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RESUMEN

Recientemente se ha comenzado a estudiar el uso de la nanotecnologia como método de
conservacion de alimentos debido a que por sus propiedades las nanocdpsulas pueden
emplearse como medios de transporte y liberacion de aditivos. El objetivo de este trabajo
fue evaluar la velocidad y cinética de liberacion de dl-a-tocoferol en distintos
recubrimientos nanométricos asi como su efecto en la dispersion de la luz (°HUE,
cromaticidad, indice de oscurecimiento y velocidad de oscurecimiento) e influencia en la
vida 1util de manzanas Red Delicious frescas-cortadas y refrigeradas. Los recubrimientos
nanométricos empleados fueron nanocdpsulas (NCS), nanocdpsulas con goma xantana
(NCSX), nanoemulsién con goma xantana (NEX) y nanoesferas (NEsf) los cuales se
compararon con goma xantana (GX) y cloruro de calcio (BCC). Las manzanas recubiertas
con NCS y NCSX presentaron un menor oscurecimiento en funciéon del tiempo
representado por la velocidad de cambio de “HUE el cual fue de 0.28 en ambos casos; sin
embargo, las NCS presentaron un comportamiento mas homogéneo en cuanto al cambio de
color con respecto al tiempo; este efecto se debe no s6lo al tamafio nanométrico del
recubrimiento sino también a la presencia de dl-a-tocoferol ya que las NEsf presentaron
una velocidad de cambio de °HUE/dia de 0.12 pero no existe homogeneidad en su
comportamiento. Por otro lado los recubrimientos de NCSX y NEX en un principio
presentan una mayor velocidad de liberacion de la vitamina, 9E-3 y 8.2E-3 mg de dl-a-
tocoferol/mg fruta*dia respectivamente, mientras que NCS fue de 6.8E-3 mg de dl-a-
tocoferol/mg fruta*dia; a pesar de esto, la liberacion de NCSX y NEX fue una liberacién
instantdnea cuyo comportamiento después del dia 3 fue heterogéneo. Las NCS fueron el
unico recubrimiento que mostré una liberacién constante del dl-a-tocoferol cuyos bajos
coeficientes de difusién efectiva disminuyen de 4.15E-3 a 1.43E-10 cm?/s en funcién del
tiempo y permiten una liberacién lenta por largos periodos de almacenamiento y por lo

tanto un mayor tiempo de disponibilidad del dl-a-tocoferol.
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INTRODUCCION

Desde hace algin tiempo se ha desarrollado la idea de que una alimentacion natural permite
una mejor calidad de vida en cuanto a salud se refiere, por esto y por el acelerado ritmo de
vida actual, hay una creciente demanda de alimentos frescos, saludables y listos para
usarse (Rico et al., 2007). Los mas comunes son los vegetales y frutas frescas-cortadas ya
que aportan una buena porcién de las vitaminas y minerales necesarias en la dieta; sin
embargo, éstos presentan grandes dificultades para su conservacion durante tiempos
prolongados debido a su caricter altamente perecedero (Soliva-Fortuny y Martin-Belloso,

2003).

Después de la cosecha los frutos contindan vivos y respirando (Lozano, 2006), por lo tanto
siguen los cambios quimicos, fisicos y bioquimicos que pueden causar reacciones de
deterioro. La forma mds comun para reducir este tipo de dafios es el empleo de bajas
temperaturas, de ésta manera se detiene la degradaciéon enzimatica y la actividad
respiratoria, se evita la pérdida de peso, se inhibe el crecimiento de microorganismos y se
reduce la produccion de etileno causante de la maduracién de los frutos. No obstante,
cuando se trata de frutos cortados, la aplicacion de bajas temperaturas no es suficiente para
detener algunas reacciones por lo que es necesario recurrir a otras técnicas que coadyuven
a la refrigeraciéon dando como resultado una mayor calidad del producto y menores

pérdidas.

Una de estas técnicas es la nanotecnologia en la cual se manipula la materia a nivel atémico
y molecular, haciendo que los materiales manifiesten nuevas propiedades desconocidas a
escala macro (Foladori e Ivernizzi, 2008). Esta tecnologia ha sido ampliamente empleada
en el drea farmacéutica y ha ganando terreno en el drea de los alimentos ya que aunque
todavia son pocos los productos en el mercado que la emplean, ésta tiene el potencial de
generar nuevos productos, procesos, envases etc. Se han estudiado diferentes y variadas
aplicaciones de la nanotecnologia dentro de la industria alimentaria, por ejemplo, el
aseguramiento de la calidad y seguridad alimentaria, andlisis de la composicion, deteccién
y neutralizacién de microorganismos y contaminantes abidticos deteccion de factores anti

nutricionales y alérgenos y el control de procesos (Almengor, 2009).



Una de las formas de nanotecnologia son las nanocdpsulas las cuales tienen una estructura
que consta de un centro liquido, generalmente un aceite, rodeado por una membrana
polimérica (Quintanar-Guerrero et al., 1998), lo que permite la liberacion de sustancias
como colores, olores, sabores, conservadores y nutrientes con el fin de desarrollar
alimentos mads saludables, nutritivos y/o con mejores caracteristicas organolépticas.
Ademais tienen propiedades de bloqueo UV atribuidas a su tamafio particularmente en

rangos de 200 a 400 nm (Villalobos-Herndndez y Miiller-Gotmann, 2006).

Hasta el momento son pocos los estudios realizados sobre el uso de nanoparticulas
directamente sobre alimentos; uno de éstos trata acerca del empleo de nanocdpsulas de dl-
a-tocoferol aplicadas como recubrimiento en manzanas Red Delicious cortadas como
método de conservacion disminuyendo el oscurecimiento (Sédnchez-Reyes, 2011), ademas,
este recubrimiento hace de la manzana un alimento enriquecido. Es importante conocer la
cantidad de dl-a-tocoferol encapsulada asi como la cinética de liberacién de la vitamina
sobre la manzana con el fin de determinar el tipo y tiempo de liberacion durante el cual la

vitamina adicionada se encuentra disponible.

Xi



I. ANTECEDENTES

Desde un principio el hombre consciente de su necesidad de alimentarse, se preocupd de
encontrar soluciones para alargar la vida de los alimentos. A través del tiempo se han hecho
numerosos descubrimientos surgiendo asi las diferentes clasificaciones de los productos
alimentarios (Carballo, 1991). Estas clasificaciones pueden darse de acuerdo a diferentes
aspectos como: origen, naturaleza, composicién quimica, funciones en el organismo,

métodos de conservacion, facilidad de descomposicion.

Ramirez et al. (2008) y Salas-Salvadé et al. (2008) mencionaron la clasificaciéon de los

alimentos en gamas de acuerdo al método de conservacion.

I Gama: De los alimentos comercializados en bruto, los cuales requieren condiciones

determinadas de almacenamiento como temperatura y humedad relativa.

Il Gama: De las conservas y semiconservas, las cuales se envasan de forma
impermeable a liquidos, gases y microorganismos. Reciben un tratamiento térmico que

destruye enzimas, microorganismos, toxinas y esporas que pueden danar al producto.

Il Gama: De los Productos congelados y ultracongelados los cuales deben ser

almacenados a temperaturas de -18°C.

1V Gama: Frutas y hortalizas crudas, envasadas al vacio o bajo atmdsferas controladas.
Generalmente se trata de productos seleccionados, limpios, desinfectados,
blanqueados, secados, listos para su uso, calibrado e inspeccionados los cuales deben

ser almacenados a temperaturas de refrigeracion.

V Gama: De los alimentos preparados, envasados al vacio, cocinados dentro del

empaque y listos para su uso simplemente recalentando.

1.1 Alimentos frescos-cortados

En la actualidad existe una creciente demanda de los alimentos pertenecientes a la IVy V

Gama, en especial de aquellos alimentos frescos, saludables y convenientes como las frutas



y hortalizas ya que éstas contienen una buena porciéon de las vitaminas y minerales

necesarias en la dieta (Ahvenainen, 1996; Allende et al., 2006; Rico et al., 2007).

Los alimentos frescos-cortados, también conocidos como minimamente procesados, son
definidos por la International Fresh-cut Produce Association (Asociacion Internacional de
Productos Frescos Cortados) como frutas o vegetales que han sido recortadas y/o peladas
y/o cortadas hasta tener un 100% de producto utilizable que es embolsado o preenvasado
para ofrecer a los consumidores alta nutricién, conveniencia y sabor mientras que aun

mantienen su frescura (Rico et al., 2007).
Balla y Farkas (2006) hacen referencia a dos definiciones para los procesos minimos:

a) Son aquellos que influyen minimamente en las caracteristicas cualitativas de un
producto alimenticio, dando al mismo tiempo una vida de anaquel suficiente para su
almacenamiento y distribucion.

b) Son las tecnologias que preservan los alimentos pero que también retienen su
calidad nutricional y sus caracteristicas sensoriales, reduciendo la dependencia que

se tiene hacia el empleo del calor como el principal método de conservacion.

No obstante, cumplir con los objetivos de este tipo de productos presenta grandes
dificultades para la conservacion de su frescura por tiempos prolongados ya que adn
después de la cosecha los frutos contintian vivos y respirando (Lozano, 2006), por lo tanto
se siguen presentando cambios quimicos, fisicos y bioquimicos que pueden causar
reacciones de deterioro como la senescencia, descomposicion enzimética, descomposicion
quimica y crecimiento microbiano, ademas, las heridas de los tejidos inducen desordenes
fisiolégicos como el ablandamiento y oscurecimiento los cuales deben ser minimizados

(Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2003).

La temperatura de almacenamiento es el factor mas importante que afecta el deterioro de
los alimentos frescos-cortados, generalmente se manejan temperaturas de refrigeracion
<5°C (Ahvenainen, 1996) ya que asi se disminuye la actividad respiratoria y la propagacién
de microorganismos (Balla y Farkas, 2006); sin embargo, con la finalidad de incrementar la

vida ttil de los productos, se puede combinar con otros métodos de conservacién como el



uso de antioxidantes, antimicrobianos, atmdsferas controladas entre otros (Allende er al.,

2006).

1.1.1 Métodos de conservacion de frutas frescas-cortadas

El procesamiento minimo de las frutas y vegetales tiene dos propésitos fundamentales: (a)
es importante mantener el producto fresco y ofrecerlo en una forma conveniente sin perder
su calidad nutricional; (b) el producto debe tener una vida de anaquel lo suficientemente
larga para que pueda llegar hasta el consumidor final (Ahvenainen, 1996; Balla y Farkas,

2006).

Los métodos tradicionales de conservacion que emplean altas temperaturas provocan
cambios en la apariencia del alimento asi como ablandamiento de la textura, formacién de
algunos compuestos aromaticos y pérdida de vitaminas y minerales (Balla y Farkas, 2006)
por lo tanto para la conservacion de frutas frescas-cortadas se emplean tecnologias no
térmicas de manera que se garantice su seguridad y conservacion asi como para mantener
las caracteristicas de frescura tipicas de las frutas el mayor tiempo posible (Allende et al.,

2006).

