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1. INTRODUCCION

El creciente interés por el desarrollo de peliculas y recubrimientos para
incrementar la conservacion de alimentos se debe fundamentalmente a las
exigencias, cada vez mayores, de reducir el impacto de contaminacién
ambiental que se ha producido con el incremento de desechos generados
por el uso de envases y plasticos de origen sintético o no biodegradable
para el empacado y preservacion de alimentos (Bésquez, 2003).

Una pelicula comestible se define como aquella capa delgada de material
formada sobre un alimento como recubrimiento, sobre o entre los
componentes de los alimentos. Su proposito es el de inhibir y/o reducir la
migracion de humedad, oxigeno, dioxido de carbono, aromas, lipidos,
pigmentos, entre otros; servir como vehiculo para aditivos alimentarios
(antioxidantes, antimicrobianos, saborizantes, colorantes); y/o mejorar la
integridad mecanica o caracteristicas de manejo del alimento en cuestion
(Krotcha et al, 1997).

Actualmente las peliculas y cubiertas comestibles encuentran una amplia
variedad de aplicaciones, entre las que encontramos el uso de cubiertas de
cera para frutos. Los retos técnicos involucrados en producir alimentos y
conservarlos con calidad estable, indican que el uso de este tipo de
recubrimientos y peliculas sera mayor en el futuro (Bésquez, 2003).

Sin embargo, a pesar de la informacion técnica disponible para la
elaboraciéon de peliculas comestibles es amplia, no es universal para todos
los productos, lo que implica un reto para el desarrollo de recubrimientos y
peliculas especificas para cada alimento (Bosquez, 2008).

En el area de la conservacidon de alimentos la nanotecnologia es una nueva
y novedosa area que trata de acercar medir, ver y manipular materiales a
escalas individuales y muy pequeias que va de 1 a 1000 nm (Bhushan, 2003).

Como referencia un nandmetro es la millonésima parte de un milimetro (Rao
et al, 2004).

El uso de la nanotecnologia en alimentos no comenzé a tomar importancia
sino hasta la década pasada cuando se comenzaron a desarrollar gran
parte de las aplicaciones que ahora impactan el envasado de alimentos,
dadas las potencialidades que ofrece las aplicaciones se han ampliado a
otros campos de la industria de los alimentos en particular a sistemas de
liberacibn nanoparticulados (micelas, liposomas, nanoemulsiones,
nanoparticulas, etc.), es importante resaltar que en la industria de alimentos,



la aplicacion de la nanotecnologia es aun limitada, teniendo impacto en la
producciéon de envases activos e inteligentes por ejemplo; la utilizacion de
sistemas antimicrobianos, potenciadores de sabor, etc. recientemente se
han identificado cuatro areas del proceso productivo de alimentos donde
se puede emplear la nanotecnologia: 1) desarrollo de nuevos materiales
funcionales. 2) procesamiento a micro- y nano-escala, 3) desarrollo de
nuevos productos y 4) métodos de instrumentacion (Chen et al. 2006; Chau
et al. 2007).

Dentro de los sistemas coloidales con potencial funcibn como acarreadores
de sustancias de interés alimenticio (antioxidantes, antimicrobianos,
humectantes, saborizantes, etc.) se encuentran las nanoemulsiones,
nanocapsulas y nanoparticulas.

En el caso particular de granos y semillas, el cual es el objeto de esta
investigacion, es necesario recurrir a su almacenamiento para su
conservacion, la cual es necesario que no sufran dafos por accion de
plagas o enfermedades causadas por hongos de almacenamiento.

Es por ello que en la presente investigacion, se explica el desarrollo,
caracterizacion fisicoquimica asi como aplicaciobn de nanoparticulas
lipidicas sélidas como recubrimientos para los granos y semillas evitando la
contaminacion de hongos de almacén, en este caso Aspergillus flavus y
Aspergillus niger son utilizados debido a la importancia que generan en la
contaminacion de granos y semillas, el dafio que causan es la pudricion en
los granos y semillas por lo tanto se genera una pérdida.

Por lo que se hace observar el efecto benéfico de las nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS) y no afectando la integridad de granos y semillas de
maiz que se emplearon para dicha investigacion de este modo alargando
su vida util.

