de liberar sustancias activas de una
cubierta biopolimérica a un producto hortofruticola, para de esta forma mejorar su
conservacion y extender su vida de anaquel.

En particular, en el grupo de trabajo se cuenta con dos patentes 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 Lippia berlandieri (Galindo- Rodriguez y Alvarez-Roman, 2014).

De igual forma, se evalué un multisistema de NC con el AE de Thymus
vulgaris como potencial nanoingrediente conservador para prolongar la vida de
anaquel de la uva (Vitis vinifera) y la papaya (Carica papaya). Se establecié que la
aplicacion del multisistema en la uva redujo la tasa de respiracién del producto,
evito la pérdida de agua y disminuyo la actividad enziméatica del producto teniendo
asi una maduracion mas lenta de la uva. De igual forma, el multisistema de NC con
el AE de Thymus vulgaris, conservo las caracteristicas de color y firmeza de los
productos hortofruticolas y permitié la ausencia de dafio macroscopico causado por
microorganismos en uva y papaya. Todos estos cambios fueron atribuidos a que el
multisistema actué como una barrera fisica para i) reducir el metabolismo de las
frutas, ii) evitar el crecimiento de microorganismos y iii) conservar la actividad

antioxidante del AE de Thymus vulgaris (Pifia-Barrera, et al. 2019).
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En otro estudio, también realizado en el grupo de trabajo, se elaboré un
recubrimiento comestible a base de alginato en combinacion con NC con eugenol
(componente del AE del clavo) para favorecer la vida de anaquel del jitomate
(Solanum lycopersicum). Se estableci6 que el recubrimiento con NC-eugenol,
favorecia la firmeza del fruto e inhibia el crecimiento del fitopatégeno Colletotrichum
gloesporoides. Se constatd que el recubrimiento a base de alginato con NC-
eugenol, fue efectivo para retrasar la maduracién del jitomate al disminuir su tasa
de respiracion (metabolismo) ademas de, protegerlos de fitopatégenos (Pifa-
Barrera, et al. 2021).

Finalmente, otro estudio del grupo de trabajo, se enfocO en la
caracterizacion mecanica y de una cubierta biopolimérica a base de alginato
enriquecida con el nanoingrediente de aceite esencial de Thymus vulgaris para su
aplicacion en productos hortofruticolas. Se demostr6 que, la adicion del
nanoingrediente en la cubierta biopolimérica, aumenta su flexibilidad, favorece su
resistencia y adhesion a la superficie aplicada; parametros mecanicos idoneos que
permitirian proteger a los productos hortofruticolas durante las maniobras de
manejo y transporte y por ende disminuir su pérdida poscosecha (Gonzalez-

Moreno, et al. 2020).
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1.8 Justificacion

Actualmente, México es de los principales exportadores mundiales de fresa
y guayaba, ocupando el tercer y cuarto lugar respectivamente. Es por esto, que
el ofrecer productos con todas sus cualidades organolépticas por un tiempo mas
prolongado, representa una ventaja competitiva frente a otras economias
mundiales.

Sin embargo, es importante mencionar que se ha reportado una pérdida
poscosecha de hasta el 57% de guayaba, lo cual se traduce como un
desperdicio de 63,719.37 toneladas al afio, siendo una pérdida significativa de
este producto hortofruticola. Mientras que, la fresa tiene una pérdida
poscosecha de hasta el 27%. En los ultimos afios, el uso de nanoingredientes
en los productos hortofruticolas han representado una propuesta innovadora,
ya que permiten la reduccion de su pérdida poscosecha, al actuar como
sistemas de distribucion temporal, para liberar el activo de la cubierta
bipolimérica al producto. Es por esto que el empleo de cubiertas biopoliméricas
con nanoingredientes, representa una estrategia innovadora para el futuro

control y reduccién de pérdidas y desperdicios de productos hortofruticolas.
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1.9Hipotesis

La aplicacion de cubiertas biopoliméricas a base del nanoingrendiente de
Lippia spp., permite conservar y aumentar la vida de anaquel de productos
hortofruticolas como la fresa (Fragaria ananassa) y la guayaba (Psidium
guajava) al modificar sus propiedades fisicas: mecanicas y de permeabilidad,

de liberacion y favorecer la actividad antibacteriana.
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1.10 Objetivo General

Desarrollar cubiertas biopoliméricas a base de nanoingrediente con aceite
esencial de Lippia graveolens, que aumenten la vida de anaquel de productos
hortofruticolas como la fresa (Fragaria ananassa) y la guayaba (Psidium guajava)
al modificar sus propiedades fisicas: mecanicas y de permeabilidad, de liberacion

y favorecer la actividad antibacteriana.

1.11 Objetivos especificos

1. Formular el nanoingrediente biopolimérico con aceite esencial de Lippia
graveolens por la técnica de nanoprecipitacion y realizar su caracterizacion
fisicoquimica.

2. Validar un método de microextraccion en fase soélida en la modalidad
headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del aceite esencial
de Lippia graveolens en el nanoingrediente biopolimérico por cromatografia
de gases con deteccidn de ionizacion de llama (CG-FID).

3. Obtener la cubierta biopolimérica a partir del nanoingrediente por la técnica
de casting y evaluar sus propiedades fisicas: Opticas, mecanicas y de
permeabilidad, de liberacién y antibacterianas.

4. Evaluar la calidad poscosecha y la vida util de fresa (Fragaria ananassa) y
guayaba (Psidium guajava) con la aplicacion de la cubierta biopolimérica a

base de nanoingrediente.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material y equipo

2.1.1 Material

Fibra de SPME: Poliacrilato, Polidimetilsiloxano, Carboxen/
Polidimetilsiloxano y Divinilbenceno/ Carboxen/ Polidimetilsiloxano de
85 um, Supelco

Portafibras, Supelco

Viales para cromatografia de gases, Supelco

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

Cromatoégrafo de gases con inyector Split/splitless acoplado a detector

de ionizacion en llama (FID), Perkin ElImer, modelo Claurus 480

Cromatoégrafo de gases acoplado a un espectrémetro de masas, Perkin

Elmer, 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

Espectrofotémetro IR-FT (Perkin Elmer, modelo Frontier Optica)
Densimetro (AntonPaar, modelo DMA35)

Polarimetro (Perkin Elmer, modelo 341)

Refractometro (AntonPaar, modelo Abbermat 300)

2.1.3 Reactivos

Acetona grado HPLC, Baker

Eudragit L100-55, Evonik Industries

Isopropanol grado HPLC, Tedia

Y-terpineno, Sigma-Aldrich

0-cimeno, Sigma-Aldrich

Timol, Fluka

Alginato de sodio, Sigma-Aldrich

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

Dimetil sulfoxido (DMSO) Fermont
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e Bromuro metil tiazol tetrazolio (MTT) Sigma Aldrich
e Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)

e Acido linoleico >99%, marca Sigma

2.1.4 Material biol6gico

e Aceite esencial extraido de la planta Lippia graveolens (orégano) de
Cuatro Ciénegas, Coahuila de Zaragoza (26° 59’ N 102° 03’ 59” OE)

e Pectobacterium carotovorum ATCC15713
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2.2 Formulacién del nanoingrediente biopolimérico con aceite esencial de
Lippia graveolens por la técnica de nanoprecipitacion y caracterizacion

fisicoquimica

2.2.1 Obtencidn del aceite esencial de Lippia graveolens
Antes de formular el nanoingrediente biopolimérico, es necesario obtener el
aceite esencial de Lippia graveolens y realizar su caracterizacion quimica y fisica.

Para esto, se siguieron los siguientes procedimientos.

a) Obtencion del AE por hidrodestilacion

Las hojas y tallos de la planta fresca de Lippia graveolens fueron cortados y
pesados. En un matraz bola se colocaron 100 g del material vegetal fresco y se
sometieron al proceso de hidrodestilacion durante 4 h a partir del punto de ebullicion
del agua, en un equipo Clevenger modificado. El AE-Lg fue colectado, pesado y
almacenado en un vial de vidrio &mbar a -4 °C.

Posteriormente, se calculd el porcentaje de rendimiento de la extraccién por

triplicado, de acuerdo con la siguiente formula:

% Rendimiento = Peso del aceite esencial X 100 Férmula 1

Peso de la planta
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b) Caracterizacion fisica del AE

e indice de refraccion

Se determino el indice de refraccién de acuerdo al método general de andlisis
0741 de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM). Se utilizé un
refractometro, el cual se calibr6 con agua destilada a 25°C. Posteriormente se
deposité una gota del AE-Lg en el area de muestra y se obtuvo el resultado, se

realizo por triplicado de manera independiente. Se utilizé anetol como control.

e Rotacion optica

Se utilizoé un polarimetro y se realizdé en base al método 0771 de la FEUM. El
equipo fue calibrado con una solucion de sacarosa de 260 mg/ mL a 25°C.
Posteriormente, se llend la celda de 1 mL con el AE-Lg y se obtuvo el resultado por

quintuplicado de manera independiente. Se utilizé anetol como control.

e Densidad relativa

Se determind la densidad relativa en base al método 0251 de la FEUM. Se usé
un densimetro, el cual se llenard con 1 mL del AE-Lg y se determiné la densidad
relativa del mismo a 25°C, por triplicado de manera independiente y se utilizé anetol

como control.
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c) Caracterizacion quimica del AE

Con el fin de identificar los componentes del AE-Lg, se realizd un andlisis
cualitativo por Cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas
(GC-MS por sus siglas en inglés). Las condiciones cromatogréficas 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 30 m x 0.25 mm x 0.25
um. La temperatura de la fuente de ionizacion fue de 230°C, la temperatura del
cuadruplo de 150 °C y a temperatura del inyector 220°C. Para cada corrida, el
programa de temperatura del horno del CG fue de 35°C por 9 minutos,
incrementando 3 °C/ min hasta 150°C por 10 min, después se incrementd 10°C/
min hasta 250°C y finalmente, se incremento 3°C/ min hasta 270°C por 10 min. El
flujo del gas acarreador (helio, 99.999% de pureza) fue de 2 mL/ min. La energia
de ionizacion fue de 70 eV. Las muestras fueron inyectadas en modo splitless. Se
inyectaron 2 pL de una dilucion de una solucion de AE-Lg a una concentracion de
2mg/ 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-Lg, se empled un
cromatografo de gases acoplado a un detector de ionizacion 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, relativo al area total de

todos los componentes. Posteriormente, se seleccionaron tres componentes
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"huella" con mayor %A, para ser los componentes de seguimiento en la obtencion
de las NCy en la formacion de la CB. Finalmente se estableci6 la proporcion de los

tres componentes huella en base a la normalizacion de areas.

2.2.2 Obtencién del NI

Para la obtencion de las nanocapsulas poliméricas cargadas con el AE-Lg:
nanoingrediente (NI), se empled la técnica de nanoprecipitacion (Fessi, et al. 1989).
Esta técnica consiste 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-Lg. Por otro lado, para la
obtencion de las nanoparticulas blanco (NP-blanco), se sigui6 el mismo
procedimiento, sin adicion del AE-Lg.

Para eliminar los disolventes organicos, se utilizo la técnica de purificacion
de evaporacion a presion reducida y la técnica de didlisis. Para esto, el NI se coloco
en un matraz bola en un rotavapor a 75 rpm a 37°C, y para la técnica de didlisis, el
NI fue colocado en una membrana de celulosa regenerada, en agitacion constante

a 350 rpm durante dos horas a 25°C.

2.2.3 Caracterizacion fisicoquimica del NI

Como parte de la caracterizacion fisicoquimica del NI, se determind el
tamafo de particula y el indice de polidispersion por espectroscopia de correlacion
fotdnica en un angulo de 90°. El potencial zeta se determind por microelectroforesis
con laser Dopper con el equipo Nanosizer, Malvern. Ademas, la morfologia del NI

se determiné utilizando un microscopio electrénico de barrido (SEM), marca JEOL
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JSM-7401F, con una pistola de emisién de campo (FEG) y un voltaje de aceleracion
de 4.0 kV. Para esto, las muestras del NI fueron previamente recubiertas con oro-
paladio durante 15 segundos mediante la técnica de sputtering con un equipo de
vacio Denton modelo Desk Il

Por otro lado, para calcular el porcentaje de encapsulacion (%E) y el porcentaje de
eficiencia de encapsulacion (%EE) se utilizé la técnica de microextraccion en fase
sélida modalidad headspace (HS-SPME) con un método por cromatografia de
gases con detector de ionizacion de flama (CG-FID) validado (Capitulo 2.3). Se

calcularon los %E y %EE con las siguientes formulas:

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

Formula 2

%EE = (mg componente del AE encapsulado) * 100 Formula 3

(mg componente en AE)

El calculo de los %E y %EE se realizaron para los tres componentes huella
0 mayoritarios en el AE-Lg incorporado en el NI purificado por evaporacién a

presion reducida y por la técnica de didlisis.

2.2.4 Perfil de liberacién del aceite esencial de Lippia graveolens en el NI
Para determinar el perfil de liberacion de los tres componentes huella del AE-Lg

en el NI, se colocaron muestras del NI en viales independientes, los cuéales

contenian un medio de liberacibn compuesto por agua y Tween al 0.01% (p/p)

(condiciones sink) con agitacion constante (75 rpm), a 25°C y humedad relativa de
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65%. Posteriormente, se realizaron muestreos a 1, 2, 4, 24 y 48 h. Las muestras
obtenidas fueron centrifugadas (13,000 rpm por 40 min) y los sobrenadantes fueron
analizados por el método de HS-SPME por CG-FID validado (Capitulo 2.3). Se
realizo por triplicado, y se obtuvo la media () de las mediciones asi como su

desviacion estandar (o).

2.2.5 Estabilidad del NI

Para evaluar la estabilidad, el NI fue colocado en viales ambar, protegido de
la luz y almacenado durante 12 meses a 25°C. Durante este periodo de tiempo, se
determind el tamafio de particula y el indice de polidispersion. Ademas, se evalué
visualmente la apariencia fisica del NI verificando la ausencia de agregados y

sedimentos.
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2.3 Validacion de un método de microextracciéon en fase sélida en la
modalidad headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del
aceite esencial de Lippia graveolens en el nanoingrediente biopolimérico

por cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama (CG-FID).

Para cuantificar los tres componentes del aceite esencial de Lippia
graveolens seleccionados para su seguimiento en el NI, se desarroll6 un método
analitico de CG-FID con HS-SPME. Esta etapa consta de tres pasos: 1) seleccion

de la fibra, 2) validacion del sistema y 3) validacion del método.

2.3.1 Seleccion de la fibra

Con el fin de seleccionar la fibra que permitiera una mejor extraccion de los
tres componentes del AE-Lg de manera reproducible, se probaron cuatro fibras de
diferentes caracteristicas de polaridad (Poliacrilato, Polidimetilsiloxano, Carboxen/
Polidimetilsiloxano y Divinilbenceno/ Carboxen/ Polidimetilsiloxano). Para los
experimentos de HS-SPME se utiliz6 una solucién de estandares de los 3
componentes seleccionados (mirceno, p-cimeno y carvacrol) a una concentracion
de 96 pg/ mL y las condiciones experimentales de HS-SPME establecidas
previamente por Gonzalez-Moreno (2018), mostradas en la Tabla 4. Ademas, este
mismo experimento se llevéd a cabo utilizando una solucion del AE-Lg en metanol
(1 mg/ mL). Los criterios de seleccion fueron el area de los picos cromatograficos y

la reproducibilidad de las areas.
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Tabla 4. Condiciones de extraccion (HS-SPME) de los

componentes del AE-Lg para la seleccion de la fibra.

