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RESUMEN

La mayoria de los materiales de envasado tradicionales se han obtenido de fuentes fosiles y
no son biodegradables, lo que aumenta la contaminacién ambiental. Esta problematica despierta el
interés de evaluar nuevas materias primas de fuentes renovables, como la proteina de suero lacteo
para el desarrollo de materiales de envasado, especialmente para producir peliculas activas
biodegradables. Esta investigacion tuvo como objetivo general desarrollar un envase activo
biodegradable a partir de proteinas de lactosuero (PCL) y nanoemulsiones encapsulando a-
tocoferol (a-TOC) como antioxidante y natamicina (NAT) como antimicrobiano. Se fabricaron
nanosuspensiones de NAT y nanoemulsiones de «-TOC (O/W) mediante el método de
homogenizacién de alta cizalla, se caracterizaron y se incorporaron a la solucién formadora de
pelicula formuladas con PCL, glicerol y agua; obteniendo cuatro peliculas por el método solvent-
casting con 300 ppm NAT, 2% (m/m) a-TOC y ambas. Las peliculas se caracterizaron en sus
propiedades fisicoquimicas, mecanicas, Opticas, barrera de vapor de agua, FTIR, microestructura,
actividad antioxidante, antimicrobiana y biodegradabilidad. Se evalué la migracion mediante
modelacion multiescalay la migracion experimental de la NAT y el a-TOC invitro y en el envasado
pelicula-queso a 4, 14 y 25 °C. Los tamafos de particula obtenidos fueron nanométricos con
distribucion monomodal. Las peliculas activas no presentaron defectos a simple vista, no
presentaron diferencias significativas en el espesor y humedad (p>0.05); la solubilidad, opacidad,
la diferencia de color total, la barrera de luz UV-Vis, angulo de contacto y la permeabilidad al
vapor de agua aumentaron cuando se incorporaron compuestos a la pelicula mejorando algunas de
las propiedades (p<0.05); se obtuvieron peliculas estirables, menos resistentes y rigidas (p<0.05),
debido al aumento del porcentaje de elongacion, disminucion de la tension de rotura y el médulo
elastico; se conservo la capacidad antifungica y antioxidante, con un 90% de biodegradabilidad a
21 dias en compost. Se confirmd la migracion experimental de NAT y a-TOC en ambos sistemas,
pudiéndose utilizar la modelacion multiescala en la comprension del mecanismo de migracion. Las
peliculas activas desarrolladas presentan un potencial para ser utilizados como envases

alimentarios.

Palabras clave: Natamicina, a-Tocoferol, proteina de lactosuero, envasado activo,

modelacion multiescala.
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ABSTRACT

Most of the traditional packaging materials have been obtained from fossil sources and are
non-biodegradable, which increases environmental pollution. This problem arises interest to
evaluate new raw materials from renewable sources to develop whey protein as a food packaging
material, to produce biodegradable active films. The general aim of this research was to create a
biodegradable active package from whey proteins (PCL) and nanoemulsions encapsulating o-
tocopherol (a-TOC) as an antioxidant and natamycin (NAT) as an antimicrobial. NAT
nanosuspensions and o-TOC (O/W) nanoemulsions manufactured by the high shear
homogenization method, characterized and incorporated into the film-forming solution formulated
with PCL, glycerol, and water. Four films were obtained using a solvent-casting method with 300
ppm NAT, 2% (m/m) a-TOC, and both. The films were characterized in their physicochemical,
mechanical, optical, water vapor barrier, FTIR, microstructure, antioxidant, antimicrobial activity,
and biodegradability. Migration was evaluated by multiscale modeling and experimental migration
of NAT and a-TOC in vitro and film-cheese packaging at 4, 14, and 25 °C. The particle sizes
obtained were nanometric with the monomodal distribution. The active films did not present
defects, with smooth surface, compact morphology, and did not present significant differences for
thickness and moisture (p>0.05); solubility, opacity, total color difference, UV-Vis light barrier,
contact angle, and water vapor permeability increased when compounds were incorporated into the
film, improving some properties (p<0.05). Stretchable, less resistant, and rigid films were obtained
(p<0.05) due to increased percentage elongation at break, decreased tensile strength, and elastic
modulus. The antifungal and antioxidant capacity was preserved, with 90% of biodegradability at
21 days in compost. The experimental migration of NAT and a-TOC was confirmed in both
systems, and multiscale modeling could be used to understand the migration mechanism. The

active films developed have the potential to be used as food packaging.

Keywords: Natamycin, a-Tocopherol, whey protein, active packaging, multiscale

modeling
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1. INTRODUCCION

En la Gltima década, se han realizado grandes esfuerzos para reducir la cantidad de desechos
asociados con el consumo de alimentos y el uso de materiales plasticos, en particular en el
desarrollo de materiales de envasado que sean amigables con el ambiente, dado que, la generacion
de residuos plasticos crece rapidamente con el aumento de la poblacion, y se ha estimado que la
generacion mundial de desechos se duplicara en el afio 2050 y se triplicara en el 2100 (Ferdous et
al., 2021). Una investigacion realizada por (Zhao, Lv, y Ni 2018) present6 una estadistica sobre la
generacion de desechos plasticos, llegando a 6300 millones de toneladas, donde el 79% se desecha,
el 12% se quema y solo el 9% se recicla; de igual forma, los vertederos y la incineracion son
métodos tradicionales para manejar los desechos plasticos que tienen un impacto ambiental
negativo (Abdul-Khalil et al., 2016). Este contexto ha llevado a la implementacion de leyes sobre
el uso razonable de materiales plasticos, como en el caso de Europa con respecto a la reduccion del
consumo de bolsas plésticas ligeras con la Directiva (UE) 2015/720. El creciente problema mundial
de la contaminacion de los plasticos derivados del petréleo y la necesidad de generar nuevos
materiales como alternativas para el envasado de alimentos han abierto un campo de investigacion

para el desarrollo de materiales biodegradables a partir de fuentes renovables (Almasi et al., 2021).

Una alternativa al plastico a base de petréleo podrian ser materiales basados en biopolimeros
derivados de fuentes animales como el colageno (Cazén et al., 2017; Marangoni et al., 2021; Shi
etal., 2019), gelatina (Dammak et al., 2019; Shankar et al., 2019), coldgeno y quitosano (Andonegi
et al. 2020; Bhuimbar et al., 2019; Sionkowska et al., 2020), quitosano (Li et al., 2021; Mohamed
y Madian 2020; Yeamsuksawat y Liang 2019)(Yeamsuksawat and Liang 2019), gelatina y
quitosano (Bonilla y Sobral 2016; Pérez-Cordoba et al., 2018); caseina (Picchio et al., 2018),
proteinas de suero aisladas o suero concentrado (Ghadetaj et al., 2018; Schmid et al., 2018); o de
fuentes vegetales, como alginato (Ifiguez-Moreno et al., 2021; Szekalska et al., 2019), celulosa
(Cazonetal., 2018; Lavoine et al., 2016; Song et al., 2021; Zhao et al., 2019), almidon (Ballesteros-
Martinez et al., 2020; Gonzalez-Forte et al., 2019; Ollé Resa et al., 2016; Zam y Ali 2018), pectina
(Shivangi et al., 2021), pectina y gluten (Sartori et al., 2018), zeina (Xue et al., 2021), entre otros.
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Las proteinas del suero han sido de gran interés porque, en la actualidad, la produccién
mundial total de suero de queso anualmente es de aproximadamente 1.8 - 1.9 x 108 toneladas (Zhou
et al., 2019). Las proteinas predominantes en ¢l suero son la a-lactoalbimina y la B-lactoglobulina,
con un alto valor nutricional que representa aproximadamente el 50% y el 20% del contenido total
de proteinas, estas proteinas pueden formar emulsiones, espumas, geles y un alto potencial para
formar biopolimeros. materiales basados para aplicaciones alimentarias (Ghadetaj et al., 2018;
Ozer et al., 2016; Schmid at al., 2018; Shokri y Ehsani 2017). Los materiales de embalaje hechos
con estas proteinas también son comestibles y biodegradables, presentando una adecuada barrera
a los gases en comparacion con los pléasticos convencionales (Oymaci y Altinkaya 2016). Ademas,
todos estos materiales pueden servir como vehiculos de compuestos bioactivos que permiten el

desarrollo de envases de alimentos (Atarés y Chiralt 2016).

En relacion a los compuestos activos de caréacter antimicrobiano, y teniendo en cuenta que
una causa del deterioro de los alimentos corresponde al crecimiento de microorganismos, como
mohos y levaduras, que comprometen la estabilidad de los alimentos y amenazan la seguridad del
consumidor porque pueden producir micotoxinas (Moatsou et al., 2015); diversos autores han
estudiado fungicidas, extractos naturales, enzimas, bacteriocinas y &cidos orgéanicos para su
aplicacion en peliculas biodegradables (Altenhofen et al., 2012; Krause etl al., 2012; Pintado et al.,
2010). Un agente antifungico de interés en este estudio es la natamicina, el cual se usa ampliamente
para prevenir la contaminacion por levaduras y mohos en diferentes productos alimenticios. La
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha considerado este aditivo como un
producto reconocido como seguro y la Unién Europea como un conservante natural (E235) y

ademas presenta ventajas como aditivo porque no tiene color, olor ni sabor.

La oxidacion de los lipidos es otra causa del deterioro de los alimentos y tiene efectos sobre
los malos olores, la pérdida de color, los compuestos nocivos y el desarrollo de sabores
desagradables. El o-tocoferol es generalmente aceptado como un antioxidante lipidico, se
recomienda su uso en alimentos que contienen grasas, aceites y se ha utilizado en peliculas
comestibles de quitosano (Martins et al., 2012), metilcelulosa (Noronha et al. 2014), proteina
concentradas de suero (Shokri y Ehsani 2017), carboximetilcelulosa (Martelli et al., 2017) y
gelatina-quitosano (Bonilla 'y Sobral 2016; Pérez-Cordoba et al., 2018; Pérez y Sobral 2017). Los
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tocoferoles fueron clasificados como sustancias generalmente seguras GRAS para productos
alimenticios por el Codigo de Regulaciones Federales; Por lo tanto, el uso de a-tocoferol como
antioxidante natural ha aumentado el interés en proteger y extender la vida Util en los alimentos
(Granda-Restrepo et al., 2009; Shokri y Ehsani 2017). Aunque el a-tocoferol es poco soluble en
sistemas acuosos y es muy dificil de incorporar dentro de la formacion de peliculas, que son
sistemas hidrofilos o acuosos, la incorporacion de a-tocoferol en la matriz del biopolimero se ve
facilitada por emulsiones o nanoemulsiones (Pérez-Cordoba et al., 2018). Por esta razon, existe la
oportunidad de incorporar los compuestos activos de origen natural y reconocidos como GRAS en
el material de envase para que desde el envase ejerzan su funciébn como antioxidantes y

antifangicos.

En la terminologia del envasado de alimentos, la migracion se usa generalmente para
describir la transferencia de un compuesto de interés desde el envase hacia el alimento, este
fendmeno ha involucrado el estudio del coeficiente de difusion desde diferentes matrices
poliméricas (Bierhalz et al., 2012; Granda-Restrepo et al., 2009; Manzanarez-L0pez et al., 2011;
Mascheroni et al., 2010; Mercea et al., 2018; Pocas et al., 2008; Samsudin et al., 2018; Suppakul
et al., 2011; Vitrac et al., 2007; Yeamsuksawat y Liang 2019). Una alternativa novedosa en el
estudio de la migracion de compuestos activos en un material de envase, denominada como la
modelacion multiescala, permite estudiar el fendmeno de transferencia de masa vinculados en
diferentes escalas para modelar y predecir propiedades de transporte, mecanicas, estructurales,
entre otras (Fermegliay Pricl 2007; Hernandez 2008; Urrea-Quintero et al., 2020). En concordancia
del contexto antes mencionado, es necesario el estudio de la incorporacion de una nanosuspension
de natamicina y una nanoemulsion de a-Tocoferol en peliculas elaboradas de proteina concentrada

de lactosuero en contacto con queso doble crema a diferentes temperaturas de almacenamiento.
Este documento esta conformado por varias secciones:
Seccion 1. Introduccion. Se contextualiza esta tesis en el area del envasado de alimentos con

la presentacion del planteamiento del problema, los objetivos de la tesis con su respectiva

hipdtesis de investigacion.
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Seccion 2. Marco tedrico. Se presentan los materiales de envase convencionales y
biodegradables para alimentos, haciendo un énfasis en las caracteristicas y propiedades de
las proteinas del lactosuero en la fabricacion de envases biodegradables; también se muestra
el envasado activo en el control de reacciones de deterioro de alimentos a traves de la
incorporacion de diversos agentes, en especial se presenta la natamicina y el a-Tocoferol
como antifungico y antioxidante respectivamente; ademas, se conocen los aspectos clave en
la fabricacion de nanosuspensiones y nanoemulsiones como técnicas para la reduccion de
tamafo a escala nanomeétrico; por ultimo, se detallan los diversos modelos derivados de la
segunda ley de Fick, los cuales se han aplicado en la migracion de compuestos activos
incorporados en diversas matrices poliméricas, al mismo tiempo que se presenta una
novedosa metodologia de modelacion en diferentes escalas (modelacion multiescala)
aplicadas en el sistema de envasado estudiado en esta tesis (pelicula en contacto con queso

doble crema).

Seccion 3. Metodologia. Se retnen los materiales utilizados, la metodologia propuesta de
fabricacion de la nanosuspension de natamicina y la nanoemulsion de a-Tocoferol con su
respectiva optimizacion para obtener el menor tamafio de gota; posteriormente se propone la
caracterizacion general de las anteriores dispersiones, en especial conociendo la
concentracion minima inhibitoria y la capacidad antioxidante antes de ser incorporadas a la
pelicula de proteina concentrada de lactosuero, ademas, se producen diversos tipos de
peliculas con/sin compuestos activos, las cuales, deben ser caracterizadas, especialmente su
biodegradabilidad; posterior a ello se presenta el estudio propuesto para la migracién in vitro
y en el sistema real (pelicula/queso) a tres temperaturas, donde, para determinar los
coeficientes de particion y de difusion respectivamente, se utiliza una solucién a la segunda
ley de Fick. Al sistema de envasado real se aplica la modelacion multiescala, donde se trabaja
la escala nanométrica, meso y macrometrica respectivamente, con ellas se conocen los
coeficientes de difusion nanométricos, perfiles de concentracion a las temperaturas
evaluadas, por ultimo, se cuantifica el hexanal en queso como indicador de la oxidacion

lipidica.
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Seccion 4. Resultados, analisis y discusion. Es esta seccion se presentan y se discuten cada
uno de los resultados referentes a las pruebas detalladas en la metodologia.

Seccion 5. Corresponde a las conclusiones del estudio realizado.

1.1. Planteamiento del Problema

El plastico se ha convertido en uno de los materiales mas utilizados en nuestra vida
cotidiana. Sus notables propiedades los han hecho imprescindibles en diversos sectores, generando
beneficios para la sociedad, y especificamente en la industria de alimentos, donde se han utilizado
para proteger y conservar los alimentos ayudando a reducir su desperdicio; en contraposicién a
esto, la mayoria de los materiales utilizados como envases alimentarios estan fabricados de
polimeros derivados del petréleo y otros aditivos, y sumado el consumo excesivo y la inadecuada
disposicion de residuos plasticos causan serias consecuencias ambientales ya que no son
biodegradables después de ser desechados (Zhao et al., 2018), ademas, sin una accién urgente,
estos residuos aumentaran para el 2050 a 408 millones de toneladas, representando un 70%

respecto a los niveles actuales (Ferdous et al., 2021; Kaza et al., 2018).

Ahora bien, ésta problematica ha llevado a la necesidad de explorar otras fuentes
preferiblemente renovables para obtener materias primas que permitan el desarrollo de materiales
que puedan cumplir con la funcién de envases, que ademas de proteger y conservar el alimento
sean amigables con el medio ambiente; en este sentido los procesos de transformacién de la
industria alimentaria generan gran cantidad de residuos con altos contenidos de carbohidratos,
proteinas y otros componentes que pueden ser nuevamente aprovechados. Para ilustrar esta
situacion, se menciona el caso de la industria lactea, la cual, en el proceso de trasformacion de la
leche en queso, genera como residuo el lactosuero, que a nivel mundial representa una produccion
anual aproximada de 1.8-1.9 x 10® toneladas (Zhou et al., 2019), y en Colombia de 2.043.000
toneladas-afio, las cuales pueden convertirse en un contaminante de efluentes al no darle un buen

uso (Minagricultura 2020).
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Las proteinas del lactosuero se han identificado como una materia prima idénea en la
elaboracion de peliculas y recubrimientos, esto se debe a la a-lactoalbimina y la B-lactoglobulina
representan el 20% y 50% en el suero respectivamente (Deeth y Bansal 2019), ademas se ha
resaltado un uso especial de estas en presentacion de proteinas aisladas o concentradas de
lactosuero en el envasado activo mediante la incorporacion de diferentes compuestos, tal es el caso
de nanoparticulas de zeina (Oymaci y Altinkaya 2016), nanoparticulas de TiO, nanofibras de
celulosa y aceite esencial de romero (Alizadeh-Sani et al., 2018), aceite esencial de
Grammosciadium ptrocarpum Bioss (Ghadetaj et al., 2018), quitosano (Brink et al., 2019), aceite
de bergamota estabilizada con nanocelulosa (Sogut 2020), acetite esencial de canela con nanofibras
de quitosano (Mohammadi et al., 2020), entro otros, buscando asi, mejorar la funcionalidad de los
materiales, reducir el proceso de deterioro y aumentar la vida util del alimento mediante la
liberacion de aditivos antimicrobianos o antioxidantes. Aunque se han realizado progresos
considerables en el desarrollo de envases activos utilizando biopolimeros, ain son necesarios
estudios exhaustivos en la caracterizacion y la evaluacion del comportamiento de los compuestos
incorporados en el material de envase, teniendo muy presente sus interacciones en el sistema

envase-alimento.

Dentro del marco del envasado activo, el interés del presente trabajo es evaluar una mezcla
de un antifangico (E235: natamicina) y un antioxidante (E307: a-tocoferol o vitamina E) en la
escala nanométrica, siendo estas sustancias generalmente reconocidas como seguras segun la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, la Organizacion Mundial de la Salud y la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos. La natamicina se ha
utilizado para inhibir el crecimiento de mohos y levaduras, especialmente en superficies de queso
(Gonzélez-Forte et al., 2019; Grafia et al., 2018; Romero et al., 2016). Por otro lado, el a-tocoferol
es un antioxidante de caréacter lipidico recomendado en alimentos que contengan grasas Yy aceites,
éste actua previniendo o reduciendo la oxidacion lipidica que es otra causa del deterioro de los
alimentos (Fang et al., 2019; Yeamsuksawat y Liang 2019). En vista que estos aditivos se han
utilizado en escala macroscopica y por separado se debe profundizar en el estudio de su

comportamiento en tamafio nanomeétrico incorporado en el material de envase de interés.
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Por ultimo, pero no menos importante es la evaluacion de la migracion de los agentes activos
desde el material de envase hacia el alimento, que tradicionalmente se ha realizado mediante
modelos matematicos obtenidos a partir de la segunda ley de Fick aplicada en materiales plasticos
como el polietileno de baja densidad y etilen vinil acetato (GilakHakimabadi et al. 2019),
polietileno de alta densidad y polipropileno (Mercea et al. 2018), entre otros; no obstante, es poco
frecuente el uso de la modelacion en los envases activos fabricados con biopolimeros como, por
ejemplo, almidén (Tampau et al., 2018), acido poli lactico (Samsudin et al., 2018), entre otros.
Yang et al., (2019) menciona que, a pesar de los avances logrados en la modelacién de diversas
propiedades de materiales a nivel macroscépico, sigue existiendo una gran incertidumbre sobre
como predecir y modelar muchas otras propiedades de interés industrial. Por consiguiente, la
modelacion multiescala como rama de la ciencia computacional de los materiales propicia una
prediccion rapida y precisa de las propiedades que van desde lo nano hasta lo macro del material
desarrollado, siendo de nuestro interés, la determinacion de los coeficientes de difusion a diferentes
temperaturas, complementando asi, el estudio de la migracion de los agentes activos desde la

pelicula hacia el medio-alimento.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General
Desarrollar un envase activo biodegradable a partir de proteinas de lactosuero y

nanoemulsiones encapsulando a-tocoferol como antioxidante y natamicina como antimicrobiano

para aumentar la vida atil de diferentes alimentos.

1.2.2. Objetivos Especificos

-Elaborar nanoemulsiones encapsulando a-tocoferol, natamicina y mezcla de ellos

garantizando la estabilidad para adicionarlas en las peliculas biopoliméricas.
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-Fabricar peliculas a partir de proteinas de lactosuero con la inclusion de las nanoemulsiones
de a-tocoferol y natamicina con la caracterizacion adecuada para ser utilizadas en el envasado de

alimentos.

-Establecer los mecanismos de la migracion del a-tocoferol y la natamicina incorporados

en el envase activo.

-Evaluar el efecto de a-tocoferol y natamicina en la extension de la vida atil de un alimento

graso.

-Evaluar la biodegradabilidad del envase activo con la incorporacion de los

nanocompuestos.

1.3. HipOtesis

La incorporacion de una nanoemulsion encapsulando a-tocoferol y una nanosuspension de
natamicina en un envase elaborado a partir de proteina concentrada de lactosuero, producen
peliculas activas, sin disminuir considerablemente las propiedades funcionales y fisicas del
material de envase desarrollado, ademas permite modificar el fendbmeno de migracion de los
compuestos adicionados con el fin de controlar las reacciones de deterioro en el sistema pelicula-

queso.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Envases de uso alimentario

Una definicion clésica de envase segin Robertson (2013) corresponde a un envoltorio de
un producto en una bolsa, caja, botella, bandeja, lata, entre otros; el envase debe realizar las
funciones de contener, proteger, de conveniencia y comunicacion con el consumidor; también

Yambrach et al., (2009) coincide con esta definicion y explica las cuatro funciones principales:

Contener. Es la funcion maés basica del envase, y la mayoria de los alimentos deben estar
contenidos en un envase antes de ser transportados, sin esto, la pérdida de producto y la
contaminacion serian generalizada, asi mismo, un envase defectuoso también puede generar

contaminacion.

Proteger. Esta es considerada como la funcion principal de un envase ya que, para la
mayoria de los alimentos, la proteccion del envase es primordial para la conservacion, esta
proteccion se realiza al proporcionar una barrera alrededor del alimento frente a influencias
externas como polvo, microorganismos, gases, vapor de agua, agua, olores, vibraciones, golpes y

fuerzas de compresion.

Conveniencia. Hace referencia a la constante adaptacion del envase a la evolucién del estilo
de vida de la sociedad, se tienen ejemplo de envases personales con comida lista para calentar,
cierres abre facil y resellables, envases reutilizables, entre otros; estas caracteristicas permiten que
los productos se utilicen cbmodamente siendo llamativos para el consumidor y a su vez promueve

las ventas para una compafiia.

Comunicacién. Un envase debe presentar la informacion necesaria al consumidor a través
de la etiqueta permitiendo que se tome la decision de compra, esto puede denominar al envase
como un vendedor silencioso, también permite a los mercados funcionar como autoservicio. Esta

informacidn consta de un codigo universal de producto, permite a los almacenes leer informacion
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del producto de manera inmediata para su distribucion, organizacion y posterior venta; otra

informacion que esta regulada en los paises es la informacion nutricional del alimento contenido.

2.1.1. Plasticos

Los pléasticos son materiales poliméricos a base de petrdleo, estos materiales industriales
son tipicos del siglo pasado, y desde 1950 su produccién ha aumentado desde 2 millones de
toneladas anuales (Mta) hasta 407 Mta en el 2015 (OCDE 2018), con una proyeccion de 408 Mta
al 2050 (Kaza et al., 2018), estos materiales presentan una creciente preocupacion de su disposicion
final, porgque no todo se recicla, no son biodegradables y no se tratan adecuadamente, siendo mas
facil arrojarlo a los vertederos. La problematica de generacion de desechos a nivel mundial ( Figura
1) muestra la cantidad de residuos totales generados por afio, especificando para este caso, los
residuos plasticos secos reciclables y de alimentos respectivamente, presentando proyecciones para
el 2030 y 2050.
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Figura 1. Generacién mundial de residuos generales, de plasticos y alimentos.

En la Tabla 1 se muestran los tipos de plastico mas comunes utilizados en la industria de
alimentos, el cdodigo de identificacion y el porcentaje de envases para alimentos segun el tipo de
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distribucion (Spruit y Almenar 2021); el mercado més grande de plasticos es la fabricacion de
envases con el 44.8% del consumo total en el rango 2002-2014 (Geyer et al., 2017).

Tabla 1. Estimacion del consumo minimo de materiales plasticos usados como envase

Plastico Cddigo Cadena de suministro

Tradicional (%)  Comercio virtual (%)

Tereftalato de Polietileno (PET) 1 47.4 52.6
Polietileno de Alta Densidad 2 66.7 33.3
(HDPE)

Policloruro de Vinilo (PVC) 3 * **
Polietileno de Baja Densidad 4 * **
(LDPE)

Polipropileno (PP) 5 60.0 40
Poliestireno (PS) 6 * **
Otros 7 * il

Adaptado de Spruit y Almenar (2021) . La suma de todos los *: 32.1% y **: 68.0 %

2.1.2. Bioplasticos

En vista de la problematica medioambiental ocasionada por los plasticos convencionales
producidos a partir de petréleo crudo, existe una primera alternativa mas sostenible, denominada
bioplasticos, cuentan con la misma estructura quimica y con la misma tecnologia de fabricacion de
sus contrapartes petroquimicas, pero muestran en su mayoria, mejores propiedades para su
procesamiento, uso y eliminacion; los bioplésticos son productos a base de biopolimeros, y se
pueden dividir en bioplasticos degradables y plasticos de origen bioldgico (Bioplastics 2020; 1fBB
2019).

Los bioplasticos degradables son materiales que pueden ser degradados por
microorganismos para formar agua y dioxido de carbono en condiciones aerobicas, y en
condiciones anaerdbicas forma agua y metano. Se pueden producir a partir de fuentes de carbono

bioldgicas o fosiles (Arikan y Ozsoy 2015).
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Los plasticos de origen bioldgico se fabrican a partir de biopolimeros de fuentes renovables
como el maiz, trigo, papa, cafia de azlcar, azicar de remolacha o celulosa de madera. Estos

plasticos no son necesariamente biodegradables (Arikan y Ozsoy 2015).

La produccion de estos bioplasticos en el 2019 fue alrededor de 3.8 Mt, representando el
1% del volumen de produccién de plasticos (GmbH 2020); los bioplésticos son utilizados en
diversas areas, desde envases, electronica, juguetes, entre otros, siendo el envasado el campo de
aplicacion més grande con una participacion del 59% del mercado (relacionado con la produccion
en el 2019), ademas la Tabla 2 muestra la participacion por el tipo de envase (flexible o rigido)

para un biopléastico biodegradable y no biodegradable.

Tabla 2. Produccidn de bioplasticos por tipo de polimero

Produccion Tipo de envase
(%) Participacion (%o)
Bioplastico Flexible Rigido
Biodegradable 43 16
Poli (Butilén Adipato-co-Tereftalato) PBAT 13.4
Succinato de polibutileno (PBS) 4.3
Poliécido lactico (PLA) 13.9
Polihidroxialcanoato (PHA) 1.2
Mezclas de almiddn 21.3
Otros 1.4
No biodegradable 16 30
Tereftalato de politrimetileno (PTT) 9.2
Polipropileno (PP) 0.9
Poliamida (PA) 11.6
Tereftalato de Polietileno (PET) 9.8
Polietileno (PE) 11.8
Otros 1.1

Adaptado de (Bioplastics 2020; 1fBB 2019)
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Aunque los biopléasticos son un buen sustituto de los plésticos sintéticos, estos presentan
algunas desventajas a tener en cuenta: los bioplésticos presentan un costo mas alto que los
materiales convencionales; aumenta la preocupacion sobre la disponibilidad y el uso de la tierra
destinada a la produccion de materias primas para producir bioplasticos, afectando los recursos
alimentarios (Peelman et al. 2013); en cuanto al reciclaje de estos materiales, se debe realizar por
separado de los plasticos convencionales; los bioplasticos no son compostables en el hogar porque
requieren un tratamiento industrial diferente y generalmente, no esta disponible en los sitios de

compostaje (Arikan y Ozsoy 2015).

Desde una perspectiva mas general, la biodegradabilidad no es solo un requisito funcional
de los bioplasticos, sino también una necesidad para la sostenibilidad que se debe dar en respuesta
a la creciente conciencia ambiental que exige a los materiales poseer atributos ecoldgicos y faciles
de usar (Arias et al., 2021). La constante investigacion sobre usos alternativos y fabricacion de
biopolimeros ve la oportunidad de utilizar y valorizar los residuos industriales, tal es el caso de los
excedentes en la produccién agricola y pesquera, dando ademéas un valor comercial a estos
desechos (de Moraes Crizel et al. 2016).

2.1.3. Peliculas y recubrimientos comestibles

Este tipo de materiales de envase estidn fabricados a partir de los recursos renovables
proporcionados por la industria alimenticia; su caracteristica de comestible es proporcionada por
la materia prima con la cual se ha elaborado: polisacaridos, proteinas y lipidos (Figura 2). En
general, estas materias primas permiten fabricar envases en forma de laminas, peliculas y
recubrimientos; las pelicula se caracterizan por tener un espesor < 254 um, de lo contrario sera
considerado como lamina u hoja ( > 254 um) y se forman por separado de los alimentos, mientras
que los recubrimientos son capas muy delgadas formadas directamente sobre la superficie de los
alimentos (Moeini et al., 2021; Robertson 2013; Yambrach et al., 2009). Aunque las peliculas y
recubrimientos comestibles no estan destinados a reemplazar completamente los envases sintéticos,
muchas de sus funciones son similares a estos uUltimos, ofreciendo una barrera selectiva para
disminuir la transferencia de diversos agentes que comprometen la calidad del alimento (humedad,

oxigeno, aromas, entre otros), las peliculas y recubrimientos permiten incluso la incorporacion de
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compuestos de interés que pueden aumentar la vida util del alimento, como es el caso de

antimicrobianos y antioxidantes (Realini y Marcos 2014).