El sistema empleado para la conservacidon de los granos y semilas debe
integrarse homogéneamente con el fin de proteger, enriquecer y/o inhibir el
crecimiento microbiano. De acuerdo con la revision realizada es posible
desarrollar sistemas submicrénicos a base de ceras e ingredientes nivel GRAS
NLS que tiene una amplia posibilidad de ser utiizada en la protecciéon y
conservacion de granos y semillas.

Por otro lado, la nanotecnologia en el area de conservacion de alimentos,
tendra un importante y gran impacto cientifico, razén por la cual el sistema
propuesto en este proyecto resulta innovador en el area para incrementar
la vida de anaquel en granos y semillas.



2. ANTECEDENTES

2.1 LA NANOTECNOLOGIA

La nanociencia y la nanotecnologia son recientes disciplinas definidas en la
escala de longitud nanomeétrica, cientificos e ingenieros de multiples campos
descubren fascinantes fendmenosy aplicaciones y nos proveen con nuevas
y exquisitas herramientas para disefiar novedosos materiales ycomponentes
en electronica, yavances fundamentales y aplicaciones en la fisica,la
quimica, la biologia molecular, la medicina, el medio ambiente, las industrias
quimicas, las farmacéuticas, etc. (Mendoza et al, 2007).

Por lo tanto, la nanotecnologia implica la caracterizacion, la fabricacion y/o
manipulaciéon de estructuras, dispositivos 0 materiales que tienen al menos
una dimensibn nano (0o que contienen componentes con al menos una
dimension nano). Cuando el tamafo de particula se reduce por debajo de
este umbral, el material resultante exhibe propiedades fisicas y quimicas que
son significativamente diferentes de las propiedades de los materiales
macroescala compuestas de la misma sustancia (Duncan, 2011), en la
conservacion de alimentos la nanotecnologia es una nueva ciencia de
medir, ver, manipular y fabricar materiales a escalas individuales y muy
pequeias en un rango de 1 a 1000 nm (Bhusahan, 2003).

Investigaciones recientes han puesto de relieve el potencial de la
nanotecnologia que se utliza en amplias aplicaciones en alimentos,
incluyendo la mejora de los suplementos, el envasado de alimentos, el
aumento de la gama de texturas de alimentos, colores y gustos. (Cushen et
al. 2012). La investigacion en este campo, se ha disparado en la udltima
década, y ya hay numerosas empresas especializadas en la fabricacion de
nuevas formas de materia nanomeétricas, con aplicaciones anticipadas que
incluyen terapias médicas y diagnoésticas, la produccidon de energia,
computacion molecular y materiales estructurales, entre muchas otras.
(Duncan, 2011).

Debido a estos nuevos desarrollos, es probable que se perciban los cambios
radicales en la forma de alimentos debido a que se almacenan, envasan,
transportan, monitorean, consumen Yy son procesados. La literatura
disponible sugiere que hay muchas incertidumbres acerca de los
nanomateriales, incluyendo el potencial de bioacumulaciéon y posibles
riesgos para la salud humana (Cushen et al, 2012).



Esta tecnologia fusionada y altamente multidisciplinaria que se ha
convertido en area de investigacion vital y activa, que se esta desarrollando
rapidamente y se extiende en casi todos los campos de la tecnologia (Islam
et al. 2009). La reactividad quimica y la conductividad eléctrica con las que
se pueden hacer productos que cumplan multiples funciones, que sean mas
eficientes y que interactien de manera mas inteligente en el medio
(Foladori et al, 2005).

Se prevé que la nanotecnologia traera importantes beneficios a la industria
agroalimentaria y los consumidores, incluyendo los métodos de produccion
de alimentos mas eficiente, el desarrollo de alimentos funcionales que
ofrecen declaraciones de propiedades saludables, aumento de la vida util
de los productos alimenticios, la elaboracion de alimentos mas higiénico, y
la mejora de la trazabilidad y seguridad de los productos (Chaudry et al,
2011).