Parametro Condicién optima
Volumen de HS 3.5mL
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

2.3.2 Validacién del sistema de HS-SPME por CG-FID

Para llevar a cabo la validacion del sistema, se utilizaron las siguientes
condiciones cromatograficas previamente establecidas por Velazquez-Davila y
cols. (2017). Para esto, se inicio el programa del horno a 50°C y se increment6 6°C/
min hasta 117°C por 3 min y después se incrementd 45°C/ min hasta 289°C por 1
min. La temperatura del inyector y detector fue de 250°C. El flujo del gas acarreador
(helio 99.999% de pureza) fue de 1.5 mL/ min y la proporcién de Split 1:05.

Para la técnica de HS-SPME, se utilizaron las condiciones de extraccion
mostradas en la Tabla 4.

Para la validacion del sistema, se utilizaron disoluciones de la mezcla de

estandares de los tres componentes huella, previamente establecidos: mirceno,

p-cimeno y carvacrol. Los parametros evaluados fueron: linealidad, precisién, limite

45



de deteccion (LD) y limite de cuantificacién (LQ) en base a lo establecido por la
IUPAC (2006) y por la Guia de Métodos Fisicoquimicos de la Comision de Control
Analitico y Ampliacién de la Cobertura de la Secretaria de Salud (CCAYAC-P-058,

2011).

-Linealidad

La linealidad se determind 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 4) y analisis por CG-
FID. Con los datos obtenidos se grafico la respuesta cromatogréafica (areas) en
funcidn de la concentracion de los estandares y se realizd un analisis de regresion
lineal por minimos cuadrados, para obtener la ecuacion de la recta. Se confirmé la
relacion lineal por medio de la inspeccion visual y el coeficiente de determinacion
(r?) y el coeficiente de correlacion (r).

-Coeficiente de determinacion (r?): es el cuadrado del coeficiente de
correlacién y nos indica la variacion de la respuesta cromatografica respecto a
la variacién de la concentracion. El coeficiente de determinacién 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 cromatogréafica obtenida con las concentraciones analizadas. El

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

Se evalud la precision del sistema en términos de repetibilidad y precision
intermedia.

Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad del sistema se analizaron sextuplicados de
tres niveles de concentracion total de la mezcla de los tres estandares (6, 24 y 96
ug/mL) de manera independiente, el mismo dia y por el mismo analista. Los
estandares se sometieron al proceso de HS-SPME (Tabla 4) y analisis por CG-FID.
Posteriormente, se calculo el porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER)
de los factores de respuesta de los estandares de calibracion, de acuerdo a la

Formula 4. El valor debe ser DER < 20% (SSA, 2011).

I| b

%DER =X x 100 Formula 4

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

X = media

Precision intermedia

Para determinar la precisién intermedia se analizaron tres niveles de
concentracion total de la mezcla de los tres estandares (6, 24 y 96 pug/mL) por
sextuplicado y de manera independiente, por el mismo analista en tres dias no

consecutivos. Los estandares se sometieron al proceso de HS-SPME (Tabla 4) y
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analisis por CG-FID. Posteriormente, se calculé el porcentaje de desviacion

estandar relativa (%DER), tal y como se indicé en el andlisis de la repetibilidad.

-Limite de deteccién

Para establecer el limite de deteccién 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 andlisis de regresion. El

LD, se calculd con la siguiente formula:

LD =3.3* Sbo
m Formula 5
sbo = Desviacion estandar de la ordenada al origen

m = Pendiente de la curva de calibracion

-Limite de cuantificacion

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

LQ, se calcul6 con la siguiente formula:

LQ =10 * sb,
m

Férmula 6
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sho = Desviacion estandar de la ordenada al origen

m = Pendiente de la curva de calibraciéon

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-Lg) adicionadas con estandares de los componentes huella
previamente establecidos: mirceno, p-cimeno y carvacrol.

Se evalud linealidad, precision y exactitud en base a lo establecido por la

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

- Linealidad

La linealidad se determind 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-NIy los estandares se sometieron al proceso de HS-SPME mostrado en la
Tabla 4 y se analizaron por CG-FID. Con los datos obtenidos se grafico la respuesta
cromatografica (areas) en funcion de la concentracion de los estandares y se realizo
un andlisis de regresion lineal por el método de minimos cuadrados, para obtener
la ecuacion de la recta. Se confirmd la relacion lineal por medio de la inspeccion
visual y el coeficiente de determinacion (r?) y el coeficiente de correlacion (r).

-Coeficiente de determinacion (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 determinacién 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 sera el grado de correlacién lineal de la
respuesta cromatografica obtenida con las concentraciones analizadas. El

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

-Precision
Se evaluo la precision del método en términos de repetibilidad y precision

intermedia.

Repetibilidad

Para determinar la repetibilidad del método se analizaron sextuplicados de
tres niveles de concentracion total de la mezcla de los tres estandares (6, 24 y 96
pug/mL) de manera independiente, el mismo dia y por el mismo analista. Los
estandares se sometieron al proceso de HS-SPME (Tabla 4) y analisis por CG-FID.
Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de desviacion estandar relativa (%DER)
de los factores de respuesta de los estandares de calibracion, de acuerdo a la

Formula 4. El valor debe ser DER < 20% (SSA, 2011).

Precision intermedia
Para determinar la precision intermedia se analizaron tres niveles de concentracion
total de la mezcla de los tres estandares (6, 24 y 96 ug/mL) por sextuplicado y de
manera independiente, por el mismo analista en tres dias no consecutivos. Los

estandares se sometieron al proceso de HS-SPME (Tabla 4) y andlisis por CG-FID.
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Posteriormente, se calculé el %DER, tal y como se indicd en el andlisis de la

repetibilidad (SSA, 2011).

-Exactitud
La exactitud del método se evalu6 determinando el porcentaje de
recuperacion (%R) de los componentes huella, con la formula 7. El criterio de

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

%Recuperacion = Concentracion encontrada x 100 Férmula 7
Concentracion adicionada

2.3.4. Aplicabilidad del método HS-SPME por CG-FID en cubiertas
biopoliméricas formadas con el NI

Con el proposito de establecer la cantidad de los componentes huella en la
cubierta biopolimérica (CB) formada por la técnica de casting (Gonzéalez-Moreno,
2020) a partir del NI purificado por dos técnicas de purificacion: evaporacion a
presiéon reducida y dialisis. Diferentes CB-NI fueron sometidas a las condiciones de
HS-SPME mostradas en la Tabla 4. Se utilizé el método de CG-FID validado para
su analisis y se establecio la eficiencia de retencion de los componentes huella en

la cubierta en base al NI (Capitulo 2.3).
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2.4 Obtencidn la cubierta biopolimérica a partir del nanoingrediente por la
técnica de casting y evaluar sus propiedades fisicas, de permeabilidad,

mecanicas, de liberacién y antimicrobianas

Para la obtencion de la cubierta biopolimérica (CB) se utilizo la técnica de
vaciado directo en placas de teflon o método de casting (Gonzalez-Moreno, 2018).
Para esto, una vez purificado el NI, se le incorpor6 el agente formador de cubiertas:
el alginato de sodio (AL) bajo agitacion magnética (350 rpm). Posteriormente, se
utilizé un volumen determinado de cada sistema: i) AL, ii) NC blanco (sin AE) con
AL y iii) NI con AL. Se utilizé un tiempo de secado de 24 h y una concentracion de
AL de 1 % (p/v). Ademas, la morfologia de la CB, se determind con un microscopio
electronico de barrido (SEM), marca JEOL JSM-7401F, con una pistola de emision
de campo (FEG) y un voltaje de aceleracion de 2,0 kV. Para esto, las muestras de
CB fueron previamente recubiertas con oro-paladio durante 25 segundos mediante

la técnica de sputtering con un equipo de vacio Denton modelo Desk II.

-Analisis por espectroscopia IR-FT
Se realizé el analisis del i) polimero, ii) NP-blanco, iii) NI, iv) NI-AL, v) AE-Lg
libre y del vi) AL por IR-FT. Se realizaron 30 barridos en un intervalo de 4000 a 400
cm con un espectrofotémetro IR-FT Frontier Optica, marca Perkin Elmer® del

laboratorio de Quimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas.
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2.4.1 Evaluacion de las propiedades fisicas de la CB

- Andlisis de la opacidad
Se determinoé la opacidad de las CB: a) AL, b) NP-Blanco y ¢) NI en base a la
relacion entre la absorbancia (A) (en nm) y el espesor de la cubierta (en pm)
utilizando un espectrofotbmetro UV-VIS. Se colocaron las CB por sextuplicado
directamente en celdas espectrofotométricas de cuarzo y se midio la absorbancia
a 600 nm. Se utilizé una celda vacia como blanco. La opacidad de la cubierta se

calculé mediante la siguiente ecuacion:

Opacidad = A 600 nm/ & Foérmula 8

donde O = opacidad;
A 600 nm = absorbancia de la muestra a 600 nm;

0 = Espesor de la pelicula en mm

2.4.2 Andlisis de las propiedades de permeabilidad

Posteriormente, se llevé a cabo la determinacion de la tasa de transpiracion
de agua y permeabilidad al vapor de agua por andlisis gravimétrico. En un
desecador a 25 °C, se colocaron las CB en la parte superior de un vial que contenia
una solucion saturada con una humedad relativa (HR) del 95%. Posteriormente, el
vial fue pesado cada 2 horas durante las primeras 8 horas y luego a las 24 horas,
por quintuplicado. La permeabilidad al vapor de agua (WVP) y la tasa de

transpiracion de agua (WVTR), se determind con las féormulas 9 y 10,
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respectivamente (Chakravartula et al. 2019; Siracusa, et al. 2018). Se obtuvo la

media (z) de las mediciones asi como su desviacion estandar (o).

_ (WVTR)S
WVP = Pw(RH1—RH2) Formula 9
S ]
WVTR= = Formula 10

Donde

WVP: permeabilidad al vapor de agua (g/m?sPa);
WVTR: tasa de transpiracion de agua (gm?/s);

S: pérdida de masa del vial a lo largo del tiempo;

A es el area (m?) de permeacion;

0 es el espesor de la pelicula (m);

(RH1-RH2) es la diferencia de humedades relativas;

Pw es la presion parcial de vapor de agua a la temperatura de ensayo.

2.4.3 Evaluacion de las propiedades mecanicas

Las CB de a) AL, b) NP-blanco y c¢) NI, que cumplieron con los criterios de
seleccion, fueron sometidas a la evaluacion mecanica con el texturometro Texture
Analyzer Brookfield. En este analisis se evalué el rompimiento, la adhesion y el
porcentaje de elongacion de las CB, por quintuplicado. Se obtuvo la media (%) de

las mediciones asi como su desviacion estandar (o).

54



a) Evaluacion del rompimiento

Para la evaluacién del rompimiento, se obtuvieron CB circulares con un area
de 2.54 cm?. Estas CB fueron conservadas a HR de 90% a 25 °C durante tres dias.
Posteriormente fueron colocadas en el texturometro sobre los aditamentos

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

b) Evaluacion de la adhesion

Para esta evaluacion, se obtuvieron CB de 18 cm? Estas CB fueron
conservadas a una HR de 90% a 25 °C durante tres dias. Posteriormente se
colocaron en el texturbmetro sobre los aditamentos especificos. Se permitio la
adhesion de la CB durante 20 segundos y la velocidad de despegue fue de 2

mm/seg.

c) Evaluacion del porcentaje de elongacion

Para la evaluacion del porcentaje de elongacién, 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 HR
de 90% durante tres dias. Posteriormente, para llevar a cabo la evaluacion, las CB
se colocaron en el texturometro con los aditamentos especificos. La velocidad de

estiramiento fue de 2 mm/seg a 25°C.
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Figura 7. Suaje tipo | utilizado en la determinacién del porcentaje de elongacion.

Los valores de porcentaje de elongacion (% elongacion) se obtuvieron utilizando
la formula siguiente:
% elongacion= L x 100
Lo Formula 11
Donde:

L = largo de la CB después del estiramiento

Lo = largo original de la CB

2.4.4 Perfil de liberacidn del aceite esencial de Lippia graveolens en la CB
Para determinar el perfil de liberaciéon de los tres componentes huella del
AE-Lg a partir de la CB-NI, se siguié la misma metodologia establecida en el

apartado 2.2.4 con cinco CB-NI en viales independientes.
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2.4.5 Evaluacion de las propiedades antibacterianas
Se evalué la actividad antibacteriana de las CB por la técnica de difusion en
disco en el agar Mueller- Hinton (CMH) contra la bacteria Pectobacterium

carotovorum ATCC15713.

a) Técnica de difusion en disco

Para la preparaciéon de los controles, se utilizé la eritromicina como control
positivo. Se elaboraron cubiertas de AL de 0.28 cm? con 15 pg de eritromicina,
segun 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 1% (p/v) y NP-blanco
(sin AE-Lg) con AL 1% (p/v). Los inoculos 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 aplicacién de
la técnica de difusidon 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 dividié en cuatro
secciones para colocar los tres controles: cubierta de eritromicina, cubierta de AL
1% (p/v) y la cubierta de NP blanco (sin AE-Lg) con 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 inhibicibn en mm, esto por triplicado (CLSI, 2010).
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2.5 Evaluacion la calidad poscosechay la vida util de fresa (Fragaria
ananassa) y guayaba (Psidium guajava) con la aplicacion de la cubierta

biopolimérica a base de NI.

2.5.1 Evaluacion de la calidad poscosechay la vida util de fresay guayaba
La fresa (Fragaria ananassa) y la guayaba (Psidium guajava) fueron
obtenidos en su etapa comercialmente madura y se transfirieron inmediatamente al
laboratorio. Se eligieron frutos sanos y uniformes en funcion de su tamafo, forma,
color y grado de maduracién y se dividieron al azar en seis grupos. Después de
lavar con agua y secar, se midieron sus principales propiedades visuales, como
color, peso y firmeza. Posteriormente para la aplicacion de la CB, se utilizé el
meétodo de aspersion, el cual consiste en rociar las muestras del producto
hortofruticola con el NI durante 1 min y dejar secar a temperatura ambiente (Pifia-
Barrera, et al. 2019). Una vez transcurrido este tiempo, se siguié el mismo
procedimiento descrito anteriormente, y los frutos fueron rociados por segunda vez.
Después de la aplicaciéon de la CB, los productos hortofruticolas se dividieron en
dos grupos, el primer grupo se almaceno a 4°C (de 7- 10 dias) y el segundo grupo
a 25°C (de 3 - 5 dias). Trascurrido el tiempo de almacenamiento, se evalu6 a cada
producto hortofruticola, los cambios de peso y firmeza, los sélidos solubles totales,

el pH y la acidez titulable, asi como también el cambio de color.
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a) Medicion de peso y firmeza
Para medir, el peso y la firmeza, los frutos hortofruticolas se pesaron mediante una
balanza analitica con un grado de precision de 0.01 g, antes de cada experimento
y también en ciertos intervalos durante el almacenamiento, segun la NMX—-FF-061—
SCFI-2003. El porcentaje de pérdida de peso se calculé con la formula 12. Se

obtuvo la media (¥) de las mediciones asi como su desviacion estandar (o).

Porcentaje de pérdida= (peso inicial) — (peso secundario) X 100 Formula 12

(peso inicial)

La evaluacion de la firmeza del fruto se realizd con un texturémetro equipado
con una sonda cilindrica de 4 mm de diametro. Una vez colocado el aditamento, se
realizo el andlisis a una velocidad de 2 mm/ seg. La firmeza es evaluada como la
fuerza que es necesaria aplicar para perforar el epicarpio del producto
hortofruticola. La evaluacion se realiz6 en dos sitios de la parte ecuatorial del
producto hortofruticola por triplicado y las lecturas se expresaron en Newtons (N).