BIOPOLIMEROS DE ORIGEN NATURAL

! '
Polisacaridos Proteina
* Almidon Animal
s Asror *  Colageno/Gelatina
«  Maiz *  Caseina
« Papa *  Suoero
+ Trigo
" Yuca > Vegetal
«  Otros
*  Gluten
« Zeina
- Celulosa - Soya

*  Carboximetilceluloza
+ Etilcelulosa

*  DMdetilcelulosa

*  Hidroxipropileelulosa
»  (ros

L

Quitonaso/Quitina

k4

Gomas

+  Alginato
+  Carragenano
*  Pectina

Adaptado de (Ramos 2011; Robertson 2013)

Figura 2. Clasificacidn de los materiales de envasado segun su origen.

Las caracteristicas funcionales mas importantes para una aplicacion particular de una
pelicula o recubrimiento dependen del producto alimenticio, no obstante, cada material
desarrollado pasa por una serie de analisis donde se evalUa la resistencia mecanica (Tabla 3), las
propiedades fisicas y de barrera (Tabla 4), claro esta, teniendo como referente un material de

envase sintético.
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Tabla 3. Propiedades mecanicas de diversos materiales de uso alimentario.

Resistencia a Elongacion Mod. Elastico

Material Rotura (MPa) (%) (MPa) Referencia

Polimero sintético

Polietileno de baja densidad 8 - 20 500-1000  300-500 (Robertson 2013)

Polietileno de alta densidad 29,3 859 NR

Polipropileno 30-40 400 -900 1000 - 2000

Poli alcohol vinilico 31.5 36.8 1623

Bioplastico

Poliacido lactico 40-63 9 2050 (Robertson 2013)

Tereftalato de politrimetileno 180 28-33 1830

Biopolimero de origen natural

Polisacaridos

Almidon 38.24 6.48 1666 (Ballesteros-Martinez
et al., 2020)

Metilcelulosa 25 29 NR (Cazon et al. 2017)

Quitosano 52.08 65.13 2005.04 (Mohamed y Madian
2020)

Carboximetilcelulosa 56 6.5 2719 (Martelli et al. 2017)

Proteina

Caseina 2.59 460.4 1.99 (Picchio et al., 2018)

Gelatina 33.6 15.0 1050 (Shankarvet al.,
2019)

Concentrada de suero 55.5 8.75 75.3 (Ramos et al. 2013)

Aislada de suero 65.0 9.65 21.6

Tabla 4. Propiedades de barrera, permeabilidad al vapor de agua y oxigeno de diversos

materiales de uso alimentario.

Material Condicioén

Permeabilidad (x10%°)

Vapor de
Agua

Oxigeno

(cm® cm/cm? s

(g/msPa) Pa)

Referencia
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Polimero sintético

Polietileno de baja densidad

Polietileno de alta densidad

Polipropileno
Poli alcohol vinilico

Biopolimero de origen natural

Polisacaridos

Almidon

Metilcelulosa

Quitosano

Carboximetilcelulosa

Proteina

Gelatina

Caseina

Concentrada de suero

Aislada de suero

50% HR
23 °C

57% RH
20 °C

50% RH
25°C
50% RH
20 °C
2-75% RH
25°C

53-100% HR

25°C

100-25% HR

25°C
50% HR
25°C

0.0073-
0.0097
0.0024
0.0049
0.0007-
0.0024

4.65 x 10710

NR

9.47 x 1011

1.12

2.03

1.93-2.14

28.08
35.33

519.44

3.33

0.75
NR

0.389

26.9

NR

NR

NR

NR

0.0081
0.0147

(Cazon et al.
2017), (Miller and
Krochta
1997)(Bonilla et
al. 2012)

(Ballesteros-
Martinez et al.,
2020; Bonilla et
al. 2012)
(Bonilla et al.,
2012)

(Lietal., 2021)

(Martelli et al.,
2017)

(Bonilla'y Sobral
2016)
(Belyamani et al.
2014)

(Ramos et al.

2013)

El uso de las proteinas del suero en la fabricacion de envases ha recibido una gran atencion,

ya que las peliculas elaboradas son comestibles, biodegradables, flexibles, transparentes, incoloras

e inodoras, ademéas poseen propiedades mecanicas (Tabla 3) y barrera a la humedad con un
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potencial moderado y un buen potencial como barrera al oxigeno (Tabla 4) siendo comparables a
la de los materiales convencionales (Ramos et al. 2013; Schmid y Miiller 2019).

2.1.4. Proteinas del lactosuero

Las proteinas estan constituidas de unidades basicas denominadas aminoacidos, y segun su
estructura, se puede clasificar en primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. La estructura
primaria de una proteina es un polimero sigmoide o lineal con una cadena de aminoacidos
acoplados por enlaces peptidicos. Las estructuras secundarias se dividen en hélices a y hojas
conformadas por cadenas de aminoacidos, las cuales estan estabilizadas principalmente por enlaces
de hidrégeno. La estructura terciaria es considerada como proteinas globulares, de estructura
tridimensional, estabilizada por aminoacidos hidr6fobos y por enlaces disulfuro formados entre
dos aminoécidos de cisteina. Las proteinas con menos enlaces disulfuro forma estructuras débiles
y flexibles, pero aun resistentes a la rotura. Al contrario, las proteinas que contienen mas enlaces
disulfuro poseen estructuras mas rigidas, fuertes y duras. La estructura cuaternaria de la proteina
también corresponde a una proteina globular y esta constituida de méas de dos cadenas de péptidos
con una variedad de interacciones, que incluyen principalmente puentes salinos, enlaces de

hidrogeno, enlaces disulfuro, entre otros (Gupta y Nayak 2015).

Las proteinas del suero que se encuentran en la leche son proteinas globulares tipicas con
estructuras secundarias y terciarias, y se incluyen en mayor proporcion la p-lactoglobulina (B-Lg)
seguida de la a-lactoalbumina (a-La), el resto de proteinas es la albumina de suero bovino,
inmunoglobulinas, lactoferrina bovina, y lactoperoxidasa ademas de otros componentes proteicos
menores (Ramos, 2011). En la leche bovina, la -Lg representa aproximadamente del 10% al 12%
del total de proteinas, y con el 50% en el suero lacteo; asi mismo, la a-La aporta el 3.5% del total
de proteinas en la leche, y aproximadamente un 20% en el suero lacteo (Deeth y Bansal 2019;
Schmid y Muller 2019). El suero liquido puede ser transformado con el fin de obtener productos
de suero con perfiles cualitativos y cuantitativos de minerales, lipidos y en especial de proteinas,
debido a su capacidad de formar recubrimientos y peliculas; un primer producto es conocido como
proteina concentrada de lactosuero (PCL), obtenida mediante la ultrafiltracion para concentrar las

proteinas y la diafiltracion para eliminar la lactosa, minerales y componentes de bajo peso
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molecular, la concentracion proteica de la PCL puede variar de 20-80% (m/m) (Costa et al., 2018;
Ramos 2011); también se puede obtener proteina aislada de lactosuero (PAL), con una
concentracion minima del 90% (m/m) de proteinas y puede ser obtenida por intercambio iénico o

por separacion por membranas seguido de concentracion y secado.

2.1.4.1. Estructura, caracteristicas y formacion de peliculas de g-Lg y a-La

La B-Lg es una proteina globular que pertenece a la familia de las lipocalinas, presentandose
como un dimero con una masa molar de 36.6 kDa y un punto isoeléctrico es de 5.13 lo que le
permite ser estable en un rango de pH 5.5 hasta 7.5 a temperatura ambiente, la B-Lg posee
estructuras secundarias y terciarias bien definidas conformadas con 45% de hojas B, 8% de hélices
a, y 47% de espirales aleatorias, ademas esta constituida de 162 aminoacidos, de los cuales los
aminoacidos apolares se encuentran en el interior y los residuos polares en el exterior de la
estructura globular, esto explica la solubilidad de esta proteina en el agua; el monémero de B-Lg
posee dos enlaces disulfuro (-S-S) en Cis66-Cis160 y Cis106-Cis119, y un grupo sulfhidrilo libre
(-SH) en Cis121, siendo mas importante que la a-La en la formacion de peliculas (Figura 3a)
(Buggy et al., 2018; Deeth y Bansal 2019; Wijayanti et al., 2019).

La segunda proteina mas abundante del lactosuero es la a-La, esta proteina es pequefia y
compacta, ha sido clasificada como metaloproteina de calcio presentando un punto isoeléctrico
entre 4.2 'y 4.5, y una masa molar de 14.2 kDa, la a-La contiene aproximadamente 26% de hélices
a, 14% de hojas B y 60% de estructuras desordenadas, dicha proteina contiene una cadena de 123
aminoacidos y no contiene un grupo sulfhidrilo libre, pero posee cuatro enlaces disulfuro en Cis6-
Cis120, Cis28-Cis111, Cis60-Cis77y Cis73-Cis90 y iones Ca®* que participan en la estabilizacion
de la estructura terciaria mediante el plegado adecuado y la formacion de enlaces disulfuro (Figura
3b), esto convierte a la a-La en la proteina mas estable en la leche (Deeth y Bansal 2019; lyer y
Qasba 1999; Schmid y Miuller 2019). La capacidad de estas proteinas para cambiar las
conformaciones de las cadenas e interactuar entre si para formar redes tridimensionales

modificadas son propiedades deseadas para ser utilizadas en recubrimientos y peliculas.
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b. a-lactoalbimina

a. p-lactoglobulina
Adaptado de lyer y Qasba (1999), Wijayanti et al., 2019 y

https://www.pngocean.com/search?png=banco+de+datos+de+proteinas.
Figura 3. Estructura de las proteinas predominantes en el lactosuero.

Diversos autores como (Ramos 2011; Schmid, Merzbacher y Miiller 2018; Wijayanti et al.,
2019), entre otros, coinciden en que la formacion de peliculas implica, inicialmente una
desnaturalizacion por calor de las proteinas en solucion acuosa con una concentracion de 8-12%
(m/m) y una temperatura de 75-100 °C durante 20 min, para su posterior agregacion y
polimerizacion. Las rutas involucradas en el despliegue de las proteinas son complejas y, se supone
que son inducidas por la B-Lg debido a su mayor concentracién en el lactosuero. El desplegamiento
de la proteina puede ser reversible, volviendo a su configuracion nativa, o reaccionar de manera
irreversible con otras proteinas parcialmente desplegadas formando agregados, donde
investigadores como Anema (2008) explica este proceso a través de una serie de reacciones simples
(Figura 4), donde la proteina nativa (Pn)n esta en forma de oligémeros, tal como la forma dimérica
de la -Lg.

(PN)TL S nPN a.
Py S P,
Py + Py — Py — Py c.

Adaptado de (Anema 2008).

Figura 4. Desnaturalizacion y agregacion de proteinas del lactosuero.
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El primer paso en la desnaturalizacién proteica es la disociacion reversible del oligémero
en especies monoméricas (Figura 4a), en el segundo paso, los monémeros de la proteina (Pn)
presentan un despliegue parcial (Pp) de la estructura nativa (Figura 4b), a partir de este estado
desnaturalizado, la proteina puede volver a su estado original (replegarse) o interactuar con otros
componentes; aunque este despliegue es reversible; en mezclas complejas, dicho proceso es
acompafado de la exposicion de los aminoécidos hidréfobos y del grupo sulfhidrilo interno libre
de la B-Lg, permitiendo que se produzcan reacciones de agregacion irreversibles con otras proteinas
desplegadas (Figura 4c). En el mismo sentido Wijayanti et al., (2019) presenta un modelo mas
complejo, demostrando que la desnaturalizacion y la agregacion dependen de las propiedades
moleculares de la proteina (en este caso, la B-Lg), es decir, de las cadenas laterales hidréfobas

expuestas, grupo -SH, y los puentes -S-S; esta via se presenta a continuacion:

1. Disociacion. Al calentar el dimero de B-Lg se separa en dos monémeros.

2. Despliegue. Los mondmeros se desenvuelven, volviéndose mas reactivos debido a la
exposicion de los residuos hidrofébicos de la proteina y del grupo sulfhidrilo libre en
la posicion Cis 121 (Figura 3a), los cuales participan en la posterior etapa si se continua
con el tratamiento térmico.

3. Agregacién. Los mondmeros reactivos interactan para producir oligbmeros a traves
de interacciones no covalentes y/o enlaces disulfuro disponibles, este Gltimo se da
mediante reacciones de intercambio -SH/-S-S, que finalmente forma un nuevo grupo -
SH; esto se puede repetir muchas veces. La formacion de estos agregados se ve
favorecida a través de interacciones no covalentes a temperaturas entre 65 y 85 °C,
mientras que a temperaturas mayores que 85 °C favorece la participacidn de reacciones
de intercambio -SH/-S-S.

4. Polimerizacién. La reaccién termina cuando los grupos -SH internos son usados en la
formacion de polimeros de mayor masa molar e interacciones covalentes. Ademas, la
finalizacion de esta reaccion esta indicada por la formacion de redes o geles mas

grandes.
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2.2. Envasado activo

El envasado activo presenta funciones adicionales a la de ser una barrera, esto es debido a
que se ha incluido componentes en el sistema de envasado como sobres (Sachets) o almohadillas
que cumplen el papel de absorbedores de Oz, COz, etileno, humedad, olores, o también de emisores
de O, etanol y humedad; también se ha incorporado dentro del material de envase diversos agentes
activos que cumplen una funcién especifica (Barros-Velazquez 2016; Flérez et al., 2022; Robertson
2013). De esta manera, las peliculas y recubrimientos comestibles por su origen natural facilita una
funcion mas alld de una barrera pasiva (Yambrach et al. 2009), y mediante la incorporacion de
agentes activos como acidos organicos, enzimas, bacteriocinas, fungicidas, extractos naturales,
vitaminas, iones, nutrientes, pigmentos, entre otros, pueden mejorar las propiedades fisicas del
material, la nutricidn, seguridad, y la calidad de los alimentos envasados (Abdollahzadeh et al.,
2021; Amin et al., 2021; Zlata et al., 2015). Sin embargo, solo la categoria de agentes activos
incorporados en el material de envase se discutira por su interés particular para los objetivos del

presente trabajo.

De hecho, es ideal encontrar un agente activo que combine caracteristicas antioxidantes y
antimicrobianos, debido a ello es comin mezclar dos 0 méas compuestos con el fin de lograr los
beneficios de cada componente, asi mismo estos agentes activos no pueden presentar ningun tipo
de toxicidad, impartir aroma, sabor o color al producto, pero debe ser efectivo en concentraciones
bajas, ser facil de incorporar para obtener una mezcla homogénea, resistir la temperatura y estar

disponible para su compra (Bhargava et al. 2020).

2.2.1. Envases antimicrobianos y antioxidantes

En los alimentos, los agentes antimicrobianos y antioxidantes se han agregado durante su
formulacidn, pero su actividad puede ser inhibida en su fabricacién y por muchos compuestos en
la propia matriz, lo que limita su eficiencia, es por ello que mediante la incorporacion de agentes
activos en la pelicula o recubrimientos puede resultar mas eficiente, ya que estos compuestos
migraran de manera gradual y selectiva desde el material de envase a la superficie del alimento y

difundirse en él, por lo que se mantendran concentraciones relativamente altas en la superficie
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durante periodos prolongados con la finalidad de retrasar, reducir o inhibir el crecimiento de

microorganismos patogenos y deteriorantes en los alimentos, o bien, de mejorar la estabilidad de

los productos sensibles a la oxidacion (Adamczak et al., 2020; Gomez-Estaca et al., 2014; Ramos

2011; Varghese et al., 2020; Vestergaard y Ingmer 2019). La Tabla 5 presenta estudios reportados

de antimicrobianos incorporados en biopolimeros.

Tabla 5. Efecto antimicrobiano de diversos agentes activos en algunos materiales de envase
provenientes de fuentes renovables.

Agente activo

Polimero Microorganismo Referencia
antimicrobiano
Extracto de piel de  Gelatina / proteina E. coliy S. aureus (Shams et al.,
naranja concentrada de suero 2019)
Quitosano Gelatina/Quitosano ~ Pseudomona aeruginosa (Pérez-Cérdoba
Aceite esencial de Listeria monocytogenes et al. 2018)

canelay ajo
Aceite esencial de

orégano y timol

Carvacrol

Extracto de piel de

granada

Acido tartarico

Proteina aislada de

Suero

Caseinato de sodio

Zeina

Carboximetilcelulosa

Bacterias productoras de
H2S

Bacterias acido lacticas
Enterobacterias
Pseudomonas spp
Escherichia coli
Staphylococcus aureus

E. coli, P. perfringens, M.
luteus, E. faecalis, S. aureus,
P. vulgaris y S. typhi
Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Salmonella enterica

Shigella flexneri

(Carrion-Granda
et al. 2018)

(Arrieta et al.
2014)
(Mushtaq et al.
2018)

(Choi et al.
2017)



Natamicina

Natamicina

Almiddén de maiz

Harina de triticale

Penicillium spp

Candida albicans
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(Gonzalez-Forte,
etal., 2019)

(Romero et al.

Aspergillus niger 2016)

En relacion con la oxidacion lipidica de los alimentos, es uno de los principales procesos

que ocurren en los sistemas alimentarios y tiene fuertes efectos sobre el desarrollo de sabores

desagradables, pérdida de color, malos olores y compuestos dafinos. La prevencion de la oxidacion

mediante la adicion de antioxidantes en el material de envase es muy deseable para preservar los

acidos grasos del deterioro oxidativo (Martins, Cerqueira, y Vicente 2012), en la Tabla 6 muestra

el uso de diversos antioxidantes incorporados en diferentes polimeros.

Tabla 6. Efecto antioxidante de diversos agentes activos en algunos materiales de envase
provenientes de fuentes renovables.

Antioxidante

Polimero

Referencia

Rutina

a-tocoferol

Aceite esencial de canelay
ajo

Extracto hidroalcohdlico de
bayas de mirto

Aceite esencial de clavo
Curcumina y aceite de
naranja

Aceite esencial de orégano
Extracto de barbatimé&o
a-tocoferol

Extracto de laurel y salvia
Extracto de yerba mate y té
blanco

Carvacrol

Gelatina
Gelatina/Quitosano

Almidén/alginato de
sodio/proteina de suero
Quitosano

Almidén

Celulosa

Alginato
Metilcelulosa

Proteina de suero
Furcellaria/Proteina de
suero

Gelatina

(Dammak et al., 2017)
(Pérez-Cordoba et al., 2018)

(Zamy Ali 2018)

(Xu et al. 2020)
(Sanchez et al., 2022)

(Wu et al. 2021)
(Nascimento et al. 2021)
(Noronha et al., 2014)
(Akcan et al., 2017)
(Pluta-Kubica et al. 2020)

(Neira et al., 2019)
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a-tocoferol Carboximetilcelulosa (Martelli et al., 2017)
Aceite esencial de lavanda Almidon de papa/gelatina (Jamroz et al., 2018)

2.2.1.1. Alfa-tocoferol como antioxidante

La familia de los tocoferoles (a, B, v, y 6) son sintetizados y almacenados en hojas y semillas
de plantas (aproximadamente 100-1000 ppm de tocoferoles mixtos), y en menor medida en aceites
de pescado (250-350 ppm) y grasas animales (< 100 ppm) (Kamal-Eldin y Budilarto 2015); su
estructura estd formada por un anillo cromanol y una cadena lateral hidréfoba llamada fitol, la
diferencia quimica entre los tocoferoles consiste en el nimero y la posicion de los grupos metilo
del anillo de cromanol (Figura 5), el a-tocoferol es un compuesto lipofilico y biolégicamente
activo que representa a la vitamina E (Azzi 2018). La vitamina E es un micronutriente esencial
para humanos, y la recomendacion de uso refiere a su papel como antioxidante lipidico, ademas es
generalmente reconocida como segura (GRAS) y puede ser utilizada como aditivo alimentario en
alimentos que contienen grasas y aceites (FAO/OMS 2019), ademas, el a-tocoferol ha sido
utilizado en peliculas comestibles a partir de quitosano (Martins, Cerqueira, y Vicente 2012),
carboximetilcelulosa (Martelli et al. 2017), metilcelulosa (Noronha et al. 2014), proteina
concentrada de lactosuero (Shokri y Ehsani 2017) y en gelatina-quitosano (Bonilla y Sobral 2016;
Pérez et al. 2018; Pérez y Sobral 2017).
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Figura 5. Estructura quimica de a-tocoferol.

La funcion antioxidante del a-tocoferol en alimentos grasos es debida a su capacidad para
reaccionar con los radicales peroxilo de los acidos grasos, los cuales son los productos primarios

de la peroxidacion lipidica y convertirse €l mismo en un radical a-tocoferoxilo (Figura 6) (Azzi
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2018; Pérez-Jiménez 2011). No obstante, el uso de a-tocoferol como ingrediente funcional en
alimentos esté limitado debido a la alta sensibilidad al oxigeno, luz, temperatura y su baja afinidad
por el agua, ademds, cuando se utilizan concentraciones mayores a 250 ppm, pueden ser
prooxidante (Balaguer et al., 2014; Zuta et al., 2007); por las primeras razones, es necesario
proteger el a-tocoferol con el fin de mejorar su estabilidad biol6gica con el fin de promover la
actividad antioxidante y preservar su valor nutricional (Teixeira et al. 2017). Por tal motivo, se ha
estudiado el a-tocoferol incorporado en emulsiones y particulas (Fang et al. 2019), nanoemulsiones
(Gao et al. 2016; Kaur et al. 2016; Pérez-Cordoba et al. 2018), nanocapsulas (Noronha et al. 2014),

entre otros, como alternativas a la adicion directa del compuesto activo.
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Adaptado de (Pérez-Jiménez 2011), Reaxys; Elsevier; 2020
Figura 6. Reaccion del a-tocoferol con el radical peroxilo.

2.2.1.2. Natamicina como antifingico

La natamicina, o también Ilamada pimaricina es un antifingico natural producido en la
fermentacion por la bacteria Streptomyces natalensis, este compuesto se denomina un macrolido
poliénico y estad conformado por un anillo de lactona con una cadena lipofilica rigida que contiene
dobles enlaces conjugados y una porcion hidrofilica flexible que lleva varios grupos hidroxilo
Figura 7 (EFSA 2009; Gregori 2000; van Leeuwen et al. 2013). La natamicina es eficiente contra
mohos y levaduras, pero no contra bacterias, virus y protozoos, siendo el mecanismo de accién su
unién con las particulas lipidicas de la pared celular denominadas ergosterol, las cuales contribuyen
alrededor de 25% de la membrana celular flngica, es probable que la region hidr6foba de la
natamicina se complemente con el ergosterol para formar poros polares que alteran la

permeabilidad de la membrana lo que permite pasar iones H*, K*, aminodacidos, glucidos,
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interrumpiendo el control idnico de la célula, causando la muerte de la célula fungica (Balaguer et
al. 2014; Ollé Resa et al., 2014).

La natamicina ha sido utilizada como aditivo alimentario por lo que, al igual que el o-
tocoferol es generalmente reconocida como segura (GRAS) (FAO/OMS 2019); la natamicina se
puede aplicar directamente en alimentos liquidos y en superficies solidas mediante inmersion,
aspersion u otras técnicas, con el fin de controlar el crecimiento microbiano (Ollé Resa et al., 2014),
también, el uso de la natamicina se ha extendido para su incorporacion en diferentes materiales de
envase, tal es el caso proteina de suero (Franssen, Rumsey, y Krochta 2004), alginato-quitosano
(Altenhofen, Krause, and Kieckbusch 2012), gluten (Balaguer et al. 2014), almidon (Ollé Resa,

Gerschenson, y Jagus 2016), almidon de maiz (Gonzélez-Forte et al., 2019), entre otros.

Adaptado de Reaxys; Elsevier; 2020

Figura 7. Estructura quimica de la natamicina

2.3. Nanoemulsion y Nanosuspension

Los sistemas nanoemulsionados consisten en una suspension de nanogotas liquidas (fase
dispersa) dispersos en una fase liquida (fase continua), las gotas son estabilizadas por surfactantes
0 tensioactivos, estos sistemas cuentan con la caracteristica de que su formulacion, caracterizacién
y escalado son sencillas (Aliofkhazraei 2015; Tessaro et al., 2021; Zhang et al., 2019); una

nanoemulsion aceite en agua (O/W, oil in water) se compone de nanogotas lipidicas (en un rango
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de 20-600 nm) dispersas en una fase acuosa (Cardoso y Jiménez 2015; Dammak et al., 2021;
Teixid6 2015). En el mismo sentido, una nanosuspension contiene un sélido disperso suficiente

pequefio, también llamado fase dispersa en el medio de suspension (fase continua) (Gooch 2007).

Las nanoemulsiones también se conocen como miniemulsiones, emulsiones finamente
dispersas o emulsiones submicrdnicas, debido a que la fase dispersa se encuentra en escala
nanométrica, estas presentan dispersiones ligeramente turbias o transparentes, ademas de tener una
mayor solubilidad y estabilidad ante los diferentes mecanismos que afectan su integridad
(Aliofkhazraei 2015; Ganiari et al., 2017). La diferencia de tamafio de una dispersién a escala
macro frente a una escala nano radica en que esta Ultima es menos susceptible al cremado, porque
el tamafio de las particulas induce la estabilizacion en la medida que las nanogotas estan bajo la
influencia del movimiento browniano, y también presenta una estabilidad frente a la floculacién y
coalescencia (Figura 8) debido a que la gama de fuerzas de atraccion entre particulas disminuye
con la reduccion del tamafio (Villareal 2004).
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Figura 8. Representacion de varios procesos de degradacion de una emulsion.

La desestabilizacién de las nanoemulsiones se debe principalmente a un fenémeno

denominado maduracién de Ostwald, este se debe a la difusion de la fase dispersa a través de la
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continua entre dos gotas de diferentes tamafios, y el origen de este proceso comienza con las
diferencias del radio de las gotas, que inducen diferencias en el potencial quimico del material
dentro de las gotas, reduciendo la energia libre en la emulsién, lo que también disminuye el area
interfacial, resultando un crecimiento de las gotas de emulsion méas grandes a costa de las mas
pequefias (Aliofkhazraei 2015; Donsi y Ferrari 2016). Sin embargo, la maduracion de Ostwald se
puede disminuir al obtener nanoemulsiones con una distribucion monomodal, es decir, baja
polidispersion en el tamafio de la nanogota; otra forma, es controlar el coeficiente de difusion
adicionando un segundo componente soluble en la fase dispersa e insoluble en la fase continua, y
por Ultimo se puede controlar la tension interfacial de la fase dispersa mediante la adicion de
tensoactivos (Donsi y Ferrari 2016; Tadros 2014).

2.3.1.1. Surfactantes

De manera general, las emulsiones son termodinamicamente inestables, por lo tanto, existe
la necesidad de utilizar agentes estabilizantes que favorezcan la formacion de las gotas y se evite
la separacion de las fases; estos compuestos se caracterizan por su estructura anfifilica, es decir, la
molécula esta constituida por una parte hidrofilica (polar) y otra parte lipofilica (apolar) (Rincon-
Fontan et al. 2019).

Los surfactantes deben presentar algunos requerimientos para ser utilizados como
emulsificantes (Rincon-Fontan et al. 2019; Villareal 2004):

-Debe ser seguro y no tdxico.

-Ejercer su funcion de emulsionante a bajas concentraciones.

-Ser mas soluble en la fase continua que en la dispersa para que se pueda absorber alrededor
de las gotas (fase dispersa).

-Migrar facilmente hacia la interfase para formar una pelicula fina resistente a la colisién
entre gotas evitando la inestabilidad de la emulsion.

-Reducir la tension interfacial.

La seleccion de un surfactante, se realiza segin la mezcla de ingredientes o las
caracteristicas del producto final, es decir, la nanoemulsion que se pretende formar esta en funcién

de un balance entre las afinidad para la fase oleosa (lipofilica) y la fase acuosa (hidrofilas) del
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surfactante (Aranberri et al. 2006). Esta propiedad se conoce como balance hidrofilo-lipofilo
(HLB), este consiste en asignar a los surfactantes un nimero que esta relacionado con la polaridad
del surfactante, y dicha polaridad puede asemejarse a la de la fase oleosa a emulsionar (Tadros
2014), la Tabla 7 proporciona los intervalos de HLB requeridos segun el tipo de aplicacion y en la
Tabla 8 se observan los diferentes valores de HLB de surfactantes, donde los mas solubles en
aceite o lipdfilos tienen valores bajos de HLB (<9), y a los solubles en agua o hidréfilos tienen
valores altos de HLB (>11).

Tabla 7. Aplicacién de los surfactantes segun su intervalo HLB.

Aplicacion Rango HLB
Emulsificante W/O 3-6
Humectante 7-9
Emulsificante O/W 8-18
Detergente 13-15
Solubilizante 15-18

Adaptado de (Tadros 2014).

Tabla 8. Valores HLB de algunos surfactantes.

Surfactante Nombre HLB
Monopalmitato de sorbitol Span 40 6.7
Monoestearato de sorbitol Span 60 4.7
Monooleato de sorbitol Span 80 4.3
Monopalmitato de sorbitol polioxietilenado (20)  Tween 40 15.6
Monoestearato de sorbitol polioxietilenado (20)  Tween 60 14.9
Monooleato de sorbitol polioxietilenado (20) Tween 80 15.0
Octil-fenol-1,5 Triton X-15 3.6
Octil-fenol-7,5 Triton X-114 124
Dodecil sulfato de sodio Sipex SB 40.0
Dodecil sulfato de amonio Sipon L-22 31.0

Dodecil sulfato de trietanolamina Sipon LT6 34.0




47

Adaptado de (Tadros 2014)

Se han establecido varias ecuaciones para calcular los valores de HLB de un sistema a
emulsionar, la Ec. (1) representa el céalculo del valor de HLB de una mezcla (HLBwm) de dos 0 mas
surfactantes (i), y estd determinada por la masa de cada surfactante (m;) y su valor de HLB (HLB;)
(Bouchemal et al. 2004).