2.2 EL CONCEPTO DE NANOPARTICULAS

Desde el punto de vista quimico-biolégico, se denomina nanoparticula a un
solido coloidal, formado de materiales aceptados como seguros (polimeros
biodegradables o no, lipidos, proteinas, etc.) en los que una sustancia de
interés “activo” puede ser incorporada, absorbida o unida quimicamente
con un tamaino que oscila entre los 10 y 1000 nm (Quintanar-Guerrero et al,
1998)

Para lograr el tamafio Optimo de particula, existen distintos factores, los
cuales influyen, en el paso de una microparticula a nanoparticula, los
principales son la disminucion del tamafo de particula y el incremento de la
relacion superficie/volumen (Quintanar-Guerrero et al, 1996).

Las nanoparticulas presentan muchas ventajas en relacion a otros sistemas
coloidales, debido a que tienen estabilidad fisica durante su proceso de
almacenamiento, su forma de preparacidon es muy sencilla, con distintas
técnicas conocidas para su reproducibilidad lote a lote.



2.3 LAS NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS (NLS)

Las NLS son sistemas coloidales con una alta proporcion de agua (70-95%),
elaborados principalmente a partir de lipidos fisiolégicos solidos que tienden
a gelificar, son biodegradables y tienen buena tolerancia a los cambios. Las
propiedades y la estabiidad de las NLS se han mejorado mediante la
adiciéon de lipidos liguidos, dando lugar a nuevos sistemas nanoparticulares
conocidos como acarreadores lipidicos nanoestructurados (Garzéon et al,
2008).

Las NLS fueron desarrolladas a comienzo de los afios 90 como sistemas
alternativos de otros sistemas coloidales (nanoemulsiones, liposomas,
nanoparticulas poliméricas).

Poseen un nucleo lipidico sélido que puede solubilizar principios activos
lipofilicos. El nacleo lipidico se estabiliza con tensoactivos o emulsificantes. El
nucleo lipidico puede estar constituido por un solo lipido o por una mezcla
de varios lipidos (Villafuerte et al, 2008).

Una representacidon esquematica de las nanoparticulas se muestra en la
Figura 1.

Figura 1. Representacion de la estructura de una NLS (Villafuerte et al, 2008).

La estabilidad fisicoquimica de las NLS muestra variaciones debidas a sus
diferentes composiciones y diferentes estructuras. En las dispersiones de
particulas lipidicas con un intervalo de didmetro en nandmetros donde el
principal o inico componente es un lipido es muy importante la estabilidad
fisicoquimica. Para dicha estabilidad se deben considerar los mecanismos
de desestabilizacion, las técnicas utilizadas para detectar la inestabilidad asi
como los agentes que inducen la desestabilizacion. La seleccion de
tensoactivo adecuado o una mezcla de tensoactivos a concentraciones
convenientes, contribuye a la estabilidad de las NLS (Villafuerte et al, 2008).



Las NLS combinan las ventajas de diferentes sistemas coloidales. Al igual que
las emulsiones y los liposomas son fisioldgicamente aceptables y al igual que
las nanoparticulas poliméricas, puede ser posible modular la liberacion de
compuestos desde la matriz lipidica. Sin embargo comparado a liposomas
y emulsiones (Palma et al, 2007).

Las NLS combinan las ventajas de las nanoparticulas poliméricas y
emulsiones aceite/agua. Presentan buena tolerancia para su consumo, alta
biocompatibiidad para la administracion oral, acarreador, facil
escalamiento para su produccidon a nivel industrial; sin embargo, también
tienen limitaciones como son la baja capacidad de carga y expulsion de
activos durante su almacenamiento. Considerando que en los alimentos
ademas de acarrear nutracéticos es necesario también protegerlos de las
condiciones ambientales a las que se exponen durante su almacenamiento,
distribucidn y comercializacion, la utilizacion de nanoparticulas poliméricas
representa un potencial desarrollo en sistemas de barrera con
permeabilidad selectiva. Ademas dado los métodos de obtencién también
son sistemas termodindmicamente mas estables con lo que es posible tener
mayor funcionalidad para su aplicacion como recubrimientos (Mehnert et
al, 2001; Weiss et al, 2008).