Las operaciones no térmicas de conservacion mas comunes empleadas en frutas frescas-

cortadas son las siguientes:

a) Adicion de conservadores durante el lavado y desinfeccion. Generalmente se
utiliza cloro por su capacidad de disminuir la carga microbiana pero éste debe ser
eliminado debido a su cardcter toxico. Otros antimicrobianos empleados son el
peréxido de hidrégeno y dcidos organicos como el peroxiacético y el octandico

(Soliva-Fortuny y Martin-Belloso, 2003; Allende, 2006; Balla y Farkas, 2006).

b) Inmersion después del corte. Se realiza en una solucién acuosa generalmente con
compuestos antimicrobianos con la finalidad de eliminar las sustancias y enzimas
dafiinas liberadas que quedan sobre la superficie del producto. Es preferible
emplear altas temperaturas (=60°C) ya que se acelera el proceso de difusion; sin
embargo, no es conveniente para aquellas frutas en las que existe actividad de la

polifenol oxidasa ya que en este caso se debe mantener la cadena de frio (Soliva-



Fortuny y Martin-Belloso, 2003). Otro inconveniente que presenta este método es
que las sustancias son rdpidamente neutralizadas y/o difundidas en la superficie del
alimento de manera que limitan el efecto del compuesto antimicrobiano (Rojas-

Grail et al., 2009).

¢) Irradiacion UV. Puede emplearse como medio de desinfeccién el agua, aire,
superficies y contenedores asi como directamente sobre la superficie de los frutos
aunque dependiendo del tipo éstos pueden sufrir dafios en los tejidos (Allende,

2006).

d) Ultrasonido. En este método se emplean ondas de gran amplitud que forman
burbujas de cavitacion las cuales generan la energia mecénica que tiene una accién

limpiadora en las superficies (Allende, 2006).

e) Atmosferas modificadas. Se trata de crear un balance 6ptimo de gases dentro del
envase donde la actividad respiratoria del producto sea lo mas baja posible (Soliva-
Fortuny y Martin-Belloso, 2003; Allende, 2006; Balla y Farkas, 2006, Martin-
Belloso et al., 2006). Son creadas de forma pasiva, utilizando materiales
permeables a ciertos gases como el oxigeno (O;) y el diéxido de carbono (CO,); o
activa, empleando mezclas de gases en la proporcion adecuada de acuerdo con cada

tipo de alimento junto con envases permeables (Ahvenainen, 1996).

f) Envases inteligentes. Yam et al. (2005), los definieron como el sistema de envases
capaz de llevar a cabo funciones inteligentes (detectar, registrar, trazar, comunicar
y aplicar l6gica cientifica) para facilitar la toma de decisiones que permiten alargar
la vida util de un producto, mejorar su calidad, proveer informacién y prevenir
acerca de posibles problemas. Estos envases pueden hacer uso de uno varios
dispositivos como por ejemplo codigos de barras, indicadores de gases, indicadores

tiempo-temperatura, y biosensores entre otros.

g) Envases activos. Son sistemas en los cuales el producto, el envase y el ambiente
interactian de forma activa para cambiar las condiciones de un envase para
extender la vida util o mejorar la seguridad alimentaria o propiedades sensoriales

mientras se mantiene la seguridad del alimento. Pueden actuar como



absorbentes/emisores de un gas especifico como O, etileno y/o CO,. como medios
de liberacién de sustancias activas (antimicrobianos, antioxidantes, enzimas,
sabores o nutracéuticos); absorbentes de humedad, entre otros (Brody et al., 2001;

Yam et al., 2005, Dainelli et al., 2008).

h) Peliculas y recubrimientos comestibles. Constan de capas delgadas de un material
que puede ser consumido como parte del producto y puede tener diversas
funciones; reducciéon de la pérdida de humedad, restriccién de la entrada de
oxigeno, disminucién de la respiracion, retardo de la produccién de etileno, fijacion
de algunos componentes volatiles, ademds pueden contener aditivos que retarden la

decoloracién y el crecimiento microbiano (Ahvenainen, 1996).

1.1.2 Manzana: caracteristicas y propiedades

Una de las frutas mds importantes y mds estudiadas es la manzana debido a la diversidad de
procesos a los que se puede someter y a la gran variedad de productos y presentaciones que

de ella se derivan.

La manzana comun domesticada (Malus domestica) es un fruto climatérico, se cultiva de
manera comercial en regiones templadas del mundo pero se adapta bien a climas donde la
temperatura de invierno esta cercana a la congelacion por al menos dos meses. La fase de
produccién de frutos comienza al final de la primavera cuando los drboles tienen flores
blancas; después de la floracién deben pasar 140-170 dias para cosechar el fruto, en esta
etapa se alcanza la madurez comercial. Un arbol nuevo de manzanas producird frutos en
aproximadamente 6 a 8 afios. Estos frutos se consumen frescos o secos, en purés,
mermeladas, conservas, congelados, jugos, o bebidas alcohdlicas (Luby, 2003; Sinha,

2006).

Al igual que en México, a nivel mundial la variedad Red Delicious es una de las mas
producidas (SIAP, 2010) y por lo tanto de las més importantes y estudiadas debido a sus

caracteristicas.

El consumo de manzana estd relacionado con su composicion. En la Tabla 1, se muestran

sus componentes, resaltando su aporte vitaminico, mineral y el aporte energético.



Las manzanas Red Delicious presentan una piel dura y resistente a magulladuras, seca,
suave y brillante, de color rojo con lineas mds oscuras. Tiene una forma alargada con pulpa
muy firme, de textura granulosa y jugosa. Su sabor es dulce, ligeramente dcido y de aroma
caracteristico. Es muy buena para servir como postre y para jugos. Se tienen dificultades
cuando se somete a secado, pero es buena presentada en rebanadas frescas-cortadas. En
almacenamiento a temperatura ambiente puede durar hasta 4 meses y si se somete a
atmosferas controladas puede durar hasta un afio. No es sensible a dafios por frio o a bajos

niveles de O, pero puede presentar quemaduras si se cosecha antes de tiempo. (Hampson y

Kemp, 2003).

Tabla 1. Composicion de manzana por 100 g de porcién comestible.

Agua (g) 85.7
Energia (kcal) 46
Proteina (g) 0.3
Lipidos (g) 0.35
Carbohidratos (g) 12
Fibra (g) 2
Vitaminas (mg) 10.53
Minerales (mg) 133.502

Fuente: Moreiras et al., 2005

Los indicadores de madurez de esta variedad son (NMX-FF-061-SCFI-2003):

- Cambio de color en la pulpa verde a crema

- Color de la piel rojo intenso

- Tamafio mediano a grande

- Firmeza, la cual se determina por pruebas de presién, para almacenamiento y
proceso debe resistir 15 Ib mientras que para consumo inmediato solo 13 1b.

- Concentracion de sé6lidos solubles (11%)

- Acidez

- Contenido de almidon

El color en productos como las rebanadas de manzana es un indice de calidad importante,

rebanadas de manzana oscuras son estéticamente no atractivas (Lee et al., 2003). El
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oscurecimiento enzimdtico se presenta en la superficie de las manzanas cortadas y es
causado por la accién de la enzima polifenoloxidasa (PPO) la cual al romperse la pared
celular se pone en contacto con los sustratos fendlicos y en presencia de oxigeno inicia la
reaccion que conduce a la formacién de quinonas, éstas reaccionan con otros compuestos

formando melaninas que son compuestos macromoleculares de color oscuro (Villegas-

Ochoa et al., 2006).

La intensidad del oscurecimiento y cambios de color esta influenciada por la concentracion
de formas activas de la enzima y por el contenido de fenoles en el tejido vegetal; la
distribucién de PPO en diferentes partes de las frutas asi como la relacion entre particulas
ligadas y enzimas solubles varia considerablemente con el grado de madurez, variedad del
fruto y algunos factores medioambientales (Lamikanra, 2002, Villegas-Ochoa et al., 2006).
En manzanas la PPO se encuentra en toda la fruta; en algunas variedades se localiza

principalmente cerca del centro y en segundo lugar cerca de la cdscara (Lamikanra, 2002).

1.1.3 Recubrimientos comestibles

Pavlath y Orts (2009) definen los recubrimientos comestibles como cualquier material
usado para “envolver” un alimento con el fin de prolongar su vida til el cual puede
consumirse junto con el éste sin necesidad de removerlo. Tradicionalmente los
recubrimientos comestibles han sido utilizados en la industria de los frescos-cortados como
una estrategia para reducir los efectos del deterioro que los procesos provocan a los tejidos
ya que inducen dafios en la superficie aumentando la respiracion y dando lugar al deterioro
bioquimico como oscurecimiento, desarrollo de sabores y olores extrafios, deterioro de la
textura, crecimiento microbiano, proceso de senescencia y en consecuencia la pérdida de

calidad en general (Raybaudi-Massilia et al., 2008).

Los recubrimientos comestibles tienen una amplia variedad de aplicaciones que permite
utilizarlos en diferentes productos ya que proveen de una barrera semipermeable a gases
como el O,, CO,, etileno (C,H4) y al vapor de agua de manera que se reduce la taza de
respiracion, la velocidad de maduracién y de las reacciones de oxidacién, se evita la
pérdida o ganancia de humedad dando como resultado el alargamiento de la vida util del

producto. También se emplean para prevenir dafios fisicos y resaltar la apariencia del
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producto. Una de las mayores ventajas del uso de recubrimientos comestibles es que sirven
como portadores de diferentes sustancias activas como antioxidantes, agentes
antimicrobianos, colorantes, saborizantes y nutracéuticos de modo que se incrementa la
seguridad del alimento (Lee ef al., 2003; Rojas-Graii et al., 2008; Pavlath y Orts, 2009;
Rojas-Graii et al., 2009).

Los recubrimientos comestibles son una alternativa complementaria para el uso de bajas
temperaturas y/o atmdsferas modificadas. Una adecuada formulacién pude ser una manera
de controlar las pérdidas de calidad en la superficie debidas a los dafios en los tejidos. Los
recubrimientos comestibles pueden estar compuestos por uno o mas ingredientes proteicos,
lipidicos o de polisacdridos naturales aunque los polisacaridos y proteinas son normalmente
lipofilicos y no tienen buen comportamiento como barreras al agua. Por el contrario, los
recubrimientos lipidicos son hidrofilicos y funcionan muy bien como barreras al agua pero

pueden ser incompatibles con las frutas frescas cortadas (Oms-Oliu et al., 2008).

1.2 Alimentos convenientes o de conveniencia

Este tipo de alimentos pueden definirse como aquellos que reducen el tiempo y el esfuerzo
tanto fisico como mental requerido para llevar a cabo desde la compra, preparacion y
coccion de los alimentos hasta la limpieza después del consumo (de Boer et al., 2004;

Brunner et al., 2010).

1.3 Alimentos saludables

Los productos saludables son presentados cominmente como tipos de alimentos que
contribuyen a una dieta sana por ejemplo: productos bajos en grasas, productos altos en
fibra etc. sin hacer énfasis en el rol de un producto o componente particular (Urala y

Lahteenmaiki, 2004).

1.4 Alimentos funcionales

La dieta no es el tnico factor que afecta el bienestar y salud de las personas pero si es uno

de los mas importantes. Un alimento funcional es aquel similar en apariencia a los
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alimentos convencionales y que promete a los consumidores mejoras fisioldgicas en el
cuerpo humano (Urala y Lahteenmiki, 2004), es decir, ademds de satisfacer el hambre y
proveer los nutrientes necesarios se usa también para prevenir y tratar ciertos desordenes y

enfermedades (Jiménez-Colmenero et al., 2001; Menrad, 2003; Sir6 et al., 2008).