HLBy = T Stm Ec. (1)

En resumen, se ha destacado la capacidad de este tipo de sistemas coloidales para trasportar
ingredientes activos, de este modo disminuye el impacto sobre las propiedades organolépticas en
los alimentos adicionados, manteniendo una mayor biodisponibilidad de sus componentes

bioactivos incorporados en la fase dispersa (Donsi y Ferrari 2016; Teixeira et al. 2017).
2.4, Migracion quimica a los alimentos

La migracion es la liberacion de sustancias de bajo peso molecular denominados migrantes
que estan presentes en el material de envase, los cuales se transfieren hacia el alimento como
resultado de la interaccidn o el contacto entre ellos, de ahi que la cinética de migracién depende de
la difusion de los migrantes en la matriz polimérica y del equilibrio de la sustancia en el material
de envase y el alimento (Heldman y Lund 2007; Robertson 2013). Dada la variedad de materiales
de envase, migrantes, alimentos, condiciones de envasado, entre otros, la elaboracion de modelos
para la prediccion del comportamiento de diferentes sistemas envase-alimento ha sido objeto de
atencion y actualmente uno de los temas prioritarios de investigacion de la tecnologia de envases
(Catald y Gavara 2002; Samsudin et al., 2018).

La difusidn de los migrantes esta sujeta al control cinético y termodinamico siendo descritos
mediante matematicas de difusion derivadas de las leyes de Fick, estas leyes representan el proceso
de difusion en funcidn del tiempo de contacto, la temperatura del sistema, la cantidad del migrante

y el espesor del material. En ese sentido, la dimension cinética de la migracion interpreta qué tan



48

rapido ocurre el proceso de migracién y la dimension termodinamica cuan extensivamente sera la
transferencia de sustancias al finalizar la migracion (Barnes, Sinclair, y Watson 2007). Es
importante comprender los factores que controlan la migracion quimica porque de esta
comprension surge la capacidad de manipular una migracion deseada o no a los alimentos, tal es el
caso de un aumento de la migracion cuando se incrementa la concentracion del migrante, la
temperatura del sistema, el tiempo y area de contacto; por el contrario, la migracién disminuye si

el migrante posee gran peso molar, y el material de envase tiene baja difusividad.

La migracién se puede clasificar en migracion global y en migracion especifica, la primera
es la suma de todos los componentes del material de envase que son transferidos al alimento, ya
sean de interés toxicologico o0 no, e incluira sustancias que son fisiologicamente inofensivas, y la
segunda se refiere a un solo compuesto individual el cual es identificable. En ambos casos, la
migracion puede ser determinada para cada material de envase destinado a entrar en contacto con
el alimento (Mercosur/GMC/Res-03 1992; Ministerio de Proteccién Social 2012;
Union_Europea/No-10 2011). Esta migracion es representada mediante el fendmeno de difusion
para el sistema envase-alimento exponiendo dos parametros importantes, el coeficiente de
particion y el coeficiente de difusion; el primero se define como la relacion de la concentracion del
migrante en el material de envase en equilibrio y el segundo mide la velocidad a la que ocurre el

proceso de difusion.

2.5. Modelacion de la migracién

La descripcién matematica mas conocida para la modelacion de la migracion en envases
alimentarios involucra un modelo matematico basado en la segunda ley de Fick o ecuacion de
difusion descrita por Crank (1979) Ec. (2), este modelo es mas apropiado en situaciones donde se
miden o necesitan concentraciones como funcion de la posicion y el tiempo, en otras palabras,
estado transitorio. Por el contrario, existe otra ley mas simple que no posee un nombre formal e
involucra el coeficiente de transferencia de masa Ec. (3), este modelo es especialmente (til cuando
solo estan involucradas concentraciones promedio (Cussler 2009). La eleccién entre los modelos

de transferencia de masa y difusion es, por lo tanto, una cuestion de gusto y no de precision.
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ac, 9*c, 0*C, 0°%C,

FI <6x2 + dy? + 0z? Ec. (2)
ac,

W = h(Cp - Cp,oo) EC (3)

ac - . : :
Donde a—t” es la variacion de la concentracion del migrante en el material de envase respecto

02¢cy 9%Cp  0%Cp
0x2 "’ 9y? 022

al tiempo, D es el coeficiente de difusion, expresado en (cm? sto m? s?),

corresponden a la variacion de la concentracion del migrante en cada componente en coordenadas
cartesianas, h es el coeficiente convectivo de transferencia de masa, usualmente expresado en (m
s1), Cpy C,.0 €s la concentracion del migrante en el material de envase y la misma concentracion

pero cuando el sistema llega a un equilibrio.

2.5.1. Coeficiente de particion

En el momento que se envasa un alimento, es decir, el material de envase entra en contacto
con el alimento se crea un nuevo sistema (envase-alimento) que se encuentra inicialmente en
desequilibrio, en tal sentido, la migracién juega un papel importante debido a que las sustancias
presentes en el envase comienzan un proceso de transporte hacia el alimento hasta que alcanza el
equilibrio, el cual es denominado como coeficiente de particion (Kpa) representado por la Ec. (4)
y expresa la solubilidad relativa o afinidad quimica del migrante entre el envase y el alimento,
relacionando la concentracion del migrante en el envase (Cpw) y en el alimento (Caw)
respectivamente (Granda-Restrepo et al. 2009). Valores de Ky = 1 indica que las concentraciones
del migrante en el envase y en el alimento son las mismas, Kpa < 1 describe la alta afinidad del
migrante en el alimento en contraste con el envase, y Kp.a > 1 indica una mayor concentracion de
migrante en el envase comparada con la del alimento (Cruz-Zufiiga 2011; Manzanarez-L0pez et
al., 2011; Samsudin et al., 2018).

p.a Co Ec. (4)
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Donde Cp.» Y Caw corresponde a la concentracion en equilibrio del agente activo o migrante

en la pelicula y el alimento.

2.5.2. Coeficiente de difusion

El coeficiente de difusion mide la velocidad a la que ocurre el movimiento de las particulas
en el polimero o envase, la mayoria de los estudios de migracion se limitan a trabajar con la
ecuacion de difusion de Fick més simple, expresando la Ec. (2) en una nueva expresion, que
representa la transferencia de masa unidimensional Ec. (5), y cuya solucidn permite calcular el

coeficiente de difusion.
ac, 62Cp
?=D<axz> Ec. (5)

En el desarrollo de los modelos obtenidos de la ecuacion anterior, se aplican los siguientes

supuestos:

-La migracion solo ocurre en el lado del material de envase que esta en contacto con el
alimento y es controlada por la difusion de Fick.

-Los coeficientes de particion (Kp,a) y de difusion (D) dependen de la temperatura y pueden
ser constantes durante todo el experimento.

-La interfaz entre el material de envase y el alimento siempre estan en equilibrio.

-No se produce interaccion entre el material de envase y el alimento y los efectos de borde
son despreciables.

-La masa total de los migrantes se conserva durante todo el proceso por lo que no se
consideran reacciones quimicas o evaporacion de los compuestos migrantes (Ec. (6) y Ec. (7)).

Mpo = Mp,e + Ma, Ec. (6)

Mpo = Mp,o + Mg0 Ec. (7)

Donde M es la masa total del migrante en el tiempo para la fase i, es decir, material de

envase (p) y alimento (a).
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-En el caso de los envases activos, el material de envase contiene una concentracion inicial

del migrante (Co) uniformemente distribuida, cuyas condiciones iniciales a t = 0 son:
Cp(x,0) =C,  Ca(x,0)=0 Ec. (8)

Donde C, y Ca corresponde a la concentracion inicial del migrante en el material de envase

y el alimento.

Se han identificado tres casos generales que describen el proceso de migracion brindando
solucion a la Ec. (5), basado en que un compuesto activo presente en un material de envase en
forma de pelicula migra hacia el alimento (Crank 1979; Mascheroni et al., 2010; Pocas et al., 2008;
Samsudin et al., 2018), en donde segln de las suposiciones hechas para la condicion de frontera en
la interfaz del sistema envase-alimento y en el volumen de la solucién o alimento en si, se obtienen
los correspondientes modelos que son Utiles para predecir la migracion dentro del material de
envase y determinar la difusividad; a continuacion se describe cada caso con su respectivo modelo

matematico.
2.5.2.1. Modelo de difusion |

El supuesto para desarrollar este modelo se basa en que el material de envase esta en
contacto con un volumen infinito del alimento y se tiene en cuenta el coeficiente de transferencia

de masa externo.

aoC oC
_P = _p_—_P — _
0x |,—o 0 D Ox h(CP CP,OO) Ec. (9

x=L

La solucion de la ecuacion diferencial parcial Ec. (5) corresponde
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Mos _ i 2Sh? D2 t
Myo 1 (q7 + Sh+ Sh?)3 “PIT TR Ec. (10)
n=

Donde Ma; es la cantidad de migrante en el alimento al tiempo de migracion t, Mao la
cantidad del migrante en el equilibrio, D es el coeficiente de difusion, h es el coeficiente de
transferencia de masa, L es el espesor medio del material de envase, Sh = Lh/D es el nimero de

Sherwood, y g,, son las raices positivas de g,tan g,, = Sh (Apéndice A. Raices de gn tan gn = Sh

y)

Este tipo de modelo se usa comunmente cuando hay resistencia interfacial en la capa limite
entre la pelicula y el alimento, como en el caso una pelicula en contacto con un alimento similar al
aceite, bajas temperaturas, y / o cuando el nimero de Biot < 200 (Samsudin et al., 2018; Vitrac et
al., 2007). En el caso de que Bi > 200 la Ec. (10) se puede reescribir o reducir al modelo de difusion
I"i.

2.5.2.2. Modelo de difusion 11

El modelo se basa en que el material de envase con un espesor 2L esta suspendido en un
volumen finito del alimento bajo agitacion, y el coeficiente de transferencia de masa externo es
despreciable.

La condicién de frontera para este escenario es:

aC acC
—2 =0 - D2

Va 0C,
0x =g d0x A

Jt

Ec. (11)

x=L x=L

Por consiguiente, la solucion de la ecuacion diferencial parcial Ec. (5) junto con las
condiciones corresponde a la Ec. (12) y converge rapidamente para tiempos de difusion largos,
mientras que para cortos tiempos es necesario utilizar un minimo de 50 términos de la sumatoria
(Barnes, Sinclair, y Watson 2007).
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M, ; i 2a(1 + a) _Dq,%t
Mg co Lil+a+ta’q 12 Ec. (12)
oLV 1k

KpaVy  Kpaly Ec. (13)

Donde a es una relacion adimensional entre el volumen del alimento (Va), el material de
envase (Vp) y el coeficiente de particion, por ejemplo, si K;a es alto debido a una baja migracion,
el valor de « tiende a ser pequefia y viceversa; g, son las raices positivas diferentes de cero de
tan g, = —aq, (Apéndice A. Raices de gn tan gn = Sh y) que, segin Barnes et al., (2007) son
necesarios minimo 50 términos de la serie para que la ecuacidon converja en cortos periodos de
tiempo y Catald y Gavara, (2002) recomiendan mas de 500 términos para el mismo periodo de
tiempo.

Un caso particular en que o >> 1 debido a que Va >> Vp 0 Kpr < 1 se puede hallar una

solucion mas simplificada que corresponde al modelo de difusion 111 debido a que las raices de

1 . .
Gn = (n + 5) T, Y Se presenta a continuacion:

2.5.2.3. Modelo de difusion 111

Este modelo se basa en el supuesto de que el material de envase esta en contacto con un
volumen infinito de alimento y el coeficiente de transferencia de masa externo es despreciable. Se
debe tener en cuenta que el valor de L depende del nimero de superficies en el que el material de
envase esta en contacto con el alimento, para una superficie L corresponde al valor del espesor de

la pelicula y si son dos superficies, L es la mitad.

Mot _ i 8 D(2n+ 1)%n? ¢
Mo . (2n + 1)2m2 exp 12 Ec. (14)
n=
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2.5.3. Dependencia del coeficiente de difusion con la temperatura

Para determinar el efecto de la temperatura en la difusion de los migrantes incorporados en
la pelicula de proteina, la energia de activacion se ha calculado mediante la ecuacion de Arrhenius

(Granda-Restrepo et al., 2009; Manzanarez-Lépez et al., 2011).

D = D,exp (— Ea/RT) Ec. (15)

Donde D es el coeficiente de difusion, Do es el factor pre-exponencial de la difusion, Ea es
la energia de activacion (J mol™) de la difusion, R es la constante de gases ideales (8.3145 J mol

1K), y T es la temperatura en K.

A continuacion, se presenta la fundamentacion de los modelos multiescala, los cuales seran
tenidos en cuenta para la estimacion del coeficiente de difusion para la natamicina y el a-tocoferol

gue se encuentran incorporados en el material de envase.

2.5.4. Modelacion de integracion multiescala

La simulacion multiescala puede definirse como una metodologia que permite vincular
fendmenos, modelos e informacidn entre varias escalas de sistemas complejos, tal es el caso en la
investigacion computacional de materiales, donde se ha convertido en una herramienta ideal para
modelar y predecir diversas propiedades, tales como, estructurales, térmicas, mecanicas y de
transporte a nivel macroscopico, existiendo ain una incertidumbre sobre como predecir muchas
propiedades de interés industrial (Fermeglia y Pricl 2007). La modelacion multiescala se ha
convertido en una alternativa muy prometedora para estudiar el fenémeno de migracién en la que

los coeficientes de difusion se determinan periédicamente para el sistema de envasado.

2.5.4.1. Modelacién en la escala nano
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Una alternativa para conocer el movimiento de los compuestos activos en el sistema de
envasado, es de utilizar un tipo de aproximacién de Lagrange denominada Random Walk (RW) o
caminata aleatoria, siendo denominada una técnica precisa y facil de utilizar como lo demostro
Fayazi y Ghazanfari., (2015) en el estudio de un flujo miscible en un medio poroso heterogéneo,
Hernandez (2008) en la agregacion de particulas coloidales en dispersiones poliméricas, y Huang
et al., (2019) en el estudio de la difusion de medios porosos complejos; es entonces que en el
proceso de difusion, la materia es transportada de una parte del sistema a otra parte como resultado
del movimiento aleatorio de las moléculas, en el caso del presente estudio desde el material de
envase hacia el alimento. En el desarrollo de la teoria del movimiento Browniano, Einstein y
Smoluchowski fueron pioneros en describir el movimiento Browniano microscopico observado en
particulas coloidales a través del coeficiente de difusion macroscopico de la difusion Fickiana, la
Ec. (16) define el coeficiente de difusion constante y es conocida como la ecuacion de difusion de
Einstein (Cussler 2009; Hernandez 2008; Honary et al. 2019).

(r)? = 2ngD;t Ec. (16)

Donde r? es la distancia maxima de la particula, nq es el nimero de dimensiones, Dj es el

coeficiente de difusion del compuesto j (cm? s o m? s1).

El método de seguimiento aleatorio de las particulas en el tiempo y en el espacio
unidimensional esta descrito por la expresién estocastica (Ec. (17)), dicho método es ampliamente
utilizado en el analisis de dispersion y de difusion (Fayazi y Ghazanfari 2015; Huang et al., 2019;
Nordam et al., 2019).

x(t + At) = x(t) + & |2D;;At Ec. (17)

Donde Dj; es el coeficiente de difusion inicial i del compuesto j (cm? s1), & es un nimero
aleatorio con distribucion normal (media = 0 y varianza = 1), y At es el cambio del tiempo (s). El
mayor desplazamiento posible de las particulas durante un paso de tiempo deberia satisfacer la

condicion en relacion con la discretizacion de la resolucion espacial Ax para la siguiente expresion:
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&1/ 2D;At < Ax Ec. (18)

Estas técnicas son adaptadas para simular el desplazamiento de particulas en diferentes
medios, el coeficiente de difusidén se obtiene ajustando el perfil de concentracion predicho del
modelo de caminata aleatoria a los datos experimentales (Fayazi y Ghazanfari 2015), algunas
consideraciones de la aplicacion de la ecuacion de Einstein para el movimiento Browniano son:

-Cada particula representa una parte del total de la masa del soluto.

-Cada particula individual ejecuta un movimiento que es independiente de los movimientos
de todas las demaés particulas.

-Los movimientos de una particula dada en diferentes intervalos de tiempo son procesos

independientes, estos intervalos determinan la evolucion del sistema.
2.5.4.2. Modelacion en la escala meso/macro

Desde un punto de vista matematico el sistema de envasado activo se puede considerar como
un sistema complejo, pudiéndose utilizar modelos matematicos basados en aproximaciones
numeéricas como lo es el método de diferencias finitas donde puede proporcionar predicciones del
comportamiento de la migracion en estado transitorio, es decir, conocer los perfiles de
concentracion de cada compuesto como funcion del tiempo y de la posicion siendo una alternativa
de soluciones analiticas para las leyes de Fick (Ghajar y Cengel 2014; Tveito y Winther 2006), la
Figura 9 representa el sistema de envasado, la clasificacion y distribucion de los diferentes nodos
a tener en cuenta en el desarrollo de las diferencias finitas (método explicito), el cual esta sujeto a
los siguientes supuestos:

-El sistema envase-alimento se encuentra aislado.

-El envase esta en pleno contacto con el alimento.

-La transferencia de masa es unidimensional en una pared plana en estado transitorio y va

del material de envase hacia el alimento.

-El coeficiente de difusion de los compuestos es constante en el material de envase

(subindice p) y el alimento (subindice a).
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Figura 9. Puntos nodales para la formulacion en diferencias finitas unidimensional en el
sistema de envasado activo.

La formulacién matemaética en estado transitorio en el sistema envase-alimento es
considerada como una pared plana con espesor L, para el material de envase y La para el alimento,
M nodos en el intervalo (1, M), un espaciamiento nodal de Ax = L/(M — 1),y las ecuaciones se
presentan a continuacion:

Para el nodo de frontera aislada (m = 1) que esta en contacto con el material de envase se

representa con la ecuacion nodal:

Ctt = 275, Cor + (1 — 21)Ci Ec. (19)

Las ecuaciones para los nodos internos del material de envase, el alimento y la interfase se

representan por las ecuaciones Ec. (20), Ec. (21), y Ec. (22) respectivamente.

Citt = T, (Choa + Cha) + (1 — 22, Chy Ec. (20)

Cit" = Ta,j(Chor + Char) + (1= 224,)Chy Ec. (21)
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cirtmr o (1o D0 Yoo Dol
m= = Ipjlm- i~ p i) m T Tpjtmet Ec. (22)

a,j a,j

Donde t,,; = D,;At/Ax?* es un nimero adimensional para envase del compuesto j, Dp;y
Da,j es el coeficiente de difusion en el envase y alimento de j (cm?s™), el término Cn'*! expresa la
concentracion nodal en el material de envase y alimento respectivamente (mg kg™) para el tiempo
i+1. Por ultimo, la escala macroscopica se determina el perfil de concentracion como funcién del
tiempo, para lo que utiliza el promedio de las concentraciones del compuesto j obtenidas de todos

los nodos en el sistema envase alimento para cada intervalo de tiempo.

En el numeral 2.5.2 se ha mostrado el método tradicional de como se ha modelado el proceso
de difusion de un migrante macroscépico en una lamina plana, lo que corresponde a la geometria
del envasado activo, y que segun las condiciones del sistema se puede utilizar una de las tres formas
de la solucidn analitica a la segunda ley de Fick en el célculo del coeficiente de difusion a través
de los datos experimentales (numerales 2.5.2.1, 2.5.2.2 y 2.5.2.3); en el caso de este trabajo, el
material de envase fabricado a partir de proteina concentrada de lactosuero esta en contacto directo
con el alimento sélido y bajo los supuestos del numeral 2.5.4.2 cumple con las condiciones para
utilizar el modelo de difusion expresado en la Ec. (14), ademas mediante la modelacion multiescala
permite obtener méas informacion sobre el proceso de difusidn, desde la escala nanométrica a la
cual se encuentran los compuestos de interés incorporados en el material de envase, y mediante la
integracién de diferentes técnicas de simulacion en las diferentes escalas permite modelar y/o
simular el proceso de difusion, con la bondad de ahorrar tiempo y recursos, otra ventaja desde el
método en si, lo plantea Urrea-Quintero et al., (2020) expresando que las fluctuaciones estocasticas
de los estados microscopicos a aproximar no son significativos en las escalas mas grandes,

describiendo adecuadamente el sistema.

3. METODOLOGIA
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3.1. Materiales

Todos los reactivos fueron de grado cromatogréafico o analitico, correspondiendo a:
Proteina concentrada de lactosuero (PCL, 80% m/m) obtenida de Ingredientes y productos
funcionales, Colombia; Natamicina (NAT, 50% m/m en lactosa, ZSEB-E Co. Ltd, China); Estandar
de a-tocoferol (a-TOC, > 97% m/m Sigma-Aldrich, USA); glicerol (Gli, J.T.Baker, Alemania);
polisorbato 80 (Tween® 80), monoestearato de sorbitano (Span® 60) de Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil. Para la prueba de capacidad antioxidante se utiliz6 ABTS"": sal diaménica del acido
2.2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico), Trolox: acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-
2-4cido carboxilico, TPTZ: 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina y DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo,
persulfato de potasio, acido clorhidrico, metanol, etanol, tricloruro de hierro, buffer acetato de
sodio, (Sigma-Aldrich, EUA). Los microorganismos utilizados para las pruebas microbiolégicas
fueron Candida albicans ATCC 10231, Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601, and Penicillium
chrysogenum ATCC 10106 y la sal de tetrazolium MTT (Bromuro de [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazol]) fueron suministrados por el grupo de investigacién Toxinologia,
alternativas terapéuticas y alimentarias de la Universidad de Antioquia; los medios de cultivo
utilizados para el crecimiento de los hongos y levaduras fueron agar y caldo Sabouraud agar (Merk,
Alemania). Para los ensayos de migracion y cuantificacion de volatiles se utiliz6 queso fresco,
semiduro y graso (queso doble crema con aproximadamente 26.7% m/m de grasa) fabricado por
Colanta, Colombia; metanol, acetonitrilo grado HPLC, &cido formico (98%) los tres de JT Baker,
Alemania, sulfato de sodio anhidro (Panreac, Alemania), estandar de hexanal (> 97 %) y estandar

interno 4-heptanona, ambos de Sigma-Aldrich, USA.

3.2. Nanosuspension de natamicina

3.2.1. Diseio experimental
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Para la elaboracion de las nanosuspensiones (nS) de natamicina se utilizé un disefio de un
solo factor en el cual el interés radica en la comparacion de los niveles de un simple factor
determinado como la concentracion de NAT (ppm, mg kg) completamente al azar con tres réplicas
y como variable respuesta el tamafio medio de particula (nm), la concentracion de NAT vario desde
100 hasta 600 ppm (mg kg™?) con intervalos de 100 ppm, siendo estas realizadas por triplicado
(Noordam et al. 2002; van Rijin, Tan, y Warmerdam 1998; Séez 2017).

3.2.2. Preparacion de la nanosuspension de natamicina

Para la elaboracion de la nanosuspensién de natamicina (nS NAT) se uso el método descrito
en la patente ES2143586T3 por Noordam et al., (2002) con algunas modificaciones, estos autores
utilizaron la natamicina en suspensiones acuosas concentradas, hasta un 40% (m/m). Se fabricaron
6 tipos de nS basado en el disefio experimental y cuya formulacion se nuestra en la Tabla 9.
Primero, se adicioné el Gliy el Tween 80 con el agua bajo agitacién magnética durante 20 minutos,
posteriormente se adicion6 la NAT y se homogeniz6 con un homogenizador MicroDisTech
MDT100 (Kinematica, Suiza) utilizando 5-periodos a 20000 rpm durante 5 minutos con 3 minutos
de reposo.

Tabla 9. Formulaciones de nanosuspension de natamicina

Concentracion de natamicina (mg kg?)

Tratamiento 100 200 300 400 500 600
Porcentaje de ingrediente (%)
Natamicina (50%) 0.020  0.040 0.060 0.080 0.100 0.120
Glicerol 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030
Tween 80 0.002  0.004 0.006 0.008 0.010 0.012
Agua 99.973  99.946 99.919 99.892 99.865 99.838

3.3. Nanoemulsiones de a-tocoferol

3.3.1. Disefio experimental
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Para conocer la concentracion optima de los componentes en la nanoemulsion (nEm) aceite
en agua (O/W) de a-tocoferol se evalud el efecto de tres factores o variables independientes en %
(m/m) de a-TOC (x1), mezcla de surfactantes (x2) y agua (xs) sobre las variable respuesta tamafo
medio de gota (Y1), para lo cual se utilizo un disefio de mezclas “Simple Lattice”, con un aumento
de disefio obteniendo 10 combinaciones experimentales, cada uno evaluada por triplicado
determinado por el software Statgraphics® centurion Version 17.2.00 (Statpoint Technologies,
Inc., EUA); este tipo de disefio permite estudiar la posible interaccion entre compuestos a través
de la construccion de modelos polinomiales utilizando pocas corridas (Ferreira-Nunes et al. 2018;
Lazcano Diaz et al. 2019; Rincon-Fontéan et al. 2019), la Tabla 10 presenta los porcentajes y los
valores codificados mediante pseudocomponentes de las variables independientes.

Tabla 10. Disefio experimental del disefio de mezclas para tres componentes

Valores experimentales o
Valores codificados

Tratamiento (% m/m)
X1 X2 X3 X1 X2 X3
1 1.80 1.04 97.16 0.17 0.17 0.67
2 3.42 1.04 95.54 0.67 0.17 0.17
3 2.88 0.50 96.62 0.50 0.00 0.50
4 2.88 2.12 95.00 0.50 0.50 0.00
5 2.34 1.58 96.08 0.33 0.33 0.33
6 1.26 0.50 98.24 0.00 0.00 1.00
7 1.26 2.12 96.62 0.00 0.50 0.50
8 1.80 2.66 95.54 0.17 0.67 0.17
9 1.26 3.74 95.00 0.00 1.00 0.00
10 4.50 0.50 95.00 1.00 0.00 0.00

Donde: a-TOC (x1), mezcla de surfactantes (x2) y agua (Xs).

3.3.2. Anélisis estadistico y optimizacion

Se utilizé un andlisis de regresion de minimos cuadrados para determinar la significancia
estadistica de los diferentes modelos a los datos experimentales; para evaluar la idoneidad de los
modelos se considero el valor p <0.05 y el mayor R? obtenido del analisis de varianza (ANOVA)
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(Lazcano Diaz et al. 2019; Rincon-Fontan et al. 2019). Las hipdtesis para el disefio de experimentos
fueron las siguientes, Ho: la combinacion de los factores no afecta el tamafio de particula de la

nano dispersion, y Hi: El tamafio de particula se ve afectado por la combinacion de los factores.

Modelo Lineal

Y = B1x1 + B2x; + P33 Ec. (23)

Modelo Cuadratico

Y = B1x1 + P2xy + P3Xs + B12X1X5 + P13X1X3 + PazXaXs Ec. (24)

Modelo Cubico especial

Y = B1x1 + P2xy + P3Xs + B12X1X5 + P13X1X3 + PazXaXs + P123X1X2X3 Ec. (25)

Donde Y es la variable respuesta, Si, Sij, Bij son los coeficientes de la regresion, y x; son los factores
del disefio.

Las proporciones éptimas de los componentes de las nanoemulsiones (X1, X2, y X3) fueron
determinadas de acuerdo a la minimizacion de las variable respuesta: tamafio medio de gota (Ozbek
y Ergénil 2020; Cornell 2011). Los andlisis estadisticos y el proceso de optimizacion fueron
realizados con el software Statgraphics® centurion Version 17.2.00 (Statpoint Technologies, Inc.,
EUA).

3.3.3. Preparaciéon de la nanoemulsion de a-tocoferol mediante el método de

cizalla

Las nanoemulsiones fueron preparadas por emulsificacion espontanea seguida de
homogenizacién de alta cizalla de acuerdo con Bouchemal et al., (2004) y Kaur et al., (2016)
respectivamente con algunas modificaciones. Cada nEm de a-TOC se prepar0 partiendo de una
emulsion gruesa (O/W) con un balance hidrofilo lipéfilo (HLB) de 11 (Tabla 11), la cual se elaboro
a partir de una fase organica compuesta de a-TOC, Span 60 (HLB = 4.7) y etanol mezcladas en un
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agitador magnético (AA-2050, Gehaka, Brazil) 10 min a 35 °C. Simultaneamente se preparé la
fase acuosa compuesta de agua destilada y Tween 80 (HLB = 15) usando un agitador magnético
10 min a 25 °C. Posteriormente las dos fases se mezclaron y homogenizaron mediante un
homogenizador Ultraturrax® IKA T25 (Labotechnik, Alemania) utilizando 5-periodos a 20000

rpm durante 5 min con 3 min de reposo.

Tabla 11. Formulacion de la fase organica y acuosa para las hanoemulsiones

Fase Ingrediente  Rango (% m/m)
Min  Max
Organica  a-TOC 1.26 4.50
Span 60 0.19 1.45
Etanol 1.50 5.36

Acuosa Tween 80 0.31 2.29

Agua 95.00 98.24

3.4. Caracterizacion de la nS de NAT y nEm de a-TOC

3.4.1. Tamafio medio de gota, indice de poli dispersion y potencial zeta

El tamafio medio de gota, el indice de polidispersién (IPD) y el potencial zeta (PZ) de cada
una de las nS de natamicina y las nEm de a-TOC fueron determinadas utilizado la técnica de
dispersion de luz laser con un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). Las
muestras se diluyeron en agua miliQ (1:100) antes de las mediciones a 25 °C, tres réplicas fueron

realizadas para cada una, los resultados fueron obtenidos del software Zetasizer v.7.11 (Malvern
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Instruments, Reino Unido) reportando el promedio y su desviacion estandar (Ghadetaj et al., 2018;
Pérez-Cordoba et al. 2018).