Otras ventajas de la utiizaciobn de las nanoparticulas lipidica como
transportadores de activos son la utilizacion de lipidos fisiologicos para su
preparacion, la posibilidad de evitar el uso de solventes organicos en su
preparacion. Ademas, se puede también que sea una ventaja el que
existan métodos de fabricacion bien establecidos como la
homogeneizacion a presion elevada. Las nanoparticulas lipidicas presentan
una mejor disponibilidad, protegen las moléculas susceptibles de
degradarse bajo la influencia de agentes externos como la luzy el agua y
podrian ser de liberacion prolongada para compuestos poco solubles en
agua incorporados en la matriz lipidica sélida. Entre sus desventajas estarian
el crecimiento de las particulas, una tendencia hacia una gelificacion
impredecible, cambios inesperados en sus transiciones polimorficas y su
inherente baja capacidad de incorporacion de los compuestos debido a la
estructura cristalina del lipido sélido (Jores et al, 2003; Jores et al, 2004).

Para la obtenciéon de NLS se utilizan lipidos que a temperatura ambiente y
corporal estan en estado solido. Estas sustancias lipidicas son generalmente
triglicéridos purificados, mezclas complejas de triglicéridos y aun ceras. Estos
lipidos deben poseer caracteristicas tales como: no ser toxicos, ser
accesibles en cantidad y en la calidad requerida, etc.



Como ingredientes comunmente utilizados para la formulacidon de NLS se
encuentran lipidos (formadores de matriz), emulsificantes, co-emulsificantes
y agua Tabla 1. Otros componentes auxiliares también suelen ser utilizados,
tales como modificadores de carga, agentes que prolongan el tiempo de
circulacién y efectividad como vector (Palma et al, 2007).

Tabla 1. Principales componentes de las NLS (Palma et al, 2007).

Nucleos lipidicos Tensoactivos Co-tensoactivos
Cera de abejas Fosfatidil colina 95% Butanol
Acido Behenico Lectina de soya Taurocolato soédico
Colesterol Lectina de huevo Dodecil sulfonato de sodio
Parafina sélida Poloxamero 188 Glicolato sédico
Slecee aé:l.fgrasos (Cl6- Polisorbato 60 Oleato de Sodio
Cetilpalmitato Cremophor EL

Acido Esteérico

La calidad de los tensoactivos tiene un gran impacto en la calidad de las
NLS formadas puesto que son absorbidos en la superficie del lipido,
formando una barrera estérica que les imparte estabilidad. Existen diferentes
tipos de tensoactivos y co-tensoactivos, algunos de los cuales pueden ser
mezclados con el lipido. Su naturaleza y concentracion debe ser
determinada en cada caso.

Las mezclas de tensoactivos generalmente tienen un efecto sinérgico,
produciendo una pelicula interfacial con alta capacidad de recubrimiento
y con viscosidad suficiente para disminuir la agregacion de las particulas
durante su produccién y almacenamiento (Garzon et al, 2008).



2.4 METODOS DE PREPARACION

Las NLS se han generado simplemente intercambiando el lipido liquido de
las emulsiones, por un lipido sélido, lo que significa que son soélidas a la
temperatura ambiente y también a la temperatura corporal. Son de forma
esférica, con un diametro entre 50 nm y 500 nm y al estar dispersas en un
medio acuoso, forman un sistema coloidal (con una proporcion de agua del
70-95%) que ha permitido el suministro de manera controlada y localizada
(Quinonez-Palacio et al, 2009).

Entre los materiales que se utilizan para la preparacion de las NLS existe una
gran cantidad de sustancias lipidicas y emulsificantes con la categoria de
GRAS (Generalmente Reconocidos como Seguros) o con un estatus
regulatorio de aceptado, que pueden ser utilizados en la elaboracion de
sistemas trasportadores de compuestos destinados a distintos usos asi como
administraciones.

Los pardametros involucrados en el proceso de preparacion de las NLS asi
como la relacion lipido-lipido y lipido-tensoactivo, deben optimizarse con el
fin de obtener el tamafio de particula, eficiencia de encapsulamiento,
disponibilidad biologica y estabilidad deseadas. (Garzon et al, 2009)

Para la preparacion de las NLS existen diversos métodos los cuales seran
descritos a continuacion.