Se obtuvo la media (¥) de las mediciones asi como su desviacion estandar (o).

b) Sdlidos solubles totales
Para determinar los solidos solubles totales, de forma independiente, las fresas
(Fragaria ananassa) y las guayabas (Psidium guajava), se homogenizaron
mecanicamente y una alicuota, se coloc6 sobre la lente de un refractometro. Se

determiné con base en la NMX—FF-015-1982. El resultado obtenido se realizé por
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triplicado y se expresé en °Brix a 25°C. Se obtuvo la media (z) de las mediciones

asi como su desviacion estandar (o).

c) Acidez titulable y pH

La acidez titulable se determin6 segun la NMX-F-102-S-1978 y la
determinacién de pH con base en la NMX-F-317-S-1978. Se tomd una alicuota
del homogenizado de cada producto hortofruticola, se realizd las diluciones
necesarias con agua destilada y se calenté a 45°C, durante 2 h. Posteriormente, la
muestra se filtrg, se diluy0 y una alicuota se tomo para medicion directa de pH con
el potenciometro.

Después se tomo otra alicuota y se titulé con hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N,
el cual fue estandarizado previamente con patrén primario. El resultado se expreso
en porcentaje de acido organico mayoritario presente en el producto hortofruticola.

Se obtuvo la media (%) de las mediciones asi como su desviacion estandar (o).

d) Andlisis del color
Para el andlisis de color se utilizé el método descrito por Rettig & Hen (2014),
con un colorimetro. Para esto, a los productos hortofruticolas recubiertos con cada
uno de los tratamientos, se les cortd el epicarpio (parte mas superficial del fruto) y
éste se coloco en el lente del equipo y se obtuvieron 3 coordenadas (L, a, b), las
cuales se utilizaron para medir el cambio de color (AE) por medio del sistema CIE

L*A*B* (CIE1976) con la formula 13.
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AE* = ((L*1-L*2) 2 + (a*1-a*2) 2+ (b*1-b*2) 2) % Férmula 13

Donde:

AE*= Cambio de color

L*1/ L*2 = luminosidad inicial/luminosidad obtenida

a*1/ a*2 = color rojo—verde inicial/color rojo—verde obtenido

b*1/ b*2 = color amarillo—azul inicial/color amarillo—azul obtenido

e) Dafo microbioldgico visual
Por otro lado, se monitoreo la presencia de dafio microbiolégico en el grupo
control, asi como en las fresas y guayabas, durante 15 y 25 dias de

almacenamiento respectivamente, a 4 °C.

2.5.2 Perfil de liberacion del aceite esencial de Lippia graveolens en los
productos hortofruticolas y en atmosfera controlada

Para determinar el perfil de liberacién de los componentes huella del AE-Lg
a partir de la CB-NI formada sobre los productos hortofruticolas (fresa y guayaba)
a la atmosfera, se realizo lo siguiente: inicialmente, a los productos hortofruticolas
se les colocé la CB segun la metodologia descrita (Capitulo 2.5.3) con un tiempo
de secado de 4 h a 25°C. Después, los productos hortofruticolas recubiertos con la
CB-NI, fueron colocados en un dispositivo cerrado con un volumen de headspace
de 37 mL (Figura 8). Este dispositivo cerrado, se mantuvo bajo diferentes tiempos

de liberacién (1, 2, 4, 24 y 48 h) a una temperatura de 25°C y una humedad relativa
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del 50%, para posteriormente ser colocados en un bafio circulador bajo las
condiciones de SPME ya descritas anteriormente. Finalmente, fueron analizados
por el mismo método de HS-SPME por CG-FID previamente validado (Capitulo
2.3). Cabe resaltar que se analizaron muestras de los productos hortofruticolas sin
CB-NI, para asegurar que las sefales cromatograficas obtenidas correspondieran

a los componentes de seguimiento del AE-Lg.

Cuantificacion por
SPME

|
!
il
A

. > 75°C

Figura 8. Dispositivo disefiado para evaluar el perfil de liberacidén de los
componentes huella del AE-Lg en los productos hortofruticolas recubiertos con

CB-NI, en una atmoésfera controlada.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS

3.1 Obtencion del aceite esencial de Lippia graveolens

Inicialmente, se obtuvo el AE de Lippia graveolens por el método de

hidrodestilacion en un equipo Clevenger modificado. Se calculé el porcentaje de

rendimiento con la férmula 1, y se obtuvo un resultado de 5.32%. En cuanto a la

caracterizacion fisica, se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracterizacion fisica del anetol y el AE-Lg.

Parametro Anetol Anetol (FEUM) AE-Lg
indice de refraccion* 1.559 + 0.000 1.557 -1.561 1.503 + 0.000
Rotacion optica (°) ** 0.050 + 0.000 | -0.150-0.150 | -0.200 + 0.000

Densidad relativa 0.987 + 0.000 0.983-0.988 | 0.987 +0.000
(g/ mL)*

*(x 0, n=3)

**(X +0, N=6)
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3.1.1 Caracterizacion quimica del AE-Lg

La caracterizacion quimica del AE-Lg fue realizada por CG-MS y CG-FID.
En la Figura 9 se muestra el cromatograma del AE-Lg obtenido por CG-MS. Se
identificaron un total de 16 componentes en el AE-Lg 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). Enseguida, se determiné el

porcentaje de abundancia (%A) de los 16 componentes en funcidén a su area

relativa.
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Figura 9. Cromatograma del AE-Lg (2 mg/mL) en diclorometano por CG-MS. Los
componentes son: a-tujeno (1), a-pineno (2), mirceno (3), a-terpineno (4),
p-cimeno (5), 1,8 cineol (6), y-terpineno (7), linalool (8), terpinen-4-ol (9), timol
metil éter (10), timol (11), carvacrol (12), z-cariofileno (13), a-humuleno (14),

butilhidroxianisol (15), 6xido de cariofileno (16).
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En la Figura 10 se muestra el cromatograma del AE-Lg obtenido por CG-
FID. Enseguida, se determin6é el porcentaje de abundancia (%A) de los 17

componentes en funcion a su area relativa.
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Figura 10. Cromatograma del AE-Lg (2 mg/mL) en diclorometano por CG-FID.

Los componentes son: a-tujeno (1), a-pineno (2), mirceno (3), a-terpineno (4),
p-cimeno (5), 1,8 cineol (6), y-terpineno (7), linalool (8), terpinen-4-ol (9), timol
metil éter (10), timol (11), carvacrol (12), z-cariofileno (13), a-humuleno (14),

butilhidroxianisol (15), 6xido de cariofileno (16).

En la Tabla 6, se muestra la composicion quimica del AE-Lg, el tiempo de
retencibn asi como el porcentaje de abundancia de los 16 componentes
identificados. Los componentes mayoritarios en el AE fueron: mirceno, p-cimeno y
carvacrol, y se establecieron como los componentes de seguimiento durante la
obtencién del NI y la formacion de la CB. Posteriormente, en base a la
normalizacion de areas de las sefiales cromatograficas del mirceno, p-cimeno y

carvacrol, se establecié que su proporcion es de 19:8:73, respectivamente. Cabe
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mencionar que ésta proporcion fue considerada durante la etapa de validacion del

método cromatografico de HS-SPME por CG-FID.

Tabla 6. Composicidén quimica del aceite esencial de Lippia graveolens por

Cromatografia de gases acoplada a MS y FID.

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

1 a-tujeno 16.51 0.19 Monoterpeno alifatico

2 a-pineno 17.83 0.08 Monoterpeno alifatico

3 mirceno 18.37 16.93 Monoterpeno alifatico

4 a-terpineno 18.92 0.08 Monoterpeno alifatico

5 p-cimeno 20.25 7.56 Monoterpeno alifatico

6 1,8 cineol 22.88 0.04 Monoterpeno alifatico

7 y-terpineno 26.18 0.08 Monoterpeno alifatico

8 linalool 26.63 0.12 Monoterpeno oxigenado

9 terpinen-4-ol 29.29 0.10 Monoterpeno oxigenado

10 Timol metil éter 30.94 0.06 Monoterpeno oxigenado

11 timol 32.49 4.91 Monoterpeno oxigenado

12 carvacrol 33.02 66.58 Monoterpeno oxigenado

13 z-cariofileno 36.96 2.99 Sesquiterpeno alifatico

14 a-humuleno 38.33 0.11 Sesquiterpeno alifatico

15 butilhidroxianisol 41.49 0.07 Sesquiterpeno oxigenado

16 Oxido de cariofileno  43.52 0.03 Sesquiterpeno oxigenado
TOTAL 100
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3.1.2 Obtencidn y caracterizacion del NI

La medicion del tamafio de particula, indice de polidispersidad y el

potencial zeta, se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas del NI obtenido por la técnica de

nanoprecipitacion con dos técnicas de purificacién.

Lote de NI Tamafio (nm) indice de Potencial zeta
polidispersidad? (mV)
NI purificado por 287 +5.11 0.10 +0.03 -50.90 + 1.44
evaporacion a
presion reducida
NI purificado por 273 + 4.62 0.11 +0.02 -46.26 + 2.02
dialisis
varia de 0 a 1, un valor mas cercano a 1 corresponde a una distribucion (% 6. N=3)

de tamafio del NI menos homogénea

La Figura 11A muestra la curva de distribucion de tamafio de particula del

NI, mientras que la Figura 11B, muestra la micrografia, obtenida a partir del

microscopio electronico del NI.

Size Distribution by Intansity

(A)

Stze (1 rm)

presion reducida obtenida mediante la técnica de nanoprecipitacion (A); Imagen

TEM del NI (B).

Figura 11. Curva de distribucién de tamafio del NI purificado por evaporacién a

= (B)
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- Contenido de los componentes del AE-Lg en el NI
El NI fue sometido a la técnica de HS-SPME (Tabla 4) y analizado por el
método de CG-FID validado. En la Figura 12 se muestran los cromatogramas
obtenidos a partir del AE-Lg (Figura 12A) y del NI con AE-Lg purificado por dos

técnicas: dialisis (Figura 12B) y evaporacion a presion reducida (Figura 12C).
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Figura 12. Cromatogramas del A) AE-Lg y del NI obtenido con el método de
HS-SPME por CG-FID validado. El NI fue purificado por dos técnicas: B) dialisis y

C) evaporacion a presion reducida.

68



En base a las sefiales cromatogréficas (Figura 12), se calcul6 la cantidad

de mirceno, p-cimeno y carvacrol presente en el NI. En la Tabla 8, se muestra la

cantidad de cada componente huella presente en el NI purificado por dialisis y

evaporacion a presién reducida.

Tabla 8. Contenido de mirceno, p-cimeno y cavacrol en el NI con AE-Lg purificado

por didlisis y evaporacion a presion reducida.

Técnica de | Porcentaje Componente del AE-Lg
purificaciéon (%) mirceno p-cimeno carvacrol
Evaporacion %EE 0.24 + 0.02 0.32+0.01 63.80 + 1.47
a presion %E 0.10 + 0.04 0.17 + 0.07 27.91 + 0.59
reducida
Dialisis %EE 12.94 + 0.51 42.15 +0.90 9.47 + 0.06
%E 4.00 + 0.30 11.61 + 0.26 3.88 + 0.02
*(x £0, n=3)

3.1.3 Perfil de liberacidn del aceite esencial de Lippia graveolens en el NI

Se llevo a cabo la determinacion del perfil de liberacion del AE-Lg, y se

observo que dos de los componentes de seguimiento (mirceno y p-cimeno) no

fueron detectados en ningun muestreo realizado. Solamente, se pudo determinar

el perfil de liberacibn del componente mayoritario del AE-Lg, el carvacrol,

encapsulado en el NI, tal y como se observa en la Figura 13.
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Figura 13. Perfil de liberacion del carvacrol. Porcentaje de carvacrol liberado del

NI en funcion del tiempo.

3.1.4 Estabilidad del NI

Se llevo a cabo la evaluacion visual de la estabilidad del NI por doce meses,
donde no se observaron agregados ni sedimentos, ni la presencia de una capa
oleosa. Ademas, se midio el tamafio de particula y el indice de polidispersidad
durante este mismo periodo de tiempo. En la Figura 14A se observan los valores
obtenidos del tamafio de particula y en la Figura 14B los valores obtenidos del

indice de polidispersidad de las muestras analizadas.
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Figura 14. Variacion del tamafio de particula (A) e indice de polidispersién (B)

durante el estudio de la estabilidad del NI por un periodo de 12 meses.
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3.2 Validacion de un método de microextraccién en fase sélida en la

modalidad headspace (HS-SPME) para cuantificar los componentes del

aceite esencial de Lippia graveolens en el nanoingrediente biopolimérico

por cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama (CG-FID).

3.2.1 Seleccidén de la fibra

Para cuantificar el mirceno, el p-cimeno y el carvacrol en las formulaciones

de NC cargadas con el AE-Lg, se desarroll6 un método analitico de GC con HS-

SPME. Para esto, se evaluaron cuatro fibras con caracteristicas de polaridad

diferentes. En la Figura 15 se muestran los cromatogramas obtenidos de los tres

estandares de seguimiento (mirceno, p-cimeno y carvacrol) a una concentracion

total de 1 mg/ mL, con las cuatro fibras con las condiciones de HS-SPME mostradas

en la Tabla 4 y el método cromatografico establecido por Veldzquez-Davila y cols.

(2017).
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Figura 15. Cromatogramas de los estandares (concentracion total de 1 mg/ mL)

con las cuatro fibras de HS-SPME por CG-FID.
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En la Figura 16 se muestran las areas de los estandares: mirceno, p-

cimeno y carvacrol obtenidas con las cuatro fibras con HS-SPME por GC-FID.
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Figura 16. Comparacion de las areas de los tres estandares (concentracion total
de 1 mg/ mL) obtenidas con las fibras de HS-SPME evaluadas por GC-FID

(x £0, n=3).

Posteriormente, se evalué el desempefio de las cuatro fibras con una

solucion metandlica del AE-Lg (1 mg/ mL) por HS-SPME por GC-FID. En la Figura

17 se muestran los cromatogramas obtenidos del AE-Lg, con las cuatro fibras

utilizando las condiciones de HS-SPME mostradas en la Tabla 4 y con el método

cromatografico establecido previamente. Mientras que en la Figura 18, se muestran

las areas del mirceno, p-cimeno y carvacrol obtenidas con las cuatro fibras con HS-

SPME por GC-FID.
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Figura 17. Cromatogramas del AE-Lg (1mg /mL) con las cuatro fibras por HS-
SPME por CG-FID.
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Figura 18. Comparacion de las areas de los tres componentes de seguimiento
del AE-Lg (1 mg/ mL) obtenidas con las fibras de HS-SPME evaluadas por GC-
FID. (x o, n=3).
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En base a los resultados obtenidos, se selecciond la fibora de CAR/PDMS

para las siguientes etapas del estudio.

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 de seguimiento: mirceno, p-cimeno y
carvacrol. Se sometieron al proceso de HS-SPME con la fibora CAR/PDMS y con las
condiciones Optimas mostradas en la Tabla 4. Se evaluo linealidad, precision, limite
de deteccidn y limite de cuantificacion en base a lo establecido por la [UPAC (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 9.

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 (NI) adicionadas con la mezcla de estandares de mirceno, p-
cimeno y carvacrol. Se sometieron al proceso de HS-SPME bajo las condiciones
descritas en la Tabla 4. Se evalué linealidad, precisién y exactitud en base a lo
establecido por la IUPAC (2006) y por la Guia de Métodos Fisicoquimicos de la
Comisién 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

10.
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Tabla 9. Parametros de validacion del sistema para cuantificar mirceno, p-cimeno

y carvacrol del AE-Lg con HS-SPME por CG-FID.

Pardmetro mirceno p-cimeno carvacrol Referencia
Linealidad (R?) 0.997 0.998 0.999 >0.99
Repetibilidad 5.29 3.72 2.18 <20%
(%DER)
Precision 5.91 3.97 2.87 <20%
Intermedia
(%DER)

LD (pg/mL) 0.76 0.35 0.83 < Concentracion
mas baja del
intervalo de

trabajo

LQ (png/mL) 2.32 1.06 2.51 < Concentracion
mas baja del
intervalo de

trabajo

Tabla 10. Parametros de validacion del método para cuantificar mirceno, p-
cimeno y carvacrol del AE-Lg con HS-SPME por CG-FID.