3.4.2. Estabilidad de la nanosuspension y la nanoemulsion

La estabilidad de la nEm de a-TOC y su mezcla con nS de NAT elaborada por el método de
dispersion de alta energia (hnumeral 3.3.3) fue medido segun lo propuesto por Pérez-Cordoba et al.,
(2018) y Dammak et al., (2017), con el fin de simular la estabilidad en condiciones de
almacenamiento durante 6 meses (180 d); se deposité 0.4 mL de la muestra en una celda de
policarbonato con un radio de 130 mm para ser centrifugada a 4000 rpm (2325.4 x g) en una
centrifuga analizadora de dispersion LUMISizer ® (LUM GmbH, Berlin, Alemania) a 20 °C, 865
nm y factor de luz cada 10 s durante 2 horas. Los resultados fueron obtenidos del software SepView
v. 4.1 (L. U. M, Alemania).

3.4.3. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La determinacion de la CMI para las nS de NAT se determind bajo el método colorimétrico
de microdilucién en caldo utilizado por Abate et al., (1998) y Ciro et al., (2014) con algunas
modificaciones, la CMI se evalud para los siguientes microorganismos: Candida albicans (ATCC
10231), Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601), y Penicillium chrysogenum (ATCC 10106).

El crecimiento de los microrganismos se realizé bajo las directrices de método utilizado por
Ciro et al., (2014) con ligeras modificaciones, para Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae,
se utiliz6 100 mL de caldo Sabouraud a 37 °C durante 12 horas en continua agitacion mediante un
shaker (Heidolph Unimax 1010, Alemania) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial. El
Penicillium chrysogenum se cultivo en un tubo de agar inclinado usando 50 mL de agar Sabouraud
incubado a 37 °C hasta que alcanzo la esporulacion. El dia de la prueba antimicrobiana, las esporas

se rasparon con agua estéril.

Para evaluar la CMI de las muestras se utilizaron microplacas de 96 pozos (Biologix, EUA),

se prepararon diluciones de nS de NAT en un rango de 0.4 hasta 100 mg kg™ y para evaluar el
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efecto de los ingredientes de la nanoemulsion, se realizaron las mismas diluciones de nS de NAT,
pero con la mezcla de una nEm de o-TOC. Se tomaron 20 pL de cada muestra, se le adicionaron
200 pL de caldo Sabouraud y 10 uL del inoculo del microorganismo con una turbidez de 0.5 en
una escala de McFarland (aproximadamente con 1.5 x 10 UFC/mL), posteriormente se llevo a
incubacién a 37 °C durante 12 horas. Pasado el este tiempo se adicionaron 25 pL de una solucién
de MTT (0.8 mg mL™) incubando nuevamente a 37 °C/ 1 hora permitiendo que las células viables
metabolizaran el MTT a formazan; después se realizd la lectura colorimétrica, debido a que los
microorganismos viables reducen el MTT soluble, de color amarillo para convertirlo en un
producto de color azul intenso e insoluble (formazén) (G. Ciro 2012). El valor de CMI corresponde

a concentracién del primer pozo que no presentara cambio de color (amarillo a azul).

3.4.4. Actividad antioxidante

Se realiz6 las pruebas de ABTS™", DPPH' y FRAP a la nEm «-TOC optimizada y a una
mezcla de nEm con nS de NAT, estas pruebas fueron realizadas por triplicado y los resultados

fueron expresados en Capacidad antioxidante equivalente al trolox, TEAC (umol/g muestra).

3.4.4.1. Preparacion de la muestra

Cada una de las muestras se preparé bajo el método propuesto por Contreras-Calderdn et
al., (2011) con ligeras modificaciones, con el fin de garantizar la solubilizacion completa del o-
TOC presente en la nEm, se tomaron 0.1 g de nEm en un tubo de ensayo, se agregaron 6 g de una
solucion metanol-agua (50:50 v/v), después fue llevado a agitacion durante 3 minutos a un agitador
de tubos Vortex (Benchmark, EUA), después fue adicionado 6 g de una solucién acetona-agua
(60:40, v/v) y se repitid la agitacion en el Vortex, finalmente la solucion se ajust6 hasta 25 g con

agua destilada, a esta Gltima solucidon se llamd extracto.

3.4.4.2. Método ABTS**

Este método se realiz6 de acuerdo a lo propuesto por Re et al., (1999) con algunas

modificaciones; inicialmente se prepar6é una solucion acuosa de la sal ABTS a 7mM, el radical
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ABTS"" se produjo al mezclar partes iguales de la solucién anterior junto con una solucién de
persulfato de potasio 2.45 mM, esta mezcla se almacend a temperatura ambiente durante 16 hy en
completa oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se midié la absorbancia a 730 nm con un
espectrofotometro UV-Vis (Mapada-UV330, China) y fue ajustada con etanol a un valor de 0.7 +
0.02 nm. Para el analisis, se tomaron 100 pL de extracto (previamente obtenido en el numeral
3.4.4.1), se mezclé con 1 mL de radical ABTS™ y fue incubada a 30 °C durante 30 min en
oscuridad, posterior al tiempo se realizé la medida de absorbancia; la curva de calibracion se realizo
en paralelo utilizando una solucion de Trolox (2.45 mM) en un rango de 0 hasta 500 uM L*
(Contreras-Calderén et al. 2011).

3.4.4.3. Método DPPH*

El método utilizado se baso6 en las directrices de Alam et al., (2013) con modificaciones
menores. La preparacion del radical DPPH" se realizd diluyéndolo con etanol hasta una
concentracion de 120 uM y almacenado a 4 °C durante 24 horas en completa oscuridad. Para el
analisis, se tomo 0.2 mL de extracto, el cual se mezclé con 2 mL de etanol y, a continuacion, con
2 mL de radical DPPH", esta ultima solucion fue incubada a temperatura ambiente durante 30 min.
Posteriormente se determind la absorbancia a 515 nm usando un espectrofotometro UV-Vis
(Mapada-UV330, China) (Pérez-Cdrdoba et al. 2018); la curva de calibracidn se realizé en paralelo

utilizando una solucién de Trolox (2.45 mM) en un rango de 0 hasta 500 uM L.

3.4.4.4. Método FRAP

El método FRAP (poder antioxidante de la reduccion férrica) se realiz6 de acuerdo a lo
propuesto por Benzie y Strain, (1999) con modificaciones; el reactivo de FRAP se prepard
mediante la reaccion de 2.5 mL de TPTZ (preparado en 40 mM de HCI), 2.5 mL de FeCl3.6H.O
(20 mM) y 25 mL de buffer acetato de sodio (0.3 mM, pH 3.6), esta solucion se mantuvo a 37 °C.
Para el andlisis, se mezcl6 30 pL de extracto con 90 pL de agua destilada y 900 uL de reactivo
FRAP, la mezcla se incub6 a 37 °C durante 30 min. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a 595
nm con un espectrofotometro UV-Vis (Mapada-UV330, China) (Contreras-Calderon et al. 2011);
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la curva de calibracion se realiz6 en paralelo utilizando una solucién de Trolox (2.45 mM) en un
rango de 0 hasta 500 uM L™,

3.5. Preparacion de la solucion formadora de pelicula

Se formularon cuatro soluciones formadoras de pelicula (SFP) las cuales se muestran en la
Tabla 12. La SFP fue preparada bajo continua agitacion, disolviendo PCL en agua destilada, nS
de NAT, nEm de a-TOC, o0 ambos y se adiciono el plastificante (Gli) ajustando el pH a 7 con una
solucién acuosa de NaOH 0.1 M, ese valor de pH esta por encima del rango del punto isoeléctrico
de la a-lactoalbumina y la B-lactoglobulina (pH 4.6 a 5.2) respectivamente (Buggy et al., 2018;
Ramos et al., 2013). Al finalizar la incorporacion de los componentes, la SFP se calent6 a 90°C
durante 20 minutos en un bafio (Marconi®, MA-184, SP, Brasil) y homogenizada a 7000 rpm con
un Ultraturrax® IKA T25 (Labotechnik, Alemania) (Bonilla and Sobral 2016), transcurrido este

tiempo, se realiz6 un choque térmico en un bafio de hielo hasta temperatura ambiente.

Tabla 12. Formulaciones de las SFP para las peliculas de PCL incorporadas con los compuestos
activos

Pelicula Componente PO P1 P2 P3

Composicion en la pelicula a-TOC (%) 0 2 0 2
NAT (ppm) 0 0 300 300

Formulacion de la SFP (% m/m) PCL 10.0 10.0 10.0 10.0
Agua destilada 85.0 52.5 25.0 0
Glicerol 5.0 5.0 5.0 5.0
nEm a-TOC 0 325 0 325
nS NAT 0 0 60 60

3.6. Produccion de las peliculas

La produccién de las peliculas fue realizada mediante el método de solvent casting, el cual
consistio en verter la respectiva SFP en placas de poliestireno de 12 cm de arista, controlando la
proporcion masa de SFP/area de la placa para mantener el espesor de la pelicula, a continuacion,
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se secaron en una estufa de aire forzado (Marconi, MAO035/5, Brasil) a 30 °C durante 12 horas.
Transcurrido el tiempo de secado de las peliculas, se desmoldaron realizando una revision visual
para llevarlas a acondicionamiento durante 7 dias, una parte se llevd en un desecador con silica gel
(humedad relativa =~ 0%) para los analisis de microscopia electrénica de barrido (MEB) y
microscopia de fuerza atbmica (MFA), y la otra parte de las peliculas se llevaron a un desecador
con una solucion saturada de NaBr (Humedad relativa = 58% y actividad de agua = 0.58 en
equilibrio) antes de la caracterizacion se las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes vy
antimicrobianas (Bonilla y Sobral 2016; Pérez-Cordoba et al., 2018).

3.7. Caracterizacion de las peliculas

3.7.1. Espesor

El espesor fue medido en 10 lugares aleatorios de la pelicula utilizando un micrometro
digital (x0.001 mm; Mitutoyo IP65 Mitutoyo, Japon) con una tolerancia de 0.001 mm (Granda et
al. 2014).

3.7.2. Humedad

La humedad (CH) (% m/m) se determind a muestras de pelicula de 20 mm de didmetro, cada
muestra se deposito en un pesafiltro y se llevd a una estufa de secado (315 SE, Fanem, Brazil) a
105 °C durante 24 horas (Pérez y Sobral 2017). El contenido de humedad se calcul6 con la Ec. (26)
(Ahmed e Ikram, 2016).

m;

_ f
CH = —mi X 100 Ec. (26)

Donde mj es la masa inicial (g) de la muestra, y mr es la masa final (g) de la muestra.

3.7.3. Solubilidad en agua y grado de hinchamiento
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La solubilidad en agua (SA) (% m/m) y el grado de hinchamiento (GH) (% m/m) se
determinaron a muestras de pelicula de 20 mm de didmetro, las cuales fueron pesadas y depositadas
en un beaker con 50 mL de agua destilada, se llevaron a agitacion en un Shaker (SOLAB-SL223,
Brasil) con 25 rpm a 25 °C durante 24 horas; después, las muestras fueron removidas del agua, se
secaron de forma superficial con un pafio y se pesaron nuevamente. Continuando para la
metodologia de solubilidad en agua, las anteriores muestras fueron llevadas a una estufa a 105 °C
durante 24 horas y pesadas después del tiempo de secado (Blanquicet et al. 2015; Schmid et al.
2017; Ghadetaj et al., 2018; Pérez et al. 2018). La SA fue calculada con la Ec. (27) y el GH
mediante la ecuacion Ec. (28).

-

m m
L T %100

m;

SA = Ec. (27)

Donde m; es la masa inicial (g) de la muestra, y ms es la masa final (g) de la muestra.

mf—ml-
GH =—x 100
m;

Ec. (28)
Donde mi es la masa inicial (g) de la muestra, y ms es la masa final (g) de la muestra,

transcurridos las 24 h de inmersion en agua.

3.7.4. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) (g Pa’s'm™) fue obtenida gravimétricamente
acorde al método reportado por Ahmed y Ikram (2016) y Dammak et al., (2017) adaptando el
método estandar ASTM E96/E96M (ASTM, 2016) con algunas modificaciones. Se seleccionaron
las peliculas que no presentaron agujeros ni burbujas, estas se cortaron en discos de 65 mm de
diametro, cada disco se coloc6 en un vaso de aluminio conteniendo 50 g de silica gel (Humedad
relativa~ 0%). Una vez asegurado, cada vaso fue puesto en un desecador hermético pre-equilibrado
con agua (Humedad relativa ~ 100%) a 25 °C en una incubadora BOD (Marconi MA-415, Brasil),
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el sistema es pesado cada dia durante 7 dias alcanzando el estado estable, la PVA fue calculada con
la Ec. (29).

w X
PVA=?

X AAP Ec. (29)
Donde wi/t es el coeficiente lineal de la regresion de los datos (g s2), x es el espesor de la

pelicula (mm), A es el area de permeacion (0.0032 m?), AP es la diferencia de presion parcial entre
la atmosfera seca y el agua a 25 °C (3169.1 Pa).

3.7.5. Propiedades oOpticas
3.7.5.1. Color, opacidad y brillo

El color y la opacidad de las peliculas fueron evaluadas usando un colorimetro portable
(MiniScan MSEZ, HunterlLab, EUA) con una abertura de celda con 30 mm de didmetro,
iluminacion D65 (luz diurna), angulo de 10° y un rango de 400 hasta 700 nm (Bonilla y Sobral,
2016; Dammak et al., 2017). Se obtuvieron los valores en la escala de color CIELab, siendo la
luminosidad (L*) una coordenada vertical con valores de 0 (negro) hasta 100 (blanco), a* es la
primera coordenada horizontal con valores de -80 (verde) hasta +80 (rojo), y b* es la segunda
coordenada horizontal con valores de -80 (azul) hasta +80 (amarillo), lo que permite el calculo de
la diferencia de total de color AE* utilizando la Ec. (30) (Ramos et al., 2013; Ghadetaj et al., 2018).

La opacidad fue evaluada siguiendo el método en modo reflectancia utilizando el mismo
equipo para el anlisis de color mediante el software (HunterLab Associated Laboratories, Reston,
EUA).

AE* = \/(AL")2 + (Aa*)? + (Ab*)? Ec. (30)

Donde AL*, Aa* y Ab* son las diferencias entre el correspondiente parametro de color de

la muestra y la pelicula control, sin compuestos activos (L* = 89.65, a* =-1.86 y b* = 9.79).
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El brillo en la superficie de las peliculas fue medido acorde al método reportado por
(Bonilla y Sobral 2016) y adaptando el método estdndar ASTM D2457-13 y ASTM D523-14
(ASTM 2013; ASTM, 201) para peliculas plasticas, donde cada muestra se midié con un angulo
de incidencia de 60° utilizando el Glossimetro (NGL 20/60, Rhopoint, Reino Unido).

3.7.5.2. Barrera a la luz UV-Vis y Transparencia

Estas propiedades se midieron utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Lambda 35, Perkin
Elmer, EUA), las peliculas fueron cortadas en tiras de 10 x 40 mm y puestas en el lugar de las
cubetas para medir el porcentaje de Transmitancia en un rango de 200 hasta 800 nm. La
transparencia relativa fue medida con la absorbancia a 600 nm y calculada con la Ec. (31) (Ahmed
e Ikram 2016; Bonilla y Sobral 2016; Ramos et al., 2013).

Agoo _ —log Tsoo
X

Transparencia = Ec. (31)

Donde x es el espesor de la pelicula (mm) y Asoo s la absorbancia a 600 nm.

3.7.6. Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecénicas evaluadas de las peliculas fueron la tensién de rotura (TR, MPa),
el porcentaje de elongacion (PE, %) y el médulo elastico (ME, MPa) basado en la prueba de
traccion del método estandar ASTM D882-18 (ASTM, 2018) con ligeras modificaciones usando
un analizador de textura (TA.XT2i, Stable Micro System, Reino Unido). Las peliculas fueron
cortadas en ldminas de 15 x 100 mm, las cuales se fijaron en las mordazas con una separacion
inicial de 50 mm, la velocidad de traccion fue de 1.0 mms™ hasta la rotura. Los valores de TR, PE
y EM fueron determinados con el software Exponent Lite V.4.0.13.0 (Stable Micro System, Reino
Unido) segun lo reportado por Bonillay Sobral. (2016) y Pérez-Cérdoba y Sobral (2017). Para este

analisis, se utilizaron minimo 10 réplicas de cada pelicula.
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3.7.7. Angulo de contacto

La hidrofobicidad de la superficie de la pelicula fue determinada usando el método de la
gota sésil midiendo el angulo de contacto con un tensiometro optico (Attension Theta Lite, KSV
Instruments, Finlandia), se cortaron peliculas rectangulares de 20 mm de arista, después de ubicar
la pelicula en el tensiometro, con una jeringa de precision se colocd una gota de agua desionizada
(5uL) en la superficie de la pelicula dando comienzo a la medicion, capturando imagenes cada dos
segundos durante 120 segundos. EIl andlisis de imagen se realizd con el software OneAttension
(Attension Theta Lite, Finlandia), la curva de la gota fue ajustada a la ecuacién de Laplace-Young
para medir el angulo formado () entre la superficie y la linea tangente de la gota (Ramos et al.
2013; Dammak et al., 2017; Pérez y Sobral 2017).

3.7.8. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia FTIR fue utilizada para identificar de bandas de absorcion relacionadas
con las vibraciones de grupos funcionales presentes en las peliculas utilizando un espectrometro
(Spectrum One FTIR, Perkin-Elmer, EUA), los espectrogramas fueron determinados a 25 °C en un
rango de nimero de onda de 650 hasta 4000 cm™ con una resolucion de 1 cm™y 14 barridos
espectrales para medir en el modo de transmitancia (Bonilla y Sobral, 2016; Lara et al., 2019). Los

datos fueron tratados con el software Spectrum One (Perkin-Elmer, EUA).

3.7.9. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas, temperatura de transicion vitrea (Tg), temperatura de fusion (Tm)
y entalpia de fusion (AHm) de las peliculas fueron determinadas mediante un calorimetro diferencial
de barrido (DSC TA2010, TA Instruments, EUA) equipado con un accesorio de enfriamiento
criogénico. Se depositaron las muestras (~10 mg) en celdas de aluminio que fueron herméticamente
selladas y pesadas en una balanza de precision (£0.01 mg) (AP250F, Ohaus, Switzerland). Las
celdas fueron calentadas desde -20 hasta 120°C con un incremento de 5 °C min™ en una atmosfera

inerte (45 mL min N), se usé una celda vacia de aluminio como referencia. Las propiedades
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térmicas se calcularon utilizando el software Universal Analysis 2000 (TA Instruments),
calculando T como la temperatura del pico endotérmico. Tg como el punto de inflexion de la linea
de base, causado por la discontinuidad del calor especifico de la muestra y AHm como el area del

pico endotérmico (Pérez et al. 2018; Valencia et al., 2019).

3.7.10. Difraccion de Rayos X

El anéalisis de cristalinidad de las peliculas se realiz6 con un difractémetro de rayos X (AXS
Analytical X.ray D50005, Siemens, Alemania) operando con una corriente y voltaje de 40 mA 'y
40 kV respectivamente, con una longitud de onda A=1.54056 nm de la radiacion Cu Ko 1. Las
peliculas fueron cortadas de cuadrados de 3 cm de arista y puestas en un marco de aluminio, los
datos fueron recolectados a 25 °C en una region de 26 = 5° hasta 40°, con una velocidad de 1° min
! (Pérez-Cérdoba et al. 2018; Valencia et al. 2018).

3.7.11. Microestructura de las peliculas

3.7.11.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microestructura de la seccion transversal y superficial de las peliculas fue visualizada
por SEM usando Microscopio electronico de barrido (TM3000, Hitachi Ltd, Japon), las imé&genes
fueron tomadas a 5 kV con ampliaciones entre 500x y 1500x respectivamente. Las muestras fueron
cortadas en cuadrados de 10 mm aproximadamente y adheridos en el porta muestras mediante una
cinta adhesiva. Para la seccién transversal las muestras fueron crio-fracturadas después de

sumergirlas en nitrogeno liquido (Dammak et al., 2017).

3.7.11.1. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Cada una de las peliculas fabricadas se les midi6 la topografia mediante la técnica de AFM
usando un microscopio de fuerza atomica (NT-MDT, Solver Next Brand, Rusia) equipado con un
software para analisis de imagen (New Model 3.1.0 programa PX), el equipo fue operado en modo

de semi-contacto con una fuerza de contacto, frecuencia de resonancia y tasa de barrido de 5 Nm-
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1150 kHz y 0.3 Hz respectivamente. Los analisis fueron realizados en un campo de vision de
0.0025 mm? (50 pm x 50 pum). Las micrografias se tomaron con colores RGB y una resolucion de
0.2 um por pixel (Valencia et al. 2018). La rugosidad superficial fue calculada con base al promedio

de la altura de los picos.

3.7.12. Actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar

El método de difusién en disco se utiliz6 para determinar el efecto las peliculas sobre
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y Penicillium chrysogenum. El crecimiento de cada
microorganismo fue descrito en el numeral 3.4.3.

Se tomaron 100 pL del inéculo de cada microorganismo con una turbidez de 0.5 en una
escala de McFarland aproximadamente con 1.5 x 108 UFC/mL para distribuirlos en cajas de petri
que contenian agar Sabouraud sélido (Ciro, 2012).

Las peliculas, PO (control negativo), P2, P3 (Tabla 12) y el control positivo (discos de papel
filtro empapados con un una nS a 300 ppm NAT) fueron cortadas en discos de 7 mm de diametro,
y puestos en la superficie del agar previamente inoculado para ser incubadas a 25 °C durante 24 h
(Ciro, 2012; Ollé Resa et al., 2014). Se calculé el area de toda la zona, para luego restar el area del

disco, y la diferencia entre estas dos areas (mm?) se reportd como la zona de inhibicion.

3.7.13. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas fue determinada por los métodos de captacion de
radicales ABTS™*, DPPH" y poder antioxidante de la reduccion férrica (FRAP) descritos en el
numeral 3.4.4, con algunas modificaciones en la preparacion de la muestra. Las soluciones que
contenian a-TOC fueron preparadas conforme al método de extraccion descrito por Contreras-
Calderoén et al., (2011), se tomaron 0.1 g de pelicula en un tubo de centrifuga, se agregaron 6 g de
una solucion metanol-agua (50:50 v/v), después fue agitado durante 1 minuto en un agitador de
tubos Vortex (Benchmark, EUA), posteriormente se llevo a un shaker (Heidolph Unimax 1010,

Alemania) a 150 rpm durante 1 hora. Transcurrido el tiempo, el tubo fue centrifugado a 6000 rpm
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por 10 min en una centrifuga (BOECO C-28 A, Alemania) recuperando el sobrenadante. El proceso
se repitid con el residuo, pero adicionando 6 g de una solucion acetona-agua (60:40 v/v), finalmente

se mezclaron los sobrenadantes y la solucién se ajustd hasta 25 g con agua destilada.

3.7.14. Biodegradabilidad de las peliculas

La prueba de biodegradacion aerobia en condiciones controladas de compostaje se realizé
bajo la metodologia utilizada por Salazar-Sanchez et al., (2019), el método consistio en cortar 40
g de cada pelicula en cuadros de 1 cm de arista; las pelicula utilizadas fueron la pelicula control
(PO) y pelicula con 2% (m/m) a-TOC y 300 ppm NAT (P3); posteriormente se depositd en un
biorreactor de 2000 mL junto con 240 g de una mezcla de compost y agua destilada ( ajustada a
53.81% de sdlidos totales). Cada biorreactor se instal6 en el equipo de biodegradacion Micro
Oxymax Respirometer (Columbus Instruments, E.U.A) con un flujo de aire continuo de 300
mL/min, y se incubaron a 58 + 2°C empleando una incubadora IN260plus (Memmert, Alemania).
Se cuantifico el dioxido de carbono acumulado en cada biorreactor durante 21 dias de degradacion

para reportar porcentaje de biodegradabilidad. Cada muestra se realizé por triplicado.

3.8. Analisis estadistico

Los resultados de los analisis de las nanosuspensiones, nanoemulsiones y peliculas fueron
presentados como el promedio + desviacion estandar. El analisis estadistico de estos datos se
realizd mediante el andlisis de varianza simple (ANOVA) utilizando el software Statgraphics®
Centurion XVII V17.2.00 (Statpoint Technologies, Inc, E.U.A). Los valores promedio obtenidos
se utilizaron en la prueba de intervalo maltiple de Duncan siendo considerados significativos los

valores de p <0.05. Las pruebas se realizaron como minimo, por triplicado.

3.9. Migracion de los compuestos activos

3.9.1. Estudio in vitro de la migracion de la natamicina y el a-tocoferol
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La prueba de migracion para NAT en las peliculas fue desarrollada conforme al método
reportado por Altenhofen et al., (2012) y Bierhalz et al., (2012) con algunas modificaciones. Las
peliculas se cortaron en cuadrados de 2.2 cm de arista con una masa aproximada de 0.1 g, estas
fueron depositadas en un beaker que contenia 15 mL de una solucién acuosa de etanol (50% m/m)
y posteriormente se llevd para agitacion en un shaker (Heidolph Unimax 1010, Alemania) a 150
rom a 4, 14 y 25 °C respectivamente. La concentracion de natamicina en cada beaker fue
cuantificada cada 4 minutos aproximadamente hasta alcanzar el equilibrio, para ello se utilizo un
espectrofotometro UV-Vis (Mapada-UV330, China) en un rango de longitud de onda de 290 -350
nm hasta 350 nm. El espectro de absorcion se someti6 a la tercera derivada y la concentracion de
natamicina se obtuvo a partir de la altura del pico a 317 nm con la linea base comparado con una
curva estandar de NAT (de Oliveira et al. 2007). EIl volumen tomado para la medicion fue devuelto
al beaker y el procedimiento de medicidn se repitio hasta que la concentracion de natamicina fue
constante, es decir, hasta verificar que no se presentaba mas liberacion de NAT. Para evaluar la
migracion del a-TOC en las peliculas se utiliz6 un método reportado por Martelli et al., (2017) y
Yeamsuksawat y Liang., (2019) con algunas modificaciones. Se utilizaron cortes de peliculas
similares para la prueba de NAT, se depositaron en una beaker con 15 mL de una solucion acuosa
al 50% m/m de etanol y llevadas a agitacion a las mismas condiciones anteriores. La concentracion
de a-TOC se cuantificd en el mismo espectrofotometro a 291 nm en un intervalo aproximado de 4

minutos. Cada prueba se realizé por triplicado.

3.9.1. Estudio de la migracion de la natamicina y el a-tocoferol en el sistema de

envasado (pelicula-queso)

La pelicula que contenia 2% (m/m) a-TOC y 300 ppm NAT se puso en contacto directo con
el queso doble crema, la pelicula se cort6 en cuadrados de 22 mm de arista y se pusieron sobre
cilindros de queso (15 mm de didmetro y 2 mm de altura) garantizando su total cobertura, el sistema
(pelicula-queso) fue almacenado en cajas de petri a 4, 14 y 25 °C respectivamente. Se cuantificd
NAT y a-TOC en las peliculas y el queso doble crema a las tres temperaturas de almacenamiento
mediante cromatografia liquida usando un HPLC (Cromatografo liquido Shimadzu, Tokyo, Japon),
con sistema de bombeo LC-20AD, un detector de arreglo de diodos (PDA) SPD-M20A, un inyector
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automatico SIL-20A/HT, con médulo de comunicacion CBM-20A y una columna C18, 250 x 4
mm, 5 um (Knauer, Alemania) mantenida a temperatura ambiente.

La extraccion de los compuestos activos se realizd segin Paseiro-Cerrato et al., (2013) y
Molognoni et al., (2016) con algunas modificaciones, se pesaron aproximadamente 0.1 g de filme
0 0.5 g de queso, se cortd y se adiciond en un tubo Falcon con 10 g de metanol acidificado con
0.001% de &cido ascetico, se llevo a Vortex (Benchmark, EUA) durante 5 min, posteriormente se
agitoé a 180 rpm en un shaker (Heidolph Unimax 1010, Alemania) durante 1 hora protegido de la
luz, y posteriormente se centrifugd a 6000 rpm por 10 min en una centrifuga (BOECO C-28 A,
Alemania). Al finalizar el sobrenadante se llevd a un vial previamente usando un filtro con un
tamarfio de poro de 0.2 pm.

Las condiciones para cuantificar NAT correspondieron a un flujo de 1.0 mL min* durante
21 min, 50 pL de inyeccion, 304.4 nm de longitud de onda, la fase mdvil fue agua y acetonitrilo
acidificados al 0.1% de &acido formico, el perfil de elucion se expres6 como en modo gradiente
expresado en tiempo (min)-agua-acetonitrilo fue de 0-70-30; 10-40-60; 15-40-60, y 21-70-30
respectivamente (Molognoni et al. 2016; Paseiro-Cerrato et al. 2013). La curva de calibracion para
la natamicina se construyé con 7 niveles incluidos el cero en el rango de 10-85 mg kg2, la linealidad
fue evaluada usando tres replicas por nivel en tres dias diferentes. Las condiciones para cuantificar
a-TOC correspondieron a un flujo de 1.0 mL min* durante 15 min, 5 pL de inyeccion, a una
longitud de onda de excitacion y de emisién de 292 y 310 nm respectivamente, la fase moévil fue
metanol y acetonitrilo (50:50) (Granda-Restrepo et al. 2009). La curva de calibracion para el a-
TOC se realizo de la misma manera que para la natamicina, pero el rango de los niveles fue de 100-
1000 mg kg*. EI muestreo para NAT y a-TOC se realiz6 de 2 a 3 dias para4y 14 °Cy de 0.5a 2

dias a 25 °C respectivamente, hasta alcanzar el equilibrio.

3.9.2. Determinacion del coeficiente de difusion y de particion

El coeficiente de particion, el coeficiente de difusién y la dependencia de la temperatura del
coeficiente de difusion se determind segun lo establecido en la seccion “2.5. Modelacién de la
migracion”, y dependiendo de las caracteristicas del sistema de envasado se utiliz0 alguno de los
tres modelos mencionados basados en la solucion de la segunda ley de Fick. Para este proceso de

modelacion se usé el conjunto de datos de la concentracion de NAT o a-TOC en el tiempo, en
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consecuencia, se calculd la masa acumulada M; de cada uno de los compuestos, graficando M¢M,
en funcion del tiempo, donde M, es la méxima cantidad liberada por el material de envase, es decir,

cuando el sistema se encuentra en equilibrio.