2.4.1 HOMOGENIZACION A ALTA PRESION.

La homogenizacion a alta presion es una tecnologia que ha sido utilizada
por muchos afnos y una de sus principales ventajas es que puede escalarse
facilimente e incluso se pueden producir grandes volumenes de dispersion.
Los métodos utilizados con mayor frecuencia para la preparacion de NLS
son la técnica de homogenizacion a alta presidon en caliente y en frio. La
eleccion a realizar la técnica en frio o en caliente depende principalmente
cuando las nanoparticulas son cargadas con algun compuesto,
generalmente si este muestra sensibilidad a altas temperaturas es
conveniente usar la técnica en frio (Mdller et al, 2000).

Si el proceso se lleva a cabo en frio, la fase oleosa y el lipido sélido, es
enfriada hasta su solidificacion. Una vez en estado soélido, la masa es
triturada y molida para obtener microparticulas lipidicas. Posteriormente,
estas microparticulas son dispersadas en una solucion fria de surfactante
formando una presuspension de particulas lipidicas micronizadas. Esta
suspensidn se pasa a través de un homogenizador de alta presion y se
aplican de 5 a 10 ciclos para obtener la nanosuspension (Pardeike et al,
2009).

Para preparar nanoparticulas por la técnica en caliente, el lipido es fundido
por encima de su punto de fusidon y es dispersado bajo agitacidon en una
solucion acuosa gue contiene al tensoactivo disuelto, esta solucion se
encuentra a la misma temperatura del lipido fundido, en esta etapa se
forma una pre-emulsion que es homogenizada con un homogenizador a
alta presidn, en donde se forma la nanoemulsibn que al ser enfriada se
forman la nanosuspension.

Los métodos de homogenizacion a alta presion tanto en frio como en
caliente se explican en la Figura 2.
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Figura 2. Métodos de homogenizacién a alta presion (Pardeike et al, 2009).

2.4.2 MICROEMULSION.

La preparacidon de NLS por el método de microemulsificacion permite
obtener particulas termodinamicamente estables, 6pticamente isotropicas
y con un tamafio que puede ser controlado en el momento de la
emulsificacion. El proceso es facimente escalable sin necesidad de equipo
especializado y con bajo consumo de energia.

Las nanoemulsiones obtenidas por este método contienen altas
concentraciones de tensoactivos y co-tensoactivos, por lo que su uso en
humanos se encuentra sujeto a regulaciones sanitarias. La elaboracion de
NLS por microemulsificacion se logra debido a la cristalizacion de las gotas
de lipido dentro del medio acuoso.

El tamafio de particula dependera principalmente del tipo de tensoactivos
y co-tensoactivos, y de las condiciones experimentales. La optimizacion del



proceso comienza realizando pruebas de solubilidad de los compuestos. en
los lipidos y solubilizantes, utilizando diagramas de fase pseudoternarios que
permiten seleccionar los componentes de una microemulsion estable, es
decir, aquella que soporte ciclos de enfriamiento-calentamiento (de -4 °C a
40 °C) de 24 h durante 1 semana. Este mecanismo de seleccion da lugar a
procedimientos de alta eficiencia de carga, con un tamafo promedio
inferior a 200 nm y un IP inferior a 0.6.

Una microemulsion tipica para obtener NLS se elabora a partir de 10% de
lipido sdélido fundido, 15% de tensoactivo y 10% de co-tensoactivo. La fase
oleosa tibia se adiciona con flujo lento o mediante inyeccién con una
jeringa temosellada, dentro de un exceso de agua fria, dispersando con
agitacion fuerte o ultrasonido hasta lograr la formacién de gotas del lipido y
su posterior precipitacion. El exceso de agua se remueve por ultrafiltracion o
por liofilizacion (Garzon et al, 2008).

2.4.3 EMULSIFICACION-EVAPORACION.

La emulsificacion de lipidos que previamente se han disuelto en disolventes
organicos, permite la incorporacion de compuestos termolabiles en las NLS;
el procedimiento se realiza en una sola etapa sin necesidad de equipo
especial y en condiciones benignas de temperatura. Las principales
desventajas de este método son: la posible retencidn de residuos del
disolvente (hasta de 100 ppm), la produccion de dispersiones muy diluidas
debido a la limitada solubilidad del lipido en el material organico (0.1g/L
generalmente), asi como la dificultad de recuperacion de los disolventes
durante el proceso de escalamiento.