Parametro mirceno p-cimeno carvacrol Referencia
Linealidad (R?) 0.997 0.999 0.999 >0.99
Precision 6.37 5.89 3.25 <20%
Intermedia
(%DER)
Repetibilidad 7.41 6.21 3.21 >20%
(%DER)
Exactitud 98.75 99.72 100.15 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 19, se observan los cromatogramas, de la CB formada con en

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 purificadas por dos

técnicas A) evaporacion a presion reducida y B) dialisis.
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Figura 19. Cromatogramas de las CB-NI obtenido con el método de HS-SPME

por CG-FID validado. El NI fue purificado por dos técnicas: A) evaporacion a

presién reducida y B) dialisis.
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Posteriormente, se determiné el porcentaje de eficiencia de retencion de
los tres componentes huella en la CB en la formacion del NI por la técnica de

casting. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de eficiencia de retencion de los componentes huella del

AE-Lg en la CB a partir del NI formada por la técnica de casting.

Técnica de Porcentaje de eficiencia de retencién del componente del
purificacion del NI AE-Lg enla CB (%)
mirceno p-cimeno carvacrol
Evaporacion A 0.17 + 0.05 0.38 + 0.03 28.55 + 0.95
presion reducida
Dialisis 14.28 +1.03 29.40 + 1.36 4.10 + 0.85
*(x £0, n=3)

3.3 Obtencion la cubierta biopolimérica a partir del nanoingrediente por la
técnica de casting y evaluacion de sus propiedades fisicas: 6pticas, de

permeabilidad y mecéanicas, de liberacién y antimicrobianas

Para llevar a cabo la formacion de la CB, a partir del NI, se utilizo la técnica
de vaciado directo en placas de teflon o método de casting, con un tiempo de
secado de 24 h'y una concentracién de AL de 1 % (p/v). En la Figura 20A, podemos
observar la CB obtenida, mientras que en la Figura 20B, se observa la micrografia

de la CB-NI obtenida con el microscopio electrénico de barrido.
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(B)

LE| 20KV X30000 100nm WD 30mm

Figura 20. Cubierta biopolimérica a base de NI formada por la técnica de casting
con AL al 1% (p/p) con tiempo de secado de 24 h (A); Micrografia de la CB-NI, en

la que se observan las NC (flechas azules) (B).

Se realiz6 un andlisis por espectroscopia de infrarrojo, con el fin de
establecer las interacciones entre los componentes de la CB. Se analiz6 cada uno
de los componentes por separado: i) polimero Eudragit L100-55, ii) NP-blanco,
iii) NI, iv) NI-AL, v) AE-Lg libre y del vi) AL. A continuacién se muestran los espectros
de infrarrojo obtenidos para el polimero i) Eudragit L100-55 y ii) las NP blanco, tal

y como se observa en la Figura 21.
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Figura 21. Sefales en el espectro de infrarrojo obtenido para A) polimero
Eudragit L100-55 y B) NP blanco.

En la Figura 22, se presentan los espectros obtenidos para A) NI, B) NI-AL
y C) AE-Lg libre. Por otro lado, como se puede observar en la Figura 23, se presenta

el espectro obtenido para el AL.

80




1015 A) NI

90- 2980 cm
85- v
80- 1690 cm™

YT

'\
1155 cm™?

o g V. BINAL
85: ;_____.- Y j‘-;L [l ‘.X| lr"t.__,,rlll i

3288 cm* | M .
80- 1s80cmt U % Al
- 1412 cm' 5{ - R

67- 1027 cm’

e : B C) AE-L
"~.\_ s R A g

100- Sie S By

] 2 iJ A N 'le

90- 3392 Cm-l ], 1_| ll ll't‘ [lv lfi {k q [ Ir iﬁ-

85. Al 'l /

gg- 2950 cm! 1420 cm™* 760 cm™?

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 550

cm?

YT

Y
$

%T
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104

100

954

90 3267 cm?

85

%T

801 1408 ¢

757

1580 cm™?
704

67 ; S y ; : 1036 cm'|1 S
4000 3500 3000 2500 cmel 2000 1500 1000 550

Figura 23. Sefiales en el espectro de infrarrojo obtenido para AL.
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3.3.1 Evaluacion de las propiedades fisicas de la CB

Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis de opacidad de las CB formadas
a partir de AL, de NP blanco y del NI. Los resultados obtenidos los podemos

observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Opacidad de la CB formada por la técnica de casting con AL al 1% (p/p)

con un tiempo de secado de 24 h.

CB Opacidad (UA/mm)
CB-AL 0.706 + 0.100
CB-NP blanco 0.956 + 0.260
CB-NI 0.600 + 0.100
*(X £0, n=6)

3.3.2 Andlisis de las propiedades de permeabilidad
Después, se llevo a cabo el andlisis de las propiedades de permeabilidad,
esto calculando el WVP y WVTR. Los resultados obtenidos se presentan en la

Tabla 13.
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Tabla 13. Valores de WVP y WVTR de las CB evaluadas a una HR del 95% a

25°C.
CB WVP (10"g mmcm? Palh?l) | WVTR (10°g cm?h?)
CB-AL 2.79 + 0.04 4.68 + 0.09
CB-NP blanco- AL 1.97 + 0.03 3.72 +0.08
CB-NI-AL 1.01 +0.03 2.03 +0.06
*(X £0, n=6)

3.3.3 Evaluacién de las propiedades mecanicas

Para la caracterizacion mecanica, se evalu6 el rompimiento, la adhesion y el

porcentaje de elongacion (%) de las CB formadas a partir de: i) AL al 1% (p/v), ii)

NP blanco (sin AE-Lg) con AL al 1% (p/v) y iii) NI con AL al 1% (p/v). En la Tabla

14 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion mecanica de las CB.

Tabla 14. Caracteristicas mecanicas de las CB formadas a partir de AL, NP

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

CB Rompimiento (g/cm?) Adhesion Porcentaje de
(dinas/cm?) elongacion (%)
CB-AL 977.56 + 3.94 4,690.86 + 2.00 90.76 + 0.71
CB- NP blanco 575.54 +5.27 4,989.22 +1.03 78.28 + 0.76
CB-NI 1,555.26 + 4.31 5,802.36 + 2.15 182.27 +2.14
*(x 0, n=6)
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3.3.4 Perfil de liberacion del aceite esencial de Lippia graveolens en la CB

Se llevo a cabo la determinacion del perfil de liberacion del AE-Lg
procedente de la CB-NI, y se observo al igual que en el NI, dos de los componentes
de seguimiento (mirceno y p-cimeno) no fueron detectados en ningin muestreo
realizado. Solamente, se pudo determinar el perfil de liberacion del componente

mayoritario del AE-Lg, el carvacrol, que se encontraba en la CB-NI, tal y como se

observa en la Figura 24.
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Figura 24. Perfil de liberacion del carvacrol. Porcentaje de carvacrol liberado de la

CB-NI en funcion del tiempo.

3.3.5 Evaluacién de las propiedades antibacterianas

Se evalud la actividad antibacteriana de las CB por la técnica de difusién en
disco en el agar Mueller- Hinton (CMH) contra la bacteria Pectobacterium
carotovorum ATCC15713. Enla Tabla 15 se muestran el crecimiento o la inhibicion
de la bacteria P. carotovorum después de la aplicacion de las CB formada a partir

de AL, NP blanco (sin AE-Lg) o NI.
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Tabla 15. Inhibicién del crecimiento de la bacteria Pectobacterium

carotovorum ATCC 15713 por el método de difusion en disco.

Sistema Inhibicién P. carotovorum
ATCC15713
CB-AL Q)
CB-NP blanco (sin AE-Lg) )
CB-NI (+) 20 mm
Eritromicina (+) 22 mm
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3.4 Evaluacion la calidad poscosechay la vida util de fresa (Fragaria
ananassa) y guayaba (Psidium guajava) con la aplicacion de la cubierta

biopolimérica a base de NI.

3.4.1 Evaluacion de la calidad poscosechay la vida util de fresay guayaba

a) Medicion de peso y firmeza

Tanto la fresa (Fragaria ananassa) como la guayaba (Psidium guajava)
fueron obtenidas en su etapa comercialmente madura y se transfirieron
inmediatamente al laboratorio. En la Figura 25 se muestran los valores obtenidos
en los porcentajes de pérdida de peso para la fresa (Figura 25A) y la guayaba
(Figura 25B), respectivamente. Con respecto al analisis de firmeza, en la Figura 26,
se muestran los resultados obtenidos para la fresa (Figura 26A) y la guayaba
(Figura 26B), respectivamente. Cabe resaltar, que el segundo grupo de productos
hortofruticolas que fueron almacenados a 25°C (de 3 - 5 dias) se encuentran en el

Anexo A.
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Figura 25. Porcentaje de pérdida de peso de frutos recubiertos con AL, NP-

blanco, NI y el control (sin CB) durante el almacenamiento a 4°C en fresa (A) y

guayaba (B) después de 3, 7 y 10 dias de su aplicacion.
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Figura 26. Firmeza de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI y el control (sin

CB) durante el almacenamiento a 4°C en fresa (A) y guayaba (B) después de 1y

10 dias de su aplicacion.
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b) Evaluacion de los sélidos solubles totales
Posteriormente, se llevo a cabo la evaluacion de los solidos solubles
totales. En la Figura 27 se muestran los resultados de SST (°Brix) de la fresa (Figura

27A) y la guayaba (Figura 27B) respectivamente, obtenidos con las tres CB (AL,

NP-BCO y NI).
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Figura 27. Sélidos solubles totales de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI y

el control (sin CB) durante el almacenamiento a 4°C en fresa (A) y guayaba (B).
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c) Acidez titulable y pH

La acidez de un fruto representa el contenido de &cidos en él y en la

mayoria de los productos hortofruticolas cambia durante el proceso de maduracion.

El %AT para la fresa y la guayaba, se muestra en la Figura 28A y 28B

respectivamente.
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Figura 28. Acidez titulable de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI y el control

(sin CB) durante el almacenamiento a 4°C en fresa (A) y guayaba (B).
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En cuanto al pH, se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 29,
para la fresa (A) y la guayaba (B).
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Figura 29. pH de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI y el control (sin CB)

durante el almacenamiento a 4°C en fresa (A) y guayaba (B).
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d) Analisis del color
En la Figura 30 se muestra el andlisis de los 3 valores de las coordenadas
obtenidas, interpretado como el cambio de color (AE) producido en cada uno de los
grupos tratados durante el tiempo de almacenamiento, de la fresa (Figura 30A) y la

guayaba (Figura 30B) respectivamente.
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Figura 30. Cambio de color de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI y
el control (sin CB) durante el almacenamiento a 4°C en fresa (A) y guayaba

(B) después de 10 dias de almacenamiento.
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e) Dafio microbioldgico visual
Asi mismo, podemos observar en la Figura 31, el dafio microbioldgico, que
se fue presentando en la superficie de las fresas (31A) y las guayabas (31B),

después de 15y 25 dias de almacenamiento respectivamente a 4°C.

Figura 31. Dafio microbiologico visual de las fresas y guayabas, después de 15y
25 dias de almacenamiento, respectivamente a 4°C: sin CB (control) (Ay A2), AL
(B'y B2), NP-BCO (Cy C2) y CB-NI (D y D2).
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3.4.2 Perfil de liberacion del aceite esencial de Lippia graveolens en los

productos hortofruticolas y en atmosfera controlada

En la Figura 32 se puede observar el comportamiento de liberacion del AE-
Lg de la CB-NI que recubria el fruto, en un ambiente controlado y a una temperatura
de 25°C. Cabe resaltar que el analisis por HS-SPME-CG-FID de los productos

hortofruticolas sin CB-NI, se presentan en el Anexo B.
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Figura 32. Perfil de liberacion del carvacrol. Porcentaje de carvacrol liberado en la

fresa y guayaba recubierta con la CB-NI en funcién del tiempo.
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CAPITULO IV

DISCUSION

4.1 Formulacion del nanoingrediente biopolimérico con aceite esencial de
Lippia graveolens por la técnica de nanoprecipitacion y caracterizacion

fisicoquimica

Antes de la obtencion del nanoingrediente (NI), fue necesario realizar la
extraccion del aceite esencial de Lippia graveolens (AE-Lg) para posteriormente,
realizar su caracterizacion tanto fisica como quimica. Cabe mencionar que AE-Lg
se obtuvo por hidrodestilacion con aparato de Clevenger modificado a partir de la
planta de orégano fresco. Esta técnica ha sido cominmente utilizada para la
extraccion de AE ya que evita la degradacion 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. El porcentaje de rendimiento de extraccion del AE-Lg fue de 5.32%.
Esto coincide por lo reportado por Dilworth y cols. (2017) quienes obtuvieron un
resultado similar, el cual fue de 4.29%. Es necesario mencionar, que este
porcentaje de extraccion del AE por hidrodestilacién 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).
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Por otro lado, en la industria de los AE se ha establecido la importancia de
evaluar las caracteristicas fisicas de los AE para garantizar su control de calidad de
forma rutinaria, ya que las variaciones en los parametros fisicos permiten detectar
posibles adulteraciones o degradacién de sus componentes, y, por ende, asegurar
su actividad bioldgica. Para la caracterizacion fisica del AE-Lg, se evaluaron los
parametros fisicos de densidad, indice de refraccion y rotacidén éptica en base a la
FEUM. Para toda evaluacion fisica es necesario establecer un compuesto control
con caracteristicas fisicoquimicas similares al compuesto(s) a evaluar. Se
selecciono el estandar de anetol, como control de las evaluaciones fisicas debido
a su similitud fisicoquimica (i.e.: peso molecular, polaridad y presion de vapor) con
algunos de los componentes del AE-Lg. Ademas, la caracterizacion fisica del
anetol ya ha sido reportada en la FEUM. En la Tabla 5, se presentan los valores
obtenidos de la caracterizacion fisica del anetol y del AE-Lg. En el caso del anetol,
se observa que los valores obtenidos se encuentran dentro de los intervalos
reportados en la FEUM, lo cual confirma la repetibilidad y reproducibilidad de las
evaluaciones fisicas realizadas. En el caso del AE-Lg, los valores obtenidos
coinciden por los reportados por Torrenegra-Alarcon y cols. (2015), los cuales
presentan solo pequefias diferencias, las cuales podrian ser atribuidas al origen
geografico y a la especie de la planta. Ademas, Dominguez (1985) reportd que un
indice de refraccién mayor a 1.47 y una densidad relativa mayor a 0.9 indica que el
AE contiene compuestos alifaticos y/o aromaticos oxigenados.

La caracterizacién quimica realizada por CG-MS y CG-FID permitio
identificar los componentes presentes en el AE-Lg, asi como su porcentaje de

abundancia. La CG-FID representa una técnica analitica que ofrece: i) alta
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selectividad para el andlisis de compuestos volatiles y semivolétiles, ii) alta
sensibilidad, iii) gran estabilidad y iv) rango dindmico lineal excepcionalmente alto
gue permite el analisis de AE a concentraciones muy bajas o en niveles de trazas.
Inicialmente, se obtuvo el cromatograma del AE (Figura 9 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 10) y se calculo el porcentaje de abundancia (%A) en base a las areas
relativas. En la Tabla 6, se muestra la composicion quimica, el tiempo de retencion
y el %A de los componentes identificados. En el AE-Lg, se identificaron 16
componentes, el 71.77% del porcentaje total del AE corresponde a monoterpenos
oxigenados, el 24.96% a monoterpenos hidrocarbonados o alifaticos, el 3.10% a
sesquiterpenos alifaticos y el 0.1% a sesquiterpenos oxigenados. Los componentes
con mayor %A fueron mirceno (16.93%), el p-cimeno (7.56%) ambos monoterpenos
alifaticos, y el carvacrol (66.58%) un monoterpeno oxigenado. Esto coincide, con lo
reportado por Hou y cols. (2020) quienes reportaron al carvacrol como componente
mayoritario (89.98%) en el AE de orégano de China. De igual manera, los
resultados de la caracterizacion quimica del AE-Lg en el presente trabajo fueron
similares a los mencionados por Enayatifard y cols. (2021), quienes reportaron
como componente mayoritario el carvacrol con un porcentaje de abundancia del
78% en el AE de oregano de Iran.