3.10. Modelacién Multiescala de la migracion

La estrategia que se utiliza para la construccion de los modelos multiescala es Bottom-Up,
primero se construye el modelo a la escala mas pequefia representado por la Figura 10 (Escala
nano/micro), los modelos fueron presentados en la sesion 2.5.4.1, acé se simula el movimiento
aleatorio de cada nano particula representativa de NAT y «-TOC con el fin de estimar los
coeficientes de difusion nanométricos del a-tocoferol y la natamicina (Fayazi y Ghazanfari 2015;
Hernandez 2008; Huang et al. 2019); con la informacion anterior, se modela la siguiente escala
Figura 10 (Mesoscopica) explicada en la sesion 2.5.4.2 (utilizando el método de diferencias
finitas), con ello se construyen los perfiles de concentracién como funcion del tiempo y la posicion
en el material de envase (Ghajar y Cengel 2014; Tveito y Winther 2006).

La integracion de las escalas se realiza desde la escala més pequefa hasta la escala mas
grande, la Figura 10 muestra un esquema de integracion, y la escala macroscopica se obtiene a
partir de la homogenizacion de la escala mesoscopica (promedio de la concentracion de los

compuestos como funcién de la longitud del sistema de envasado y el tiempo).

Escala Escala Escala
macroscopica mesoscopica nano/micro

(O Posicion inicial de la particula, componente j

§ Posicion final de la particula, componente j

— Pelicula

Ci=f(® G =f(xt) Dj = f(x,y.t)



79

Elaboracion propia. Donde, rj es la distancia neta alcanzada por la particula j, Cj y Djes la
concentracion y el coeficiente de difusion del compuesto j que migra hacia el alimento.

Figura 10. Modelo de integracion entre las diferentes escalas.

El andlisis de la informacion y las respectivas simulaciones se realizaron mediante MATLAB®
R2011b (MathWorks, Natick, MA, EE. UU.) y Visual Basic para Aplicaciones de Microsoft Excel
365.

3.11. Cuantificacion del hexanal en queso como indicador de la oxidacién lipidica.

Se cuantifico el hexanal como indicador de la oxidacion lipidica en queso doble crema, se
utilizaron muestras de queso en contacto directo con una pelicula que contenia 2% (m/m) a-TOC y
300 ppm NAT y en contacto con la pelicula control, todas ellas fueron almacenadas a 4, 14y 25 °C
respectivamente, el sistema (pelicula-queso) fue expuesto en presencia de luz incandescente
utilizando una bombilla E12 110v 7W; la prueba se realiz6 durante 8 semanas, midiendo cada
semana la concentracion de hexanal en queso; para la extraccion de los compuestos volatiles se
utilizo la técnica de micro extraccion en fase sélida con una fibora DVB/CAR/PDMS 50/30 pm
(Supelco, E.U.A), un cromatdgrafo de gases (Agilent 6890 Series, E.U.A) equipado con un detector
de ionizacidn de llama y una columna capilar de silice 30m x 0.32mm x 0.25 um (Supelco SPB50,
E.U.A). Lainyeccion se realiz6 en forma manual, el flujo de Hz fue de 0.6 mL min en modo Split,
la temperatura del inyector fue de 250 °C y la temperatura del horno se mantuvo a 50 °C durante 6
minutos, después incrementada hasta 230 °C a una tasa de 20 °C min mantenida durante 10
minutos.

Las curvas de calibracion del hexanal se prepararon desde 2 hasta 10 mg kg™, adicionando
4-heptanona como estandar interno. La preparacién de la muestra de queso se realizd segun
Delgado et al., (2010) y Nzekoue et al., (2019) con algunas modificaciones, la muestra de queso
(aproximadamente 0.25 g) se llevo a un vial de 20 mL, se adicion6 0.375 g de sulfato de sodio
anhidro, 1.8 mL de agua desionizada y 200 pL de una solucion de estandar interno de 4-heptanona
(10 pg mLY). Se cerr6 el vial con un septum de teflon y fue llevado a un bafio maria a 50 °C,
después de 20 min, se introdujo la fibra en el vial para ser expuesta al espacio de cabeza durante
10 min bajo agitacion continua (250 rpm) con un agitador magnético. Después del tiempo de
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extraccion, se removio la fibra del vial y posteriormente inyectada manualmente en el puerto de
inyeccion de cromatografo con un tiempo de desorcion de 10 min. Posterior a la desorcién, los
extractos fueron transferidos a la columnay la fibra fue nuevamente acondicionada durante 20 min
a 250 °C para prevenir contaminacion cruzada con las demas muestras. Se graficaron los resultados
de los dos tratamientos para la concentracion de hexanal (mg kg?) contra el tiempo de
almacenamiento a las tres temperaturas.

4. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

4.1. Reduccién de tamanfo a escala nanométrica

4.1.1. Nanosuspension de natamicina

El tamafio de particula para las diferentes soluciones de NAT se presenta en la Tabla 13,
donde se puede evidenciar que la concentracion de 100 mg kg™ fue la que presentd el menor tamafio
promedio (133.85 * 2.62 d.nm) con diferencia significativa a los demas tratamientos (p<0.05); el
incremento del tamafio de particula aumenta con la concentracidén de NAT, esto se debe a que los

cristales de natamicina poseen una baja solubilidad en agua (20-50 mg L) (EFSA 2009), v la
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presentacion comercial de producto utilizado esta al 50% en lactosa, como consecuencia, aumenta
la densidad de los solidos insolubles afectando las condiciones del proceso de reduccion de tamafio
(Patil et al. 2018), dicho proceso fue de 5-periodos a 20000 rpm durante 5 minutos con 3 minutos
de reposo; aun asi, los valores promedio de todos los tratamientos fueron menores a 207 nm siendo

considerados en escala nanométrica (Donsi and Ferrari 2016; Gooch 2007; Teixid6 2015).

Tabla 13. Tamafio de particula (d. nm), indice de polidispersion y potencial Zeta de
diferentes soluciones de natamicina.

Concentracion Tamafo Indice de Potencial Zeta
(mg kgt) (d.nm) polidispersion (mV)
100 1339+26° 0.31+0.03% -41.10+3.08 %
200 204.0+5.1Y  0.25+0.00°  -40.40+2.20°2
300 207.0+0.9°  0.26+0.02°  -40.70+1.91°2
400 198.8+0.8¢ 0.23+0.01° -45.10 + 3.67 "
500 203.7+33P  0.29+0.02%®  -43.20+3.70%
600 2045+ 1.5° 0.22+0.00°¢ -40.30£1.352

Valores promedio * desviacién estandar (n=3). Los diferentes superindices indican

diferencia significativa (p<0.05).

Estos resultados son coincidentes con lo reportado por Khames et al., (2019) en
nanoparticulas lipidicas solidas donde se reportd un tamafio de 130 d.nm y un valor de 0.248 de
indice de polidispersion (IPD); la nS a 100 mg kgtmostré menor tamario de particula con 133 d.nm
y un IPD de 0.31 = 0.03 que presentd diferencia significativa (p<0.05) entre las otras
concentraciones evaluadas (Tabla 13), y en la Figura 11 se presenta la distribucién monomodal
de todos los tratamientos con una estrecha variacion entre ellos, lo que evidencia una buena
estabilidad fisica en las condiciones estudiadas. Como se puede observar en la misma tabla, los
valores del potencial zeta para todas las nS fueron menores a -40 mV, lo que sugiere una alta
estabilidad debido a que las particulas estan lo suficientemente cargadas para permitir que dominen
las fuerzas repulsivas entre particula y particula (Zambrano 2013).
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Figura 11. Distribucion en el tamafio medio de particula para las nanosuspensiones de
natamicina.

4.1.2. Nanoemulsion de a-tocoferol

Es necesario asegurar el éxito en la fabricacion de la nanoemulsién antes de determinar su
efecto sobre las propiedades en la pelicula de PCL; por lo tanto, la evaluacion del didmetro de gota
de la nanoemulsion encapsulando a-Tocoferol (nEm de a-TOC) es indispensable; en la Tabla 14
se presentan los niveles de los factores (reales y codificados) y los valores experimentales del
tamafo de gota y el IPD; en lamisma tabla se puede evidenciar dos agrupaciones segun los tamarios
promedio de gota (< 200 nm) y los cuales no presentan diferencias significativas (p>0.05), el
primer grupo involucra tamafios promedio de 61.7, 73.0 y 48.9 nm para los tratamientos 7, 8y 9,
respectivamente, este grupo se caracteriza por que la fase oleosa estd en menor proporcion que la
de surfactantes (a-TOC:surfactantes) en un rango de 0.33:1 - 0.68:1, estos resultados coinciden con
(Zambrano 2013) que obtuvo una nEm de a-TOC utilizando Span 80 y Tween 80 en una proporcion
a-TOC:surfactantes de 0.04:1 respectivamente, el tamafio de gota obtenido fue de 194 nm,
utilizando tambien, el método utilizado en este trabajo; Kaur (2016) preparé una nEm de a-TOC
con un tamafo de 38 nm y mediante un homogenizador ultrasénico, utilizando Lauril Sulfato de
Sodio/ Tween 80 como surfactantes en proporcion a-TOC:surfactantes de 0.33:1; Teixeira (2017)
obtuvo un tamafio de gota de 69.9 nm en una nEm de a-TOC con una proporcion de 0.5:1 (a-
TOC:surfactantes) y un homogenizador de alta presion.
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El segundo grupo presentd tamarios hasta 4 veces méas grandes que el grupo anterior, con
tamarios de gota de 137.8, 115.2 y 116.5 nm para los tratamientos 1, 4 y 5, respectivamente; en
este grupo, el a-TOC esta en mayor proporcion que la mezcla de surfactantes, con valores de o-
TOC:surfactantes entre 1.36:1 y 1.73:1; segun el estudio de Pérez y Sobral (2017) se pueden
obtener nanoemulsiones de una mezcla de a-TOC y aceite esencial de ajo con un tamafio de 79 nm
utilizando la proporcion de fase oleosa:surfactantes de 2:1, utilizando un microfluidizador; también
Teixeira (2017) fabricé una nEm de a-TOC con una proporcion a-TOC:surfactantes en 2:1

obteniendo un tamarfio de gota de 89.5 nm utilizando un homogenizador de alta presion.

Tabla 14. Caracterizacion de las nanoemulsiones de a-Tocoferol para el disefio de mezclas.

Niveles experimentales indice de Potencial

2 Tamario

15 (%m/m) (codificados) polidispersion Zeta

§ X1(X1cod) X2 (Xxz2cod) X3 (x3cod) (d.nm) IPD mv

1 1.80 (0.17) 1.04(0.17) 97.16 (0.67) 137.8+0.1° 0.23 +0.012 -27.71+1.87
2 3.42(0.67) 1.04(0.17) 95.54(0.17) 2529+27.8° 0.39 +0.13° -17.29 £ 0.29
3 2.88(0.50) 0.50(0.00) 96.62 (0.50) 522.1+22.2¢ 0.50 + 0.02¢ -16.60 + 0.55
4 2.88(0.50) 2.12(0.50) 95.00(0.00) 115.2+0.9? 0.27 + 0.00% -35.30 £ 2.01
5 2.34(0.33) 1.58(0.33) 96.08(0.33) 116.5%1.0% 0.27 +0.01% -30.50 + 2.38
6 1.26 (0.00) 0.50(0.00) 98.24 (1.00) 217.9+14.3° 0.33 +0.03" -21.40 + 1.51
7 1.26 (0.00) 2.12(0.50) 96.62 (0.50) 61.7 +0.1° 0.30 + 0.01% -42.50 + 1.99
8 1.80(0.17) 2.66 (0.67) 95.54(0.17) 73.0+1.1° 0.34 + 0.00™ -40.30 + 1.04
9 1.26 (0.00) 3.74(1.00) 95.00 (0.00) 48.9 +0.4° 0.49 +0.01¢ -43.26 + 1.75
10  4.50(1.00) 0.50(0.00) 95.00 (0.00) 632.5+ 24.5f 0.29 + 0.07% -12.70 £ 0.51

Donde x1, X2, ¥ X3 son los niveles experimentales para el a-TOC, la mezcla de surfactantes

y el agua respectivamente. Los valores codificados para las mismas variables estan dentro de

paréntesis. Valores promedio * desviacion estandar (n=3). Los diferentes superindices indican

diferencia significativa (p<0.05).

Considerando la proporcion de los surfactantes en una nanoemulsién, Solans et al., (2005)

y Silva et al., (2012) plantean que el tamafio de gota disminuye cuando se incrementa la
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concentracion del surfactante, esto es debido al aumento del area interfacial del tensoactivo y la
disminucion de la tensién interfacial, esto evita la agregacion de gotas de la fase oleosa al aumentar

las fuerzas de repulsion entre ellas promoviendo la estabilidad cinética.

El indice de polidispersion de todos los tratamientos se presenta en la Tabla 14, valores
cercanos a cero indican la mayor homogeneidad posible en una nanoemulsion (Teixid6é 2015) y
menores a 0.5 puedes ser considerados para describir una nanoemulsion estable (Pérez y Sobral
2017); el valor de IPD de los tratamientos son 1, 4 y 5 no presentaron diferencias significativas
(p>0.05) cuyos valores estan entre 0.23 y 0.27, estos tratamientos presentaron una distribucién
estrecha y levemente bimodal Figura 12, debido a la absorcion uniforme del surfactante en la
interfaz de la gota (Donsi y Ferrari 2016), lo que confirma que el respectivo tamarfio de gota para
cada tratamiento (Tabla 14). Los tratamientos 7, 8 y 9, presentaron menor tamafio de gota (61.7,
73.0 y 48.9 nm respectivamente) con una distribucién de tamafio bimodal y presentaron un IPD de
0.30, 0.34 y 0.49 en el mismo orden, este aumento de IPD indica que se estaba presentando un leve
incremento en una segunda poblacion de gotas con tamafios aproximados a 10 nm (Figura 12), lo
que permite inferir que se puede disminuir ain mas el tamafio promedio de gotas al aumentar el

periodo y tiempo de proceso en la fabricacion de la nanoemulsion.
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Figura 12. Distribucion en el tamafio medio de gota para las nanoemulsiones de o-
Tocoferol.
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Los valores del potencial zeta fueron negativos para todas las nanoemulsiones (Tabla 14),
con la caracteristica de que esta carga negativa presenta muy poca o nula toxicidad en las
membranas bioldgicas (Teixid6 2015), lo que permite ser incorporadas en un material de envase
que esta en contacto con alimentos; los tratamientos con tamafios de gota menores a 100 nm
presentaron un valor alrededor de -41 mV, lo que le confiere estabilidad a la agregacion, de acuerdo
con Silva et al., (2012) y Zambrano (2013) valores de -11 a -20 mV indican una estabilidad ligera
con pocos aglomerados, en el rango de -21 a -30 mV a una estabilidad moderada, sin aglomerados
y valores superiores a -30 mV indican estabilidad moderada y la repulsion excede a la atraccion
entre gotas; los resultados presentados son consecuentes con lo reportado por Teixidd (2015),
Teixeira (2017) y Pérez et al. (2018) para nanoemulsiones de a-TOC, reportando valores menores
a -30 mV, esto es el resultado de la adsorcion de iones hidroxilo en la interfaz aceite-agua y el
desarrollo posterior de enlaces de hidrégeno entre estos iones y los grupos de éxido de etileno del

surfactante.

4.1.2.1. Optimizacion de la nanoemulsion

El andlisis de regresion de los 10 tratamientos evaluados se presenta en la Tabla 15, los
factores independientes (a-TOC, mezcla de surfactantes y agua) fueron ajustados a tres modelos
diferentes: lineal, cuadréatico y cubico especial para encontrar su significancia en el tamafio de gota
de la nanoemulsion; altos valores de F, indican un fuerte efecto de los factores en el tamafio de
gota, y junto con el R? el modelo que mejor se ajusté fue el modelo cubico especial, con valores de
12.46 y 0.8843 respectivamente. En el modelo seleccionado para realizar la optimizacion (cubico
especial) se puede apreciar que los valores positivos de los coeficientes indican un efecto sinérgico
sobre el tamario de gota, es decir incrementan su valor, y un coeficiente negativo muestra un efecto
antagoénico (disminuye el tamafio de gota), de lo anterior se observa que los coeficientes que afectan
la disminucion del tamafio de gota, es la combinacion del a-TOC:surfactantes, donde la cantidad

de surfactantes debe ser mayor a la de a-TOC para promover la formacién y estabilizacion de la
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nanoemulsion debido a que se disminuye la tension interfacial entre la fase lipidica y la fase acuosa
(Patil et al. 2018).

Tabla 15. Resumen del analisis estadistico y de los modelos para el tamafio de gota.

Modelo Razon F Valorp  Ecuacion codificada R? gjustado

Lineal 1024  0.0084  529.60x; — 73.18x, + 197.01x; 0.6724

Cuadratico 11.88  0.0163  616.98x; + 78.83x, + 213.55x; — 1084.28x,x, 0.8580
+ 134.96x,x3 — 466.60x,x3

Cubico especial 12.46 0.0316  610.72x; + 72.56x, + 207.28x3 — 896.43x, x, 0.8843

+ 32281X1X3 - 2587SXZX3
— 3043.24x1x,x3

Donde x1, X2, y X3 son las variables codificadas para el a-TOC, la mezcla de surfactantes y

el agua respectivamente.

La Tabla 16 muestra la minimizacién del tamafio de gota seguin el modelo cubico especial,
también se presenta valor experimental del tamafio de gota, y la composicion de la mezcla optima;
estos resultados de composicidn presentan una proporcién de a-TOC:surfactantes de 0.58:1, cuyo
analisis se presento en la sesion (4.1.2). La Figura 13 representa graficamente el diagrama ternario
y de superficie donde se evidencia la region en el cual la combinacion de variables representa el
minimo de tamafio de gota. Estos resultados validan el procedimiento de optimizacion y respaldan
la ecuacion del modelo de regresién para la prediccion de la respuesta en los niveles de variable

seleccionadas.

Tabla 16. Resultado experimental y predicho de la formulacion optimizada para el tamafio
de gota.

Valor predicho Valor experimental Error de la prediccién (%)

32.4d.nm 35.4+0.6d.nm 9.13

Composicion de la mezcla a-TOC Mezcla surfactantes Agua
(% m/m) 1.46 2.51 96.03

Valor promedio + desviacion estandar (n=3).
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Figura 13. Gréfico ternario y superficie de respuesta de la nanoemulsion optimizada.

4.1.2.2. Estabilidad de la nEm de a-TOC y su mezcla con nS de NAT

El perfil de estabilidad para la nEm de a-TOC y la mezcla con nS de NAT para cada uno de
los periodos utilizados en el proceso de reduccion de tamafio se presenta en la Figura 14, valores
cercanos a 1 presentan mayor inestabilidad en las muestras, los valores debajo de 0.5 son
considerados para describir una nanoemulsion estable (Dammak y Sobral 2017), y generalmente
esos valores corresponden a nanoemulsiones con menores valores de tamafio medio de particula
tal como lo plantea Zambrano (2013) que al aumentar los periodos de cizalla, el tamafio de gota se
ve disminuido, tal es el caso de la nEm de a-TOC (nEm -P5) y su mezcla con nS de NAT (nEm-nS
-P5) en el ultimo periodo de cizalla presentan valores menores a 0.42 a un tiempo de
almacenamiento simulado de 180 dias mediante el equipo LUMIiSizer® lo que evidencia una

adecuada formulacion, proceso y estabilidad de la nEm de a-TOC y nS de NAT.
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Figura 14. Perfil del indice de estabilidad como funcion del tiempo para nEm de a-TOCy
su mezcla con nS NAT en las concentraciones dptimas.

La informacién de la Tabla 17 presenta los valores puntuales de la estabilidad de la mezcla
de nEm de a-TOC y nS de NAT para cada periodo de cizalla y en diferentes tiempos simulados
obtenidos mediante la aceleracion centrifuga, este tipo de andlisis permite confirmar que a medida
que se aumenta el periodo de cizalla se incrementa la estabilidad de la mezcla, como consecuencia
de la disminucion del tamafio de particula ya que los valores al periodo 5 fueron menores a 0.424
+ 0.003, permitiendo asi, fabricar y almacenar la respectiva mezcla sin temor a que se comprometa

su estabilidad y tamafio de particula a escala nanométrica.

Tabla 17. Evaluacion del indice de estabilidad para la mezcla de nEm de a-TOC y nS de
NAT en las concentraciones optimas durante en la reduccion de tamafio, simulando diferentes
tiempos de almacenamiento a 20 °C.

Tiempo (d)  Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 Periodo 4 Periodo 5
10 0.392+0.003 0.384 +0.007 0.266+0.002 0.193+0.003 0.157 +0.002
30 0.488+0.002 0.465+0.001 0.366+0.002 0.290+0.001 0.252 +0.001
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90 0.546 +0.003 0.523+0.004 0.458+0.001 0.397+0.001 0.361+0.001
180 0.569 +0.005 0.550+0.003 0.504 +0.003 0.456 +£0.002 0.424 +0.003

4.1.1. Concentracion minima inhibitoria para nS de NAT vy capacidad

antioxidante de la nEm de a-TOC

La concentracién minimiza inhibitoria (CMI) de la Céandida albicans, Saccharomyces
cerevisiae y el Penicillium chrysogenum se muestra en la Figura 15, en la misma figura se
presentan las concentraciones evaluadas de nS de NAT, siendo maxima la concentracion de 100
mg kg? (obtenido previamente en la Tabla 13), la nS de NAT presentd inhibicion para los
microorganismos mencionados en una concentracion minima de 12, 1 y 0.8 mg kg*
respectivamente, estos valores fueron menores que los obtenidos con la mezcla de nS de NAT con
2% (m/m) de a-TOC, presentando una concentracion de 24, 4y 6 mg kg™ en el mismo orden de
microorganismos; esto demuestra que la adicion del de «-TOC interfiere levemente con el
desempefio del antifangico, pero sin comprometer su funcionalidad; los valores de CMI obtenidos
en el presente estudio son menores que los presentados por Dalhoff et al., (2015) y Costa et al.,
(2018) cuyos valores para C. albicans (> 0.2 g L), S. cerevisiae (0.27 g kgl) y P. chrysogenum
(> 2 g L™); esto puede ser debido a la sensibilidad del método, obteniendo concentraciones mas
especificas. En conformidad con los limites permitidos de natamicina en productos alimentarios,
la normativa Colombiana (Resolucion 2310 de 1985) establecié un maximo de 12.5 mg kg™ de
natamicina en la superficie de queso, el Codex alimentarius establece un maximo de 40 mg kg™
para quesos, y para productos carnicos un maximo 6 mg kg? (FAO/OMS 2019) con esta
informacién normativa y los resultados de esta prueba, se puede preestablecer una concentracion
de 300 mg kg? de natamicina en la pelicula con el fin de controlar el crecimiento de estos

microorganismos en la superficie del queso doble crema.
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Figura 15. Concentracién minima inhibitoria de la natamicina para la Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae y Penicillium chrysogenum.

Relacionando la capacidad antioxidante de la nEm de a-TOC (2% m/m) y su mezcla con nS
de NAT a 300 mg kg™ se presenta en la Tabla 18, la adicion de natamicina presentd diferencias
significativas (p<0.05) comparada con la nEm a-TOC, siendo mayor en la capacidad antioxidante
para esta Ultima en las tres pruebas evaluadas; estos resultados son consistentes con lo reportado
por Martins et al., (2012), Kaur et al., (2016), Pérez et al., (2018) donde utilizaron a-tocoferol
nanoemulsionado como antioxidante; aunque este estudio no comparé capacidad antioxidante a

escala nano y micro, Silva et al., (2012) dejé indicado que el aumento de la capacidad antioxidante
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puede explicarse con el aumento del area de contacto cuando se reduce el a-TOC a escala

nanomeétrica.

Tabla 18. Capacidad antioxidante expresada en equivalente de Trolox para la nEm a-TOC
y su mezcla con nS de NAT

TEAC (umol TE/ g de solucién)

ABTS™ FRAP DPPH*
NEm a-TOC 29.7+0.32 41.8+0.52 54.1 + 0.6%
NEm a-TOC + nS NAT 28.9+0.2° 40.6 +0.3° 52.4 +0.5°

Valor promedio * desviacién estandar (n=3). Diferentes superindices en la misma

columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

4.2, Caracterizacion de las peliculas

Todas las peliculas obtenidas fueron transparentes, sin defectos a simple vista, como
burbujas, arafiazos, separacion de fases o grietas (Figura 16). El espesor de todas las peliculas se
mantuvo en todos los tratamientos (Tabla 19), y no se observé diferencia estadistica entre los datos
(p>0.05), es decir, la adicién de los compuestos activos no modificd el espesor de las peliculas
obtenidas, permitiendo calcular un espesor promedio de 0.126 £ 0.021 mm, estos valores pueden
ser comparables con los reportados por Ramos et al., (2013) con un espesor de 0.13 + 0.04 mm
para peliculas producidas con una solucién filmdgena a la misma concentracion de proteina (10%

m/m).
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b. Pelicula con a-TOC (P1)
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Pelicula con Natamicina (P2)

d. Pelicula con los compuestos activos (P3)

PO: Pelicula sin ningtn compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 0 ppm
NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC —
300 ppm NAT

Figura 16. Peliculas elaboradas a partir de proteina concentrada de lactosuero.
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4.2.1. Contenido de humedad (CH), solubilidad en agua (S) y grado de
hinchamiento (GH)

El contenido de humedad es una variable que influye en el comportamiento de barrera de
los materiales poliméricos hidréfilos con un efecto plastificante y/o de hinchamiento, también
puede modificar la permeabilidad de la pelicula a los gases y vapores (Hong y Krochta 2006); las
peliculas obtenidas no presentaron diferencias significativas (p>0.05) en CH (Tabla 19), lo que
permitio calcular un valor promedio de 29.4 g de agua en 100 g de pelicula. La nEm a-TOC, la nS
de NAT o su mezcla no modificaron la higroscopicidad de las peliculas, como lo demostro (Pérez-
Cordoba et al. 2018) con la adicion de nEm de a-TOC en peliculas de quitosano-gelatina y Ramos
et al., (2012) con la adicién de natamicina en peliculas de proteina aislada de lactosuero,
concluyendo que el CH fue definido mayormente por la matriz polimérica y plastificante, y no por
los componentes lipofilicos, o insolubles en agua incorporados en la pelicula. Por otro lado, Ramos
et al., (2012) también mostré un aumento en el CH en peliculas de proteina aislada de suero

mediante la adicion de agentes activos hidrofilicos (quitosano y acido propionico).

Tabla 19. Espesor promedio y propiedades fisicoquimicas de peliculas incorporadas con
nS NAT, nEm a-TOC, 0 ambos.

Contenido de Solubilidad Grado de

Pelicula  Espesor (mm) _ _
Humedad (%) enagua (%) hinchamiento (%)

n 10 3 3 3
PO 0.122 +0.017° 28.3+2.3° 58.9 +0.7° 70.2 + 0.5
P1 0.119 +0.037° 28.3+2.0° 55.4 +1.1° 130.1 + 8.9°
P2 0.124 +0.010° 31.3+5.72 58.8 + 0.8% 52.7 +1.1°
P3 0.139 £0.020* 29.5+ 3.2 55.3 +1.5° 95.6 + 8.8¢

PO: Pelicula sin ningiin compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) o-
TOC — 0 ppm NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula
con 2% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT. Valor promedio * desviacion estandar.
Diferentes superindices en la misma columna son estadisticamente diferentes
(p<0.05).
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La solubilidad de las peliculas en agua puede ser considerado como un indice de la afinidad
por la matriz polimérica en medio acuoso (Bahram et al. 2013), es decir, a mayor solubilidad menor
es la resistencia al agua (Ramos et al. 2012), ademas es una caracteristica que puede afectar la
integridad de las peliculas en contacto con alimentos humedos, y segun el estudio de Schmid et al.,
(2017) en peliculas de proteina aislada de lactosuero, la solubilidad esta influenciada
principalmente por los enlaces no covalentes y el grado de desnaturalizacion de la proteina. En
nuestro estudio se observo que la solubilidad de las peliculas P1y P3 presentaron valores alrededor
de 55.4 % y mostraron una S ligeramente menor (p<0.05) que PO y P2 (alrededor de 58.8 %)
(Tabla 19), mientras que no se observo diferencia significativa (p>0.05) entre estas dos ultimas
peliculas. De acuerdo con estos resultados, la presencia de NAT no afectd la solubilidad de las
peliculas por su baja concentracion, a diferencia del a-TOC nanoemulsionado que contribuyo a
reducir la solubilidad de la pelicula (hasta 55.4 %), y todos los resultados de S mostraron que las
peliculas de PCL mantienen su integridad después de 24 h en agua, debido al establecimiento de
enlaces disulfuro entre moléculas de proteina generadas como resultado del tratamiento térmico,

tal como lo planteé Ramos et al., (2012) con peliculas de proteina adicionada con natamicina.

El grado de hinchamiento de las peliculas puede tener un papel crucial en la liberacién de
los compuestos activos incorporados en el material polimérico y, por lo tanto, controlando esta
variable se puede controlar la velocidad de liberacidn de los compuestos activos (Ghadetaj et al .,
2018); los resultados para el GH se presentan en la Tabla 19 evidenciando una diferencia
significativa para todas las peliculas (p<0.05). La pelicula control presentd un valor de 70.2 %,
siendo menor que lo reportado por Schmid et al., (2017) con un GH de 400 % en una pelicula con
10 % m/m de proteina aislada de suero; la pelicula (P1) con 2 % de a-TOC nanoemulsionado
presento un GH de 130.1 % en contraste con un GH de 870 % presentado por Ghadetaj et al, (2018)
en peliculas similares pero con la adicion de 1.5 % de una nanoemulsion con aceite esencial de
Grammosciadium ptrocarpum Bioss, la diferencia en los resultados puede relacionarse con el
tamanio de gota, que para la nEm a-TOC era de 35.4 d.nmy del aceite esencial de 118 d.nm, razon
por la cual se puede haber distribuido mejor y de forma homogénea entre la red proteica formada
en la pelicula dejando mas espacio, tal como orificios libres para que la matriz pudiese permitir el
acceso a mas agua y por ende, aumentar el GH. También, la variacion del GH esta relacionada con
la formacion de enlaces, como lo explica Schmid, Merzbacher, y Miller (2018) al aumentar la
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formacion de redes mediante enlaces en la pelicula de proteina aislada de suero, se ve disminuido

el grado de hinchamiento ya que se puede acumular menos agua.