Hay tres requerimientos bdsicos para que un alimento pueda ser considerado funcional: (a)
es un alimento (no una cdpsula, tableta o polvo) derivado de ingredientes naturales, (b)
puede y debe ser consumido como parte de la dieta diaria; y (c) una vez ingerido debe
regular procesos especificos como el incremento de los mecanismos de defensa bioldgica,
prevencion y tratamiento de enfermedades, control de condiciones fisicas y mentales o

retrasar el proceso de envejecimiento (Jiménez-Colmenero et al., 2001).

Los alimentos funcionales han sido reportados como la tendencia con mayor crecimiento en
la industria alimenticia (Verbeke, 2005). Este tipo de alimentos junto con los suplementos
vitaminicos tienen un gran rango de aplicaciones incluyendo medicinales, terapéuticas y
cosméticas. Algunos alimentos funcionales han sido desarrollados para proporcionar al
consumidor aquellos nutrientes que pueden estar faltando en la dieta o que el cuerpo no
puede producir y que no se encuentra suficientemente en los alimentos tradicionales

(O’Connor y White, 2010).

Uno de los usos que se estin investigando en cuanto a alimentos funcionales es la
capacidad antioxidante de algunas vitaminas. Recientemente Mufioz (2010) publicé un
articulo acerca de la determinacion de la eficacia de un alimento funcional; se evalua el
efecto de una bebida que incluye vitaminas sobre la actividad fisica y su efecto antioxidante
en adultos mayores sanos y que realizan ejercicio fisico regular llegando a la conclusion de
que el efecto fue significativo ya que previno el dafio oxidativo en lipidos, proteinas y
ADN, ademads de que normaliza los niveles de vitamina C en la sangre. De esta forma la
ingesta de la bebida funcional contrarresta el estrés oxidativo inducido por el ejercicio

regular.

Una de las vitaminas estudiadas es la vitamina E la cual es un importante antioxidante que

puede ayudar a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, prevencion del céncer,



mejora del sistema inmune y alentamiento de los procesos de envejecimiento. (Chen y

Wagner, 2004).

Como se mencioné antes, los recubrimientos comestibles tienen la gran ventaja de ser
acarreadores de distintas sustancias activas lo que los convierte en una perfecta opcién para
la creacion de alimentos funcionales y/o suplementos vitaminicos. Recientemente se ha
comenzado a utilizar la nanotecnologia también como medio de transporte para diferentes

sustancias.

1.5 Nanotecnologia

En el drea de la conservacién de alimentos la nanotecnologia es una nueva y novedosa
tecnologia que trata acerca de medir, ver, manipular y fabricar materiales a escalas
individuales y muy pequefas en un rango que va de 1 a 1000 nanémetros. Un nanoémetro es
la millonésima parte de un milimetro; como referencia tenemos que un virus mide entre 20
y 300 nanémetros, y un cabello humano aproximadamente 80,000 nandmetros (Bhushan,
2003; Rao et al., 2004; Foladori e Ivernizzi, 2008; Kenneth, 2008; Pichot, 2008; De
Azeredo, 2009). Es una tecnologia fusionada y altamente multidisciplinaria que se ha
convertido en un drea de investigacion vital y activa y que se estd desarrollando
rdpidamente y se extiende a casi todos los campos de la tecnologia (Islam y Miyazaki,

2009).

El tamafio que maneja la nanotecnologia permiten tener una gran area superficial por
unidad de volumen y masa dando como resultado una mayor actividad (Mamalis, 2007;

Nagarajan, 2008).

La materia a escala tan pequefia manifiesta propiedades diferentes a como se conoce en
mayores tamafios (Nagarajan, 2008), por ejemplo la reactividad quimica y la conductividad
eléctrica con las que se pueden hacer productos que cumplan multiples funciones, que sean
mds eficientes y que interactien de manera inteligente con el medio (Foladori e Ivernizzi,

2008).

Existen dos técnicas de consolidacién que se usan actualmente en la nanotecnologia: fop-

down, de arriba hacia abajo, en la que las estructuras nanométricas se obtienen por la

10



reduccién de tamafio de materiales a granel; y el bottom-up, de abajo hacia arriba, la cual
permite la construccién de nanoestructuras a partir de atomos individuales o moléculas
capaces de conectarse, este proceso se basa en el equilibrio de las fuerzas de atraccién y
repulsion entre un par de moléculas como elementos bdsicos para formar estructuras

supramoleculares mds funcionales (De Azeredo, 2009).

En la naturaleza se pueden encontrar sistemas nanométricos construidos de arriba hacia
abajo aprovechando reacciones quimicas y construyendo bloques moleculares con un alto
grado de control en una variedad de materiales en nanoescala con formas, propiedades y

funciones bien definidas (Bhushan, 2003).

Actualmente la nanotecnologia ya se emplea en dreas como robdtica, biologia, medicina,
farmacia, genética, computacién, comunicaciones, tecnologia aeroespacial, tecnologia de
materiales, ingenieria quimica (Klabunde, 2001; Mamalis, 2007) y por supuesto en la
industria alimentaria, donde se encuentran en numerosas aplicaciones de envasado y
almacenamiento principalmente asi como en algunos plaguicidas y fertilizantes (Miller y

Senjen, 2008).

1.5.1 Nanotecnologia en alimentos

La nanotecnologia tiene el gran potencial de generar nuevos productos y procesos en el
campo de los alimentos con numerosos beneficios, por ejemplo, el aseguramiento de la
calidad y seguridad alimentaria, andlisis de la composicion, detecciéon y neutralizacion de
microorganismos y contaminantes abidticos deteccion de factores anti nutricionales y
alérgenos y el control de procesos. En la Tabla 2 se muestra un resumen propuesto por

Bouwmeester et al. (2009) acerca de los usos de la nanotecnologia en alimentos.

Mediante la adicién de nanoparticulas pueden desarrollarse nuevos envases con mejores
propiedades mecdnicas y térmicas, también es posible incluir nanosensores para alertar a
los consumidores cuando la vida util de un producto ha terminado. La nanotecnologia
puede también emplearse para producir alimentos més saludables por ejemplo alimentos

funcionales con sistemas de liberacion de manera que los ingredientes alimenticios se
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Tabla 2. Resumen de las aplicaciones de la nanotecnologia en la cadena de
produccién de alimentos. (Adaptado de Bouwmeester et al., 2009)

Etapa en la c . iy Contacto
Aplicacién Nanotecnologia Funcion .
cadena NP/ consumidor
. .. Detecta y colorea
Nanospray en productos alimenticios . . +
microorganismos
Nanosensores .
. . Detecta contaminantes,
Dispositivos . . . . --
micotoxinas y microorganismos
. Aumento en la eficacia y
| . Nanoemulsiones, encapsulados o ++
roduccién Pesticidas solubilidad en agua
gricola Activa la  liberacién de  sust. | Activa la liberacion local de las -
nanoencapsuladas sustancias
. Remocién de patdgenos
ey N Filtros con nanoporos . patog y -
Purificacién de agua y limpieza de contaminantes.
lodos ., Remociodn, catalisis u oxidacién
Nanoparticulas . -+
de contaminantes
roduccién y | Produccién de alimentos . -, - p _ . -+
. . Dispositivos de nanocerdmicos Gran 4rea superficial reactiva
rocesamient | Refrigeradores, contenedores para
de almacenamiento equipo de | Incorporacién de nanoparticulas (plata . . .
. . . . quip .. porac p (p Y| Recubrimientos antibacteriales -/+
limentos preparacion de alimentos oxido de zinc)
o Deteccion de deterioro del
Sprays de plata nanométrica . -+
alimento
Incorporaciéon de sensores, accién | Monitoreo de las condiciones de -
antibacterial almacenamiento
, > Productos alimenticios Aumento de las propiedades de
‘onservacion . . . .
Materiales de envase Incorporacién de NP barrera y resistencia de los -+
materiales
Eliminacion del oxigeno,
Incorporacién de NP activas prevencién del crecimiento de -1+
patégenos
. Mayor captaciéon del metal
NP de metales coloidales Y P ++
deseado
. Proteccién liberacién del
Jlimentos - . . . . . .
. Suplementos/aditivos Sistemas de liberacién contenido sdlo en ciertos puntos ++
icionales . ..
a ciertas condiciones
Nutrientes  agrupados en formas | Mayor absorcion de los -
nanomeétrica nutrientes

-”, no hay contacto de la nanotecnologia con el alimento; “-/4+”, contacto con el alimento durante la produccién pero no hay exposicid

irecta de nanoparticulas al consumidor; “+/++”, nanoparticulas directamente agregadas en productos para el consumidor.




liberen en sitios de accidn especificos para mejorar la salud humana (Chi-Fai et al., 2007,

Siegrist et al., 2008).

Cuando se usan como aditivo o suplementos alimenticios, los sistemas de liberacién son
cominmente elaborados a partir de péptidos, carbohidratos o lipidos (Bouwmeester et al.,

2009).

1.6 Nanoparticulas

Nanoparticula es un nombre genérico que se usa para describir a las diferentes estructuras
coloidales sélidas de tamafio nanométrico. Una de sus caracteristicas fundamentales es su
tamano, que va generalmente de 5 a 1000 nm, el rango mas comiin con el que se trabaja es
de 100-500nm (Mora-Huertas et al.,, 2010). La diferencia entre éstas radica en la
morfologia de cada una de acuerdo al proceso usado para su preparacién dando como
resultado nanoesferas o nanocédpsulas (Quintanar-Guerrero et al., 1998; Abdelwahed et al.,

2006; Stella et al., 2007; Mora-Huertas et al., 2010).

La ventaja que presentan las nanoparticulas poliméricas es que permiten la liberacion de
sustancias por diferentes rutas de administracion (Schaffazick et al., 2003). Ademads tienen
propiedades de bloqueo UV atribuidas a su tamaiio particularmente en rangos de 200 a 400

nm (Villalobos-Hernandez y Miiller-Gotmann, 2006).

1.6.1 Nanoesferas

Las nanoesferas estdn formadas por una matriz polimérica densa (Quintanar-Guerrero et

al.; 1998), las cuales pueden ser o no huecas.

Las nanoesferas huecas tienen un gran potencial para diversas aplicaciones debido a su baja

densidad efectiva y alta 4rea superficial especifica (Wang et al., 2010).

1.6.2 Nanocapsulas

Vistas desde un nivel general se definen como sistemas nano-vesiculares en las que una
sustancia activa estd confinada en una cavidad rodeada por una membrana polimérica o

recubrimiento. La cavidad puede contener la sustancia en fase liquida o sé6lida, o como una
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dispersion molecular. Igualmente, este reservorio puede ser lipofilico o hidrofébico de

acuerdo al método de preparacion y materia prima utilizada (Mora-Huertas et al., 2010).

El tipo de estructura de las nanocdpsulas permite la encapsulacion de sustancias como
colores, olores, sabores, conservadores y nutrientes con el fin de desarrollar alimentos mas
saludables, nutritivos y/o con mejores caracteristicas organolépticas. Ademads tienen
propiedades de bloqueo UV atribuidas a su tamaiio particularmente en rangos de 200 a 400

nm (Villalobos-Hernandez y Miiller-Gotmann, 2006).

Su tamaifio subcelular permite una mayor penetracién en las superficies, son capaces de
mejorar la estabilidad de las sustancias activas y pueden ser biocompatible con tejidos y
células cuando se sintetizan con materiales que son biodegradables (Mora-Huertas et al.,

2010).