Sin embargo, diversos autores han reportado, otros componentes

mayoritarios del AE de orégano. Tal es el caso de Capatina y cols. (2021), quienes
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reportaron como componentes mayoritarios al timol (38,82%), p-cimeno (20.28%)
y y-terpineno (19.58%) en el AE de orégano de Italia. En otro estudio llevado a cabo
por Sharififard y cols. (2018), se reportaron como componentes mayoritarios el
terpineol (22.85%) y a-terpineno (20.60%) en el AE de orégano de Iran.

La diferencia en la abundancia de los componentes del AE de orégano
reportada en los estudios anteriormente mencionados, probablemente se deben a
las variaciones en la temporada de recoleccion, afio de colecta, regién y/o clima
donde crece la planta, asi como la localizacion de la especie analizada y los
meétodos de obtencion el AE (Amiri, et al. 2021). Cabe resaltar que se seleccionaron
como componentes de seguimiento en el resto del proyecto, el mirceno, p-cimeno
y carvacrol, por ser los componentes mayoritarios del AE-Lg en base a su
abundancia y actividad bioldgica.

Por otro lado, es necesario mencionar que el uso de AE, debido a sus
propiedades fisicoquimicas, tiene ciertas limitantes, por ejemplo, presentan escasa
solubilidad en medios acuosos, elevada volatilidad y facil oxidacion, lo que restringe
su incorporacion directa en cubiertas. Como solucion a esta problemética, se
planted la formacién de NC, por la técnica de nanoprecipitacién. Esta técnica,
también llamada por desplazamiento de solventes, fue descrita por primera vez por
Fessi y cols. (1987), como un procedimiento simple para la preparacién de
nanocapsulas a partir de polimeros preformados, tanto biodegradables como no
biodegradables. La formacion de NC por la técnica de nanoprecipitacion se debe al
fendmeno producido durante el desplazamiento de un solvente organico en una de
las fases hacia la otra fase. Como ambas fases presentan miscibilidad entre ellas,

se presenta una difusion de la fase organica que contiene el polimero y el activo
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hacia la acuosa. Debido al desplazamiento de estas cadenas poliméricas hacia un
medio en el que son insolubles, estas se agregan y forman las NC cargadas con el
activo (Fessi, et al. 1989; Tao, et al. 2019). Cabe resaltar, que, para la formacion
de las NC, en este trabajo se utilizé el polimero el Eudragit L100-55, el cual 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 mondmeros 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
ylo peliculas (Tang, et al. 2011).

Las ventajas de la técnica de nanoprecipitacion sobre otras técnicas de
nanoencapsulacion son: 1) buena reproducibilidad, 2) obtencién de tamafos de
nanoparticulas con distribucion estrecha, 3) simplicidad, 4) facilidad de
escalamiento y 5) compatibilidad con el medio ambiente ya que se limita el uso de
grandes cantidades de solventes toxicos. Por lo anterior, la técnica de
nanoprecipitacion se ha convertido en una estrategia importante en la aplicacion en
el sector farmacéutico (Solis-Cruz, et al. 2023), agricola (Miladi, et al. 2016),
alimentaria (Pifia-Barrera, et al. 2019) y cosmética (Silva-Flores, et al. 2023).

Una vez obtenidas las NC, se llevé a cabo su caracterizacién fisicoquimica.
Se evalué su tamanfo, indice de polidispersidad (IP) y potencial zeta. Como se
muestra en la Tabla 7, se obtuvo un tamafio de particula de 287 + 5.11 nm, él cual
es cercano al tamafio deseado de 200 nm. Este tamafio nanométrico de NC,
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
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superficie de contacto entre la NC y el epicarpio (capa mas superficial) de la fresa
y guayaba, a partir de la cual se daria la posterior liberacién de los componentes
activos del AE-Lg.

Cai y cols. (2022), elaboraron nanoparticulas de quitosano con AE de
Ocimum basilicum, con un intervalo de tamafio de particula de 198.7 - 373.47 nm,
y observaron, que éstas presentaban una mayor actividad antibacteriana y anti-
biopelicula contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus comparadas con el AE
libre. Asi mismo, Amiri y cols. (2021) formaron NP de quitosano con AE de Satureja
hortensis, las cuales presentaban un intervalo de tamafio de particula de 142.2 -
267.7 nm. Estas NP, permitieron mantener la calidad bioquimica y sensorial de
granadas, posterior a su aplicacion. Por otro lado, Froiio y cols. (2019) obtuvieron
NC con un tamafio de 208 nm a partir del polimero Eudragit RS 100 y el AE de
naranja. En este estudio se demostré que las NC tienen una buena actividad
antibacteriana contra Escherichia coli comparadas con la actividad biologica del AE
libre, por lo que se resalta las ventajas de la encapsulacion de los AE.

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 poblacién (Galindo-Rodriguez, et al. 2004;
Sultana, et al. 2020). En este trabajo, las NC cargadas con el AE-Lg (NI),
presentaron un IP de 0.10 + 0.03, lo que indica una homogeneidad en el tamafo
de las NC, esto se observa en la curva de distribucion de tamafio en la Figura 11A.

La homogeneidad en el tamafio del NI, es una caracteristica que favoreceria la
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interaccion individual de las NC con la superficie de los productos hortofruticolas
(i.e.: adhesion o liberacién de los componentes activos del AE), asegurando su
actividad antimicrobiana.

Otra caracteristica fisicoquimica evaluada fue el potencial zeta (Tabla 7).
Este valor es la medicién del potencial electrostatico en la doble capa eléctrica que
rodea a la NC en suspensién acuosa. Las NC con un potencial zeta mayor a +30
mV o menor a -30 mV se consideran fuertemente cationicas o anidnicas,
respectivamente y suelen tener altos grados de estabilidad (Clogston y Patri, 2011).
Es decir, el valor del potencial zeta (>+30 0 <-30 mV) 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 asegurando su estabilidad. El
potencial zeta del NI con el AE-Lg fue de -50.90 + 1.44 mV, este valor negativo
indica que las cargas negativas son dominantes en la superficie del NI y esto se le
puede atribuir al Eudragit L100-55, el cual es un copolimero anionico. Por lo tanto,
durante la formacion del NI, las cadenas de polimero rodearon el mayor nimero de
nacleos oleosos del AE-Lg 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 y atraccion electrostatica
del NI con la membrana de las bacterias patdgenas presentes en los productos
hortofruticolas (i.e.: Pectobacterium carotovorum, Xanthomonas fragariae, Erwinia
psidii) debido a la presencia de una carga en la membrana externa bacteriana. Esto,
representa una gran ventaja, debido a que el NI, favoreceria la interaccion directa

de los componentes activos del AE-Lg con la bacteria aumentando de esta forma
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su efectividad antimicrobiana (Wang, Hu y Shao, 2017). Cabe resaltar, que tal y
como se observa, en la Tabla 7, el indice de polidispersidad y el potencial zeta, no
se vieron influenciados por la técnica de purificacion utilizada, sin embargo, el
tamarfio fue ligeramente menor cuando el NI fue purificado por la técnica de didlisis
gue por evaporacion a presion reducida. Esto coincide con lo reportado por Yasuno
y cols. (2021), quienes elaboraron NP de N-isopropilacrilamida y melitina, y
observaron que cuando estas NP eran purificadas por didlisis, su tamafio disminuia.

Asi mismo, se determind la morfologia de las NC-AE-Lg purificadas por
evaporacion a presion reducida con un microscopio electrénico de barrido (SEM).
Los datos de SEM presentados en la Figura 11B muestran la presencia de NC con
forma esférica. Esto coincide con un estudio previo, en el que se observo que NC
de quitosano (polimero de origen natural) con goma de anacardo cargados con AE
de Lippia presentaban forma esférica (Abreu, et al.,, 2012). También, en otro
estudio, NC de policaprolactona cargadas con AE de Lippia y purificadas por la
técnica de evaporacion a presion reducida, tenian una morfologia esférica, similar
a este trabajo (Pinto, et al., 2016).

Para seleccionar la técnica de purificacion de las NC mas adecuado, es
necesario establecer el contenido de los tres componentes de seguimiento:
mirceno, p-cimeno y carvacrol. En una primera etapa, se comparé el cromatograma
del AE-Lg libre (Figura 12A), con el cromatograma del NI purificado por la técnica
de didlisis (Figura 12B) y por evaporacion a presion reducida (Figura 12C). Se
puede observar que en la Figura 12B las sefales de mirceno, p-cimeno y
principalmente del carvacrol son menos prominentes que en 12A. Esta disminucion

en las sefiales cromatograficas, se deben posiblemente a que el proceso de
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purificacion por didlisis es afectado principalmente por la polaridad de los
componentes. Por otro lado, cuando el NI es purificado por evaporacion a presion
reducida (Figura 12C), se observa una sola sefal cromatogréafica correspondiente
al carvacrol. Estos resultados, indican que, por sus propiedades fisicoquimicas, los
componentes con mayor presién de vapor (mirceno: 0.27 kPA a 20°C y p-cimeno:
0.20 kPA a 20°C) se ven afectados bajo las condiciones utilizadas en la técnica de
evaporacion a presion reducida, mientras que el carvacrol, se ve afectado en la
técnica de dialisis probablemente debido a su polaridad (Log P: 3.49).

En la segunda etapa, se determiné el porcentaje de encapsulacion (%E) y
el porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE) de los tres componentes huella
del AE-Lg en el NI: mirceno, p-cimeno y carvacrol en el NI purificado por ambas
técnicas (Tabla 8). Para cuantificar los tres componentes huella del AE-Lg en el NI,
se utilizé el método de HS-SPME por CG-FID validado.

Cuando el NI fue purificado por la técnica de dialisis, se obtuvo un %E de 4.00,
11.61 y 3.88% para el mirceno, p-cimeno y carvacrol, respectivamente. Es decir,
gue aproximadamente el 20% de la NC esta formada por los tres componentes
huella del AE-Lg y el resto corresponde al polimero Eudragit L 100-55. Este
parametro es indispensable para la correcta dosificacion de los tres componentes
huella del AE-Lg en el producto hortofruticola. Cabe destacar, que Salas-Cedillo
(2016) utilizé el mismo polimero que en este trabajo (Eudragit L 100-55) para
encapsular el AE de Schinus molle por nanoprecipitacién 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), valor tres veces mas pequefio que el

obtenido en este trabajo. asi como del % de abundancia en el AE.
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En relacion al %EE obtenido del NI purificado por didlisis, fue de 12.94,
42.15y 9.47% para mirceno, p-cimeno y carvacrol respectivamente, por lo que se
obtuvo un %EE total de 64.56%. Lo anterior indica que los tres componentes fueron
encapsulados aproximadamente en un 65% con respecto a su abundancia en el
AE inicial. En comparacion, cuando el NI fue purificado por evaporacién a presion
reducida, los valores del %E y %EE del mirceno y p-cimeno, fueron menores que
por dialisis. Estos mismos hallazgos, fueron reportados por Gonzalez-Moreno y
cols. (2020), con NC de AE de Thymus vulgaris, donde se observé que
componentes con mayor presion de vapor (0-cimeno y y-terpineno) tenian un
menor %E y %EE con la purificacion por evaporacién a presion reducida. En el caso
del carvacrol, tanto el %E y %EE, fueron mayores, cuando el NI era purificado por
evaporacion a presion reducida que por dialisis. Al ser el carvacrol, el componente
al que se le atribuye la actividad antimicrobiana del AE-Lg, el NI empleado fue
purificado por evaporacion a presion reducida.

Por otro lado, con el objetivo de establecer el perfil de liberacion del AE-Lg en el NI,
se realiz6 la cinética de liberacidon durante 48 h. En la Figura 13, se puede observar
el perfil de liberacion del componente activo principal, el carvacrol. Cabe resaltar,
gue los otros dos componentes de seguimiento (mirceno y p-cimeno) no fueron
detectados bajo ningun tiempo de liberacion. Se puede observar que después de
la primera hora, el % de liberacion del carvacrol fue del 30.34%, y que conforme el
tiempo transcurre (4 horas) el porcentaje de liberacion del carvacrol aumentd hasta
un 75%. Mientras que a partir de las 18 h, la liberacion del componente se llevo a

cabo de una manera mas lenta, alcanzando un porcentaje de liberacion del 89%,
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mientras que transcurridas las 48 horas, el porcentaje de liberacion fue superior al
99%. Este comportamiento concuerda con lo reportado en la bibliografia, donde se
menciona que sistemas de nanocapsulas obtenidos por la técnica de
nanoprecipitacion se comportan como sistemas bifasicos de liberacion con una fase
inicial rapida, seguida por una segunda fase mas lenta (Cauchetier, et al. 2003).
Esto mismo, fue reportado por Yuan-Ma y cols. (2022), en donde se elaboraron
nanoparticulas de quitosano con aceite esencial de oregano, y se observé que los
componentes del AE, pueden liberarse continuamente durante varios dias, con un

patron de liberacion bifasico que consiste en una liberacion en rafaga y una

liberacion lenta posterior. En estos sistemas bifasicos de liberacion, la fase inicial

es llamada efecto Burst (liberacion inmediata) y es dado por la desorcion de los
activos de la superficie de las NC (Cruz, et al. 2006). La segunda fase descrita,
corresponde a la difusion de los activos (i.e. carvacrol) desde el nucleo de la NC al
medio. Esta segunda fase esta influenciada por el coeficiente de particion de los
activos entre el nicleo oleoso de las particulas y el medio acuoso externo, ademas
de otros factores como las interacciones entre los activos y las cadenas poliméricas
(zili, et al. 2005).

Segun la bibliografia, la degradacién de polimeros es el mecanismo principal
por el cual las NC liberan aceites esenciales en el ambiente externo. La fase de
liberacién mas lenta es causada por la difusion de moléculas del AE encapsuladas
desde el nucleo de las NC al medio de disolucion, a través de poros y canales
interconectados en la matriz polimérica. Cuando se combinan con el

comportamiento hidrofébico de los AE, exhiben una tasa de absorcién de agua mas

105



lenta, lo que disminuye la tasa de degradacion del polimero, que es similar a otros

resultados relacionados con materiales hidrofébicos (Dupuis, et al. 2022).

En cuanto a la estabilidad del NI, como se observa en las Figuras 14A'y
14B, el tamafio de particula y el indice de polidispersidad del NI no presentaron
cambios significativos transcurridos doce meses. De forma paralela, se realizé una
inspeccion visual de las formulaciones del NI para identificar la ausencia o
presencia de AE en la superficie. Durante los doce meses, no se observo
sedimentacion ni formacion de agregados en los sistemas de NI, ni presencia de
aceite en la superficie. Se establecio que la formulacion es estable al menos por un

afno.

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 Lippia graveolens en el nanoingrediente biopolimérico

por cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama (CG-FID).