4.2.2. Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es una propiedad importante en peliculas
biodegradables, donde autores como Martins et al., (2012), Atarés y Chiralt (2016) y Ghadetaj et
al., (2018) mencionan que esta propiedad es esencial para determinar la viabilidad de las peliculas
para evitar reacciones de deterioro en los alimentos, previniendo el ingreso de la humedad hacia el

alimento y retrasando la perdida de humedad del producto.

La presencia de los compuestos activos modifico los valores de PVA (Tabla 20); a pesar
de las diferencias significativas entre todas las peliculas, los valores son muy cercanos con el
mismo orden de magnitud. La pelicula control present6 un valor de PVA de 1.4 x 10 gm™ st Pa-
!y este aumento hasta 1.9 x 10° gm™ s Pa™ para P1y 1.6 x 10*° gm™ s Pa? para P3. Aunque
el a-TOC es hidrofobo, los valores de PVA aumentaron cuando se incorpord el a-TOC
nanoemulsionado (P1 y P3). Quizas el efecto del a-TOC nanoemulsionado sobre las fuerzas de
cohesidn de la red proteica permite el movimiento del vapor de agua a través de la matriz de la
proteina concentrada de lactosuero (Ghadetaj et al., 2018; Ramos et al., 2013) y en peliculas a base
de quitosano que contienen a- tocoferol (Martins et al., 2012). Ademas, el a-TOC nanoemulsionado
incorporado aumenta los espacios moleculares entre la red de proteinas y reduce la interaccion
intermolecular por lo que aumenta la permeabilidad de las peliculas de PCL. Sin embargo, la
natamicina presentd una disminucion de la PVA con un valor de 1.3 x 10 gm™stPa’ (P2) y este
valor es mucho menor que la pelicula de control, cuyo valor fue de 1.4 x 102° gm™ s Pa. Estos
valores son consistentes con lo reportado por Ramos et al., (2012) y Ollé Resa et al., (2014a), el
primer autor incorporé natamicina 250 mg L™ en peliculas a base de proteina aislada de lactosuero
utilizando concentraciones similares de glicerol y de proteina reportando una PVA de 1.28 gms’
1 pal. El segundo autor presentd un rango de PVA de 3.68 x 10 hasta 2.12 x 10** gm™*s®Pa? en
peliculas a base de almiddn de tapioca con la incorporacion de natamicina 9.25 mg dm2 de pelicula,

ambos autores concluyen que el uso de natamicina reduce el valor de esta propiedad.
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Tabla 20. Permeabilidad al vapor de agua (PVA), color (L*, a*, b* AE*), opacidad y brillo
de peliculas incorporadas con nS de NAT, nEm a-TOC, 0 ambos.

Pelicula PO P1 P2 P3

PVA 1.4 + 0.0 1.9+0.1° 1.3+0.1° 1.6 +0.0¢
L* 89.6 +0.42 90.9 +0.6° 90.5+0.3¢ 90.9 +0.3°
a* -1.9+0.1° -1.5+0.1° -1.3+0.1° -1.6 +0.1¢
b* 9.8+1.3 10.7 + 1.6°¢ 10.2 + 0.82P 11.4 +0.9°
AE* - 2.2+0.8° 1.3+0.4° 2.2+0.5°
Opacidad 4.2 + 0.6 55+0.3° 6.4 +0.5° 6.3+ 0.3
Brillo 53.7+1.72 48.1 + 3.5 49.8 + 8.6 51.7 + 3.1

PO: Pelicula sin ningtin compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 0 ppm
NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC —
300 ppm NAT. Valor promedio + desviacion estandar, n =3. Diferentes superindices en la misma
fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

PVA (x10Y° gmis?pal), L*: Luminosidad, a*: Rango cromatico verde-rojo, b*: Rango

cromatico verde-azul-amarillo, AE*: Diferencia total del color, Opacidad (%) y Brillo (%).

4.2.3. Propiedades oOpticas (Color, opacidad y brillo)

La medida del color de las peliculas se presenta en la Tabla 20. Estos atributos pueden
afectar la apariencia del producto y la aceptabilidad del consumidor. De acuerdo con estos
resultados, los valores de L*, a*, b*, y opacidad aumentaron por la incorporacion de los
compuestos activos; aunque L* y a * muestran alguna diferencia significativa (p<0.05), este valor
estuvo alrededor de 90 y -1.5 respectivamente; de ahi que estas peliculas presentaran un color
ligeramente amarillento y transltcido. Estos valores fueron mayores a lo reportado por Ghadetaj et
al., (2018) en peliculas de proteina aislada de lactosuero con incorporacion de nanoemulsion de un
aceite esencial (Grammosciadium ptrocarpum Bioss) reportando valores para L* y a* de 82y -5.5
respectivamente, concluyendo que el uso de la nanoemulsién no afecté los parametros
mencionados. Con respecto a los resultados de AE*, se observo que las peliculas tenian un aspecto
amarillo debido a la naturaleza de la proteina utilizada (Figura 16), las peliculas P1, P2 y P3 no
presentaron diferencia (p>0.05), las peliculas que contenian a-TOC (P2 y P3) presentaron valores
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promedio en el mismo orden de magnitud (AE * = 2.2), esto como consecuencia del color amarillo
del a-TOC, mientras que la adicion de nS de NAT no parece tener un efecto en el color debido a
que presentd un menor valor de AE * = 1.3. Los resultados del AE * fueron consistentes con
Bahram et al., (2013), que encontr6 que la incorporacion de aceite esencial de canela aumenta el
valor AE* en peliculas de PCL; con estos resultados se podria dar la utilidad de este material de
envase en alimentos cuyo color no se ve afectado por los valores obtenidos, tal es el caso del queso

doble crema que presenta una tonalidad amarilla.

Una pelicula es virtualmente transparente cuando la opacidad es cercana a cero, tal como lo
evidencio Bonilla y Sobral (2016) cuyo valor de opacidad en peliculas a base de gelatina fue de
0.3 £ 0.033 % y para quitosano de 0.5% = 0.033; en relacion a este estudio, la adicién de los
compuestos activos aumento la opacidad desde 4.2% para la pelicula control hasta 5.9, 6.5y 6.1%
para P1, P2 y P3 respectivamente (Tabla 20). El aumento de opacidad provocado por la natamicina
puede estar asociado a la baja solubilidad de la natamicina en agua (50 mg L), la pureza (50% en
lactosa), y por la estructura de la molécula de natamicina que tiene un componente hidréfobo e
hidrofilo (Bierhalz et al., 2012), éste Gltimo autor reporté un aumento de la opacidad debido a la
adicion de natamicina en peliculas a base de pectina, el valor cambié desde 4.55% (pelicula control)
hasta 51.98% (pelicula con natamicina). También, Fajardo et al., (2010) present6 un aumento de la
opacidad desde 2.73% hasta 4.10% para peliculas a base de quitosano con natamicina; asi mismo
la adicion de a-TOC aumenta la opacidad, estudio publicado por Martins et al., (2012) donde la
opacidad aumentd desde 4.74% hasta 7.83% en peliculas de quitosano. Por lo anterior, la opacidad
puede verse afectada por el proceso de fabricacion de la pelicula, el tamafio y la concentracién de
los compuestos cargados.

El brillo de una pelicula es determinado por la morfologia superficial alcanzada durante el
secado, donde investigadores como Atarés y Chiralt (2016) explican que la incorporacién de
compuestos en una matriz polimérica tiene como consecuencia un aumento de la heterogeneidad y
un aumento de la rugosidad de la superficie, lo que esta relacionado con la disminucion del brillo.
Esto se ha observado en diversos estudios, Bonilla y Sobral (2016) reportaron la disminucién del
brillo a medida que se incorpor6 diferentes extractos en peliculas de gelatina, quitosano y su
mezcla, una tendencia similar fue observada por Valencia et al., (2019) donde se evidencio que el
uso de Laponita en peliculas a base de colageno redujo el brillo, igualmente en la Tabla 20 se
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puede observar que la pelicula PO fue la mas brillante con un valor de 53.7 + 1.7%, con la
incorporacion de los compuestos activos se disminuyd el brillo sin presentar diferencia
estadisticamente significativa (p>0.05) entre las peliculas, presentdndose una ventaja al utilizar nS

de NAT y nEm de a-TOC como agentes activos sin modificar negativamente esta propiedad.

4.2.4. Barrera a la luz UV-Vis y Transparencia

La transmision de luz de las peliculas de muestra en la Figura 17, todas las peliculas tienen
propiedades de barrera altas en el rango UV (200-300 nm), lo que puede deberse al alto contenido
de aminoacidos aromaticos en las proteinas en las peliculas, que pueden absorber luz UV
independiente de la presencia de los componentes activos (Ramos et al,. 2012). En cuanto a la luz
visible, el rango que comprende longitudes de onda de 350-550 nm es el mas perjudicial
(rectangulo en la Figura 17) donde se presenta un dafio méaximo a un alimento envasado a una
longitud de onda de 450 nm segun lo reportado por Robertson (2013), lo que provoca reacciones
quimicas inducidas por la luz visible (p. Ej., Vitamina B2). Como consecuencia, en el rango
mencionado, las peliculas P2 y P3 presentaron la mejor barrera a la luz, tal como lo plantea Ramos
et al., (2013) que confirma que la adicién de compuestos activos y en especial la proteina del

lactosuero mantiene una buena propiedad de barrera a la luz.

Por otro lado, la transparencia es una caracteristica importante en las peliculas debido a que
afecta su aplicacion y también indica la capacidad en que la matriz polimérica pueda mezclarse
con otros compuestos sin perder sus propiedades (Zolfi et al. 2014b). La transparencia obtenida
para las peliculas adicionadas con a-TOC (P1), NAT (P2) y su mezcla (P3) fueron de 2.01, 1.59 y
1.68 respectivamente, estas fueron menos transparentes que la pelicula control (2.34) presentando
diferencia significativa (p<0.05) (Figura 17), este resultado es consistente con el resultado de
opacidad de la Tabla 20, y como lo explican Ahmed e lkram (2016) y Atarés y Chiralt (2016)
donde un mayor valor de transparencia representa un menor valor de opacidad en una pelicula. Las
peliculas fabricadas exhiben una transparencia similar a la obtenida por Pires et al., (2011) y Ramos
etal., (2012), el primero autor obtuvo peliculas de merluza con aceite esencial de tomillo en rangos
de 1.67 hasta 2.74; el segundo autor fabricé pelicula de proteina de suero lacteo con

antimicrobianos con valores de 1.35 hasta 3.43, en todos los casos, la adicion de compuestos
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activos disminuyo la transparencia de la pelicula. Estos resultados sugieren que las peliculas
fabricadas con proteina de lactosuero con adicién de compuestos activos podrian retardar la

oxidacion de lipidos inducida por la luz ultravioleta en los sistemas alimentarios.
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fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Figura 17. Espectrograma de la transmision a luz UV-Vis y transparencia de las peliculas.

4.2.5. Propiedades mecénicas

La incorporacion de los compuestos activos produjo peliculas con menor tensién de rotura
(TR, MPa) y médulo elastico (ME, MPa), esto significa que las peliculas P1, P2 y P3 fueron menos
resistentes y rigidas que la pelicula control (PO) (p<0.05), por el contrario, se incremento el
porcentaje de elongacion (PE, %) para las mismas peliculas exhibiendo peliculas mas estirables
comparadas con PO (p<0.05) (Tabla 21). Sin embargo, la NAT fue el componente activo que
provoco menos cambios considerables en TRy ME (P2 y P3). Asi, la pelicula con nEm de a-TOC
(P1) presento los valores mas bajos de TR y EM (p<0.05). Curiosamente, este comportamiento no

se observo para PE, donde todas las peliculas (P1, P2 y P3) presentaron valores similares entre si
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(p>0.05). Los valores de TR disminuyeron significativamente de 10.8 + 0.6 (P0) a 3.3 + 0.6 MPa
(P1) (p<0.05) para peliculas cargadas con a-TOC nanoemulsionado.

Tabla 21. Propiedades mecéanicas y angulo de contacto de las peliculas elaboradas

Pelicula PO P1 P2 P3

TR* (MPa) 10.8+0.6* 3.3+0.6 6.4 +0.9 5.9+0.7°
PE* (%) 29.4+10.2% 48.6+14.9° 45.6 +£9.2° 46.4+115°
ME* (MPa) 24+04* 0.8+£02 1.5+0.3° 1.3+0.2°
A. Contacto** (°)  222+1.2° 27.3+1.6" 23.9 0.8 28.0 + 2.8

PO: Pelicula sin ningin compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 0
ppm NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula con 2% (m/m)
a-TOC — 300 ppm NAT. Valor promedio + desviacion estandar, *n =10, **n = 3. Diferentes

superindices en la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Aparentemente, los compuestos activos parecen presentar un efecto plastificante sobre las
peliculas. Estos resultados de peliculas mas débiles coinciden con los presentados por Ramos et
al., (2012) con agentes antimicrobianos que incluyen natamicina en peliculas de proteina aislada
de lactosuero, peliculas de alginato-pectina cargadas con natamicina; también coinciden con
Bierhalz et al., (2012) y Noronha et al., (2014) en peliculas de metilcelulosa cargadas con
nanocapsulas de a-tocoferol. Ademas, Martins et al., (2012) encontraron en peliculas de quitosano
que la incorporacion de a-tocoferol reducia el TR (p<0.05), y Bahram et al., (2013) observaron
que la presencia de aceite esencial de canela en el interior de las peliculas de PCL provocé una
disminucion de la TR (p<0.05). Pérez-Cordoba et al., (2018) también present6 un comportamiento
similar para el TR en peliculas de gelatina-quitosano incorporadas con a-tocoferol, aceite de ajo y
cinamaldehido. Por el contrario a los resultados presentados Martins et al., (2012) relaciona que la
adicion de a-TOC a escala macrométrica dentro de la pelicula de PCL produce una estructura con

menor movilidad de cadena proteica, flexibilidad y resistencia a la fractura.

Los resultados del ME se comportan como los de TR, es decir, con la adicion de nEm a-
TOC, nS NAT o ambos en las peliculas redujo la rigidez (p<0.05) porque estos compuestos

modificaron el enlace intermolecular en las cadenas de proteinas (Ghadetaj et al., 2018). En
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general, se podria esperar un ME alto debido a que un grado mas alto de desnaturalizacién genera
mas enlaces disulfuro. Sin embargo, la adicion de nEm a-TOC con ingredientes hidréfobos y
tensioactivos modifico sus interacciones con los materiales de la pelicula, disminuyendo el valor
de ME (Tabla 21), también, podria realizar una accion plastificante y aumentar la movilidad del
polimero debido su tamafio nanométrico.

Se han demostrado efectos analogos en peliculas de proteina concentrada de lactosuero con
la adicion de aceites esenciales Grammosciadium ptrocarpum Bioss (Ghadetaj et al., 2018) y
natamicina (Ramos et al., 2012). El PE en la pelicula control (P0) fue de 29.4%, la inclusion de
nEm de a-TOC, nS de NAT o ambos (P1, P2 y P3) no cambid el valor de PE significativamente
entre estos ultimos (p>0.05). Bahram et al., (2013) revelaron un aumento en PE por la adicion de
aceite esencial de canela o lipidos en peliculas proteicas; en sintesis, las peliculas adicionadas con
compuestos activos (P1. P2 y P3) son superiores al control (P0); estos resultados reflejan el grado
de compatibilidad quimicay estructural de los compuestos en las peliculas de proteina concentrada
de lactosuero.

4.2.6. Angulo de contacto

La hidrofobicidad de las peliculas fue evaluada mediante la medicién del angulo de contacto
del agua sobre la superficie de la pelicula que esta en contacto con el aire. Los resultados en la
Tabla 21 indican que todas las peliculas tienen un caracter hidréfilo con angulos de contacto
menores a 65°, como lo explica Ramos et al., (2013), las peliculas con angulos menores a 65°
representan superficies hidréfilas y angulos mayores que 65° a superficies hidréfobas, el mismo
autor report6 un angulo de 47.5 ° para peliculas con 10% m/m de proteina aislada de lactosuero y
5% m/m de glicerol, de la misma forma, Ozer et al., (2016) en peliculas de proteina aislada de
suero (5 % m/m) con la incorporacién de lisozima encontr6 angulos de contacto menores a 63°,

evidenciando el caracter hidrofilo de la superficie de las peliculas.

Los resultados del angulo de contacto sugieren que la hidrofobicidad superficial de las
peliculas no dependié de la adicion de nS NAT (P2) comparada con la pelicula control (PO) cuyos
valores fueron alrededor de 23.9° y 22.2° respectivamente (p>0.05), esto se puede explicar por la

baja concentracion de natamicina (300 mg kg?) en la pelicula (P2), un resultado similar fue
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presentado por Ollé Resa et al., (2014a) donde el angulo de contacto fue de 29° en peliculas de
almidon con natamicina; del mismo modo se presento diferencia (p>0.05) entre las peliculas que
contenian nEm de a-TOC comparada con la pelicula control debido al caracter hidrofobico de las
moléculas lipidicas del a-TOC, el angulo de contacto aument6 de 22.2° (P0) hasta 27.3° (P1) y
28.0° (P3) respectivamente, cambios similares fueron reportados por Bahram et al., (2013) en
peliculas de proteina concentrada de lactosuero con aceite esencial de canela, Noronha et al., (2014)
en peliculas de metilcelulosa adicionada con nano capsulas de a-Tocoferol, y Gokkaya et al.,

(2019) en peliculas de proteina concentrada de lactosuero incorporada con aceite de girasol.

4.2.7. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizo espectroscopia FTIR para determinar la presencia de a-TOC y NAT, y conocer los
cambios estructurales en las peliculas fabricadas. La Figura 18 muestra los espectros de peliculas
los cuales mostraron bandas que variaban de 3150 a 3600 cm™ atribuidas a grupos OH libres y N-
H en las cadenas de proteinas; las bandas de 2850 a 2980 cm™ estan asociadas al estiramiento de
los enlaces C-H, los picos de 1600 a 1700 cm™ se atribuyen al grupo Amida-I relacionados con el
estiramiento C=0 vy las vibraciones C-N; los picos de 1400 a 1550 cm™ corresponden a Amida-1I
(grupos N-H); los picos en 1200-1350 cm™ se relacionan con Amida Il (estiramiento C-N y
enlaces N-H), picos de 800 a 1150 cm* estan asociados a enlaces de absorcion de glicerol (Ghadetaj
et al., 2018; Ramos et al., 2013).
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PO: Pelicula sin ningin compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-
TOC — 0 ppm NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3:
Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT.

Figura 18. Espectrograma FTIR de las peliculas obtenidas. Rangos de 4000-600 cm™(a),
3800-2700 cm (b) y 1800-800 cm (c).

Mediante la adicion de natamicina en las peliculas P2 y P3 el pico en 1740 cm™ se relaciona
con estiramientos C-H. Los picos que oscilan entre 3500 cm™ y 3350 cm™ también son
caracteristicos del grupo N-H de la natamicina y posiblemente fueron superpuestos por picos OH
del glicerol, a-TOC y la proteina; resultados similares se presentan en peliculas activas de alginato
con natamicina (Bierhalz et al., 2012) y polietileno con natamicina (Grafia et al., 2018). Para P1,
la intensidad de la banda en 2920 cm™ disminuy® al igual que Martins et al., (2012) que evidencio

la posible creacidn de nuevas conexiones en la pelicula por la presencia de a-TOC y el surfactante.
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Para P3, la intensidad de la banda en 3278 cm™ disminuyd, lo que se asocia al grupo N-H y O-H
de la proteina.

Generalmente, los compuestos activos permanecieron en la red de la pelicula mediante el
establecimiento de enlaces quimicos y también por atrapamiento fisico, Bahram et al.,(2013) con
la adicién de aceite esencial de canela y Ghadetaj et al., (2018) con la inclusion de aceite esencial
de Grammosciadium ptrocarpum Bioss han mostrado resultados similares en las propiedades

estructurales de las peliculas.

4.2.8. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los valores de transicion vitrea (Tg, °C), temperatura de fusion (Tm, °C) y entalpia de
fusion (AHm, J g%) se presentan en la Tabla 22, y en la Figura 19 se muestran los termogramas
DSC para cada una de las peliculas fabricadas; en todas las peliculas se observé una primera
transicion vitrea (Tg1) con valores de -58.5y -57.9 °C para POy P1 (p>0.05) y -57.0y -57.1 °C
para P2 y P3 (p>0.05) respectivamente, este resultado coincide con lo reportado por Valencia et
al., (2019) donde se observé una transicion vitrea correspondiente a la fraccion de glicerol presente
en peliculas de colégeno entre -76 y -72 °C. La segunda transicion vitrea (Tg2) puede ser asociada
al polimero y sugiere la posible separacion entre los compuestos de la pelicula; en este estudio se
presentd una tendencia a aumentar los valores de Tg. desde 30.56 °C para PO en contraste con la
pelicula incorporada de nEm a-TOC y nS de NAT con 38.7 °C (p<0.05) (Tabla 22), debido a que
estos compuestos pueden limitar la movilidad de las cadenas de proteina por la formacién de
diferentes tipos de enlaces en el proceso de formacion de la pelicula (discutido en la seccion 4.2.7),
resultados analogos lo exponen Hassannia-Kolaee et al., (2018) en peliculas de PCL con nano-
SiO». En consecuencia, a temperaturas por debajo de la transicion vitrea, las peliculas pueden tener
mejores propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua para ser aplicadas como envases

alimentarios (Valencia et al. 2019).

Tabla 22. Resultados del andlisis de calorimetria diferencial de barrido

Pelicula PO P1 P2 P3
Tg1 (°C) -58.5+0.18 -57.9 +0.48 -57.0+0.3° -57.1+0.3°
Tg2 (°C) 30.5+0.08 34.7+£0.0° 34.0+0.8° 38.7+0.1°¢
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Tm (°C) 126.4 +0.9? 123.8 +0.0° 122.1 +0.0° 122.8 +0.0°
AHmM (Jg?) 11.1+0.18 9.9+0.1° 13.0 £0.3° 10.6 +0.2¢

PO: Pelicula sin ningn compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 0 ppm
NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC —
300 ppm NAT. Valor promedio + desviacion estandar, n =3. Diferentes superindices en la misma
fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Todas las peliculas presentaron un pico endotérmico con temperaturas de fusion (Tm)
alrededor de 123.8 °C (Figura 19), sin embargo, la adicion de los compuestos activos disminuyd
este desde 126.4 °C (P0O) hasta 122.8 °C (P3) (p<0.05) formando estructuras menos densas
relacionadas con la estabilidad térmica de la estructura de la red de proteinas (Hassannia-Kolaee et
al., 2018), resultados similares fueron presentados por Mohammadi et al., (2020) y Agustinisari et
al., (2020) en peliculas de proteinas aislada de lactosuero con aceite esencial de canela y en un
polimero a base de proteina de suero y maltodextrina en la encapsulacion de eugenol
respectivamente; Hwang et al., (2013) explica que esta disminucion se puede asociar al efecto
plastificante del a-TOC, disminuyendo la cristalinidad (Martins et al., 2012), para la pelicula con
NAT se explica que el descenso de Tm es debido a la adecuada distribucion en la matriz polimérica
(Khames et al. 2019).
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a-TOC — 300 ppm NAT.
Figura 19. Termogramas DSC de las peliculas obtenidas.

La entalpia de fusion en el pico endotérmico disminuy6 hasta 9.99 J g con la adicion de a-
TOC (p<0.05). Por el contrario, la adicién de NAT, aumento el valor de la entalpia hasta 13.03 J g°
! (p<0.05). La disminucién de AHm es asociada con la disminucion de la cristalinidad y con la
adicion de los compuestos activos a la PCL se observd una entalpia méas baja, explicada por la
interrupcién que presentan los compuestos en las interacciones entre las cadenas del polimero,
generando un aumento en el volumen libre de la red y una movilidad segmentaria de las cadenas
del material (Sukhija et al., 2016). Los picos exotérmicos presentados después de 150 °C se

atribuyen a la descomposicion de la pelicula.

4.2.9. Difraccion de Rayos X
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Los patrones de difraccion de rayos X estan relacionados con la estructura amorfa-cristalina
de los materiales a nivel molecular que depende de la velocidad de cristalizacion (Zhang et al.
2020). Los difractogramas de las peliculas elaboradas se presentan en la Figura 20, los picos
agudos se asocian con las fracciones cristalinas, mientras que las partes amorfas se representan con
picos amplios y difusos (Farrokhi et al., 2018); como se puede apreciar, todas las peliculas
presentaron dos picos amorfos caracteristicos de difraccion atribuidos a la PCL, el primero a 26 =
9.27° con menos intensidad que el segundo a 26 =~ 19.64°, este caracter amorfo es el efecto del
tratamiento térmico de la proteina, es decir, con un calentamiento intensivo, la estructura globular
de las proteinas del suero que esta altamente ordenada se transforma en forma fibrilar (Farrokhi et
al., 2018); estos resultado son consistentes con lo presentado por Hassannia-Kolaee et al., (2018),
Ghadetaj et al., (2018) y Zhang et al., (2020) en peliculas de proteina concentrada y aislada de
lactosuero donde se indica la existencia de estas mismas regiones, donde las denominan
semicristalinas y de enlaces no covalentes estableciéndose como un biopolimero simicristalino. A
pesar del caracter amorfo, se presenta un pico agudo a 26 ~ 29.30°, este pico se redujo con la
incorporacion de a-TOC (P1) y se increment6 con la adicion de NAT (P2), lo que sugiere un cambio
conformacional en el polimero debido a las interacciones intermoleculares entre el polimero
(Nallan et al., 2020), glicerol, y los componentes de la nEm de «-TOC y nS NAT (discutido
anteriormente en la sesion 4.2.7). Por la adicion de a-TOC y NAT (P3), la intensidad de los picos
amorfos se vio incrementada en el rango 26 de 5.00° hasta 27.30°, demostrando miscibilidad

molecular e interaccion entre los componentes (Sukhija et al., 2016).
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PO: Pelicula sin ningn compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 0 ppm
NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC —
300 ppm NAT.

Figura 20. Difractograma de las peliculas elaboradas

4.2.10. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las micrografias de la superficie y de la seccién transversal de las peliculas elaboradas se
presenta en la Figura 21, en todas las peliculas se pueden observar superficies heterogéneas debido
a la presencia de estructuras circulares que parecen estar ocupadas por gotitas de glicerol,
pudiéndose observar ain mas en la pelicula control (P0O), esta misma distribucion se presento en la
seccidn transversal, estos resultados sugieren que la cantidad de glicerol utilizado en la formulacion
de las peliculas (5% m/m) esta en exceso, segun estudios en proteina de suero presentados por Otin,
(2011), Ramos et al., (2013), Qazanfarzadeh y Kadivar (2016) demostraron que el uso de 5 %

(m/m) del mismo plastificante presenté muy buenas propiedades.
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Por otro lado, no se observo separacion entre los compuestos activos y la proteina, lo que
indica una alta compatibilidad del a-TOC nanoemulsionado (P1), la NAT (P2) y su mezcla (P3)
con la matriz polimérica, produciendo una morfologia relativamente suave y compacta. Ademas,
se observaron pequefios orificios (poros) en la seccion transversal, tal vez fueron las marcas de
gotitas que permanecieron en la pelicula durante la fracturacién con nitrogeno.

Considerando los resultados de las micrografias, Noronha et al., (2014) encontr6 que las
nanocapsulas de a-TOC incorporadas en pelicula de metilcelulosa, presentaron una estructura lisa
y compacta probablemente debido al fuerte enlace quimico entre los componente incorporados.
Oymaci y Altinkaya (2016) presentd resultados similares, donde se indica que la incorporacion de
nanoemulsion puede disminuir la miscibilidad de las peliculas de proteina concentrada de
lactosuero, mientras que produce una estructura menos compacta y mas porosa.

La pelicula a la cual se le adiciond nS NAT (P2) mostré una superficie libre de cristales, en
comparacidon con los presentados por Bierhalz et al., (2012) con peliculas de alginato/pectina que

indican que el agregado de natamicina mostrd presencia de cristales y una superficie no uniforme.

Superficie Seccion transversal

PO: 0% a-TOC —0 ppm NAT PO: 0 %e=TOC —0 ppm NAT

PCL 4376 FL D39 x1.0k 100um FL D44 x10 100 um




110

P1: 2% a-TOC — 0 ppm NAT P1: 2 % p=FQC=0ppm NAT

2019/02/19 FL D4.0 x1.0k 100um 2019/02/19 FL D44 x1.0k 100um

P2: 0% a-TOC — 300 ppm NAT

P2: 0% a-TOC — 300 ppm NAT

2019/02/19 FL D39 x1.0k 100um

2019/02/19 FL D43 x1.0k 100 um

P3: 2% a-TOC — 300 ppm NAT P3: 2% a-TOC — 300 ppm NAT

2019/02/19 FL D39 x1.0k 100um FL D44 x1.0k 100 um

Figura 21. Micrografias SEM de la superficie y la seccion transversal de las peliculas.
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4.2.11. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

La topografia de la superficie de las peliculas que esta en contacto con el aire se presenta en
la Figura 22, excepto para la pelicula control (PO) debido a que el resultado SEM mostré alta
concentracion de glicerol en la superficie por lo que no se comprometid la integridad del cantiléver.
Las imagenes topogréficas mostraron que todas las peliculas presentaron proyecciones o pequefias
irregularidades, tal como lo presentd Ghanbarzadeh y Oromiehi (2008) en materiales de proteina
de suero, y su mezcla con zeina; en este estudio, la pelicula que contenia nEm de a-TOC (P1)
presentd proyecciones mas bajas y homogéneas, evidenciando una superficie mas suave que P2y
P3 respectivamente, estos resultados confirman lo descrito en el numeral 4.2.10.