En el proceso de emulsificacidn-evaporacion los componentes lipidicos y el
compuesto se disuelven en un disolvente inmiscible en agua previamente
saturado, emulsificandolo a altas temperaturas con una disolucion de
tensoactivo en el agua saturada. Posteriormente el disolvente se evapora a
presidon reducida, induciendo la precipitacion del lipido y la formacion de
suspensiones casi transparentes conteniendo NLS cercanas a 100 nm,
con un intervalo de dispersion estrecho. La obtencion de particulas mas
pequeinas (hasta de 30 nm) dependera de la carga y del tipo de
emulsificante utilizado. La generacion de particulas extremadamente
pequenas podria favorecer su floculacion durante el almacenamiento, ya
gue presentan un incremento considerable en el area superficial y/o una
disminucion en el potencial zeta (Garzon et al, 2008).



2.4.4. EMULSIFICACION MEDIANTE MEMBRANA DE CONTACTO.

Las membranas de contacto Figura 3 se han usado recientemente en la
preparacion de NLS, ya que son faciles de utilizar, aseguran el control del
tamano de las particulas mediante la seleccion de los parametros de
produccion y permiten el facil escalamiento del proceso. Son de ceramica,
usualmente de 40 cm con 1 cm de didmetro externo y 0.6 cm de didmetro
interno, con 7.5 x 103 m2 de superficie y poros de 0.1-0.45 mm, que se
comportan como capilares paralelos. Contienen una capa activa de ZrO
sobre un soporte de Al,O3 - TiO>. La fase oleosa contenida en un recipiente
presurizado con atmadsfera de nitrdgeno, a temperatura regulada por arriba
del punto de fusién, se alimenta al médulo de la membrana a través de los
poros. Por un extremo se alimenta la fase acuosa también a temperatura
controlada, la cual fluye tangencialmente en el interior, estableciendo
contacto con los lipidos y desprendiendo las pequefias gotas. El flujo que
sale se enfria con agitacion hasta temperatura ambiente. La membrana
puede ser regenerada hasta recuperar una permeabilidad superior al 80%

antes de utilizarse nuevamente (Garzon et al, 2008).
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Figura 3. Representacion esquematica de la membrana de contacto para la preparacion
de SLN. (Garz6n et al. 2008)



2.4.5 EMULSIFICACION-DIFUSION

La originalidad del método de emulsificacion-difusibn consiste en el uso de
disolventes parcialmente miscibles en agua, generalmente aceptados para
su uso farmaceéutico y alimenticio. Al desarrollar este método para la
preparacion de nanoparticulas poliméricas se usé alcohol bencilico como
disolvente (Leuroux et al, 19952, b). Las nanoparticulas se preparan al formar
una emulsion (aceite/agua) entre la solucion del polimero en alcohol
bencilico y una solucién acuosa que contiene al hidrocoloide estabilizante,
seguido de la dilucion de la emulsibn con agua.

Posteriormente, se introdujo una modificacion en la metodologia que fue la
saturacion del disolvente parcialmente miscible en agua. Esta saturacion de
la fase organica con agua y de la fase acuosa con el disolvente organico
permite mejorar el equilibrio termodinamico del sistema (Quintanar-Guerrero
et al, 1996). La técnica consiste en la formacidon de una emulsion
(aceite/agua), entre la soluciébn de un polimero biodegradable en el
disolvente saturado con agua y una fase acuosa que con tiene el
estabilizante por ejemplo alcohol polivinilico, previamente saturada con el
disolvente organico. La subsecuente adicion de agua al sistema causa que
el disolvente difunda hacia la fase externa, lo que trae como resultado la
formacion de nanoparticulas del polimero. La adicion de un estabilizante
adecuado evita la formacion de grumos del polimero, pues este actua
como un agente protector tanto para formar la emulsibn como para
estabilizar las nanoparticulas formadas.