Con el propésito de cuantificar el mirceno, p-cimeno y el carvacrol del
aceite esencial de Lippia graveolens encapsulado en el NI 'y en la CB, se validd un
método de HS-SPME por GC. Para esto, se dividié el objetivo en dos etapas: la
primera consistié en la seleccién de la fibra para la mayor extraccién de los tres
componentes huella y la segunda etapa, que consistio en la validacion del sistema

y método.
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Una adecuada eleccion de la fibra o fase de extraccion es fundamental en
un método de SPME. Con el fin de seleccionar la fibra que permitiera la mejor
extraccion de los tres componentes huella de manera selectiva y reproducible, se
evaluaron cuatro fibras, las cuales se mencionan en orden de polaridad
decreciente: PA, PDMS, CAR/PDMS y DVB/CAR/PDMS. En la Figura 15, se
presentan los cromatogramas obtenidos a partir de la mezcla de los tres estandares
y se observan las tres sefiales cromatograficas correspondientes del mirceno, p-
cimeno y del carvacrol obtenidas con cada una de las fibras de SPME evaluadas.
Se puede observar que las cuatro fibras de SPME extraen a los componentes
huella. Sin embargo, cada componente del AE-Lg muestra un comportamiento
diferente con cada una de las fibras. La selectividad de la fibra depende
principalmente de la volatilidad, la polaridad y el peso molecular del compuesto
(Pawliszyn, 1997). Ademas, también se puede observar que la fibra que permitio
una mayor extraccion de los tres componentes huella con una menor variabilidad,
fue la fibora CAR/PDMS (Figura 16). Esta fibra es semipolar, y permite la extraccion
de componentes volatiles, y con bajo peso molecular (30- 225 g/ mol),
caracteristicas que presentan los componentes de seguimiento. Cabe resaltar, que
este mismo experimento se realizé con el AE-Lg, con el objetivo de determinar si
las fibras presentaban el mismo comportamiento, ya que el AE es una mezcla de
16 componentes diferentes. Tal y como podemos observar, en la Figura 17 y 18,
de igual forma, la fibora CAR/PDMS es la fibra que permitié una mayor extraccion de
los tres componentes de seguimiento con una menor variabilidad.

Posteriormente, con el propdsito de cuantificar los componentes huella del
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AE-Lg en las CB-NI, se llevd a cabo la validacion del método de HS-SPME por CG-
FID. Para la validacion del método, se consideraron los criterios para la validacién
de métodos fisicoquimicos expedidos por la comisiébn de control analitico y
ampliacion de cobertura de la Secretara de Salud (CCAYAC-P058, 2011) y la
IUPAC (2006). Para la validacion del sistema se evaluaron los parametros de
linealidad, precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion. En la Tabla 9, se
muestran los parametros evaluados en la validacion del sistema. En relacion a la
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
establecio que, dentro del intervalo de concentracion de 6-96 pg/mL, la respuesta
analitica tendra un comportamiento lineal a la concentracion. Con respecto a los LD
y LQ para el o-cimeno, y-terpineno y timol fueron menores al nivel inferior de la
curva de calibracion, lo cual es aceptable segun la SSA (2011). Para la precision
intermedia del sistema y repetibilidad, se calcul6o el %DER de los factores de
respuesta y se establecié que el sistema fue preciso para los tres componentes
debido a que presentd un %DER menor al 20% (SSA, 2011). En la Tabla 10 se
muestran los valores de los pardmetros evaluados en la validacion del método. En
cuanto a la linealidad, para los tres componentes se obtuvo un coeficiente de
determinacién mayor a 0.99, lo que indica que los tres son lineales. Para la
precision intermedia y repetibilidad, se calculé 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
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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 aceptacion (70- 110%) (SSA, 2011), para
el mirceno se obtuvo un 98.75%, para p-cimeno un valor de 99.72% y para el
carvacrol 100.15%. Estos datos concuerdan con lo reportado por Lugo-Estrada y
cols. (2019) donde se obtuvieron porcentajes de recuperacion entre 98 y 109% para
tres de los componentes del AE de tomillo encapsulados en NP. Asi mismo, Miao
y cols, (2015) establecieron un método analitico para el analisis cuantitativo de un
AE derivado de Alpinia oxyphylla. También establecieron que el método GC-FID
validado mostré un porcentaje de recuperacion cercano al 100%. De igual forma,
los resultados obtenidos en este trabajo, coinciden por lo reportado con Hernandez-
Hernandez y cols. (2014), quienes utilizaron la técnica de HS-SPME-CG para
cuantificar AE de orégano microencapsulado y demostraron que esta técnica es
adecuada para la cuantificacion de compuestos volatiles, tales como los AE. Una
vez validado el método, se llevd a cabo su aplicabilidad con el propésito de
cuantificar los componentes huella del NI en CB por HS-SPME / CG-FID y para
calcular el porcentaje de retencion de los componentes huella, una vez obtenida la
CB. Como podemos observar en la Figura 19 se observa la sefial cromatogréafica
correspondiente al carvacrol en la CB, por lo que se puede aseverar que el método
analitico utilizado, fue preciso y exacto para la cuantificacién de los componentes
de seguimiento en la CB y establecer el porcentaje de retencién. En Tabla 11, se
muestran los porcentajes de eficiencia de retencion de los componentes huella del
AE-Lg en la CB formada a partir del NI. El cual indica la cantidad de cada

componente que permanecioé en la CB, posterior a su formacion.
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4.3 Obtencion la cubierta biopolimérica a partir del nanoingrediente por la
técnica de casting y evaluar sus propiedades fisicas: Opticas, de

permeabilidad y mecénicas, de liberacién y antimicrobianas

Una vez obtenido y caracterizado el NI, se llevé a cabo la formacién de las
CB por la técnica de vaciado convencional o método de casting. Esta técnica
involucra desde la obtencién de la dispersién 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:

o Etapa 1: el polimero de las NC que se encuentra disperso esta separado y
suspendido en la fase acuosa por las fuerzas de repulsion electrostaticas
gue existen entre las particulas.

o Etapa 2: Durante el proceso de evaporacion del agua, 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, mientras que el AL comienza con
la formacion del entramado polimérico.

o 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 a distribuirse
homogéneamente sobre el entramado polimérico del AL.

o Etapa 4: Las NC se terminan de distribuir homogéneamente sobre el

entramado polimérico y ocurre una coalescencia completa, por consiguiente,
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se produce una difusion del material particular para dar origen a la cubierta

(Aulton, et al. 1995).

Para la formacion de las CB, se empled un tiempo de secado de 24 h, y
una concentracion de AL al 1% (p/v) y se llevé a cabo su evaluacion visual
macroscopica. Las propiedades fisicas de las cubiertas son fundamentales, ya que
influyen en la apariencia del producto hortofruticola, una vez aplicada la cubierta.
En la Figura 20A, se observa que la CB obtenida fue homogénea y de formacion
completa. Ademas, la CB fue analizada por SEM, la cual es una técnica que se
utiliza comanmente para la descripcion de la superficie de cubiertas y materiales de
embalaje para describir la homogeneidad, la integridad, y la presencia o ausencia
de grietas, caracteristicas que influyen las propiedades mecanicas de las CB. En la
Figura 20B, se observa que la CB-NI, exhibio una superficie lisa, uniforme y
continua, lo que indica homogeneidad e integridad estructural. Esto podria deberse
a que los componentes fenodlicos del AE-Lg presentes en el NI, actian como
agentes reticulantes, es decir promueven la interaccion entre moléculas o diversos
materiales generando una CB mas uniforme (Bhatia, et al., 2023). Cabe mencionar
gue, en la CB se observan particulas con un tamafo aproximado de 200 nm,
distribuidas también de forma homogénea (algunas sefialadas con flechas azules).
Esto podria atribuirse a la presencia del NI en la CB, ya que diversas
investigaciones han reportado la influencia de las NP en la homogeneidad de la CB.
En un estudio realizado por Ma y cols. (2023) se prepararon recubrimientos de
gelatina comestible con NP de quitosano cargadas con AE de orégano. En este

estudio se observdO que a medida que se aumentaba la adicion de NP, el
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recubrimiento se volvia mas homogéneo.

Posteriormente, con el propdésito de determinar las posibles interacciones
entre los componentes de la formulacién de la CB, se realiz6 un analisis por
espectroscopia de FT-IR, de cada uno de los componentes: i) polimero Eudragit
L100-55, ii) NP-blanco, iii) NI, iv) NI-AL, v) AE-Lg libre y del vi) AL. La
espectroscopia FT-IR se emplea para identificar grupos funcionales e interacciones
quimicas entre los componentes de la formulacién. La region media del espectro
infrarrojo  (4000-400 cm™) es muy utilizada para estudiar las vibraciones
fundamentales y la estructura rotacional-vibratoria asociada a los diferentes
enlaces quimicos. En la Figura 21A, se observa el espectro del polimero Eudragit
L100-55, en el cual se identificaron cuatro sefiales importantes de los principales
grupos quimicos presentes en la unidad polimérica de este copolimero. En la region
entre 2500 y 3500 cm? se observa el estiramiento del grupo hidroxilo (O-H)
perteneciente al acido carboxilico presente en la cadena lateral de la unidad
polimérica, en la region de 2980 cm?, se observan las sefiales C-H. En la region de
1690 cm se observa el estiramiento correspondiente a los grupos carbonilo (C=0)
presentes en las cadenas laterales del acido carboxilico y de del éster. Y por ultimo,
en la region de 1155 cm™ se observa el estiramiento correspondiente al grupo C-
O-C presente en la cadena lateral del éster. Las sefiales antes mencionadas
coinciden con lo reportado en la ficha técnica del polimero Eudragit L100-55
(Evonik, 2015). Por otro lado, en la Figura 22C podemos observar el espectro IR
obtenido del AE-Lg, donde se puede ver presente una banda de 3392 cm™ que
pertenece a las vibraciones de enlaces O-H caracteristicas de los componentes

fendlicos presentes en el AE, como lo son el carvacrol y el timol. Se observo otra
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banda a 2950 cm™, la cual corresponde a la presencia de enlaces CHs o CH; de
los grupos metilos y metilenos que se encuentran de manera frecuente en las
estructuras de compuestos organicos. Dentro de la regiéon de 1101-1209 cm* se
presentan bandas caracteristicas de los enlaces C—OH de los alcoholes primarios
y secundarios, presentes en moléculas como la del terpinen-4-ol y 1,8- cineol. En
la regién de 850-1080 cm™ se presentan bandas pertenecientes a los grupos C—
O. Asi mismo, en la Figura 21B y 22A, se observan los espectros IR obtenidos de
las NP-blanco y del NI, respectivamente. En ambos espectros, las sefales
obtenidas coinciden principalmente con las sefiales obtenidas en el espectro del
polimero (Figura 21A) y no al espectro del AE-Lg (Figura 22C) en el NI, por lo que
se infiere que los componentes del AE-Lg estan encapsulados en el entramado
polimérico de las NC. Es importante destacar, que las sefiales con mayor intensidad
corresponden a los componentes mayoritarios del AE-Lg, tales como el mirceno, p-
cimeno y carvacrol. Por otro lado, en la Figura 23, se presenta el espectro IR
obtenido para el AL, en el cual se observa una banda asociada a la vibracion de
tension O-H (3267 cm™), la vibracién de tensiéon asimétrica del COO- (1580 cm™),
la vibracion simétrica del COO- (1408 cm™) y a la banda de tensiéon C-O-C y al
plegamiento O-H (960-1100 cm). Estas sefiales coinciden con la presencia de
estos grupos funcionales en la estructura del AL. Por ultimo, en la Figura 22B, se
presenta el espectro obtenido para el NI-AL, en el cual se aprecian sefales que
coinciden con el espectro del AL (Figura 23), probablemente debido a que durante
la adicion del AL a la dispersion del NI, las cadenas de este polisacarido se
organizan sobre la pared polimérica de las NC provocando una superposicion de

las sefales del NI-AL.
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En el contexto de la evaluacion de la calidad de los alimentos como los
productos hortofruticolas, la inspeccion visual es un aspecto critico, y las CB con
buenas propiedades de transparencia son muy deseables (Gautam, et al., 2023).
Se llevo a cabo la evaluacion de la opacidad de las CB. Es necesario, resaltar que
la opacidad de una CB se presenta cuando esta, no deja pasar la luz en proporcion
apreciable habiendo una ausencia de transparencia (Ruiz-Martinez, et al., 2020).
Si bien, las CB-NI fueron visualmente transparentes, presentaron un valor de
opacidad (0.600 + 0.100). Esto es debido a que segun Cai y cols. (2020) la opacidad
de las cubiertas que contienen AE, es el resultado de la dispersion de la luz
provocada por las gotas de AE uniformemente distribuidas dentro de la matriz de
la cubierta. En la Tabla 12, se observa un valor menor de opacidad para la CB
formada a partir del NI (0.600 + 0.100) comparado con la cubierta formada a partir
unicamente de AL (0.706 + 0.100) y con NP blanco (0.956 + 0.260). Cabe
mencionar que, los valores mas altos de opacidad indican menos transparencia.
Este comportamiento coincide con los resultados obtenidos por Siracusa y cols.
(2018) con CB de AL (1% p/p) con AE de citral con buenas propiedades de
transparencia (baja opacidad).

El agua juega un papel importante en el deterioro de los alimentos; por lo
tanto, una propiedad importante de las CB es su capacidad para evitar el
intercambio de humedad entre el medio y la matriz del alimento. Se realizé la
evaluacion de la permeabilidad de las CB mediante el calculo de los valores de
WVP yWVTR. Donde WVTR es la medida de la humedad que atraviesa una unidad
de espacio de material por unidad de tiempo (Gonzélez-Sandoval, et al., 2019) y

WVP es una propiedad vital para evaluar la capacidad de barrera contra la

114



humedad de las CB. Los valores de WVTR y WVP deben ser preferentemente bajos
para reducir la pérdida de humedad de los productos alimenticios envueltos (Li, et
al., 2022). Los resultados obtenidos para WVTR y WVP se presentan en la Tabla
13. Las CB-NI con AL, tuvieron valores de WVTR y WVP menores, es decir
presentaron un mejor rendimiento de barrera de la humedad en comparacién con
la CB de AL y NP-BCO, lo cual es atribuido a la presencia del NI (NC con AE-Lg).
Diversos estudios coinciden con estos resultados, ya que la presencia de NP en las
CB provoca una disminucion significativa de los valores de WVTR y WVP
(Hasheminya, et al.,, 2018; Shankar, et al., 2018). Esto podria deberse a la
naturaleza hidrofébica y baja permeabilidad de las NP que ocupan los espacios
vacios entre las cadenas del entramado polimérico de AL (Hasheminya, et al.,
2018). Ademas, la presencia del AE-Lg en la CB-NI, podria modificar la relacion
hidrofila-hidrofoba de la CB y por lo tanto afectar la difusion de agua a través de la
parte hidréfila de la CB (Monteiro, et al., 2018). Esto coincide con lo reportado por
Al-Harrasi y cols. (2022) donde se obtuvieron CB de gelatina-alginato de sodio
cargadas con AE de jengibre y se observo que la adicidon del AE de jengibre provoco
una disminucion en el valor de WVTR y WVP. Asi mismo, diversos autores han
reportado que los AE son sustancias bioactivas hidrofébicas que aumentan la
hidrofobicidad de las CB, y como consecuencia reducen la difusion del vapor de

agua a través de la cubierta (Sanchez-Gonzalez, et al., 2011; Chen, et al., 2021).

Por otro lado, la evaluacion de parametros mecanicos como el
rompimiento, la adhesion y el porcentaje de elongacién, permiten establecer las

caracteristicas de las CB relacionadas desde la etapa de preparacién hasta su
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aplicacion. Una CB “ideal” debe poseer las siguientes caracteristicas: (i) un buen
porcentaje de elongacion para evitar su rompimiento durante el envasado o la
manipulacion; (i) una adecuada adherencia a las superficies de los productos
hortofruticolas sobre los que se aplicar; (iii) una buena resistencia al rompimiento
para asegurar su integridad; y (iv) una textura suave, lisa y transparente para no
comprometer la apariencia fisica.