Los valores de rugosidad promedio (Rp, nm) para P1, P2 y P3 fue de 50, 65 y 60
respectivamente (Figura 22), estos valores, en especial P2 y P3 fueron comparables con lo
reportado por de Paula Herrmann et al., (2004), Ghanbarzadeh y Oromiehi (2008) en peliculas de
suero lacteo con valores aproximados de 61.5 nm para ambos estudios; por otro lado Zolfi et al.,
(2014a) obtuvo una mayor rugosidad en peliculas de kefiran y proteina aislada de suero con la
adicion de nanoparticulas de TiO2 y nanoarcillas, reportando valores de 215.2 y 233.5 nm
respectivamente; los resultados de este estudio evidencian que la adicién de a-TOC y NAT a escala
nanomeétrica no afecta la rugosidad de las peliculas comparada con peliculas fabricadas sin adicién
de otros compuestos.

Retomando la topografia de las peliculas, Gokkaya et al., (2019) explica que el aumento de
la rugosidad, la existencia de agujeros y grietas en las peliculas puede atribuirse inicialmente a la
separacion de las fases de la matriz, o bien, agregaciones de los compuestos activos en el proceso

de secado, en este caso, el glicerol (como se vio en las imagenes SEM).
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Figura 22. Topografia y parametros de rugosidad de las peliculas elaboradas.
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4.2.12. Actividad antimicrobiana por el método de difusion en agar

Como se esperaba, las peliculas incorporadas con natamicina (P2 y P3) presentaron
inhibicidn contra C. albicans, P. chrysogenum y S. cerevisiae al evaluarse mediante el método de
difusion en agar (Figura 23). Por el contrario, las peliculas sin natamicina (PO y P1) no mostraron
actividad al evaluarse mediante el método de difusion en agar antimicrobiana en area de inhibicion;
el area de inhibicidn de las peliculas P2 y P3 fue mas extensa que la pelicula de control, sin
diferencia estadistica entre ellas y los microorganismos evaluados (p>0.05) (Tabla 23), esto puede
ser atribuido a la buena distribucion del antimicrobiano en la pelicula (como se discuti6 en la sesion
4.2.10) y también por la difusion del antimicrobiano a través de la matriz polimérica. La presencia
de a-TOC (P3) solo conduce a una reduccion en el area de inhibicion, sin embargo, no modificé la

actividad antimicrobiana de las peliculas (p>0.05).

PO (-)

2% a-TOC.=300.,ppm NAT
= e

7 Fi

C. albicans

P. chrysogenum

S. cerevisiae

Figura 23. Inhibicion de Candida albicans, Penicillium chrysogenum y Saccharomyces
cerevisiae por método de difusion en disco.
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La difusion de NAT en el agar fue similar para la prueba en mohos y levaduras debido a que
se utiliz6 el mismo agar para su crecimiento, sin embargo, los diferentes diametros obtenidos se
relacionaron con la sensibilidad a la natamicina y diferente tasa de crecimiento para los
microorganismos probados (Tabla 23). Estudios reportados por diversos autores reportaron
resultados anélogos, tal como lo plantea Fajardo et al., (2010) donde reportd inhibicion contra
Penicillium crustosum, P. roqueforti, P. commune y Aspergillus niger de un recubrimiento de
quitosano con natamicina; Ramos et al., (2012) informaron que las peliculas de proteina de suero
incorporada con natamicina inhibieron la levadura Y. lipolytica; Ollé Resa et al., (2014) incorporé
natamicina en peliculas a base de almidon, las cuales presentaron actividad antimicrobiana contra
S. cerevisiae y Gonzalez-Forte et al., (2019) report6 halos de inhibicién contra Penicillium spp,
Fusarium sp, Cladosporium sp, Alternaria sp, Mucor sp y Aspergillus Niger sp en un recubrimiento
de almidon enriquecido con natamicina en contacto con queso. Estos estudios demostraron que la
natamicina presenta inhibicion microbiana al unirse particularmente al ergosterol, que solo esta
presente en mohos y membranas plasmaéticas de levadura inhibiendo la fusion vacuolar a través de

la mencionada interaccion con el ergosterol (Ollé Resa et al., 2014b).

Tabla 23. Halo de inhibicion y capacidad antioxidante en equivalente Trolox TEAC de las
peliculas.

Zona de inhibicién TEAC
(_;; (mm?) (umol TE/g pelicula)
®  C.albicans  P.chrysogenum S. cerevisiae =~ ABTS** DPPH* FRAP
PO 0.0+0.0? 0.0+ 0.0% 0.0+£0.02 0.0+ 0.0* 0.0+00* 0.0x0.0%
PL - - - 195+1.1" 28.8+0.5" 9.5+0.9°
P2 170.1+22.0° 315.3+35.5° 3349+405° 0.0+00* 00+0.0* 0.0=+0.0%

P3  150.9+29.3° 288.2 +39.6° 303.5+145" 146+ 1.2° 265+0.7° 4.4+1.0°

PO: Pelicula sin ningn compuesto activo (Control); P1: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 0 ppm
NAT; P2: Pelicula con 0% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT; P3: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC —
300 ppm NAT. Valor promedio + desviacion estandar, n = 3. Diferentes superindices en la misma
columna son estadisticamente diferentes (p<<0.05).
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4.2.13. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas obtenidas se expresé en Capacidad antioxidante
equivalente al trolox, TEAC (umol TE/g pelicula) evaluada para ABTS™", DPPH" y FRAP (Tabla
23). Como era de esperar, la pelicula control (PO) y la que contenia solamente NAT (P2) no
presentaron ninguna actividad captadora de radicales en métodos probados porque ni la proteina,
ni la NAT tienen esta propiedad. Solo las peliculas que contienen a-TOC (P1 y P3) mostraron
actividad antioxidante, de esta misma forma lo evidencié Noronha et al.; (2014) donde adiciono
nanocapsulas de o-tocoferol en peliculas de metilcelulosa; generalmente el a-TOC actla como
captador de los radicales peroxilo e inhibidor de la peroxidacion lipidica, por lo que puede donar
un atomo de hidrégeno para captar los radicales libres mediante la produccion del radical a-
tocoferoxilo hasta la decoloracion del radical ABTS™ y DPPH', respectivamente (Azzi 2018;
Contreras-Calderon et al., 2011; Re et al., 1999).

La pelicula P1 presento una actividad antioxidante superior (p<0.05) a la pelicula P3 en los
tres métodos evaluados, 1o que sugiere que la incorporacion de NAT en P3 reduce la accion
antioxidante del «-TOC, es decir, tiene efecto antagonista. Aunque P3 tiene a-TOC y NAT, su
capacidad antioxidante en términos de ABTS™" y DPPH" fue mayor que lo reportado por Martelli
et al., (2017) y Pérez-Cordoba et al., (2018), el primer autor fabricé peliculas de
carboximetilcelulosa con a-tocoferol presentado valores de 2.1 + 0.4 y 2.8 + 0.3 respectivamente,
y el segundo autor elabord peliculas de gelatina con la adicion a-tocoferol nanoemulsionado,
reportando valores de 2.6 £ 0.1y 0.2 £ 0.0 umol TE/g pelicula.

4.2.14. Biodegradabilidad de las peliculas

Los resultados obtenidos en la prueba de degradacion aerobia en condiciones controladas
de compostaje muestran que la pelicula control (PO) y la pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 300 ppm
NAT (P3) experimentaron una biodegradacion aerdbica en el compost, lo que indica una mayor
mineralizacion, es decir, generacion de CO2 en cada uno de los biorreactores durante los 21 dias
de experimentacion; la biodegradabilidad para P3 fue mayor que para PO, presentando diferencia

significativa (p<0.05) con valores de 90.29 + 3.73% y 78.77 + 3.64% respectivamente. En la
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Figura 24 se presenta la curva de biodegradacion para las peliculas mencionadas, la diferencia en
los perfiles respirométricos para P3 y PO se observaron a partir de los 2.2 dias, en el caso de P3, la
frecuencia respiratoria indicada por la pendiente de la curva se mantuvo constante hasta el dia 3,
mientras que para PO fue hasta el dia 1.7; ahora bien, la biodegradacion ocurre en los extremos y
dominios amorfos del polimero, donde las cadenas son més flexibles y mdéviles que en las regiones
cristalinas (Salazar-Sanchez et al. 2019), por consiguiente, en este trabajo se observd que por la
adicion de los compuestos activos a la pelicula de PCL, la intensidad de los picos amorfos se vio
incrementada (discutido en la sesion 4.2.9 Difraccion de Rayos X) resultando un mayor valor de
biodegradabilidad que la pelicula control. Con respecto al caracter hidrofilico de la pelicula 'y su
influencia en la biodegradabilidad, Granda-Restrepo et al., (2014) y Camacho-Muiioz et al., (2020)
coinciden que la degradacion depende directamente de la naturaleza hidrofilica y la presencia de
enlaces hidrolizables en la proteina y el glicerol utilizado como plastificante, recordando el valor
de la solubilidad de las peliculas, la cual fue mayor a 55% (Tabla 19, sesion 4.2.1), aumentando
en el compost un mayor contenido de nutrientes solubles en agua ya que el medio fue preparado
con una humedad aproximada de 43.2 %. Los resultados obtenidos en el presente estudio son
acordes con lo reportado por Cinelli et al., (2014) en peliculas de acido poli lactico / proteina de
suero, donde se observd una desintegracion mayor al 90% en 30 dias en el compost.

100

Biodegradabilidad (%)

PO
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PO: Pelicula sin compuestos activos (Control); P3: Pelicula con 2% (m/m) a-TOC —
300 ppm NAT. Valor promedio + desviacion estandar, n = 3.

Figura 24. Curva de biodegradacion de las peliculas obtenidas de proteina concentrada
de lactosuero.
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4.3. Migracion de los compuestos activos

4.3.1. Determinacion del coeficiente de particion, de difusion y energia de

activacion: in vitro

El comportamiento de la difusion de NAT desde la pelicula de proteina concentrada de
lactosuero con 2% a-TOC y 300 ppm de NAT (P3) a tres temperaturas se presenta en la Figura 25,
la natamicina alcanzo el equilibrio en el medio (agua) después de 91.6, 78.3 y 49.7 min para 4, 14,
y 25 °C respectivamente y su concentracion final fue de 0.235, 0.256 y 0.275 mg g™* en el mismo
orden. Para la determinacion del coeficiente de particion (Kp.a, EC. (4)) se cuantifico la NAT en la
pelicula transcurrido el experimento a 4, 14, y 25 °C con valores de 0.065, 0.044 y 0.025 mg g*
para obtener valores de Kpa reportados en la Tabla 24; recordando el concepto del coeficiente de
particion expresado por Granda-Restrepo et al., (2009), el Ky determina la solubilidad relativa de
un migrante entre el material de envase y un alimento alcanzado el equilibrio; en este estudio, los
valores obtenidos de Kp.a, fueron menores que 1, lo que indica mayor concentracion de NAT en el
agua comparado con la pelicula, esto debido a que el sistema se encontraba en continua agitacion
y el agua estaba rodeando la pelicula, lo que permite una mayor difusion desde la pelicula hasta el
fluido, el valor de Kpa < 1 describe la alta afinidad del migrante en el alimento, en este caso el agua
en contraste con el envase (Cruz-Zufiiga 2011; Manzanarez-Lopez et al. 2011; Samsudin et al.,
2018).

El coeficiente de difusion para la natamicina se calcul6 mediante la Ec. (14) para 100
términos de la sumatoria, las consideraciones para el uso de este modelo fueron: i) la NAT
inicialmente se encuentra distribuida de manera homogénea en la pelicula, ii) la masa total de NAT
se conserva durante todo el proceso por lo que no se consideran reacciones quimicas o evaporacion
iii) no hay resistencia entre la interfase de la pelicula y el medio estando en equilibrio, iv) la matriz
polimérica no cambia en todo el proceso de migracién, v) la migracién ocurre en ambas caras de
la pelicula ya que esta sumergida en el medio y esta controlada por la difusion de Fick vi) el Kpa
obtenido fue menor que 1 y a >> 1 representada por la Ec. (13), donde « es una relacion

adimensional entre los volimenes del alimento (V) y el material de envase (V) (Manzanarez-



118

Lopez et al. 2011; Samsudin et al., 2018), los valores de « para NAT en este estudio fueron de
1946.1, 2082.1 y 4767.8 para 4, 14 y 25 °C respectivamente.

Natamicina a-Tocoferol
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Figura 25. Cambio de la concentracion de NAT y a-TOC en medio acuoso para la pelicula
con 2% TOC — 300 ppm NAT a tres temperaturas (in vitro).

En la Figura 26 se muestran las graficas de la difusion conforme a la segunda ley de Fick
para las tres temperaturas evaluadas y los resultados para D (cm? s) presentaron diferencias
significativas (p<0.05) a las temperaturas evaluadas (Tabla 24) y estos fueron mayores que los
coeficientes de difusion para la natamicina presentado por Franssen et al., (2004) con un valor de
6.67 x 10t cm? s en peliculas con 10% (m/m) de proteina aislada de lactosuero a 24 °C, Fajardo
et al., (2010) report6 un valor de 3.60 x 102° cm? st a 4 °C en peliculas de quitosano, Altenhofen
etal., (2012) con 1.64 x 10 cm? s a 25 °C en peliculas de alginato; el aumento de esta propiedad
puede explicarse a que el sistema se encontraba en constante agitacién y también por el tamafio a

escala nanométrica en la que se encuentra la natamicina incorporada en la pelicula.

Tabla 24. Coeficiente de particion y de difusion de la natamicina y del a-Tocoferol in vitro
para la pelicula de proteina concentrada de lactosuero.

Natamicina a-Tocoferol
T (°C) Kpa D x 10° R2 Kpa D x 10° R2

(cm? s1) (cm?s)
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4 0.28+0.02¢ 2.61+0.23* 0.9964 0.25+0.02*® 4.10+0.47% 0.9963
14 0.17 £0.04°> 3.55+0.44° 0.9918 0.12+0.03° 5.33+0.59° 0.9940
25 0.09+0.01° 6.36+0.13° 0.9905 0.04+0.02° 7.93+1.53° 0.9928
Ea (kJmol?) - 29.17 0.9708 - 21.56 0.9626

Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT. Valor promedio * desviacion estandar, n = 3.

Diferentes superindices en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

La concentracion de a-TOC liberado desde la pelicula con 2% a-TOC y 300 ppm de NAT
(P3) hacia la solucién acuosa de etanol al 50% (m/m) se muestra en la Figura 25. Graficamente el
equilibrio en el medio se alcanz6 después de 3600, 2760 y 2310 s o su equivalente en minutos de
60, 46 y 38.5 para 4, 14, y 25 °C respectivamente y su concentracion final fue de 15.95, 17.88 y
19.13 mg g* en el mismo orden. La concentracion de a-TOC en la pelicula se cuantificd
transcurrido el experimento, asumiendo que todo el compuesto activo liberado de la pelicula migré
hacia el medio. La concentracion en equilibrio de a-TOC en la pelicula fue de 4.05, 2.12 y 0.84 mg
gla4, 14,y 25 °C respectivamente, los valores de Kp . para el a-TOC se presentan en la Tabla 24,
los valores fueron decreciendo al aumentar la temperatura y estos fueron menores que 1
presentando diferencia entre las tres temperaturas evaluadas (p<0.05). La relacién inversa del Kp.a
con la temperatura también la presentd6 Manzanarez-Lopez et al., (2011) para 2.5% de a-Tocoferol
en peliculas de poli &cido lactico sumergidas en metanol con valores de Ky a > 1 coincidiendo con
la baja migracion en dicho estudio; Hwang et al., (2013) present6 la misma tendencia decreciente
de Kp.a con el aumento de la temperatura y cuyos valores obtenidos de Kpa > 1 para diferentes
concentraciones de a-Tocoferol en peliculas de &cido poli lactico / almidén en etanol. Dicha
disminucion del valor de Kp ., esté influenciada por la energia requerida para que el sistema pueda
romper los enlaces entre los grupos polares de a-Tocoferol y la proteina. Los resultados de este
estudio pueden explicarse a la continua agitacion del sistema, a la solubilidad y al grado de
hinchamiento de la pelicula en agua con valores de 55.3 y 95.6 % respectivamente (Tabla 19), lo
gue permite aumentar la difusion desde la pelicula hasta el medio describiendo mayor afinidad por
este Ultimo. Los valores de o para a-Tocoferol en este estudio fueron de 1783.7, 3716.0 y 11148.1

para 4, 14y 25 °C respectivamente.



120

El coeficiente de difusion in vitro para el «-TOC se calcul6 de la misma forma que para la
natamicina. Las graficas de la difusion a las tres temperaturas evaluadas conforme a la segunda del
de Fick se presenta en la Figura 26; los resultados para el coeficiente de difusion presentaron
diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 24) para las tres temperaturas cuyo orden de magnitud
fue de 107, estos resultados fueron mayores que lo reportado por Manzanarez-L6pez et al., (2011)
para el a-Tocoferol con un valor de 3.16 x 101t cm? st en peliculas de poli acido lactico a 23 °C,
también fue mayor a lo presentado por Hwang et al., (2013) en peliculas de acido poli lactico /
almidon a-Tocoferol con un valor de 4.63 x 10! y 22.2 x 10 cm? s para 13 y 23 °C
respectivamente; el a-TOC en la escala nanomeétrica presente en la pelicula y la agitacion continua
del sistema puede explicar el aumento del coeficiente de difusion.
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Figura 26. Difusion in vitro de la natamicina y del a-Tocoferol hacia la solucién acuosa
de etanol 50% (m/m) conforme la segunda ley de Fick para la pelicula con 2% (m/m) a-TOC-300
ppm NAT.

El efecto de la temperatura en la difusion de la natamicina y el a-Tocoferol a traves de la
matriz proteica fue descrita mediante la ecuacion de Arrhenius (Tabla 24), donde Ea es la energia
requerida para producir una abertura entre las cadenas de la proteina para que una molécula del
migrante se mueva a través de ella (Manzanarez-Lopez et al. 2011). Los valores de Ea para la
natamicina y a-Tocoferol fueron de 29.17 y 21.56 kJ mol™ respectivamente. De la revision de
literatura no se evidenci6 un reporte de la Ea para la natamicina en sistemas de envasado, por lo
gue no se puede realizar una comparacion en el orden de magnitud de dicha propiedad; por el
contrario, el valor obtenido de este estudio para el a-Tocoferol fue menor que lo reportado para el
mismo compuesto por Manzanarez-Lo6pez et al., (2011) y Hwang et al., (2013) en peliculas de poli
acido lactico cuya Ea fue de 96.2 y 140.6 kJ mol™? respectivamente, esto explica que se necesita
menos energia para que el a-Tocoferol a se difunda desde la pelicula hacia la solucion acuosa de
etanol, comparada con los estudios relacionados, ademas, las gotas de a-Tocoferol se encuentran
tamafio nanométrico y, quimicamente posee un solo grupo hidroxilo con una cadena de 13

carbonos, lo que permite una interaccion moderada con la proteina.
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4.3.2. Determinacion del coeficiente de particion, de difusion y energia de
activacion en el sistema de envasado Pelicula-Queso

El proceso de difusion en alimentos sélidos, como en el caso del presente estudio, es mucho
més complejo que en un medio liquido simple (in vitro). Por consiguiente, el estudio de la difusion
en el sistema pelicula-queso puede obtener una evaluacion més realista de este fenémeno, la Ec.
(14) fue empleada para el calculo del coeficiente de difusion para la NAT y el a-TOC, el célculo se
realizd para 100 términos de la sumatoria, teniendo presente las siguientes suposiciones i) los
compuestos inicialmente se encuentran distribuidos de manera homogénea en la pelicula, ii) la
masa total de cada compuesto se conserva durante todo el proceso por lo que no se consideran
reacciones quimicas o evaporacion iii) no hay resistencia entre la interfase de la pelicula y el queso
estando en equilibrio, iv) la matriz polimérica no cambia en todo el proceso de migracion, v) la
migracion ocurre en la superficie en contacto con el queso (unidireccional) y esta controlada por la
difusion de Fick. La Figura 27 presenta la concentracion de NAT y a-TOC en la pelicula (P3) en
contacto con el queso doble crema almacenadas a tres temperaturas, donde se evidencia la
influencia de la temperatura en la migracién; se obtuvieron diferentes equilibrios para la NAT en la
pelicula, el primero se alcanzé a los 25 °C cerca de los 8 dias de almacenamiento con una
concentracion promedio de 0.16 mg g2, en segundo lugar a 14 °C a aproximadamente a los 28 dias
para 0.18 mg g* y por ultimo a 4 °C a los 29 dias con 0.24 mg g*. Estos resultados demuestran la
habilidad de la natamicina para migrar desde la pelicula de proteina concentrada de lactosuero
hacia el queso. Los Kpa calculados presentaron diferencias significativas (p<0.05) para 4, 14y 25
°C con valores de 11.18 + 0.34, 7.41 + 0.34, 6.05 £ 0.25 respectivamente (Tabla 25), esto se
confirma con el orden de la liberacion de NAT (Figura 27); con los valores de Kp 2 mayores a 1, la
natamicina muestra un comportamiento totalmente diferente al presentado cuando estaba en
contacto con agua (sistema in vitro), para el caso del contacto con el queso doble crema, la
natamicina muestra baja solubilidad con el alimento y tener mas afinidad por la pelicula, en especial
a bajas temperaturas, confirmando la influencia que tienen la temperatura y el tipo de alimento en

el proceso de migracion de los compuestos.

El aumento de NAT en el queso se evidencia en la Figura 27, la concentracion de NAT a 4

°C aumento gradualmente conforme se ha liberado desde el material de envase, el equilibrio se
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alcanzo a los 35 dias con una concentracion de 0.021 mg g*. A 14 °C, el queso también mostr6 un
aumento gradual de NAT alcanzando una concentracion maxima de 0.025 mg g* a los 38 dias de
almacenamiento. Por el contrario, a 25 °C se presentd un mayor aumento de NAT en los primeros
3 dias, alcanzando el equilibrio a los 17 dias con una concentracion de 0.027 mg g*; con estas
concentraciones maximas se estimd un porcentaje de liberacion de la NAT hacia del queso del 7.0,
8.3y 9.0 % para 4, 14 y 25 °C respectivamente basado en la concentracion inicial de NAT
incorporado en la pelicula. A pesar de la poca liberacion de NAT desde la pelicula hacia el queso,
las concentraciones alcanzadas demuestran su potencial eficacia contra los microorganismos
evaluados en la prueba de concentracion minima inhibitoria (Seccion 4.1.1) y halo de inhibicion
(Seccion 4.2.12), por esta razon, la pelicula fabricada puede ser considerada como material de

envasado activo con capacidad antifungica.
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Figura 27. Cambio de la concentracion de NAT y a-TOC en la pelicula con 2% TOC — 300
ppm NAT y en el queso a tres temperaturas en el sistema de envasado.

De una forma analoga a la NAT, el tiempo de equilibrio para el a-TOC disminuye al
aumentar la temperatura cuyos valores fueron los 30, 28 y 15 dias para 4, 14 y 25 °C
respectivamente, alcanzando una concentracion de 9.90, 8.50 y 7.17 mg g en el mismo orden de
temperaturas. Como se puede observar en la Tabla 25, los valores de Ky a obtenidos para el a-TOC
son menores que para la NAT y también disminuyen con la temperatura, de acuerdo con Hwang et
al., (2013) esto puede ser explicado por la afinidad y la interaccion molecular de a-TOC con la
grasa y la proteina presentes en la muestra de queso doble crema, lo que influye en su solubilidad,
por lo tanto, el antioxidante presenta una migracion mas rapida resultando valores de Ky .2 mas bajos
que la NAT. De igual modo, un estudio presentado por Granda-Restrepo et al., (2009) en un envase
activo con a-Tocoferol en contacto con leche en polvo, encontraron valores de Kpa mayores y
cercanos a la unidad, lo que indica la afinidad del a-TOC es principalmente por la pelicula, también
hay afinidad por el alimento.

Tabla 25. Coeficiente de particion y de difusion de la natamicina y del a-Tocoferol en el
sistema pelicula-queso.

Natamicina a-Tocoferol

T (°C) Kpa D x 10! R2 Kpa D x 10! R2

(cm?s™t) (cm? ™)

4 11.18+0.34* 2.01+0.19% 0.9903 2.02+0.08"* 3.67 +£0.49* 0.9872
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14 7.41+0.34> 284+0.35° 09942 160+0.10° 5.09+0.78" 0.9899
25 6.05+0.25° 11.5+0.14° 09876 1.30+0.09° 9.17+2.07° 0.9827
Ea (kJmol?) - 55.77 0.8993 - 30.04 0.9754

Pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT. Valor promedio * desviacion estandar, n = 3.

Diferentes superindices en la misma columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

En la literatura se encuentran pocos reportes relacionados con el uso de la natamicina en
peliculas de proteina concentrada de lactosuero en contacto con queso, en especial presentado los
calculos del coeficiente de particion y de difusion, los estudios presentados hacen referencia a
sistemas mas simples como lo son los estudios in vitro. En la Figura 28 se muestran la fraccion
liberada desde la pelicula hacia el queso, de acuerdo con esta figura, la comparacion entre la curvas
para 4, 14 y 25 °C indican que la NAT migra més lentamente a bajas temperaturas, este resultado
se complementa con lo discutido anteriormente sobre el Kp 2 para la NAT; en este trabajo, los valores
calculados para D (cm? s1) se presentan en la Tabla 25, como se puede apreciar, los coeficientes
de difusién son afectados por la temperatura presentado diferencias significativas (p<0.05), a
mayor temperatura, mayor valor de D, los resultados para 4, 14 y 25 °C fueron 2.01 x 10!, 2.84
x 10! y 11.50 x 10 cm? s respectivamente; estos datos son menores que lo reportado por
Franssen et al., (2004) cuyo coeficiente de difusion fue 8.68 x 10°2° cm? s para natamicina en una
pelicula de proteina aislada de lactosuero sumergida en un simulante alimentario, Altenhofen et
al., (2012) incorpor6 natamicina en peliculas de alginato y alginato/quitosano sumergidas en agua
a 25 °C con un valor de 1.64 x 10 y 2.53 x 10 cm? s! respectivamente, Bierhalz et al., (2013)
presentd un valor de D igual a 0.16 cm? s de natamicina en peliculas de alginato en agua a 25 °C,
por ultimo, Fajardo et al., (2010) evalu6 la natamicina en una pelicula de quitosano en queso Saloio,
obteniendo un coeficiente de difusion alrededor de 1.29 x 102 cm? s a 4 °C calculado con un
modelo matematico diferente al utilizado en el presente trabajo, este ultimo autor explica que la
liberacion de natamicina al queso como modelo de alimento sélido presentan valores mas bajos de
coeficiente de difusidn comparado en sistema in vitro, atribuyéndose a las caracteristicas del queso
graso y con menor actividad de agua que en el sistema liquido (Ollé Resa et al., 2014b), por lo que
una pequefa cantidad de agua se difunde en la pelicula, lo que resulta en efectos de hinchamiento

insignificantes y menor transferencia de masa, y la NAT con su naturaleza anfifilica junto con el
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caracter hidrofilico de la pelicula determinan su comportamiento hacia el interior del queso tal y

como se explico en anteriores parrafos.

El coeficiente de difusion para el a-TOC se presenta en la Tabla 25, todos ellos presentaron
diferencia significativa (p<0.05); el valor de D a 4 °C fue de 3.67 x 10t cm? s%, el cual fue similar
a lo reportado Granda-Restrepo et al., (2009) en un polimero sintético (PEBD) adicionado con 4%
de a-Tocoferol obteniendo valores de 3.14 x 10! cm? st a 40 °C, para un polimero sintético en
contacto con leche en polvo entera. De manera similar, el coeficiente de difusion calculado in vitro
por otros estudios reportan valores de 3.16 x 10! cm? s a 23 °C en peliculas de poli &cido lactico
(PAL) con 3% de a-Tocoferol (Manzanarez-Lopez et al. 2011), 4.63 x 10 cm? st a 13 °C en
peliculas de PLA/almiddn con 2.5% de a-Tocoferol (Hwang et al., 2013), 3.50 x 10* cm? st a 9
°C en PAL con 2.6% de o-Tocoferol (Samsudin et al., 2018), y 4.83 x 10°cm? st a 23 °C para o-
Tocoferol en peliculas de quitosano (Yeamsuksawat y Liang 2019), este ltimo explica que el valor
del coeficiente de difusion y la liberacion del a-TOC depende de estructura de la matriz polimérica,
donde un aumento en los enlaces formados de la matriz disminuye el espacio libre, al mismo tiempo
que el movimiento del antioxidante en la estructura, otro factor que influye, es la solubilidad del a-
TOC en medios grasos como en el queso doble crema, y posiblemente el tamafio nanométrico del
a-TOC incorporado en la pelicula de lactosuero, todo esto representa un aumento de la migracion

al compararlos con los estudios in vitro.
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Figura 28. Difusion en el sistema pelicula-queso de la natamicina y del a-Tocoferol

conforme la segunda ley de Fick.

La concentracion de a-TOC en el queso presentd un comportamiento similar a la NAT,

ambos graficos se muestran en la Figura 27 evidenciandose nuevamente la dependencia de la

temperatura en el fendbmeno de migracion; el aumento de la concentracion de a-TOC a4y 14 °C

presentaron un estrecho margen en el transcurso del experimento, la concentracion méaxima

alcanzada fue de 4.74, 5.18 y 5.22 mg g* para 4, 14 y 25 °C en un tiempo de 35, 36 y 23 dias
respectivamente. EI mayor aumento de a-TOC se presentdé a 25 °C en los primeros 5 dias,
alcanzando el equilibrio a los 21 dias; con estas concentraciones maximas se estimé un porcentaje
de liberacién del a-TOC hacia el queso del 23.7, 25.9 y 26.1 % para 4, 14 y 25 °C respectivamente
basado en la concentracion inicial de a-TOC incorporado en la pelicula. En el tiempo del

experimento no se observo disminucion de la concentracion de a-TOC en el queso, quiza por la

alta disponibilidad en la pelicula, la migracion gradual y la alta capacidad antioxidante de la
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pelicula discutido en la seccion 4.2.13, por el contrario, Granda-Restrepo et al., (2009) manifesto
la dificultad de seguir el comportamiento del a-Tocoferol que migrd de la pelicula activa hacia
leche en polvo entera después de 40 dias de almacenamiento a 30 °C debido a que el antioxidante

fue consumido por componentes del alimento sometidos a oxidacion.