Se ha demostrado que cada gota de la emulsion primaria formara varias
nanoparticulas y que estas son formadas por fendmenos no pueden ser
totalmente explicados por efectos de conveccidn causados por la
turbulencia interfacial. Los autores sugieren que las nanoparticulas se forman
debido a una inestabilidad quimica producida por el transporte del solvente.
La idea basica es que la difusibn del solvente desde los glébulos acarrea
moléculas hacia la fase acuosa, constituyendo regiones locales de
supersaturacion en las que los nuevos agregados del polimero (no
totalmente desolvatados) seran formados (Quintanar-Guerrero et al, 1997).



2.5 ROTOR-ESTATOR

El ULTRA-TURRAX® es un sistema rotor/estator o de alta eficiencia que es
utilizado para producir emulsiones y dispersiones. Este equipo es utilizado en
etapas previas de preparacion de NLS por la técnica de homogenizacion a
alta presibn asi como en la técnica de emulsificacidon-evaporacion
(Camacho, 2010).

2.5.1 PRINCIPIO DEL ROTOR-ESTATOR.

Debido al elevado numero de revoluciones del rotor, el medio a procesar se
aspira axialmente y de modo automatico en el cabezal de dispersion y a
continuacion se presiona radialmente a través de las ranuras del conjunto
rotor/estator. Por las grandes fuerzas de aceleracion, el material esta
sometido a altos esfuerzos de cizallamiento y empuje muy intensos. En la
rendija de cizallamiento que existen entre el rotor y el estator aparece
adicionalmente una gran turbulencia que conduce a una mezcla 6ptima
de la suspension para el rendimiento de la dispersion es decisivo el producto
obtenido de multiplicar el gradiente de cizallamiento y el tiempo de
permanencia de las particulas en el campo de cizallamiento. El margen
6ptimo de la velocidad periférica del conjunto rotor/estator se sitiia entre 10
y 24 m/s. Generalmente basta de un tiempo de procesamiento de unos
pocos minutos para conseguir la finura definitiva deseada. Tiempos de
procesamiento prolongados mejoran soélo insignificantemente la finura
alcanzable, limitandose a aumentar la temperatura del medio debido a la
energia incorporada. (Manual IKA ULTRA-TURRAX®).

tH

Figura 4. Principio rotor-estator (Manual IKA ULTRA-TURRAX®).



2.6 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS LIiPIDICAS
SOLIDAS.

La calidad y el desempefo de las NLS provienen de sus caracteristicas
fisicoquimicas, al determinar estas caracteristicas se obtiene un buen
entendimiento de su comportamiento, asé mismo permite el disefio de la
particula, desarrollo de la formulacion, localizar y solucionar problemas en el
proceso de produccion.

Muchas de las técnicas de caracterizacion son similares a algunas que se
utilizan para el andlisis de otros sistemas coloidales como las micelas,
liposomas y emulsiones (Camacho, 2010).

2.6.1 LA DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA.

El tamafio de las particulas es uno de los parametros mas importantes para
la caracterizacidon de las nanoparticulas en sistemas coloidales (Nastruzzi,
2005). La distribucion del tamafio de particula, no se define por la media del
tamano presentado, sino por la amplitud de la curva o presencia de
diferentes poblaciones.

La propia forma de la particula es importante también, una forma esférica
presenta una dispersion de la luz diferente de una que es rectangular. Las
determinaciones de tamafio de las particulas son en su mayoria para
confirmar que el rango deseado del tamafo coloidal se ha obtenido
durante la preparacion y que se mantiene durante el almacenamiento o la
transformacion posterior (Nastruzzi, 2005).

Mediante la técnica de dispersion de luz (DLS), es posible determinar el
tamafno de particula (diametro), de un material en suspensibn como la
distribucién de tamafnos por medio de medidas del movimiento browniano
de las particulas. Cuando se tienen particulas en dispersion, éstas se
desplazan de manera aleatoria como consecuencia de los choques con el
medio en el que estan inmersas (movimiento browniano). Al hacer incidir un
haz de luz sobre estas este es dispersado y su intensidad varia con el tiempo
debido al movimiento browniano. Utilizando varios algoritmos matematicos
se puede relacionar esta variacion en la intensidad con el tamafio
hidrodinamico de las particulas. Parametros como la temperatura y la
viscosidad del disolvente, entre otros, influyen en el tamafio y éste, a su vez,



depende tanto de la forma de la particula como de las interacciones con
las moléculas del medio en el que se encuentra (Nitbiosafe, 2015)

2.6.2 POTENCIAL ZETA.

Los fendbmenos electrocinéticos es un término genérico aplicado a los
efectos asociados con el movimiento de las soluciones iGnicas cerca de las
interfaces cargadas. La determinacion de la estructura detallada de la
doble capa eléctrica de polimeros coloidales son de gran importancia en
problemas de estabilidad y reologia de sistemas dispersos (Hidalgo-Alvarez,
1996).