Como podemos observar en la Tabla 14, se muestran los valores obtenidos en el
analisis de rompimiento de las CB formadas a partir del AL, NP blanco y NI. Cabe
resaltar, que el rompimiento de las CB, indica el peso que puede resistir la cubierta
antes de romperse. En la Tabla 14, se observa que la CB formada a partir del NI
resiste 1,555.26 + 4.31 g/cm? antes de romperse. Este valor es mayor que el de las
CB formadas a partir de las NP blanco y de AL, lo cual indica que el NI favoreceria
la resistencia de la CB cuando una fuerza es aplicada sobre ella. El aumento en el
valor 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 con AE de semilla de hinojo. Se encontré que la presencia del
NI, aumentaba hasta siete veces la resistencia al rompimiento. Del mismo modo,
Gonzalez-Moreno (2018), evalu6 el rompimiento de CB formadas a partir de NC de
AE de tomillo y pululano al 1% (p/v) y observo que esta CB resistia un peso mayor
antes del rompimiento en comparacién con la cubierta formada Unicamente con
pululano al 1% (p/v). Ademas, la presencia del NI con AE-Lg y AL favoreceria el
aumento de la resistencia al rompimiento de la CB en comparacion con el AE-
tomillo y pululano. Probablemente, el AL interactlia fuertemente con el NI y genera

un efecto de reticulaciéon junto con el AE-Lg, es decir, el NI se comporta como un
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centro de ajuste, que disminuye la movilidad de la cadena polimérica y mejoran la
resistencia a la traccion o rompimiento (Nisar, et al. 2018).

Con la relacién a la adhesion, es una magnitud de fuerza que se debe
aplicar a la CB para desprenderse de la superficie donde fue colocada. En la Tabla
14, podemos observar que la fuerza que se debe aplicar para despegar la CB-NI
fue de 5,802.36 + 2.15 dinas/cm?. Este valor es mayor que para la CB formada a
partir de NP-BCO y AL. Es decir, la presencia del NI favorece la adhesion de la CB
sobre la superficie aplicada. Asi mismo, este efecto se observo en el estudio
realizado por Gonzalez-Moreno (2018), donde se evaluo la adhesion de las
cubiertas a base de NC cargadas con AE de tomillo. Cabe mencionar que la
adhesion es indicativo de la permanencia de la CB sobre los productos
hortofruticolas ya que estd determinada por las propiedades intrinsecas del
polimero formador de NC y el entorno en el que se coloca. Entre las propiedades
intrinsecas se encuentran el peso molecular, la concentracion del polimero, la
flexibilidad de las cadenas poliméricas y los grupos quimicos capaces de formar
enlaces electrostaticos o secundarios como los enlaces de hidrégeno y las fuerzas
de van der Waals (Ying, et al., 2019).

Otra caracteristica mecanica importante es el porcentaje de elongacion
(%), el cual indica el cambio porcentual maximo en la longitud de la CB antes de
romperse (Rangel-Marron, et al., 2019). La Tabla 14 muestra que la CB-NI puede
estirarse o alargarse un 182.27 + 2.14% de su tamafio inicial. Este valor es
aproximadamente dos veces mayor que el obtenido para la CB formada por AL 0
NP-BCO. Este efecto, en el aumento del porcentaje de elongacion se atribuye, de

igual forma a la presencia del NI en la CB. El efecto de la adicion del NI sobre las
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propiedades mecénicas de las CB es complejo, sin embargo, una gran cantidad de
investigaciones se han enfocado en mejorar las caracteristicas de estiramiento o
elongacion de cubiertas. Tal es el caso de la investigacion realizada por Liang y
cols. (2017) donde desarrollaron CB a base de quitosano y NC cargadas con galato
de epigalocatequina. La adicion de NC a las CB de quitosano incremento el
porcentaje de elongacién con respecto a las CB formadas Unicamente con
quitosano. Asi mismo, estos hallazgos fueron reportados por Noronhay cols. (2014)
donde se obtuvieron cubiertas a partir de metilcelulosa con NC cargadas con a-
tocoferol. Se reportaron cambios significativos en el porcentaje de elongacion con
la incorporacion de NC en las CB (30.03 + 1.94%) en comparacion con la cubierta
control (13.13 £ 3.58%). El aumento en los valores del porcentaje de elongacion
indic6 que la incorporacion de NC proporciona mayor flexibilidad en las cubiertas.
Esto podria indicar que la adicion de NC también modifica las interacciones con
agentes formadores de cubierta como AL. Una posible explicacion, es que una
dispersion homogénea de NC (de caracter hidrofébico) que estd sobre un
entramado polimérico como el AL, reduce las interacciones entre las cadenas
poliméricas en las NC e induce el desarrollo de discontinuidades estructurales en
las cadenas de las CB, lo que aumenta el porcentaje de elongacion (Sanchez-
Gonzalez, et al., 2009). Cabe sefalar que las propiedades mecanicas de las CB
dependeran del tipo de material utilizado en la formulacion de la solucion (AL) o
dispersion (NC) para realizar la cubierta, las condiciones de formacién, el tipo de
plastificante, la naturaleza del disolvente, la evaporacion del disolvente y su
espesor. Ademas las propiedades fisicas y mecanicas de la CB, dependeran del

uso y la aplicacion para el cual fueron elaboradas.
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Posteriormente, con el proposito de establecer el perfil de liberacion del
AE-Lg a partir de la CB-NI, se realizg la cinética de liberacion durante 48 h. En la
Figura 24, se puede observar el perfil de liberacién del componente activo principal,
el carvacrol. Cabe resaltar, que los otros dos componentes de seguimiento
(mirceno y p-cimeno) no fueron detectados en ningun tiempo de liberacion. Se
puede observar que después de la primera hora, el % de liberacién del carvacrol
fue del 10%, y que conforme el tiempo transcurre (24 horas) el porcentaje de
liberacion del carvacrol aumento rapidamente a un 77%. Mientras que a las 48 h,
la liberacion del componente se llevo a cabo de una manera lenta y sostenida,
alcanzando un porcentaje de liberacion del 80% aproximadamente. Esto coincide
con lo reportado por Bustos y cols. (2016) quienes elaboraron CB a base de
microparticulas y AE de limén, y observaron que el perfil de liberacion en la cubierta
tenia el mismo comportamiento que en las microparticulas solas, las cuales también
presentaban un comportamiento de liberacién bifasico.

Por otro lado, se llevd a cabo la evaluacion de la actividad antibacteriana
de las CB por las técnicas de difusién en disco en agar Mueller- Hinton (CMH)
contra la bacteria Pectobacterium carotovorum ATCC15713. La técnica de difusion
en disco es una metodologia que ha sido reportada ampliamente en la bibliografia
para evaluar la actividad antibacteriana de las CB. Como se observa en la Tabla
15, la CB-NI inhibi6 el crecimiento de la bacteria P. carotovorum y presenté una
zona de inhibicién de 20 mm. Esto coincide, con lo reportado por diversos autores,
en donde se ha demostrado que el AE del género de Lippia spp., posee actividad
antibacteriana frente a diversas bacterias Gram negativas. Tal es el caso del trabajo

realizado por Marin-Tinoco y cols. (2023), quienes evaluaron la actividad
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antibacteriana del AE de Lippia graveolens el cuél en su composicion presentaba
como componente mayoritario el carvacrol, al igual que en el presente trabajo. El
AE-Lg exhibié actividad antibacteriana frente a las bacterias Salmonella typhi,
Escherichia coli, Lysteria monocytogenes y Sthapylococcus aureus. Esta actividad
antibacteriana, se le atribuy6 al carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol), compuesto
fendlico monoterpenoide, cuyo mecanismo de accién se basa, en que este
componente es capaz de penetrar las membranas celulares bacterianas, lo que
resulta en la pérdida de la integridad de la membrana y la posterior liberacion de
componentes celulares bacterianos. Especificamente, causa la interrupcion del
gradiente de protones, altera posteriormente la sintesis de trifosfato de adenosina
(ATP), inhibe las bombas de eflujo, produce especies reactivas de oxigeno y
suprime dos factores de virulencia esenciales, a saber, la enterotoxina y la

coagulasa (Mir, et al., 2019).
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4.4 Evaluacién de la calidad poscosechay la vida util de fresa (Fragaria
ananassa) y guayaba (Psidium guajava) con la aplicacion de la cubierta

biopolimérica a base de NI.

Posteriormente, se llevd a cabo la evaluacion de la calidad poscosecha y
la vida util de fresa y guayaba. Para esto se evalué la pérdida de peso y firmeza,
asi como el contenido de sdlidos solubles totales, acidez titulable, pH y el andlisis
de color.

En cuanto a la determinacion del porcentaje de pérdida de peso de la fresa
y la guayaba se muestra en la Figura 25A y 25B, respectivamente. Los resultados
fueron obtenidos en las frutas recubiertas con la CB-NI, después del tiempo de
almacenamiento de 3, 7 y 10 dias. Como se puede observar, el porcentaje de
pérdida de peso de fresa y de guayaba, fue directamente proporcional al tiempo de
almacenamiento con todas las CB. Especificamente en el caso de la fresa, cabe
resaltar que después de 10 dias, la pérdida de peso en las muestras control (sin
CB) fue mucho mayor (22.35%) que en las muestras recubiertas con la CB-NI
(7.12%). Estos resultados coinciden con lo reportado por Martinez y cols. (2018),
guienes desarrollaron y aplicaron un recubrimiento a base de quitosano con AE de
Thymus capitatus a fresas. Se observé una menor pérdida de peso en las fresas
con el recubrimiento de quitosano-AE que en las fresas sin recubrimiento y en las
fresas con recubrimiento de quitosano sin AE. En el caso de la guayaba, el
comportamiento fue el mismo, ya que después del tiempo de almacenamiento de
10 dias, la pérdida de peso fue mayor (5.23%) en las frutas control (sin CB) que en

las fruta recubiertas con AL (4.19%), NP-blanco (3.97%) y las que se encontraban
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recubiertas con la CB-NI (1.72%). Esto coincide por lo reportado con Grande-Tovar
y cols. (2019) quienes colocaron diferentes recubrimientos comestibles a la
guayaba y se observé que las guayabas sin recubrir presentaron una pérdida de
peso mayor que las guayabas recubiertas con quitosano y AE de Ruta graveolens.
En general, se ha mencionado que la pérdida de peso de la fruta esta relacionada
con la barrera a la pérdida de agua, la cual esta ligeramente influenciada por la
presencia de AE debido a su caracter hidrofébico (Martinez, et al., 2018).

Cabe resaltar, que si bien la pérdida de peso de la fruta se atribuye
enteramente a la pérdida de agua. Esta pérdida de agua esta asociada con varios
otros cambios que ocurren en las frutas y pueden actuar como un desencadenante
para iniciar estos cambios (Heristika, et al., 2023; Yousuf, et al., 2021). Tanto la
fresa como las guayabas, son productos hortofruticolas que son facilmente
susceptibles a la pérdida de agua, lo que provoca contraccion y debilitamiento del
tejido del fruto debido a su piel tan fina. Esto tiene efectos negativos en la apariencia
del fruto, provoca cambios en la textura (ablandamiento), color y aroma y acelera
la senescencia, el desarrollo de patdégenos, el arrugamiento y los dafios por frio,
provocando en consecuencia, importantes pérdidas econémicas.

Cabe mencionar que los resultados obtenidos en este trabajo respaldan las
ventajas de colocar CB sobre la fresa y guayaba para establecer una barrera
polimérica que previene la pérdida de agua en productos hortofruticolas
(Trajkovska-Petkoska, et al., 2021). Ademas, las CB proporcionan una funcion
barrera que protege al fruto de la atmdsfera externa y también limita la transpiracion
al retrasar la deshidratacion para finalmente proporcionar una mejora cualitativa en

la pérdida de peso (Shiek, et al., 2022; Agapito-Ocampo, et al., 2021).
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Posteriormente se llevo a cabo la evaluacién de la firmeza de los productos
hortofruticolas, ya que este representa uno de los pardmetros esenciales para
determinar la calidad del fruto con cubiertas. La fresa y la guayaba son productos
muy perecederos, que estan sujetos a dafios mecanicos, ataques de patdgenos y
pérdidas de calidad durante el almacenamiento. La disminucion de la firmeza se
debe a una importante migracién de vapor de agua sobre la superficie del fruto, lo
qgue favoreceria el crecimiento de hongos y bacterias. Estos microorganismos
causan un dafo estructural a los tejidos de las frutas provocando que se ablanden.
Ademas, la disminucion de la firmeza esta relacionada con el aumento de la pérdida
de humedad. Cabe sefalar que la disminucién de la firmeza también podria estar
relacionada con la degradaciéon del parénquima cortical que forma la pared celular
del fruto debido a procesos de degradacion enzimatica y a la pérdida de humedad
durante el almacenamiento. Como se puede observar en la Figura 26A y 26B, se
presentan los resultados obtenidos para el analisis de la firmeza para fresa y
guayaba, respectivamente. En el caso especifico de la fresa, la firmeza inicial fue
de 3.108 N, mientras que después de diez dias de almacenamiento se observo una
disminucién de este parametro, tanto en las fresas sin recubrir (1.752 N) como en
las recubiertas con AL (2.052 N), NP-blanco (2.267 N) y con el NI (2.779 N). En
términos porcentuales, después de 10 dias de almacenamiento en frio, la firmeza
de las fresas control disminuyo en un 43.64%, mientras que las fresas con el
tratamiento con la CB a base de AL y NP-BCO presentaron una pérdida del 37.16
y 32.8% respectivamente. Por otro lado, los valores mas altos de firmeza, después
de 10 dias, se registraron en fresas con CB-NI (2.779 N) lo que representa una

disminucion del 17.02% en comparacion con la firmeza inicial. Los resultados de
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este estudio coinciden con los reportados por De-Bruno y cols. (2023), quienes
aplicaron una CB enriquecido con AE de bergamota a fresas, y obtuvieron una
menor pérdida de firmeza en comparacion con el grupo control (fresas sin
recubrimiento). Cabe mencionar que, en base a los resultados obtenidos con la CB-
NI, esta actuaria como una barrera que modifica el intercambio gaseoso, lo que
conduce a una reduccion en la tasa de respiracion del fruto y por ende evita la
pérdida de agua y de firmeza. Ademas, es posible que la actividad antioxidante de
los componentes del AE-Lg, favorezca la disminucion de la actividad enziméatica en
la fruta, lo que resultaria en una maduracion mas lenta de la fresa y como
consecuencia una menor pérdida de la firmeza.

En el caso de la guayaba, se observé la misma tendencia que en la fresa;
una mayor pérdida de firmeza en guayabas sin recubrimiento (10.620 N)
comparada con las guayabas recubiertas con AL (10.650 N), NP-blanco (11.289 N)
y con el NI (12.589 N) en comparacion con el valor inicial de 13.425 N. Es decir, al
término de 10 dias de almacenamiento en frio, la firmeza de las guayabas control
disminuyo en un 20.90%, mientras que las guayabas con el tratamiento con la CB
a base del NI, AL y NP-BCO presentaron una pérdida del 6.22, 20.86 y 15.91%
respectivamente. Esto coincide por lo reportado por Nur y cols. (2023), quienes
elaboraron cubiertas de quitosano y AE de canela para su aplicacién en guayabas
para prolongar su vida util y observaron una menor pérdida de la firmeza con la
aplicacion de la cubierta, comparada con la firmeza de la guayaba sin recubrir. En
bibliografia, se ha descrito que el ablandamiento de la guayaba se ve afectado por
la concentracion de etileno (hormona de la maduracion presente en frutos

climatéricos), ya que puede intensificar la actividad enzimatica de los componentes

124



de la pared celular causando flacidez del tejido. Dado que el nivel de produccién de
etileno esté fuertemente relacionado con la tasa de respiracién, disminuir la tasa de
respiracion es clave para preservar la firmeza de la guayaba recién cortada (Forato,
et al., 2015).