En la Tabla 25 se presentan los valores de Ea en el sistema de envasado pelicula-queso para
la natamicina y el o-Tocoferol cuyos valores fueron 55.77 y 30.04 kJ mol™ respectivamente, los
valores fueron mayores que los obtenidos en el estudio in vitro, siendo de 29.17 y 21.56 kJ mol™*
en el mismo orden y para el rango de temperatura (4-25 °C); la primera diferencia se enmarca en
que el sistema pelicula-queso no se encuentra bajo agitacion como lo fue en el sistema in vitro; en
segundo lugar, la pelicula esta en contacto con un alimento sélido, y para que se propicie un
aumento en la difusion, es necesario suministrar mas energia al sistema, de ahi los valores altos en
el sistema pelicula-queso. Ademas, estos resultados son coincidentes con los valores de Kpa > 1
(Tabla 25), donde los agentes activos presentan mayor afinidad por el material de envase
presentando en cierta manera una migracion gradual y propiciando una proteccion para y desde el
polimero. Desde un punto de vista quimico, las moléculas de los agentes activos pueden interactuar
con los grupos polares de la proteina, lo que resulta en la restriccién de los movimientos de las
moléculas entre ellos y la proteina, lo que requiere mas energia para la difusion dentro de la matriz

del polimero.

4.4, Modelacion multiescala de la migracion

Esta seccion se divide en tres partes. Primero se presentan los resultados de la modelacion
en escala nanométrica, donde se estimd el coeficiente de difusién nanométrico para la NAT y el a-
TOC desde la pelicula hacia el queso; en segundo lugar (escala mesoscopica), se predijo la
distribucion de concentracion C(x,t) de cada compuesto utilizado los valores de Dnano (cm? st)
calculados en la escala anterior, por ultimo, para la macro escala, se realizd una homogenizacion
de los datos anteriores para estimar la concentracién como funcién del tiempo, para ser comparadas

con los datos experimentales de los dos compuestos a las tres temperaturas evaluadas.
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4.4.1. Escala nanométrica

Se realizo la simulacion de las nanogotas dentro de la pelicula que esta en contacto con el
queso siguiendo las instrucciones del diagrama de flujo mostrado en la Figura 29, un proceso
similar fue utilizado por Hernandez (2008) para describir la dinamica Browniana de particulas
poliméricas; las ecuaciones presentadas en la sesion 2.5.4.1 y en el Apéndice B. Codigos de la
simulacion (Matlab) se encuentra el cédigo en MATLAB® propuesto; las suposiciones utilizadas
en esta etapa fueron las siguientes:

-Las particulas de NAT y a-TOC se distribuyen de manera homogénea dentro la pelicula.

-Cada particula representa una parte del total de la masa del compuesto activo.

-Cada particula individual ejecuta un movimiento que es independiente de los movimientos
de todas las demas particulas.

-Los movimientos de una particula dada en diferentes intervalos de tiempo son procesos

independientes, unidimensionales y estos intervalos determinan la evolucion del sistema.

Los parametros de la simulacion muestran en la Tabla 26, y estos se ajustaron hasta que se
obtuvo una coincidencia satisfactoria con los resultados de laboratorio (NAT y a-TOC, ambos a 4,
14 y 25 °C respectivamente); el nimero de particulas es un parametro que es necesario controlar
porgue un mayor numero concierne un aumento del tiempo de calculo; del mismo modo, valores
pequefios de dt afecta el tiempo de la simulacién, los rangos presentados fueron utilizados en la
simulacion del movimiento Browniano de cada migrante dentro de la pelicula, mas adelante se

discutiran los resultados obtenidos.

Tabla 26. Parametros utilizados en la simulacion a escala nanométrica.

Natamicina a-Tocoferol
Parametro Valor o rango
Dnanoi (cm? s%) 6.12 x 10 — 4.30 x 1020
Lpeticuta (CM)* 0.0139
Npart 10000 - 500000
Ci(mggh)* 0.3 20

dt (s) 600 - 1200
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tfin (d) 23-38

* Valores del sistema de envasado, son constantes en la simulacion

B

fre-1ea) (o s )
-

Elaboracion propia

Figura 29. Algoritmo del movimiento Browniano de las nanogotas de NAT y a-TOC dentro
de la pelicula de proteina.

Los valores del coeficiente de difusion de las nanoparticulas de NAT y nanogotas de a-TOC
obtenidos mediante la simulacién del movimiento Browniano se presentan en la Tabla 27, notese
que los valores de Dnano SON mayores que los valores experimentales que fueron estimados segun
la segunda Ley de Fick, los cuales son denominados como Dmacro (exp) (COeficiente de difusion
macromeétricos y experimentales, sesion 4.3.1), este comportamiento se debe a que se ha descrito
el movimiento neto de cada una de las particulas dentro de la pelicula con un tamafio lo

suficientemente pequefio, 133.85 y 35.37 d.nm para NAT y a-TOC respectivamente (Tabla 13 y
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Tabla 16), este tamafio permite mayor movilidad dentro de la pelicula y es coincidente la
estimacion de la concentracién de los compuestos activos en el tiempo con los datos experimentales
(Figura 25 y Figura 27), de alli el valor de R? obtenido mayor que 0.9977 (Tabla 27).

Estos resultados indican que el movimiento Browniano simulado a la escala nanométrica es
un método preciso para predecir el comportamiento de la NAT y a-TOC a las tres temperaturas
evaluadas y los resultados del coeficiente de difusion nanométrico son valores que se llevan al

modelo planteado a escala mesoscopica.

Tabla 27. Coeficiente de difusion para NAT y a-TOC estimado en la escala hanométrica.

Natamicina a-Tocoferol
T (°C) Dmacro (exp)® Dnano R? Dmacro (exp)® Dnano R?
4 2.01* 7.12* 0.9977 3.67* 1.47** 0.9997
14 2.84* 1.15** 0.9997 5.09* 2.03** 0.9999
25 1.16** 5.15** 0.9995 9.18* 3.72%* 0.9999

* x 10 (cm? s1), ** x 100 (cm? s1), a: Coeficiente de difusion experimental

4.4.2. Escala mesoscopica y macroscopica

La evaluacion del movimiento de los migrantes fue realizada en la sesién anterior y con esta
se toma el valor de Dnano para realizar la simulacion en la mesoescala (método de diferencias finitas
explicitas descritas en la sesion 2.5.4.2) a fin de estimar el respectivo perfil de concentracion para
NAT y a-TOC a 4, 14 y 25 °C respectivamente. En el Apéndice B. Cddigos de la simulacion
(Matlab) se encuentra el codigo propuesto en MATLAB®, para tal fin se utilizo las siguientes

consideraciones:

-El sistema esta compuesto por la pelicula en pleno contacto con el queso y este se encuentra
aislado.

-La transferencia de masa es unidimensional en una pared plana en estado transitorio y se
presenta desde la pelicula hacia el queso.

-La concentracion inicial de NAT y a-TOC es homogénea dentro de la pelicula con sus

respectivos coeficientes de difusion constantes.
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-La region a lo largo del sistema en la coordenada x se divide en puntos igualmente
espaciados.

-No existe reaccion entre la NAT y el a-TOC.

Los parametros utilizados en esta simulacion corresponden a Ci (mg g2), Lpelicula (€M)
tomados de la Tabla 26, con un espesor del queso de 2 cm, el coeficiente de difusion, Dnano (cm?
s'1) para la NAT y el a-TOC a diferentes temperaturas corresponde a los reportados en la Tabla 27,
para todos los tratamientos se utilizaron 1000 nodos distribuidos de la siguiente manera: 100 nodos
para la pelicula, 1 nodo de interfase y 899 nodos para el queso debido a que representa el mayor
espesor. Ademas, para cada tratamiento se evaluo el criterio de estabilidad determinado por los
coeficientes de la variable C'r (concentracion de compuesto en cada nodo del sistema pelicula-
queso) expresados en la Ec. (21) y Ec. (22), estos deben ser > 0 determinando asi los valores
admisibles del At, en este estudio se encontro que para NAT fue de 120, 120y 30 s para 4, 14y 25

°C respectivamente, y para el a-TOC de 30, 120, 10 s en el mismo orden de temperaturas.

La representacion grafica de los resultados de la difusion en la pelicula 'y el queso para NAT
y el a-TOC en funcion de la posicidn se presentan en la Figura 30. En esta figura se puede observar
la linea vertical roja que indica la interfase del sistema (limite pelicula-queso), en el lado izquierdo
(nodos 1-100) abarca el espesor de la pelicula (0.0139 cm) y el lado derecho (nodos 101-1000) al
queso (esquema mostrado en la Figura 9); la leyenda en cada grafica indica el tiempo de
simulacion lo que evidencia una disminucion de la concentracion de NAT y a-TOC en la pelicula
con su respectivo aumento en el queso, estas curvas demuestran que el modelo describe la
interpretacion fisica del transporte de masa entre un material de envase y un alimento, tal como lo
plantea Vitrac et al., (2007) donde evalud las transferencia de masa interfacial en productos
alimenticios y Ahmed et al., (2015) en sistemas binarios no alimentarios. De estos resultados se
observa que las lineas temporales para el a-TOC se encuentran mas separadas comparadas con NAT
dado que el Dnano fue mayor para el a-TOC; en la misma figura se muestra un aumento de escala
en el nodo de interfase, de alli se observa que el perfil de concentracion para cada tiempo evidencia
un leve cambio de direccion, pero solo es debido a la resistencia que puede ofrecer la interfaz con
el queso ya que este presenta una diferente composicion frente a la pelicula, en especial por el alto

contenido de grasa.
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Figura 30. Perfiles de concentracion en la pelicula y el queso para NAT y el a-TOC a

diferentes temperaturas.
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El esquema de integracidn de las escalas se realiz6 desde la escala nanométrica pasando por
la mesoescala hasta la escala macroscopica (Figura 10), ésta ultima comprende el promedio de las
concentraciones representadas en los nodos de la pelicula para la mesoescala en el correspondiente
tiempo experimental para NAT y a-TOC a las tres temperaturas evaluadas (Figura 31). De acuerdo
con las tendencias generales (lineas puteadas), se aprecia que la natamicina presenta mayor ajuste
a4 °Cquealdy 25 °C con valores R?> de 0.9068, comparadas con 0.8856 y 0.4319
respectivamente, asimismo al ser comparada con el a-tocoferol, el cual present6 valores R? de
0.8299, 0.7324 y 0.6572 en el mismo orden de temperaturas; esto puede asociarse al caracter solido
de la natamicina en contrastaste con las nanogotas de a-tocoferol provenientes de nanoemulsion
aceite en agua; también, se apreci6 una sensibilidad a los valores estimados de Dnano que afectaron
los ajustes ya que fueron mucho mayores que los valores experimentales (Tabla 27), de ahi se
favorece aun mas la transferencia de masa dentro de la pelicula. Desde el punto de vista de la
modelacién multiescala, Urrea-Quintero et al. (2020) explica la implicacion de la naturaleza
estocéastica de la simulacion a pequefias escalas (en este estudio fue la escala nanométrica) se
pueden inducir fluctuaciones numéricas hacia las escalas mayores, asi como se evidencié en la
macro escala (Figura 31) donde aparecen grandes cambios en los valores de concentracion en

contraste con los valores experimentales.
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Figura 31. Escala macroscopica: integracion del modelo multiescala en la pelicula.
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4.5. Cuantificacion del hexanal en queso como indicador de la oxidacion lipidica

Durante los procesos de oxidacion lipidica se general compuestos de bajo peso molecular
como aldehidos y cetonas, entre ellos el hexanal, lo que permite usarlo como indicador de
oxidacion en matrices alimentarias. El aumento del hexanal como compuesto volatil durante el
almacenamiento del queso doble crema se muestra en la Figura 32, las lineas punteadas
representan la cuantificacion de hexanal en el queso que ha estado en contacto con una pelicula sin
compuestos activos (control); la produccién de hexanal en cada control fue mayor que las
respectivas muestras durante las 8 semanas de almacenamiento, presentado una relacién directa
con la temperatura; asi mismo, para el queso en contacto con la pelicula activa (2% (m/m) a-TOC
— 300 ppm NAT), la concentracion de hexanal aumento rapidamente a 14 y 25 °C en las primeras
4 y 3 semanas respectivamente, después de este tiempo se mantuvo constante con un valor
promedio de 0.24 y 0.34 mg kg* para 14 y 25 °C respectivamente; en cambio, a 4 °C, no presentd
cambios significativos en las primeras 4 semanas, y después de la semana 5, la concentracion de
hexanal promedio fue de 0.11 mg kg®; en todo el experimento las muestras evaluadas presentaron
diferencias significativas (p<0.05), alcanzando una concentracion aproximada de 0.14, 0.26 y 0.33

mg kg™ para 4, 14 y 25 °C respectivamente.

Diversas investigaciones presentan resultados sobre la cuantificacién del hexanal y su
relacion con el almacenamiento; Granda-Restrepo et al., (2009) evidencio la proteccion del o-
Tocoferol frente a la oxidacion lipidica al incorporarlo en una bolsa multicapa de polimeros
sintéticos para envasar leche en polvo entera, obteniendo resultado de hexanal de 0.45 ug mL? a
20 °C para 60 dias de almacenamiento. Por otro lado, en un envasado convencional, Nzekoue et
al., (2019) realizé el seguimiento del hexanal en el almacenamiento (4 °C) de queso Asiago y Grana
Padano durante 4 y 12 semanas respectivamente, el material de envase utilizado fue polietileno de
alta densidad, obteniendo valores de 0.55 y 1.04 mg kg™ en el mismo orden mencionado; como
referencia del aumento de compuestos volatiles en queso sin envasar, Teter et al., (2020) cuantificd
hexanal en un queso de granja durante 21 dias en maduracion a 4 ° C, obteniendo valores de 1.5 %
(15000 mg kg?), debido a esta concentracion tan alta, se infiere que, el uso de un envase es

necesario para disminuir la produccion de este compuesto como indicador de la oxidacion lipidica.
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Figura 32. Concentracion de hexanal durante el almacenamiento de queso doble crema en
contacto con la pelicula control y la pelicula con 2% (m/m) a-TOC — 300 ppm NAT a diferentes
temperaturas.

En general, en los estudios presentados, se observé que la concentracion de hexanal en cada
uno fue mayor a lo obtenido en este estudio (Figura 32), y sugiere que el a-TOC incorporado en
la pelicula migré hacia el queso (discutido en la sesion 4.3.2) para realizar su papel como
antioxidante en la oxidacion lipidica en el queso, pudiendo ser también competente frente a
polimeros sintéticos, siendo la pelicula activa mejor que la pelicula control al cumplir su papel de

envase activo con capacidad antioxidante.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El método propuesto de homogenizacion por cizalla presentd tamarfios de particula de 133.9
y 35.4 d.nm para la nanosuspension de natamicina y nanoemulsion encapsulando a-Tocoferol,
siendo comparables como otros métodos de fabricacion de dispersiones a escala nanométrica,
ademas presentaron distribuciéon monomodal (nanosuspensién) y bimodal (hanoemulsion), con
valores del potencial { negativos, y especialmente con una capacidad antifingica y antioxidante
mayores que la pelicula control, lo que permite ser incorporadas en un material de envase en

contacto con alimentos.

Se incorporaron exitosamente las dispersiones optimizadas de la nanosuspension de
natamicina y la nanoemulsion encapsulando a-Tocoferol, de manera individual y su mezcla en la
pelicula elaborada de proteina concentrada de lactosuero; como resultado de la incorporacion en
mezcla se obtuvieron peliculas ligeramente amarillentas y translucidas como consecuencia de la

naturaleza de la proteina y el a-Tocoferol, estas no presentaron defectos a simple vista, con una
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morfologia relativamente suave y compacta, pero con la presencia de estructuras circulares en la
superficie que parecen estar ocupadas por gotitas de glicerol. Los agentes activos no modificaron
el espesor de la pelicula, el contenido de humedad y el brillo; estos mostraron un efecto favorable
en lasolubilidad y la transparencia, manteniendo la integridad de la pelicula en agua y una adecuada
barreraalaluz. Los compuestos aumentaron la PVA, se disminuyo la tensién de rotura'y el modulo
elastico en las peliculas, haciendo de éstas materiales menos resistentes y rigidos. La
caracterizacion de los materiales permitio establecer que las peliculas obtenidas son adecuadas para

ser utilizadas en el envasado de alimentos.

Se confirm6 que en las peliculas activas obtenidas con la adicion de la natamicina se
mantiene la capacidad antifungica contra C. albicans, P. chrysogenumy S. cerevisiae, asi mismo,
el a-Tocoferol incorporado en el material, mantiene su accion antioxidante, es decir, continua con

el proceso de captar los radicales peroxilo e inhibir la peroxidacion lipidica.

A través del estudio de biodegradacion aerobia se demostré que la pelicula con la natamicina
y el a-Tocoferol presentd mayor biodegradabilidad que la pelicula de proteina concentrada de
lactosuero sin la incorporacion de los agentes activos, esto debido a que con la adicion de los
compuestos se aumentan los picos amorfos de la pelicula por un posible cambio conformacional
en el polimero causado por las interacciones intermoleculares con el polimero y el glicerol,

situacion que favorece el proceso de biodegradacion del polimero.

Se confirmo experimentalmente la migracion de la natamicina y el a-Tocoferol desde la
pelicula in vitro y también en un sistema de envasado real, es decir, desde la pelicula hacia el queso
doble crema, obteniendo los respectivos coeficientes de particion y de difusion experimentales a
diferentes temperaturas para cada uno de los compuestos activos. Asi mismo, se evidencid que el
a-Tocoferol redujo la reaccion de oxidacion lipidica mediante la disminucion de la produccion de

hexanal como indicador en el deterioro del queso.

La modelacién multiescala para el fenémeno de la migracién permitio, en primer lugar,
estimar los respectivos coeficientes de difusion en la escala nanométrica, a través del movimiento

browniano de cada particula de natamicina y de a-Tocoferol respectivamente, ajustandose
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fielmente a los datos experimentales (concentracion de cada migrante como funcion del tiempo),
ya que el caracter del modelo estocéstico permite una mejor variacion del movimiento de las
particulas dentro de la pelicula. En segundo lugar, en la escala mesoscépica se integro la escala
nanométrica para obtener los perfiles de concentracion en la pelicula y el queso (concentracién
como funcion del tiempo y la posicion). Por Ultimo, en la mesoescala se obtuvo la concentracion
del migrante en funcién del tiempo contrastadas con los datos experimentales, con ello se
comprendié aun mas el mecanismo que tiene lugar en la migracion en un sistema de envasado,
evidenciando también, que la sensibilidad del modelo multiescala depende de la magnitud del

coeficiente de difusion estimado en la escala més pequefia.

El estudio de la migracion a través modelos obtenido de la segunda ley de Fick y la
modelacion multiescala debe ir acompafiado de conocimientos sobre el sistema de envasado a
estudiar, tal como la concentracion inicial, longitud entre otros, debido a que existen multiples

posibilidades en el uso, en especial de las diferentes escalas y rangos de estas.

Mediante el desarrollo del presente estudio se cumplio con el objetivo general y se logré
confirmar la hipotesis planteada, ya que el desarrollo de un biopolimero a partir de proteinas
concentradas de lactosuero, con la incorporacion de dos agentes activos (nanosuspension de
natamicina y nanoemulsion de a-Tocoferol), permitio el desarrollo de un material de envase activo
que permite la migracion de estos compuestos en tamafios nanométricos, mejorando las

propiedades de la pelicula, ademas de presentar capacidad fungicida, antioxidante y biodegradable.

Como recomendaciones para futuros estudios se presentan los siguientes temas:

-Estudiar la permeabilidad al oxigeno de las peliculas.

-Realizar andlisis de microscopia confocal laser de barrido en las peliculas para confirmar una
dispersion homogénea de los agentes activos en la matriz polimérica.

-Evaluar el material de envase con los compuestos activos puede ser considerado como comestible
mediante la simulacién de la digestibilidad gastrointestinal.

- Realizar estudios de migracion mediante las metodologias presentadas en este trabajo para

diferentes matrices alimentarias compatibles con el material de envase desarrollado.
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Raices de q,tanq,, = Sh

Sh (o} 02 Qs Q4 Qs Qe

0 0 3.1416 6.2832 9.4248 12.5664 15.7080
0.01 0.0998 3.1448 6.2848 9.4258 12.5672 15.7086
0.1 0.3111 3.1731 6.2991 94354 12.5743 15.7143
0.2 0.4328 3.2039 6.3148 9.4459 12.5823 15.7207
0.5 0.6533 3.2923 6.3616 9.4775 12.6060 15.7397
1.0 0.8603 3.4256 6.4373 9.5293 12.6453 15.7713
2.0 1.0769 3.6436 6.5783 9.6296 12.7223 15.8336
5.0 1.3138 4.0336 6.9096 9.8928 12.9352 16.0107
10.0 1.4289 4.3058 7.2281 10.2003 13.2142 16.2594
100.0 1.5552 4.6658 7.7764 10.8871 13.9981 17.1093
00 1.5708 47124 7.8540 10.9956 14.1372 17.2788
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Absorcion Raices de tanq,, = —aq,

(Fraccion) a 01 02 Os Qs 0s 0s

0 (0] 1.5708 47124 7.8540 10.9956  14.1372  17.2788
0.1 9.000 1.6385 4.7359 7.8681 11.0057  14.1451  17.2852
0.2 4.000 1.7155 4.7648 7.8857 11.0183 141549 17.2933
0.3 2.333 1.8040 4.8014 7.9081 11.0344  14.1674  17.3036
0.4 1.500 1.9071 4.8490 7.9378 11.0558 14.1841  17.3173
0.5 1.000 2.0288 49132 7.9787 11.0856 14.2075 17.3364
0.6 0.667 2.1746 5.0037 8.0385 11.1296  14.2421  17.3649
0.7 0.429 2.3521 5.1386 8.1334 11.2010 14.2990 17.4119
0.8 0.250 2.5704 5.3540 8.3029 11.3349 14.4080 17.5034
0.9 0.111 2.8363 5.7172 8.6587 11.6532 14.6870 17.7481
1.0 0.000 31416 6.2832 0.4248 12.5664  15.7080  18.8496

Tomada de Crank (1979)

Apéndice B. Codigos de la simulacion (Matlab)

B.1 Simulacion del movimiento Browniano

$Simulacidén unidimensional del movimiento Browniano de las nanogotas dentro de
la pelicula. Ejemplo para el a-TOC a 25 °C

clear all % Elimina las variables del espacio de trabajo
clc % Limpia la ventana de comandos

%% Especificando los parametros

D=37.2171e-11; % D nano inicial

L=0.0139; % Espesor de la pelicula (cm)

Lsup=0.025; % Criterio de posicidn para salir del sistema (pelicula)
npart=500000; % Particulas representativas

Ci=40; % Concentracidédn inicial del migrante TOC

$Para el tiempo, se ajustan los valores para cada experimentacidn

tfin = 1987200; % Tiempo final (s) para TOC 25 °C
dt = 1200; % Para 4 y 14 son 600 y para 25 son 1200
Datos=17; % Datos del tiempo para TOC 25°C

$Valores del tiempo segun el experimento a ajustar
V _tiempo=[0 1 1.5 2 2.5 3 4 6 7 8 13 15 16 17 21 22 23]; % En dias
V_tiempo=86400*V tiempo; % Ajusta t (s) para la simulacidn
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$Matriz de registro de resultados para la posiciédn
xt=zeros (npart, 3) ; Col 1 posicidén inicial, Col 2 posicidén en t
yt=zeros (npart,l); % Col 1 posicidén inicial

o\

R_
R

$Matriz de registro de resultados para la concentracidn
R Ct=zeros (Datos,3); % Col 1 tiempo, Col2 Pelicula, Col 3 migrod
R CT=zeros (Datos,2); % Datos de C para 10 simulaciones

for s=1:10 %$Para 10 simulaciones

%$Posicidén inicial de las particulas t=0
for i=l:npart

R xt(i,1)=rand*L;

R xt(i,2)=R xt(i,1);

R yt(i,1l)=rand*2.2;
end

%$Posicidén de las particulas en el tiempo t
%$Para el paso del tiempo

for t=dt:dt:tfin

Conteo_ f=0; % Lleva el conteo del num de particulas dentro la
pelicula
Conteo m=0; % Conteo que migrod

% Nueva posicidén para las particulas
for p=l:npart
%Genera el valor aleatorio con 1*randn+0

F=1*randn+0;

%$Distribucidén aleatoria de las con media=0, desviacidén estéandar=1
R xt(p,3)=R_xt (p,2)+F* (2*D*dt)"0.5;

if R xt(p,3)<0
R xt(p,3)=0;
else
if (R xt(p,3)>=0 & R xt(p,3)<=L)
Conteo f=Conteo f +1; %Suma el numero de particulas
else
R xt(p,3)=Lsup; %Saca la particula que migro
Conteo m=Conteo m+l;
end
end
R xt(p,2)= R xt(p,3); %Actualiza la info para avanzar nuevamente
end

% Cuando coincide con el tiempo guarda en el vector correspondiente
for cont=l:1:Datos
if t==V_tiempo(l,cont)

% Contabiliza el numero de particulas para estimar C (mg/g)
% Guarda info en matriz final y no temporal

u
R Ct(cont,1)=t;

R Ct(cont,2)=Ci*Conteo_ f/npart;
R Ct(cont,3)=Ci*Conteo m/npart;
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R _CT (cont,s)=Ci*Conteo_ f/npart; %Para la concentracidén en cada
iteracidn
end
end
end
end

%$Grafica de resultados

subplot (1,2,1);

plot (R xt(:,1),R yt(:,1),'r."); % Condicidn inicial
axis ([0 L 0 2.27);

subplot (1,2,2);

plot (R _xt(:,3),R yt(:,1),'r."); % Condicidn final

axis ([0 L 0 2.21);

B.2 Método de diferencias finitas (Explicito)

$Método de diferencias finitas (explicito) para la pelicula y queso
$Ejemplo para el Tocoferol a 25 °C

clear all

clc

%% Parametros del sistema

De=1.4700e-10; %D nano (cm2 s-1)

L=0.0139+0.2; $Espesor de la pelicula y queso (cm)

K=2.; $Relacidén entre Dg/De

M=1000; %Nodos: pelic (1-101), Interfase(l02)y Queso
t fin=3024000; $Tiempo de la simulacidn

Dg=De*K; %Queso

Ci=20; $Concentracién inicial (mg g-1)

$Datos del tiempo
V_tiempo=[0 1 3 6 8 10 13 16 19 21 28 30 35]; %En dias
V_tiempo=86400*V_tiempo; $Tiempo en segundos

%% Célculos
dx=L/ (M-1); $Espaciamiento nodal

%Criterio de estabilidad

dt 1=dx"2/(2*De) ; %$Para los nodos internos y de frontera (s)
dt_2=dx"2/ ((1+K) *De) ; $Para el nodo de interfase
dt = input ('Ingrese el valor de dt segun la evaluacidén del criterio de

estabilidad: '");
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Tiempos=(t_fin/dt)+1;

C=zeros (Tiempos, M) ;
R Ct=zeros (length(V_tiempo),2);

%Se calcula el numero adimensional del tiempo
T=De*dt/ (dx"2) ; $Para la pelicula

%% Condiciones iniciales t = 0, i=0 C= Ci mg g-1
$Para todos los nodos tiempo = que es igual a 1
for m=1:100

C(l,m)=Ci;
End

%% Iteracidédn para los tiempos i+l de cada nodo

%$Para el tiempo i+1
for t=2:1:Tiempos
% Para el nodo aislado izguierda

C(t,1)=2*T*C(t-1,2)+(1-2*T)*C(t-1,1)+g*t*dt;

$Para los nodos internos
for m=2:1:100

C(t,m)=T*(C(t-1,m-1)+C(t-1,m+1))+ (1-2*T)*C(t-1,m)+g*t*dt;

end

%$Para el nodo de interfase
C(t,101)=T*C(t-1,100)+(1-T-T*K)*C(t-1,101)+T*K*C(t-1,102)+g*t*dt;

%$Para el nodo interno queso
for g=102:1:999
C(t,q)=T*K*(C(t-1,g-1)+C(t-1,g+1l))+(1-2*T*K)*C(t-1,q)+g*t*dt;
end

$Frontera derecha del queso
C(t,1000)=2*T*K*C(t-1,999)+ (1-2*T*K)*C(t-1,1000) ;

o
o

$Extraccidén de los datos de interés
for c=1l:length(V_tiempo)
for fil=1l:1:1ength(C)
t 1=(fil-1)*dt;
if t 1==V tiempo(l,c)
$Guarda info en matriz final y no temporal
R Ct(c,1)=t 1;
$Para guardar la concentracidén de los nodos correspondientes
for n=1:1:400
C n(c,n)=C(fil,n);
end
%$%Muestra el promedio del ultimo tiempo para la pelicula nodos
$%1-101 Integraciédn
Suma=0;
for §=1:1:101
Suma=Suma+C (fil, j) ;
end
R Ct(c,2)=Suma/100;
end
end
end
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%% Grafica de resultados

$Nodos vs C para los dias de experimentacidn

x=1:1:400;

plot (x,C n); %Grafica C de los nodos para los mismos tiempos

%$legend('Dia 0','Dia 1','Dia 3','Dia 6','Dia 8','Dia 10','Dia 13', 'Dia
16','Dia 19','Dia 21','Dia 28','Dia 30','Dia 35','Dia 38");

xlabel ('Nodo') ;

ylabel ('Concentracién de TOC a 25 °C(mg g-1)"');

C graf=C n';