La membrana polimérica permite una mayor encapsulacion de sustancias lipofilicas y por
lo tanto una mayor liberacion. De esta manera se puede evitar la precipitacién de la
sustancia durante la preparacion y los problemas de estabilidad causados por la presencia

de sustancia en la superficie de las nanocdpsulas (Quintanar-Guerrero et al., 1998).

En la Fig. 1 Se representan las diferencias mas importantes entre las nanoesferas y las
nanocapsulas, esto con la finalidad de resaltar la forma en que se encuentra disponible el

agente activo.

1.7 Métodos de preparacion de nanocapsulas

Los métodos de preparacién tienen en comun la formacién de una pared polimérica que
contiene el agente activo, dependiendo del método de preparaciéon serd también la
estabilidad del sistema, capacidad de encapsulacion y aplicacion, a continuacion se explica
el fundamento de los métodos mas utilizados en la preparacion de sistemas nanocapsulares

con potencial uso en alimentos.

a) Nanoprecipitacion. También conocido como desplazamiento del disolvente o
deposicién interfacial, patentado por Fessi et al., 1992 y descrito recientemente por
Pifi6n-Segundo et al., 2006. En este método se disuelve un polimero en un

disolvente o mezcla de disolventes miscibles en agua. Después se afiaden a la
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Sustancia activa
adsorbida en la
superficie
Fig. 1 Nanopaticulas bodegradables: nanocapsulas y nanoesferas.
(Adaptado de Kumari et al., 2010).

solucion la sustancia activa y un estabilizante. Esta solucién es vertida o inyectada
en una solucién acuosa que puede o no contener un estabilizante y se agitan
moderadamente en un agitador magnético. El disolvente se difunde inmediatamente
en el agua permitiendo la agregacién del polimero en forma de nanocdpsulas. Si se
desea se puede remover todo o parte del disolvente mediante evaporacion por

reduccion de presion.

En este caso la formacién de nanoparticulas es un proceso que se debe a las
diferencias de tension superficial, un liquido con una alta tension superficial (fase
acuosa) “empuja” con mads fuerza al liquido que lo rodea que uno con menos tension

superficial (fase orgénica).
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Las variables importantes del proceso son aquellas asociadas con las condiciones en
las que se afiade la fase orgdnica a la acuosa como la velocidad de inyeccion, la
velocidad de agitacion de la fase acuosa, el método de adicion de la fase orgdnica y
la proporcién fase orgédnica/fase acuosa. De igual manera las caracteristicas de las
nanocdpsulas dependen de la naturaleza y concentracién de los componentes (Mora-

Huertas et al., 2010).

b) Emulsificacion-difusion. Este método presenta avances claros comparados con
otras técnicas existentes como el uso de disolventes orgdnicos aceptables
farmacéuticamente, altos niveles de encapsulacion, alta reproducibilidad, mayor
control sobre el tamafio de particula y un escalamiento mas facil. Fue propuesto por
Quintanar-Guerrero et al., 1998 y consiste en la formacién de una emulsion
convencional aceite en agua entre un disolvente parcialmente miscible en agua que
contiene el polimero y la sustancia activa, esto con el fin de hacer posible la
difusion; y una fase acuosa que contiene un estabilizante. La subsecuente adicion
de agua al sistema causa que el solvente se difunda desde las gotas de la emulsién
resultando en la formacién de nanocdpsulas (Moinard-Chécot et al., 2007). El
mecanismo de formacién se propone como medio para inducir una inestabilidad
quimica similar a la que se observa en el proceso de emulsificaciéon espontdnea

(Quintanar-Guerrero et al., 1998).

¢) Emulsion-evaporacion. Este método consiste en la emulsificacion de las fases
orgénica y acuosa donde la fase orgdnica contiene el polimero y la sustancia activa
mientras que la fase acuosa contiene un estabilizante. En el método de emulsion
difusion la difusion se hace al agregar agua mientras que mediante la emulsion-
evaporacion la difusién se hace mediante la evaporacién del solvente provocando la

solidificacion de las gotas de la emulsion (Babak et al., 2007).

1.8 Caracterizacion de nanocapsulas

Puesto que es necesario establecer la existencia de entidades de talla nanométrica, es
necesario llevar a cabo la caracterizacion de los sistemas coloidales determinando el

tamaio de la particula formada, potencial zeta para inferir sobre la estabilidad, asi como en
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el caso de entidades capsulares la eficiencia de encapsulacién y la identificacion de los

sistemas.

1.8.1 Tamaio de particula

Es uno de los pardmetros mds importantes ya que asegura que durante la preparacion de
nanoparticulas se alcanzé el tamafio requerido. Existen dos métodos principales para la
determinacion del tamafio de particula; el mds empleado es la espectroscopia de
determinacion de fotones el cual analiza el movimiento Browniano de las particulas en una
suspension, la practicidad de éste método se debe a la poca muestra requerida y a la rapidez
de las determinaciones; el segundo método es la dispersion de luz el cual se emplea para
distribuciones de tamafio mds amplia, en éste, un difractometro ldser determina la
distribucion angular de la luz dispersa desde un irradiador hasta un conjunto de detectores
(Brunjes, 2005). Generalmente el tamaifio de las nanocapsulas coloidales va de los 250 a los
500 nm y puede variar de acuerdo al método de preparacion asi como de la naturaleza y
concentracion de los componentes, especialmente del polimero del solvente y del

surfactante (Mora-Huertas et al., 2010).

El control del tamafio de particula y la distribuciéon de tamafios (indice de polidispersion)
dentro de ciertos limites pricticos es una precondicion para el uso de las nanoparticulas en
general. Ademds algunos métodos para la sintesis de nanoparticulas ofrece buena
monodispersion, otros métodos pueden dar un rango de distribuciéon mas amplio (Holzer et

al., 2009).

Con respecto al método de emulsificacion-difusion, pardmetros como la naturaleza y el
volumen de las fases orgdnicas y acuosas, la naturaleza y concentracion de los surfactantes
y polimeros asi como la intensidad y duracion de la homogeneizacién tienen implicaciones

importantes en la distribucién de tamanos de particula (Mora-Huertas et al., 2010).

1.8.2 Potencial zeta ({)

La estabilidad de particulas inorgédnicas en fase acuosa es de suma importancia en el

proceso y aplicaciones de las particulas (Liao et al., 2009). La mayoria de las membranas
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adquieren carga en la superficie cuando entran en contacto con una solucién acuosa (Fig.
2). Se sabe que la carga o potencial eléctrico de la membrana tiene una gran influencia en el
comportamiento de las particulas (Fievet ef al., 2003). Como se mencion6 anteriormente las
nanocdpsulas son sistemas compuestos por membranas por lo tanto tienen un potencial

eléctrico.

La mayoria de los liquidos contienen iones que pueden estar cargados positiva y/o
negativamente. Cuando una particula cargada se suspende en un liquido los iones de cargas
opuestas son atraidos hacia la superficie de la particula suspendida. Los iones cercanos a la
superficie de las particulas estdn fuertemente unidos mientras que los iones que estdn a
mayor distancia tienen uniones débiles y forman lo que se conoce como capa difusa. Dentro
de la capa difusa existe un limite imaginario; los iones que se encuentran dentro de este
limite se mueven junto con la particula cuando ésta se mueve en el liquido, pero los iones
que estan fuera del limite permanecen en su lugar; este limite se llama plano de corte

(Malvern Instruments©, 2004).

4 |ones de la capa

]
| difusa debilmente

Particula cargada negativamente

]
1
I unidos
Q QO
] 1
1
lones fuertemente ¢ |
unidos a la particula ———, . i+ 1
i
|
Q' O
) 1
Plano de corte / Q d |
Q.Y |
i i

Potencial zeta

Fig. 2 Potencial zeta. (Adaptado de Malvern Instruments ©, 2004)

C es un indicador importante y confiable de la carga en la superficie de la membrana que
interactia con su entorno. Las particulas con un alto { son “autoestabilizables” ya que su

carga inhibe la coalescencia y mejora la estabilidad ya que a mayor valor de { mayor es la
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magnitud de la fuerza repulsiva entre las particulas y por lo tanto hay mayor estabilidad en

el sistema (Fievet et al., 2003; Tholstrup et al., 2007).

C puede ser calculado a partir del potencial de flujo el cual se basa en la medida del
potencial eléctrico inducido cuando se aplica una presion hidrostatica sobre una membrana
cargada (Huisman y Tragardh, 1999; Fievet et al., 2003). También puede determinarse por
electroforesis, en soluciones electrolitica, las interacciones electrostaticas entre las
particulas cargadas y la doble capa que las rodea determinan la cinética de agregacion,
floculacidn, coalescencia, coagulacién, asi como las interacciones con la superficie que

pueden dar lugar a deposicién o adsorcion (English y Long, 2009).

1.8.3 Eficiencia de Encapsulacion (EE)

Margalit y Yerushalmi (2006) mencionan diferentes definiciones, una de ellas es la fraccién
sustancia activa encapsulada con respecto al total del sistema. En la Fig. 3 se muestra que la
eficiencia de encapsulacion esta influenciada por diferentes parametros siendo los mads
importantes el método de preparacion y la naturaleza quimica de los materiales que las
constituyen (Mora-Huertas et al., 2010; Xiang et al., 2010). La eficiencia de encapsulacién
se mide para conocer la concentracién de sustancia activa que realmente fue
nanoencapsulada. Se puede observar que los métodos de nanoprecipitaciéon 'y
emulsificacion-difusion dan mejores resultados de encapsulacién 80% o mads) que otros

métodos (Mora-Huertas et al., 2010).

1.1.1 Eficiencia de Liberacion

Es una prueba necesaria para conocer la cantidad de sustancia activa que se libera una vez
que fue encapsulada, generalmente se realiza por métodos espectrofotométricos. Hay pocos
estudios acerca de la dependencia de la liberacion de la sustancia activa en funcién del
método de preparacion; en los casos estudiados se ha observado que la liberacién es més
rapida en nanocdpsulas preparadas por el método de emulsificacion-difusion. El tiempo que
tarda el polimero en liberar la sustancia activa puede deberse a la capacidad de éste de

retenerla asi como a su naturaleza (Mora-Huertas et al., 2010).
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Fig. 3 Eficiencia de encapsulacién de nanocépsulas en funcién del método de preparacién
empleado. (Adaptado de Mora-Huertas et al., 2010)

1.9 Mecanismos de liberacion controlada

La liberacién controlada se define como un método por el cual uno o mas agentes activos se
vuelven disponibles en el sitio y tiempo deseado a una velocidad especifica; tiene varias
ventajas: a) los ingredientes activos son liberados a velocidades controladas por largos
periodos de tiempo, b) puede evitarse o reducirse la pérdida de ingredientes como vitaminas
y minerales durante el proceso, c) pueden separarse los componentes reactivos o
incompatibles (Pothakamury y Barbosa-Cédnovas, 1995). En la Fig. 4 se muestra un modelo
del comportamiento de la velocidad de liberacion de las sustancias activas donde ese

indican diferentes etapas:

1) Se presenta una alta velocidad de liberacién de la sustancia activa que ha migrado

dentro dentro de la barrera durante el almacenamiento.
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2) La velocidad se vuelve constante, siempre y cuando se mantenga una concentracion
constante dentro de los depdsitos.
3) La velocidad disminuye ripidamente cuando la sustancia dentro de los depdsitos

estd a punto de agotarse.