Otro parametro que fue evaluado en los frutos hortofruticolas, fue la
determinacién de los sdélidos solubles totales (SST), los cuéles se reportan como
°Brix. Este valor indica la cantidad de azucar (sacarosa) presente en la fruta y su
importancia radica en que la normativa de algunos productos hortofruticolas,
(incluyendo a la fresa y guayaba cuyos valores reportados son de 7- 10 °Brix y de
8- 12 °Brix a 25 °C, respectivamente) exige que se mantenga un contenido de
sélidos de azucar determinado para su comercializacion (Gomez, 2012). Es
importante mencionar que, durante el proceso de maduracion, la acumulacion de
azucar depende de la degradacion del almidén, principal compuesto de
almacenamiento energético tanto de la fresa, como de la guayaba. Posterior a su
cosecha, la degradacion del almidon en los productos hortofruticolas se ve afectada
por factores exogenos, llegando hasta la completa descomposicion del
polisacarido, lo que influye en la calidad nutricional de los frutos (Albornoz, et al.,
2019). Como se puede observar en la Figura 27Ay 27B, se muestran los resultados
obtenidos en la determinacién de los SST en fresa y guayaba, respectivamente. En
el caso especifico de la fresa, se puede observar que los frutos después de 10 dias
de almacenamiento que presentaban la menor cantidad de SST, fueron aquellos
recubiertos con el NI (valor de 9.643 °Brix) comparados con el control (11.703 °Brix)
y los recubiertos con AL (10.853 °Brix) y NP-blanco (10.120 °Brix). Lo cual indica,

gue el proceso de maduracion de la fresa fue méas lento con la CB-NI, prolongando
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asi su calidad nutricional por méas tiempo. Este efecto observado, es el deseado ya
gue lo que se pretende, es que la CB sea capaz de disminuir el metabolismo de las
fresas y por ende, reducir la sintesis de los SST, ya que durante la maduracion, el
contenido de almidén decrece y el de los SST aumenta. Estos mismos resultados,
fueron reportados por Petriccione y cols. (2015) quienes aplicaron a fresas
recubrimientos de quitosano y observaron una menor cantidad de SST comparada
con las fresas sin recubrir. También, Shirzad y cols. (2021), elaboraron cubiertas
con AE de Aloysia citrodora, y observaron que su aplicacion en fresas, favorecia la
disminucién de la cantidad de SST, comparadas con las fresas no tratadas.
En el caso particular de la guayaba, se observé también que los frutos recubiertos
con el NI presentaban una menor cantidad de SST (valor de 10.753 °Brix),
comparadas con las control (12.350 °Brix), las recubiertas con AL (11.413 °Brix) y
con NP-blanco (11.306 °Brix). Esto coincide con lo reportado por Nury cols. (2023)
guienes aplicaron un recubrimiento de quitosano con AE de canela a guayabas, y
observaron que estos frutos recubiertos, presentaban una menor cantidad de SST.
Esto podria deberse a que la incorporacibn de AE en las cubiertas puede
potencializar la resistencia de la cubierta a la difusion de gases debido a la
naturaleza lipofilica de los AE (Sanchez-Gonzalez, et al., 2011). Por lo tanto, la
presencia del AE-Lg en la CB, podria ralentizar eficazmente la maduracion, y por
ende una menor sintesis de SST.

Otro parametro, que esta muy relacionado con los SST, es el porcentaje
de acidez titulable (%AT). Cabe resaltar, que la acidez de un fruto representa el
contenido de acidos en él y en la mayoria de los productos hortofruticolas disminuye

durante el proceso de maduracion. EI %AT fue expresado en g del &acido
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mayoritario, el cual para la fresa y la guayaba es el 4cido citrico. En la Figura 28A
se muestran los resultados obtenidos en la medicion del %AT en fresas. Como se
puede observar, en el dia 0 los frutos presentaron un %AT de 1.036%. Una vez
transcurrido el tiempo de almacenamiento de 10 dias a 4 °C, las fresas recubiertas
con el NI, presentaron un mayor %AT (0.926%), comparados con las fresas sin
recubrimiento (0.683%), con recubrimiento de AL (0.746%) y de NP-blanco
(0.880%). Esto coincide con lo reportado por Petriccione y cols. (2015) quienes
elaboraron cubiertas de quitosano y se demostro que las fresas con las cubiertas
presentaban un valor mayor de %AT comparadas con las fresas sin recubrir. Asi
mismo, estudios previos han sugerido que la mayor pérdida de acidez en frutas sin
recubrimiento se debe a que los acidos organicos son utilizados como sustratos en
el metabolismo respiratorio durante el almacenamiento del fruto. Es por esto, que
la aplicacion de la CB-NI tendria un papel importante en retrasar la maduracion de
las fresas durante su almacenamiento al disminuir la pérdida de acidez.

En la Figura 28B, se puede observar los resultados obtenidos en la determinacion
del %AT en guayabas y coinciden con los observados en la fresa. La guayaba
presenté un valor %AT inicial de 0.956%. Después de 10 dias, las guayabas control
presentaban un valor menor de %AT (0.643%) comparadas con las guayabas
recubiertas con AL (0.750%), con NP-blanco (0.776%) y con el NI (0.85%). Esto
coincide con lo reportado por Nur y cols. (2023) quienes aplicaron a guayabas una
cubierta de quitosano y AE de canela, y establecieron que su aplicacibn mantenia
durante mas tiempo el %AT. Esto mismo, coincide con lo reportado por Sharma y
Singh (2021) quienes elaboraron cubiertas a base de proteina de linaza para su

aplicaciéon en guayabas recién cortadas. En este estudio, se determiné que la
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presencia de la cubierta en el fruto mantenia el %AT por mas dias con respecto a
las guayabas sin cubiertas.

Asi mismo, otro parametro que esta directamente relacionado con el %AT
es la determinacion del pH, el cual constituye, en un vegetal, una medida de los
protones cedidos al agua por parte de las especies con actividad &cida en el fruto.
Este parametro esta determinado por la fuerza de los acidos presentes en el fruto
y su valor depende mas del tipo de &cido que de la concentracion (Hernandez,
2013). En la Figura 29A, se observan los resultados obtenidos durante la medicion
del pH en las fresas, en donde se muestra que el pH inicial fue de 3.843 y después
del tiempo de almacenamiento de 10 dias a 4 °C, aumento a 4.11. A diferencia de
las fresas recubiertas con el NI que el aumento del pH fue ligeramente menor (3.97),
comparados con las fresas sin recubrir (4.11), con las recubiertas con AL (4.08) y
con NP-blanco (4.01). Esto coincide con los resultados obtenidos anteriormente, en
la determinacion del %AT, ya que entre mayor sea el %AT, menor sera el valor de
pH del fruto. Asi mismo, estos resultados coinciden con lo reportado por
Chiabrando y cols. (2018) quienes aplicaron cubiertas con un envasado activo a
fresas y encontraron que estas mantenian el nivel de pH inicial por mas tiempo,
comparadas con las no recubiertas.

En el caso especifico de las guayabas, en la Figura 29B se observa que el valor
inicial de pH era de 4.33 y transcurridos los 10 dias de almacenamiento a 4 °C,
aumento a 4.57. A diferencia de las guayabas recubiertas con el NI que se mantuvo
casi con el mismo valor inicial de pH (4.36), comparados con las guayabas sin
recubrir (4.57), con las recubiertas con AL (4.45) y con NP-blanco (4.40). Estos

resultados coinciden por Grande-Tovar y cols. (2019), quienes aplicaron cubiertas
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de quitosano con AE de Ruta graveolens a guayabas, y se establecido que su
aplicacion mantenia el pH de las guayabas por un tiempo mas prolongado
comparado con las guayabas sin recubrir. Es bien sabido que un aumento en el pH
se traduce como una reduccion en la acidez, la cual estd relacionada con la
maduracion del fruto, durante el cual la degradacién del almidén provoca la
acumulacién de azucar, y al mismo tiempo, los acidos organicos disminuyen al ser

utilizados como sustratos en la respiracion del fruto (Beauvoit, et al., 2018).

Posteriormente, se realizd un analisis del cambio de color, cuyo parametro es el
cambio mas notorio que experimentan los productos hortofruticolas durante la
maduracion (Gomez, 2012). En la industria alimentaria, para medir el cambio de
color de los productos hortofruticolas, se han establecido coordenadas expresadas
en valores numeéricos, que permiten correlacionar el color con la madurez. La
Commission Internationale de I'Eclairage (CIE), ha definido espacios de color,
L*a*b*, para comunicar y expresar el color objetivamente. El espacio de color
L*a*b*, también referido como CIELAB, es una teoria de color oponente que
establece que dos colores no pueden ser rojo y verde al mismo tiempo, o amarillo
y azul al mismo tiempo. L*indica la luminosidad y a* y b* son las coordenadas
cromaticas (+a* indica rojo, —a* indica verde, +b* indica amarillo y —b* indica azul).
En la Figura 30A se muestran los resultados obtenidos en la determinacién de
cambio de color de la fresa. Se puede observar que las fresas recubiertas con el
NI, después de 10 dias de almacenamiento a 4 °C, presentaban un menor cambio
de color (7.66) comparadas con las fresas sin recubrir (17.48), con las recubiertas

con AL (14.42) y con NP-blanco (12.61). Esto coincide por Petriccione y cols.
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(2015), quienes aplicaron recubrimientos de quitosano a fresas, y encontraron que
estas cubiertas mantenian por un tiempo méas prolongado el color de las fresas,
comparadas con las fresas sin recubrimiento. En cuanto a la Figura 30B se
muestran los resultados en el cambio de color de las guayabas y se observa un
comportamiento similar, después del tiempo de almacenamiento de 10 dias a 4 °C.
También, las guayabas recubiertas con el NI presentaban un menor cambio de
color (9.52), comparadas con las guayabas sin recubrir (19.20), con las recubiertas
con AL (16.87) y con NP-blanco (14.58). Esto coincide por reportado por Grande-
Tovar y cols. (2019), quienes aplicaron cubiertas de quitosano con AE de Ruta
graveolens a guayabas, y se establecio que su aplicacidon mantenia el color de las

guayabas por un tiempo mas prolongado, comparado con las guayabas sin recubrir.

Para validar la funcionalidad de la CB-NI, se aplico en fresas y guayabas y
se llevo a cabo un control del dafio microbioldgico visual. El crecimiento fungico en
la superficie de la fresa comenzo a observarse rapidamente en las muestras control,
posterior a los 7 dias de almacenamiento a 4°C. Después de 15 dias, las fresas
presentaban dafios microbiolégicos considerables (Figura 31A). Cabe mencionar
gue, tanto las fresas como las guayabas recubiertas con AL (Figura 31B) y con NP-
BCO (Figura 31C) también mostraron dafio microbiolégico y una disminucion de la
calidad fisica del fruto después del tiempo de almacenamiento. Por otro lado, las
fresas y guayabas recubiertas con la CB-NI no presentaron dafio microbiol6gico
(Figura 31D). Es decir la CB-NI fue la mas eficiente para reducir la descomposiciéon
fungica y bacteriana con actividad antimicrobiana eficaz la cual reduce el deterioro

de las fresas y guayabas en refrigeracién. Con lo anterior, se puso en evidencia la
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funcion de la CB-NI de actuar como barrera entre el fruto y el medio ambiente, lo
gue frenaria el crecimiento microbiano externo al menos por 15 dias para la fresa 'y
25 dias para la guayaba. Cabe resaltar que la vida de anaquel reportada es de 7 a
10 dias para la fresa y de 15 dias para la guayaba, por lo que se cumplié con el
objetivo de aumentar la vida de anaquel de estos productos hortofruticolas.

Una vez validada la funcionalidad de la CB-NI, se evalu6 el perfil de liberacién
del AE-Lg en la CB-NI sobre fresa y guayaba. Cabe mencionar que, de los tres
compuestos de seguimiento, Unicamente el carvacrol fue detectado por el método
analitico validado. En la Figura 32, se presenta el perfil de liberacién y se observa
gue si bien la CB-NI en los frutos presenta el mismo perfil de liberacion que el NIy
la CB-NI, el porcentaje de carvacrol liberado present6 una disminucion significativa.
Después de 48 horas, se obtuvo un porcentaje liberacién del carvacrol de solo el
35% cuando recubria la fresa y del 30% en la guayaba. Esta diferencia podria
deberse a la volatilidad del carvacrol o también a la posible difusion del carvacrol
hacia el parénquima de los frutos. Tampucci y cols. (2021), elaboraron CB de
guitosano con tirosol para aplicarlos en tomates y establecieron que después de 1
h, se detect6 0.22 mg de tirosol en el tomate. Cabe resaltar que, aunque se ha
investigado ampliamente la aplicacibn de cubiertas activas enriquecidas con
moléculas antimicrobianas y antioxidantes para la conservaciéon de los alimentos,
la mayoria de los estudios ho mencionan la posible liberacion y permanencia del

activo sobre el fruto.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

La técnica de nanoprecipitacion permitié obtener un Nanoingrediente (NI) a
base de nanocapsulas con aceite esencial de Lippia graveolens
homogéneo, estable y con una eficiencia de encapsulacion mayor al 50%.
Se obtuvieron cubiertas biopoliméricas (CB) transparentes y flexibles por la
técnica de casting con excelentes propiedades fisicas al disminuir la
permeacion al vapor de agua, aumentar la resistencia al rompimiento, la
adhesion y presentar actividad antibacteriana.

El NI con aceite esencial de Lippia graveolens 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.
El método de microextraccion en fase solida 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-Lg
presentes.

La CB-NI aplicada en fresa y guayaba aumentd la calidad poscosecha y la
vida util por 15 y 25 dias respectivamente al presentar menor porcentaje de
pérdida de peso y firmeza, mayor %AT y menor cantidad de SST y cambio

de color mostrando asi su funcionalidad como CB a base de un NI.

132



CAPITULO VI

PERSPECTIVAS

Evaluar el porcentaje de permeabilidad de gases (02 y CO3) de la CB por un
método manomeétrico en un dispositivo de prueba de permeacion.
Evaluar la actividad antifungica de la CB-NI frente a diversos hongos

fitopatdgenos.
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CAPITULO VIII

ANEXOS
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ANEXO A

EVALUACION DE LA CALIDAD POSCOSECHA Y LA VIDA UTIL DE

FRESA Y GUAYABA

A) Cambios de peso y firmeza
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Figura Al. Porcentaje de pérdida de peso de frutos recubiertos con AL,

NP-blanco, NI y el control (sin CB) durante el almacenamiento a 25°C

en fresa (A) y guayaba (B) después de 2, 4 y 6 dias de su aplicacion.
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Figura A2. Firmeza de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, Nl y el
control (sin CB) durante el almacenamiento a 25°C en fresa (A) y

guayaba (B) después de 1y 5 dias de su aplicacién.
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B) Evaluacion de los sdlidos solubles totales
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Figura A3. Sdlidos solubles totales de frutos recubiertos con AL,

NP-blanco, NI y el control (sin CB) durante el almacenamiento a 25°C

en fresa (A) y guayaba (B).
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C) Acidez titulable y pH
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Figura A4. Acidez titulable de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI

y el control (sin CB) durante el almacenamiento a 25°C en fresa (A) y

guayaba (B).
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Figura A5. pH de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI y el control

(sin CB) durante el almacenamiento a 25°C en fresa (A) y guayaba (B).
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D) Cambio de color
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Figura A6. Cambio de color de frutos recubiertos con AL, NP-blanco, NI
y el control (sin CB) durante el almacenamiento a 25°C en fresa (A) y

guayaba (B) después de 5 dias de almacenamiento.

170




A)

ANEXO B

Analisis por HS-SPME-CG-FID de los productos hortofruticolas control sin

CB-NI.
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Figura B1. Cromatogramas de los productos hortofruticolas control de la
A) fresa y B) guayaba sin recubrimiento obtenidos con el método de HS-
SPME por CG-FID validado.
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