Velocidad de liberacion del agente

Tiempo

Fig.4 Esquema del comportamiento de la velocidad de liberacion de sustancias activas. (Adaptado
de Pothakamury y Barbosa-Canovas, 1995)

La liberacién se manifiesta por diferentes fendmenos

- Difusion
- Biodegradacion
- Hinchamiento

- Presion osmotica

Cuatro mecanismos generales de liberacion controlada mencionados por Sédez et al. (2004)
son: (a) sistemas controlados por difusion, (b) sistemas controlados quimicamente, (c)
sistemas activados por un disolvente y (d) sistemas controlados magnéticamente. La

difusion se presenta en todos los casos.
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Los dos modelos principales de liberacién controlada son la retrasada y la sostenida; la
liberacion retrasada es un mecanismo en el que la liberacién de una sustancia activa es
retrasada desde un tiempo infinito (lag time) hasta un punto en el que la liberacion favorece
y no es obstaculizada por mds tiempo. Por ejemplo la encapsulacién de probidticos para la
proteccion de la acidez gastrica y su liberacion en la parte baja del intestino, liberacién de
sabores mientras se calienta en microondas. La liberacién sostenida es un mecanismo
designado para mantener constante la concentraciéon de una sustancia activa en un sitio
determinado. Ejemplos de esta liberacién son encapsulacion de sabores y dulce de la goma
de mascar de manera que la velocidad de liberacion se reduce para mantener el sabor

deseado a través del tiempo de masticado (Lakkis, 2007).

1.10 Métodos de evaluacion de la liberacion

Los mecanismos de liberaciéon son cominmente deducidos de la medicién cinética de
sistemas de liberaciéon de sustancias microencapsuladas por métodos indirectos que se
basan en efectos del solvente, buffer, velocidad de agitacion u otras variables. Los datos de
liberacién tienen un numero de potenciales aplicaciones. En el nivel més simple estos datos
de pueden utilizar como pardmetros de control de calidad para asegurar que el
comportamiento de un producto manufacturado sea constante. También puede ser utilizado
para tratar de entender el comportamiento fisicoquimico de una estructura y su mecanismo
de liberacién; no obstante, esto normalmente requiere la aplicaciéon de los datos a un
modelo computarizado del sistema de liberacion. Finalmente estos datos pueden ser
utilizados con la para predecir el comportamiento de un sistema in vivo. La prueba de
liberacion es un requerimiento esencial para el desarrollo, establecimiento de disoluciones
in vitro y correlaciones in vivo asi como el registro y control de calidad de formulas
dosificadas. Bajo ciertas condiciones la liberacion in vitro puede ser usada como sustituto

de la evaluacion de bioequivalencia.

La determinaciéon de liberacién de sistemas micro y nanoencapsulados tiene muchas
dificultades que no se encuentran en sistemas con tamafios de particulas mayores. La
principal dificultad surge cuando se hace el intento de separar la droga liberada en la fase

continua de las particulas transportadoras suspendidas. Esto se vuelve cada vez maés dificil
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y lento a medida que disminuye el tamafio de las particulas; sin embargo, la velocidad de
liberacién se vuelve més répida para particulas mas pequefias, cuando se alcanza el menor

tamaio en el cual la separacidn ya no se puede realizar.
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II. METODOLOGIA DE INVESTIGACION
EXPERIMENTAL

2.1 Objetivo General

Evaluar la velocidad de liberacién de dl-a-tocoferol de nanocdpsulas preparadas por el
método de emulsificacion-difusion como pardmetro de estabilidad, efecto en la dispersion
de la luz e influencia sobre la vida util de manzana Red Delicious fresca- cortada y

refrigerada.

2.2 Objetivos Particulares

Objetivo Particular 1: Evaluar la cinética de liberacién instantdnea de dl-o-tocoferol de
nanocdpsulas por métodos espectrofotométricos comparando los coeficientes de difusién
obtenidos con respecto a una nanoemulsiéon de dl-a-tocoferol, aplicadas como

recubrimientos en manzana Red Delicious fresca-cortada y refrigerada.

Objetivo Particular 2: Evaluar la eficiencia de recubrimientos de nanocédpsulas y
nanoemulsion sobre la dispersion de luz en la superficie de manzana Red Delicious fresca-

cortada utilizando como indicador una solucién de diéxido de titanio (TiO,).

2.3 Materiales y reactivos

Poly-g-caprolactona (PCL) con peso molecular = 80,000 (p=1.147 g/cm3 a 25°C) de
Sigma-Aldrich®. Poloxdmero-407 (F-127) de BASF (México) utilizados en la formulacién
de las nanocdpsulas como estabilizante no i6nico. Span 80 y Tween 80 grado alimenticio,
marca ICI Surfactants con la finalidad de obtener un balance hidrofilico lipofilico > 6 en la
preparacion de la emulsién y nanoemulsion. Acetato de dl-a-tocoferol (98%) de reactivos
Alfa Delta S.A. de C.V. (México). Acetato de etilo grado analitico de Fermont (México)
como disolvente parcialmente miscible en agua seleccionado debido a su baja toxicidad
para la preparacion de las nanocdpsulas. Agua destilada calidad Milli-Q (Millipore®, USA-

Bedford, MD). Goma xantana de Sigma-Aldrich® como matriz continua del recubrimiento
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y propilenglicol (99 %) marca Sigma como plastificante. Cloruro de calcio marca J. T.
Baker. Cloroformo grado HPLC (Tecsiquim S.A. de C.V., México) y Etanol grado

analitico (Fermont, México) para la extraccion de dl-a-tocoferol.

2.4 Materia prima

Un lote de 60 Kg de manzanas de la variedad Red Delicious se adquirié en un mercado
local. La seleccion de los frutos se realizé en base a su estado de madurez (contenido de
sOlidos solubles de 12 a 14°Brix y fuerza de ruptura por puncién de 7N), la similitud de su
forma, tamafio y ausencia de lesiones externas. Los frutos seleccionados se dividieron de
manera aleatoria en tres lotes de 20 Kg, Previo a su preparaciéon se mantuvieron

refrigerados a 4°C.

2.5 Actividades preliminares
2.5.1 Barridos espectrales

Se realizaron barridos espectrales de soluciones de dl-a-tocoferol en EtOH y CHCl; en un
espectrofotometro Varian Cary-50 Conc UV-Vis, USA para determinar la A4 a la que se

mide la absorbancia (A) para las distintas soluciones.

2.5.2 Curvas de calibracion

Con la finalidad de correlacionar la concentracién de dl-a-tocoferol presente en los
sistemas coloidales desarrollados con su respectiva A, se realizaron las curvas de
calibracion correspondientes a las dos soluciones. Las curvas y las determinaciones de dl-a-
tocoferol se realizaron por método espectrofotométrico y se realizaron a partir de
disoluciones de una solucién base de 0.019 g de dl-a-tocoferol en 50 mL de CHCl; y para
el caso del EtOH de 0.025 g de dl-o-tocoferol en 50 mL de EtOH con nueve y ocho

diluciones respectivamente.

2.6 Preparacion de nanocapsulas de dl-a-tocoferol

Se prepararon mediante el método de emulsificacion-difusion propuesto por Quintanar-

Guerrero et al. (1998). Se saturé acetato de etilo y agua; en el acetato de etilo se disolvieron
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400 mg de PCL y 1 mL de dl-a-tocoferol (fase orgdnica) mientras que en el agua saturada
se disolvieron 4 g de P-127 (fase acuosa). Se afiadi6 la fase orgénica a la fase acuosa y se
emulsificaron con un agitador de alta energia (Ultra-Turrax® TS50 Basic, IKA, USA) a
4000 RPM por 10 minutos. Finalmente se afiadié agua y el disolvente se elimindé mediante
evaporacion a 30°C y vacio de 70 cm de Hg con un evaporador rotatorio (Laborota 4000
Eco Rotary Evaporator, Heidolph®, Schwabach, Alemania). Es importante mencionar que
de acuerdo a Witschy y Doelker (1997) el acetato de etilo es considerado como disolvente
de clase 1 en una escala de toxicidad que va de 1 a 3 donde 1 es el menos téxico y 3 el més

toxico.

2.7 Preparacion de nanoesferas

Las nanoesferas se prepararon de la misma manera que las nanocédpsulas con la unica

diferencia de que estas no contenian dl-a-tocoferol.

2.8 Preparacion de nanoemulsion

La nanoemulsién se preparé por el método de emulsificacién convencional a alta velocidad
(Solans et al., 2005) para lo que se emple6 una fase oleosa que consistio en la mezcla de 42
g de Span®-80 y 2 ml de d-a-tocoferol y una fase acuosa de 8 g de Tween ®-80 y
agua.Ambas fases se mezclaron en el agitador de velocidad variable R1R2 (Heidolph®
Instruments, Alemania) a 2,500 RPM durante 10 minutos para emulsificar y posteriormente
se dieron cinco ciclos de homogeneizacion en un sistema Ultra-Turrax ® (Ultra-Turrax®

T50 Basic, IKA, USA) a 10000 RPM.

2.9 Preparacion de solucion de dioxido de titanio

Se prepar6 la soluciéon de TiO, al 1% y se mezcld en un agitador de alta energia (Ultra-

Turrax® T50 Basic, IKA, USA) a 4000 RPM por 10 minutos.
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2.10 Preparacion de recubrimientos

A partir de los sistemas de nanocdpsulas , nanoemulsion y la solucién de TiO, preparados
se llevé a cabo la formulacién de diferentes recubrimientos con un contenido de goma
xantana de 0.3% y 0.5% de propilenglicol como plastificante. En la Tabla 3 se muestran las
variables a comparar en el disefio respecto a su efectividad en la inhibiciéon del
oscurecimiento enzimdtico en relacion a la difusion de dl-a-tocoferol como agente
antioxidante en el sistema y liberacion del mismo. Cabe mencionar que todos los

experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

Tabla 3. Disefio experimental para la comparacion de la efectividad de los tratamientos

Variables Variables de Método de
Tratamiento Analisis
dependientes respuesta medicion
°HUE
Nanocdpsulas ANOVA (0= 0.05)
Indice de Colorimetro
Nanocdpsulas + Prueba de Tuckey de
L*, a*, b* Oscurecimiento MINOLTA
goma xantana diferenciacién de
CR-300
.. medias
Nanoemulsion + Velocidad de
goma xantana oscurecimiento
Coeficientes de
Nanoesferas e .l .
difusion efectiva
Ley de Fick
Variacién en la de dl- a-
Espectrofoto-
Goma xantana | concentracion de tocoferol
metria Cinética de liberacion
dl-a-tocoferol
de ler orden
Liberacion de
Control
dl-a-tocoferol

Previo a la aplicacién de los recubrimientos se llevé a cabo la preparacion de la dispersion
goma xantana, utilizando para su preparacidén agua MilliQ®, la disolucién se llevé a cabo
utilizando un sistema de velocidad variable R1R2 (Heidolph® Instruments, Alemania) a
2,500 RPM, incorporando el sistema correspondiente de tal manera que en aquellas que

contienen dl-a-tocoferol la concentracién final fuera de 2 g/L de este componente.
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Una vez preparados los sistemas se llevo a cabo su caracterizacién mediante mediciones de
tamano de particula, { y microscopia electronica de barrido. Posteriormente se almacend en

refrigeracion a 4°C en frascos de vidrio perfectamente limpios hasta el momento de uso.

a) Justificacion de variables

La manzana es un fruto que al ser minimamente procesado se deteriora rapidamente debido
al dafio mecédnico que sufre; parte de este deterioro es el oscurecimiento debido a la
liberacién de la polifenoloxidasa. Este cambio de color, representado por los parametros
°HUE, Cromaticidad e Indice de oscurecimiento, se ha utilizado en diferentes estudios
como referencia para medir la velocidad de deterioro de manzanas y frutas en general

(Palou et al., 1999; Lee et al., 2003; Albanese et al., 2007; Rojas-Gralii et al., 2009).

La liberacion de sustancias depende en gran medida del tipo de sistema que se utilice asi
como de la aplicaciéon que se les da. El coeficiente de difusion indica la velocidad a la que

la sustancia activa es liberada y por lo tanto el tiempo en el cual se encuentra disponible.

2.11 Caracterizacion de los sistemas de talla submicronica
2.11.1 Tamaio de particula e indice de polidispersion

Con la finalidad de corroborar la dispersion de tallas de particula se llevd a cabo la
determinacion del tamafio de particula utilizando para ello un sistema de dispersion laser Z-
sizer® (Zetasizer Nano Series, Malvern Ltd, France), previo a la medicion se llevé a cabo
la preparacion de las muestras de acuerdo con los descrito para la obtencién de
nanocépsulas por Zambrano-Zaragoza et al., (2011). Todas las mediciones se llevaron a

cabo por triplicado.

2.11.2 Determinacion de {

Se llevé a cabo utilizando un Z-sizer 4, con dispositivo de dispersion laser a un dngulo de
273° (Zetasizer Nano Series Malvern Ltd Francia), las pruebas fueron normalizadas con
dispersiones de poliestireno estdandar ({= - 55 mV). Cada suspension se diluy6 en agua, y

las mediciones se realizaron por triplicado.
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2.11.3  Microscopia electronica de barrido

Se utiliz6 como método alterno para observar la estructura de la superficie de la manzana
con diferentes recubrimientos empleando un microscopio electrénico de barrido (SEM por

sus siglas en inglés) JEOL JSM 5600 LV SEM, JEOL LTd., Tokio, Japon.

2.11.4 Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion

Esta propiedad se determiné mediante la preparacién de un lote de nanocdpsulas con una
cantidad conocida de dl-a-tocoferol. A partir de esta concentracién y mediante la curva de
calibracion de CHCI; se determind la cantidad de vitamina encapsulada y posteriormente la
eficiencia de encapsulacion (EE). Las nanocédpsulas se lavaron dos veces por
centrifugacion/redispersion en una Ultracentrifuga (Optima™ LE-80K Beckman, USA) a
30,000 RPM por 40 min. El sobrenadante recuperado del dltimo lavado se sec a vacio en
una liofilizadora (FreeZone® 6, Labconco, USA) durante 48 horas. Un volumen conocido
de sedimento seco se disolvio en CHCl; y se determind su absorbancia en un

espectrofotometro (Cary-50 Conc UV-Vis, Varian, USA) a 285nm

La EE expresada en porcentaje fue calculada mediante la Ec. 1 (Byun et/ al., 2010) donde
C, es la concentracion real de dl-a-tocoferol obtenida mediante la curva de calibracién en
EtOH y C; es la concentracion tedrica de dl-a-tocoferol, es decir, la concentracion maxima
de dl-a-tocoferol que se puede encapsular; ésta se obtiene de la relacion entre el total de la

suma de la cantidad de polimero més la cantidad de dl-a-tocoferol en la formulacién (Ec. 2)

EE (%) = (f— x 100 Ec. |
t

Co—tocXV.
Ct _ La-tocXVss Ec. 2

Cpt Ca—toc

donde Vi es el volumen de sedimento seco mientras que Co.c ¥ C, son las concentraciones

de dl-a-tocoferol y de polimero en la formulacion de nanocédpsulas respectivamente.
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2.12 Recubrimiento de manzanas para pruebas de dispersion de luz y liberacion in
vivo

Para las pruebas de dispersion de luz las manzanas se decorazonaron y se cortaron en
forma axial (Fig. 5a) mientras que para las pruebas de liberacion in vivo se cortaron en
rodajas de drea superficial equivalente a los “gajos” formados para la evaluacién del 10
(Fig. 5b). En ambos casos los cortes se sometieron a los diferentes tratamientos y se
colocaron en vasos cristal de poliestireno rigido de 8 onzas con tapa debidamente
sanitizados con una solucién de cloruro de benzalconio [150ppm] y etiquetados, los cuales

se llenaron hasta aproximadamente el 70% de su capacidad.

En la Fig. 6 se muestra el procedimiento que se siguié para la preparacion de lotes para las
diferentes pruebas; en color verde se muestran las etapas del proceso de preparacién de
lotes para dispersion de luz mientras que en morado se observan las etapas de preparacion
de lotes para las liberaciones de dl-a-tocoferol. Ademds se prepararon lotes sélo con

cloruro de calcio para ambas pruebas, es decir, después del escurrido 1 se paséd

directamente al envasado.

o™ M
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Fig. 5 (a) Corte de manzana en “gajos” para evaluacion de 10, (b) Corte en rodajas para
pruebas de liberacion.
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Fig. 6 Diagrama de bloques de la preparacidon de muestras para las distintas pruebas.



En los incisos siguientes se describe la manera en que se realizaron las diferentes

mediciones:

a) Pruebas de dispersion de luz

La determinacién de los cambios de color se hizo de acuerdo a la escala CIELab, para lo
que se utilizé un colorimetro (CR-300, Minolta, USA) calibrado con una placa de cerdmica
blanca de valores L*= 97.02, a*=+0.13 y b*=+1.77. Las determinaciones se realizaron por
triplicado durante 14 dias de almacenamiento, registrandose los pardmetros L*, a* b* X,
Y, Z, x y y para obtener el “HUE, cromaticidad (Croma) y la velocidad de oscurecimiento
(VO) mediante las Ec. 3-5 (Palou et al., 1999). El "HUE representa el tono, tinte o color y
es lo que hace diferente a un color de otro, Croma define la intensidad o pureza espectral
del color que va de los tonos grises, palidos y apagados a los mds fuertes y vivos (Manresa
y Vicente, 2007), VO se reporta como un parametro importante en los procesos donde tiene

lugar el oscurecimiento enzimdtico y no enzimaético (Palou et al., 1999).

"HUE = tan™*(Y"/,.) Ec. 3

Croma = Va? + b? Ec. 4

VO = .AIO EC. 5
tiempo

donde /O es el indice de oscurecimiento y se calcula mediante la Ec. 6

10 = [100(x—0.31)] Ec. 6
0.172

b) Pruebas de liberacion in vivo

Al igual que la prueba anterior, ésta se realiz6 por triplicado a diferentes tiempos durante

14 dias de almacenamiento. Se realiz6 para determinar el coeficiente de difusion de la
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vitamina cuantificando el dl-a-tocoferol liberado por inmersion de las rodajas de manzana
en 10 ml de EtOH durante 10 minutos en frascos cerrados empleando agitacion mecdnica
en un agitador con bafio (American Optical Corporation, USA); pasado este tiempo se
retiraron las rodajas y el EtOH se filtr6 con membranas Millipore ™ para eliminar los
residuos de manzana en la soluciéon la cual se evalué posteriormente en el
espectrofotometro (Cary 50 UV-Vis, Varian, USA) a Ayp,= 285 nm obteniéndose un valor

de A que se analiz6 contra la curva de calibracion de dl-a-tocoferol/EtOH.

2.13 Analisis estadistico

Las pruebas se realizaron por triplicado y se obtuvo la media, desviacién estindar y
coeficiente de variacion. Se establecieron las diferencias entre los distintos tratamientos

mediante un Andalisis de Varianza (ANOVA) de dos factores utilizando MINITAB 16.
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III. ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS

3.1 Actividades preliminares
3.1.1 Barrido espectral

Se realizaron los barridos espectrales de soluciones de dl-a-tocoferol en EtOH y CHCls
obteniéndose que Ansx para ambos casos es de 285 nm (Fig. 7); Eitenmiller y Lee (2004)
mencionan que la espectroscopia UV para tocoferoles y tocotrienoles en etanol muestran
una méxima absorcién entre 292 y 298 nm mientras que para el acetato de a-tocoferol la
longitud de onda maxima es de 286 nm lo cual puede variar debido al equipo utilizado para

su medicion.

Fig. 7 Curva de barrido espectrofotométrico de dl-a-tocoferol en EtOH.
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3.1.2 Curvas de calibracion
a) Curva de calibracion de dl-a-tocoferol/CHCI;

Se realizé con el propésito de cuantificar la cantidad de dl-o-tocoferol encapsulado. La
curva de calibracion obtenida se muestra en la Fig. 8 de la que se definen dos cuestiones; la
primera es que por medio de la ecuacién de la linea de tendencia se obtuvo una nueva
ecuacion (Ec. 7) que sirvi6 para conocer la concentracion de dl-a-tocoferol correspondiente
a una determinada absorbancia (A) y posteriormente la eficiencia de encapsulaciéon (EE) de

las nanocépsulas.

En segundo lugar se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) igual a 0.9973 lo que
indica que la correlacién entre los datos es muy buena y por lo tanto se tiene la certeza de

que la ecuacion fue correcta y los resultados de EE confiables.

A DL—a—tocoferol
E fere] Ec.7

Co- = =
a—toc/CHCl3 ™ (9049 ml CHCl3

. P
, P
1 //

0.8 /

0.6

Absorbancia

0.4

0.2

0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

}1;2: _0608332 Concentracion [ug DL-a-toc/ml CHCI3]

. J
Fig.8 Curva de calibracion de dl-a-tocoferol en CHCl; evaluada a 285nm.
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b) Curva de calibracion de dl-a-tocoferol/EtOH

El objetivo de esta curva como se describié anteriormente fue la cuantificacién de dl-a-
tocoferol liberado a diferentes tiempos durante el periodo de almacenamiento. La curva de
calibracion obtenida se muestra en la Fig. 9 de la cual se obtuvo la ecuacién para la
determinacion de la concentracién de dl-a-tocoferol a diferentes valores de A mediante la
ecuacion de la linea de tendencia (Ec. 8), ademads, con el valor de R? = 0.9987 se sabe que

los resultados son confiables.

A ug DL—a—tocoferol
Ca—toc/Eton = Gooa7 = [ ml EtOH ] Ec. 8
4 )
2.5
2 A
215
=
&
2
Bt
2
21
0.5
0 &
0 100 200 300 400 500 600
y =0.0041x
R2=0.9987 Concentracion [ug atoc/ml EtOH]
\_ J

Fig. 9 Curva de calibracion de dl-a-tocoferol en EtOH evaluada a 285nm.

3.1.3 Determinacion de Eficiencia de Encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se determiné para conocer la cantidad de dl-a-tocoferol de
la cual se partié. Se obtuvo un valor de absorbancia el cual se sustituyé en la Ec. 7 y de
acuerdo las diluciones hechas se llegd a una concentracién de 39.37 mg de dl-a-tocoferol.

Sustituyendo este dato en las Ec. 1 y 2 se obtuvo que:
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EE (%) = 56.130%

Mora-Huertas et al. (2010) mencionaron que los métodos que dan mejores resultados de EE
son nanoprecipitacion, emulsificacion-difusiéon y capa por capa con eficiencias de
encapsulacion mayores al 80%; sin embargo, esto puede variar para nanoprecipitacion y
emulsificacion-difusion ya que los resultados dependen de la naturaleza quimica y
polaridad de la sustancia activa, en éste sentido las sustancias hidrofilicas pueden alcanzar
valores maximos de EE= 10% y en casos de compuestos lipofilicos llega a ser mayor a

70%.

Por otro lado Somchue et al. (2009) evaluaron la eficiencia de encapsulacion de a-tocoferol
con P-lactoglobulina como matriz notando que ésta disminuye al aumentar la concentracién
a-tocoferol en una concentracion fija de B-lactoglobulina. Byun et al. (2010) evaluaron la
eficiencia de encapsulacién de nanocdpsulas de a-tocoferol en diferentes concentraciones
de PCL empleando cloruro de metileno (DCM) y acetonitrilo (ACN) como solventes
teniendo como resultado que EE aument6 cuando se usé DCM y 5g de PCL en 100 ml de

solvente.

3.2 Caracterizacion de recubrimientos

Después de preparar los recubrimientos se determiné su tamafio y { obteniéndose los datos

de la Tabla 4.

El tamafo medio de las nanocdpsulas preparadas por diferentes métodos generalmente va
de 250 a 500 nm (Mora-Huertas et al., 2010). En cuanto a la nanoemulsién, generalmente
se considera que el tamafio de particula esté por debajo o alrededor de los 100 nm de

diametro (Sarker, 2005).

{ es un pardmetro importante para un gran nimero de aplicaciones; valores menores a

-10mV determinan una buena estabilidad coloidal (Mora-Huertas et al., 2010).

Con estas referencias se puede decir conforme a los datos mostrados en la Tabla 4 que las
nanoparticulas se encuentran dentro de los rangos requeridos para cada caso por lo que la

experimentacion continud.
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Tabla 4. Datos de tamaiio de particula y { de diferentes recubrimientos.

Recubrimiento Tamaio (nm) Potencial { (mV)
NCS 363.37 + 11.63 -33.90 + 0.96
NCSX 296.90 £3.71 -42.33 +1.74
NEX 116.00 £ 1.92 -61.87 £2.95
NEsf 27273 £2.71 -28.77 £ 1.67

3.2.1 Microscopia electréonica de barrido

En la figura 10, 11 y 12 se presentan las micrografias obtenidas de la superficie de manzana
recubierta con nanocdpsulas con goma xantana, nanoemulsiéon con goma xantana y

nanocdpsulas sin goma.

Se puede observar que en NCSX (Fig. 10) y en NEX (Fig. 11) se forman vesiculas de
tamafo menor a 10 um en ambos casos lo que se atribuye a una aglomeracién de las

nanoparticulas debida a la goma xantana.

TI:I O 'F

Fig. 10 Superficie de manzana recubierta con NCSX. Las flechas indican las
vesiculas formadas por la goma xantana y las nanoparticulas
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Fig. 12 Superficie de manzana recubierta con NCSX las flechas indican algunas
de las marcas dejadas por las nanocdpsulas en el tejido de la manzana

En la micrografia de NCS (Fig. 12) se aprecian pequefios créiteres en la superficie de la

manzana de tamafio menor a 0.5 um, éstos indican los lugares donde se encontraban las
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nanocdpsulas las cuales fueron destruidas debido al tratamiento que se le da a la muestra

para obtener la micrografia.

3.3 Pruebas de dispersion de luz

Para las pruebas de dispersion de luz se realizaron mediciones sobre manzanas con
recubrimiento de didéxido de titanio con y sin goma xantana (TiOX y TiO;
respectivamente) con el objetivo de comprobar las propiedades de bloqueo UV de las
nanocépsulas es similar a la capacidad de absorcién UV del TiO, (Villalobos-Hernandez y
Miiller-Gotmann, 2006); sin embargo, el recubrimiento provocé la acumulacién de
particulas blancas sobre la superficie de los gajos de manzana (Fig. 13a y 13b) asi como la
resequedad de los tejidos por lo que las lecturas que se realizaron en el colorimetro no son
confiables. Es por ésto que en los resultados y discusion siguientes no se tomaron en cuenta

estos dos recubrimientos.

Fig. 13 (a) Lote de manzanas tratadas con un recubrimiento de TiO, en el que se aprecian las
particulas blancas en la superficie de los ‘gajos’, (b) recubrimiento de NCS.
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3.3.1 Cambios en "HUE

En la Fig. 14 se muestran los cambios en el “HUE para las manzanas sometidas a diferentes
tratamientos, resaltando que valores de 90° representan un color amarillo y una disminucién
de este angulo representard para el caso de las manzana un desarrollo de oscurecimiento

(Albanese et al., 2007).
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BCC  =#=NCSX ==NCS =#=NEX =0~GX NESF

G
Fig. 14 Evaluacion del cambio de "HUE de manzana empleando diferentes recubrimientos.

Se observa que GX, NCS y NCSX presentan una menor disminucién en “HUE y por lo
tanto un menor oscurecimiento. En la Tabla 5 se muestran los resultados de las regresiones
lineales que expresan la velocidad de cambio de “HUE/dia, la ordenada al origen y el
coeficiente de determinacion. Es posible deducir que se parti6 de muestras de color
homogéneo como lo indica la ordenada al origen, la mayor velocidad de oscurecimiento fue
para BCC mientras que GX, NCS y NCSX presentan la més baja; es importante resaltar que
aunque las NEsf presenta una menor velocidad no es representativa del proceso de
oscurecimiento ya que la mayor velocidad de oscurecimiento se presentdé durante los 6

primeros dias a una velocidad superior a los 0.25 dfas™, para posteriormente permanecer sin
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cambio aparente durante los siguientes dias de almacenamiento lo que es indicativo de la
efectividad del a-tocoferol cargado en las NCS. Por otro lado, comparando los coeficientes
de determinacién (Rz) entre los tres recubrimientos con menor velocidad de oscurecimiento
y observando la gréfica se puede decir que NCS muestran un comportamiento homogéneo
mientras que NCSX presenta un mayor oscurecimiento entre los dias 3 y 5 aunque
posteriormente mantiene un comportamiento homogéneo; en GX las variaciones de

observan a partir del dia 3 hasta el dia 10.

Tabla 5. Datos obtenidos mediante una regresion lineal de la Fig. 14.

Recubrimiento Velocidad de cambio | Ordenada al .
de "HUE/dia origen
BCC -1.01° 98.04* 0.99
NCSX -0.28° 98.26° 0.86
NCS -0.28° 98.26° 0.92
NEX -0.74° 97.19 0.93
GX -0.25° 97.70° 0.81
NESF -0.12¢ 95.73° 0.14

Letras iguales indican que no existié diferencia estadisticamente significativa (o = 0.05)

Es necesario mencionar que el menor ajuste mostrado por las manzanas tratadas con NCSX
y GX representa en gran medida la diferencia existente con respecto al comportamiento
visual observado en las muestras ya que se observo claramente que las NCS presentaron un

oscurecimiento mucho menor después de 14 dias de almacenamiento (Fig. 15).

Mediante el andlisis de varianza realizado con un nivel de significancia de 0.05 se encontré

diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos.

3.3.2 Cambios de cromaticidad (C)

En la Fig. 16 se muestran los cambios en cromaticidad que representan la saturacién del
color de un objeto evaluada en comparacion con la brillantez de un objeto blanco bajo las

mismas condiciones de iluminacién (Ohta & Robertson, 2005). Las muestras con mayor
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saturacion y brillantez en el color fueron las muestras control (BCC), explicando esto en
funcién a los cambios en el "HUE de la Fig. 14. La cromaticidad de las muestras con GX y
NEX mostraron mayor intensidad de color oscuro después del periodo de almacenamiento

lo que se puede contrastar con el comportamiento mostrado en las fotografias de la Fig. 15.

Fig. 15 Efectos sobre el color de diferentes recubrimientos después de 14 dias de almacenamiento
(a) NCSX; (b) NCS; (¢) NEX; (d) GX; (e) NEsf; (*f) BCC. *s6lo dos dias de almacenamiento
debido a la rdpida descomposicidn que presenta sin otro recubrimiento.

La saturacidn del color permanecid practicamente sin variacién y con un valor promedio de
23 a partir de los 4 dias de almacenamiento en los sistemas con NCS atribuido esto a que
debido al tamaifio de particula y al encapsulamiento de dl-a-tocoferol fue posible que las
NCS se infiltraran en la superficie del tejido de la manzana contribuyendo a eficientemente

a disminuir la velocidad de oscurecimiento.
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De acuerdo al andlisis de varianza realizado con un nivel de significancia de 0.05 se
encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos, sin embargo es
importante resaltar que de acuerdo a la prueba de diferenciacion de medias (Tuckey), las

muestras de GX y NEX no mostraron diferencias en cuanto el valor del croma.
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Fig.16 Evaluacion del cambio de cromaticidad de manzana empleando diferentes recubrimientos.

3.3.3 Velocidad de oscurecimiento

Mediante la obtencién de la velocidad de oscurecimiento (AIO/tiempo) y graficando como
se muestra en la Fig.17 se observa que el recubrimiento BCC presenta una velocidad de
oscurecimiento mucho mayor que cualquiera de los otros recubrimientos seguido por GX.
En todos los casos excepto en NCS se observa que hay un rdpido aumento en la VO del dia
0 al 3 y posteriormente se mantiene practicamente constante en el caso de GX y NEsf,
mientras que aumenta de manera homogénea para NCSX y NEX. En el recubrimiento de
NCS se aprecia que el oscurecimiento se dio desde el dia O hasta el 5 permaneciendo

después constante.
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Estadisticamente se encontré una diferencia significativa entre los tratamientos de acuerdo

al andlisis de varianza realizado con un nivel de significancia de 0.05

De acuerdo al andlisis de varianza realizado con un nivel de significancia de 0.05 se
encontrd diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos, sin embargo es
importante resaltar que de acuerdo a la prueba de diferenciacién de medias (Tuckey), las
muestras con goma xantana y nonoemulsién con goma xantana no mostraron diferencias en

cuanto el valor del croma.
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Fig. 17 Velocidad de oscurecimiento de manzanas con diferentes recubrimientos a través de 14 dias
de almacenamiento.

Obteniendo la pendiente de la VO del primer periodo del recubrimiento de NCS se puede
observar mediante una regresion lineal (Tabla 6) que ésta aumenta de manera homogénea
mientras que en el periodo posterior permanece practicamente constante. Este
comportamiento puede deberse a la distribucién de las nanocdpsulas sobre el tejido de la

manzana lo cual se explicaré a detalle mas adelante.
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Tabla 6. Determinacion de la VO de las manzanas con recubrimiento
de NCS dividido en dos periodos.

Recubrimiento NCS Pendiente R’
ler periodo (ascenso) 2.36 0.98
2do periodo (constante) -0.52 0.93

3.4 Liberacion in vivo de dl-a-tocoferol

En la Fig. 18 se muestran los gréficos de dispersion obtenidos en funcién al tiempo y que
corresponden a la liberacion de dl-a-tocoferol. Se puede ver que en las manzanas con
recubrimientos que no contenian dl-a-tocoferol los valores de concentracion/mg de fruta
permanecen cercanos a cero debido a que el contenido natural de vitamina E de la manzana
es de so6lo 0.002 pg / g de porcidon comestible (Moreiras et al., 2005), ademds la manzana
contiene otros compuestos solubles en EtOH cuya longitud de onda es cercana a los 285
nm; por ejemplo Honda et al. (1981) estudiaron acerca de la determinacién de aztcares
reductores como la D-glucosa mediante métodos espectrofotométricos UV en donde la
determinacion se realiza a 276 nm. Las manzanas con recubrimientos que contenian dl-o-

tocoferol obviamente presentaron una mayor liberacion.

También se puede observar que el comportamiento de NCSX y NEX es similar lo cual
puede atribuirse a que la goma xantana funciona como una barrera que impide la entrada y
salida de vitamina. Las Fig. 10 y 11 muestran que en las manzanas con recubrimientos que
contienen GX se forman pequeias vesiculas; cuando el sistema va perdiendo humedad la
goma xantana se va deshidratando y arrastra consigo a las nanoparticulas de manera que
éstas se juntan y forman estas aglomeraciones; en cambio, el recubrimiento de NCS se
distribuye de manera mas uniforme en los tejidos de la manzana lo que se observa en la Fig.

12 como pequeios crateres en los sitios donde se alojaron las nanocédpsulas.

Ademads, el aumento rapido en la concentracion que se observa en NCSX y NEX para el dia
3 y el posterior decremento indica que la liberacion se da de manera instantdnea; en las
manzanas con recubrimiento de NCS el aumento se da de forma progresiva hasta el dia 10

que es cuando alcanza el punto méximo y después decrece.
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Fig. 18 Liberacion de dl-a-tocoferol por mg de manzana con diferentes recubrimientos durante 14
dias de almacenamiento.

El andlisis estadistico prueba que si hubo diferencia significativa entre los recubrimientos

siendo p<0.05.

3.4.1 Determinacion del coeficiente de difusion de NCS

Debido a que las NCS fueron el Ginico recubrimiento que present6 una liberacion controlada
se puede determinar su coeficiente de difusién de acuerdo al modelo propuesto por Crank
(1975) para placas en una solucién de volumen definido en agitacion (Ec. 9) la cual muestra
la relacion de la cantidad total de sustancia activa (M,) liberada a un tiempo t, respecto a la

cantidad liberada en condiciones de equilibrio (M).

Las rodajas de manzana de espesor L con recubrimiento de NCS se colocaron en un
volumen definido de EtOH en agitacién. Se considerd que no hay reaccién quimica entre el
dl-a-tocoferol y el PCL por lo que la transferencia de masa en el recubrimiento se lleva a
cabo por difusién y por lo tanto el coeficiente de difusion efectivo del dl-a-tocoferol (D) es

constante.
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Mt_1 20(1+ a)
M, 11+a+a2q,21

n=

exp(—Dqg2t/L?) Ec.9

donde g2 son las raices positivas de tan g, = -0g, , o es la relacién del volumen de la
solucién y la placa (a=a/L), D es el coeficiente de difusion efectivo del dl-a-tocoferol
(cmz/s), L es el espesor del recubrimiento (cm), M= m-m., es la cantidad total de sustancia
activa liberada del recubrimiento al tiempo t (g) y M,= mo-m,, es la cantidad total de la

sustancia activa liberada del recubrimiento en condiciones de equilibrio (g).

De acuerdo a los datos de las raices de tan g, = -ag, proporcionados por Crank (1975) se
obtuvo la Ec. 10 a partir de la Ec. 9 (ver apéndice A) donde m., se consider6 igual a cero
porque la concentracién de dl-a-tocoferol en el medio llego a ser constante y por lo tanto se
ha liberado completamente. Los datos de my se tomaron de la Fig. 17 cuando la grafica

presenté un comportamiento constante.

my — My D
In———=1n0.0672 + (—717.2096—) t Ec. 10
my — Moo L?

Entonces, los datos utilizados para obtener el coeficiente de difusién del recubrimiento de

NCS fueron
My=0pg
mo=4270.57ug
L=7.4 um

Es importante resaltar que L es una consideracion teérica obtenida de una experimentacioén
paralela donde se aplicé un recubrimiento in vitro y que se utiliz6 en este caso debido a que
la aplicacion del recubrimiento in vivo presentaria diversas variaciones como la cantidad de
recubrimiento absorbido por el tejido de la manzana y la humedad en la superficie de las

rodajas entre otros.

48



Los resultados del coeficiente de difusion en funcién del tiempo obtenidos mediante la Ec.
10 se presentan en la Fig. 17 donde se observa que éste disminuye con respecto al tiempo

de almacenamiento.

3.4.2 Velocidad de liberacion de dl-a-tocoferol

Por otro lado se obtuvo la velocidad de liberacién de dl-a-tocoferol mediante la relacion de
la concentracion de dl-a-tocoferol por mg de fruta por tiempo. Como se menciond antes, las
curvas de GX y NEsf muestran que la concentraciéon de dl-a-tocoferol es practicamente
igual a cero por lo tanto para la determinacién de la velocidad de liberacion inicamente se

tomaron en cuenta los recubrimientos NCSX, NCS y NEX.
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Fig. 19 Coeficiente de difusion efectiva de un recubrimiento de NCS en
funcién del tiempo de almacenamiento

D (cm2/s)

Haciendo una regresion lineal de las curvas de velocidad de liberacion (Fig. 20) de dl-a-
tocoferol se observa por la ordenada al origen que se partié de muestras homogéneas (Tabla
7). Las pendientes indican que la velocidad de liberacion mads alta es la del recubrimiento

de NCSX seguida de NEX; sin embargo, R en ambos casos es menor que para NCS.
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También puede verse en la Fig. 18 que los recubrimientos con goma xantana comienzan
con una liberacion rdpida en los dias 3 a 5 y posteriormente la liberacion se vuelve mds
lenta en ambos casos. A pesar de que al inicio la velocidad de liberacion del recubrimiento
de NCS es mds lenta su comportamiento homogéneo hace que al final la velocidad sea

mayor que en los otros dos recubrimientos.

La distribucién de las nanoparticulas que muestran las micrografias de las Figs. 10, 11 y 12
indica que al existir una aglomeracion en los recubrimientos con goma xantana el dl-a-
tocoferol liberado de las particulas de la superficie de la vesicula es el que se cuantifica en
un inicio lo que explicaria que la velocidad de liberacion en los primeros dias sea mayor
que en el recubrimiento de NCS aunque esta misma distribucién es la que impide la
completa liberacion del dl-a-tocoferol de las nanoparticulas que se encuentran mds hacia el
centro de la vesicula ya que tarda méas tiempo en llegar a la superficie de la misma; en
cambio las NCS no presentan esta barrera y por lo tanto la liberacion se presenta de forma

homogénea ya sea por difusién o por biodegradacion.

( 0.14 )

0.12

©
=

Velocidad de liberacién (ug dl-a.-
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Fig. 20 Curvas de velocidad de liberacion de los
recubrimientos que contenian dl-a-tocoferol.
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Tabla 7. Determinacion de la velocidad de liberacion de dl-o-tocoferol.

Velocidad de liberacion Ordenada al ,
Recubrimiento R
(mg de dl-a-tocoferol /mg fruta*dia) origen
NCSX 0.0090 0.1374 0.8679
NEX 0.0082 0.1183 0.8077
NCS 0.0068 0.1170 0.9320
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CONCLUSIONES

La utilizacién de sistemas de talla nanométrica permitié la liberacion de dl-a-
tocoferol contribuyendo a un incremento visible sobre la vida ttil de manzana

fresca-cortada y refrigerada.

El dl-a-tocoferol liberado de los sistemas con nanocédpsulas disminuy6 el indice de
oscurecimiento en manzana fresca-cortada y refrigerada permitiendo conservar su

apariencia por mas tiempo.

Los recubrimientos de NCSX y NEX muestran que la adicién de goma xantana se

presenta como una barrera para la liberacion controlada del dl-a-tocoferol.

La aplicacion directa de las NCS cargadas de dl-a-tocoferol es mds efectiva ya que
presenta coeficientes de difusion bajos y por lo tanto tiempos de liberacion mas
largos lo que resulta en una mejor conservacién de la manzana comparando con el

recubrimiento de nanocédpsulas con goma xantana.

El uso de la nanotecnologia como método de conservacion de alimentos permite el
uso de frutas frescas-cortadas y refrigeradas como posibles alimentos funcionales
de larga vida util mediante la nanoencapsulacién de nutracéuticos, como el dl-a-

tocoferol que cuenta con propiedades antioxidantes benéficas para la salud.
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APENDICES

APENDICE A

SECUENCIA DE CALCULO PARA LA DETERMINACION DEL COEFICIENTE
DE DIFUSION EFECTIVO

De la ecuacién de Crank (1975) para placas en una solucién de volumen definido en

agitacion
M o 2a(1+a)
M_; =1- nzlmexp(—Dq%t/Lz) Ec. Al
donde
qn = Raices positivas de tan g, = -0g,
o = a/L
D = Coeficiente de difusién efectivo del colorante en el recubrimiento
(cm?/s).
L = Espesor del recubrimiento (cm)
M; =m m,, = Cantidad total de colorante liberado al tiempo t (g)
M, =mp- m,, = Cantidad total de colorante liberado en condiciones de equilibrio (g)
t = Tiempo (s)

De igual manera las raices de tan g, = -0g, se obtuvieron de la Tabla A1 (Crank, 1975) en
la que se tomé el dato de 0.5 ya que se realizaron 5 muestreos en 10 dias de liberacién

recordando que después del dia 10 la liberacion permanecio constante.

5 muestreos
10 dias

Después se realizaron las sumatorias requeridas en la Ec. Alcuyos resultados se muestran
en la Tabla A2. Aplicando logaritmos para eliminar el exponente se obtuvo la ecuacién de
una recta (Ec. A2) y con ésta se determiné mediante un despeje el coeficiente de difusion

efectiva (Ec A3).



Tabla A1. Raices positivas de tan g, = -ag, (Crank, 1975)

Fractional
uptake o 49, q; q3 s qs de
0 00 1.5708 4.7124 7-8540 109956  14.1372  17.2788
01 . 9-0000 1-6385 4.7359 7-8681 11.0057  14-1451 17-2852
02 4.0000 1.7155 4.7648 7-8857 110183 141549  17-2933
03 2.3333 1.8040 4.8014 7-9081 110344  14-1674  17-3036
R 1:3000........1:2071.......4:8490........ 1:2378......11:0358.....14:1841.......1.T:3173...
L0l 10000 20288....... 4:9132........ 19787.....11:0834......14:2075...... 17:3364..;
0-6 0-6667 2-1746 5:0037 8:0385  11-1296  14-2421 17-3649
0.7 0-4286 2-3521 5-1386 81334 112010 142990 174119
0-8 0-2500 2-5704 5-3540 8:3029  11-3349 144080  17-5034
09 0-1111 2-8363 57172 8:6587 116532  14-6870  17-7481
1-0 0 3-1416 6-2832 94248  12:5664 157080  18-8496
Tabla A2. Sumatorias requeridas para la reolucion de la Ec. Al
Raices positivas qi q> q3 q4 qs qs )
20(1+ a)

0.6540 | 0.1530 | 0.0609 | 0.0320 | 0.0196 | 0.0132 | 0.9328

1+ a+ a?q3)

X q? 4.1160 | 24.1395|63.6597 | 122.8905 | 201.8531 | 300.5508 | 717.2096
- D
2 = 1n0.0672 + (~717.2096 ) t Ec. A2

In=t—1n 0.0672 (L?)
mo

Ec. A3

D =
—717.2096
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