La fuerza de repulsion entre particulas es definida por el potencial zeta que
es una medida de la fuerza eléctrica que existe entre atomos, moléculas,
particulas y células en un liquido.

El potencial zeta es una propiedad fisica que tiene cualquier particula que
se encuentra en una suspension. Como es conocido los estados
fundamentales de la materia son: sélido, liquido y gaseoso. Si alguno de esos
estados esta finamente disperso en otro entonces se tiene un sistema
coloidal. Ejemplos de sistemas coloidales son el agua, la sangre y muchos
productos farmacéuticos. Las propiedades fisicas del sistema coloidal son
fuertemente afectadas por las propiedades de los coloides, que pueden ser
particulas sdélidas en una solucion liquida. Es posible cambiar las
caracteristicas de una suspensidon al comprender las interacciones de las
particulas entre si. Algunas veces es deseable maximizar las fuerzas repulsivas
entre ellas para producir suspensiones estables. Asi las repulsiones mutuas
entre particulas adyacentes no permite la sedimentacion. En otros casos,
como en el tratamiento de agua se deben minimizar las fuerzas de repulsion
entre las particulas que las enturbian, para formar grandes aglomerados que
se sedimenten y sean filtrados facimente (Tibaquira et al, 2007).

La capa doble esta formada en para neutralizar el coloide cargado y, a su
vez, provoca un electrocinética potencial entre el superficie del coloide y
cualquier punto en la masa del liquido de suspension. Esta diferencia de
tensidn esta en el orden de milivoltios y se conoce como el potencial de
superficie. La magnitud de la superficie potencial esta relacionado con la
superficie carga y el espesor de la capa doble. Al salir de la superficie, el
potencial cae mas o menos linealmente en la capa de Stern y luego de
manera exponencial a través de la difusa capa, acercandose a cero en el
limite imaginario de la doble capa. La curva de potencial es util porque
indica la fuerza de la fuerza eléctrica entre particulas y la distancia a la cual



esta fuerza entra en juego. Una particula cargada se movera con una
velocidad fija en un campo de tension. Este fendmeno se llama
electroforesis. La movilidad de la particula es relacionada con la constante
dieléctrica y la viscosidad del liquido de suspension y al potencial eléctrico
en el limite entre el traslado particulay el liquido. Este limite se llama el plano
de deslizamiento y por lo general se define como el punto donde la capa
de Stern y la difusa capa se encuentran. La capa de Stern, se considera que
esta unido rigidamente al coloide, mientras que la capa difusa no es. Como
resultado, la eléctrica potencial en este cruce esta relacionada a la
movilidad de la particula y es llamado el potencial zeta. Aunque potencial
zeta es una valor intermedio, a veces es considera mas significativa de
potencial de superficie medida de lo repulsidon electrostatica se refiere. El
potencial zeta puede ser cuantificada mediante el seguimiento de las
particulas coloidales a través de un microscopio a medida que migran en
un campo de tension (Zeta-meter, 2016).



2.7 LA NANOTECNOLOGIA EN ALIMENTOS

En alimentos, la nanotecnologia no comenzé a tomar importancia sino
hasta la década pasada cuando se comenzaron a desarrollar gran parte
de las aplicaciones que ahora impactan el envasado de alimentos, dadas
las potencialidades que ofrece las aplicaciones se han ampliado a otros
campos de laindustria de los alimentos en particular a sistemas de liberacion
nanoparticulados (micelas, liposomas, nanoemulsiones, nanoparticulas,
etc.), es importante resaltar que en la industria de alimentos, la aplicacion
de la nanotecnologia es aun limitada, teniendo impacto en la produccion
de envases activos e inteligentes por ejemplo la utilizaciéon de sistemas
antimicrobianos, potenciadores de sabor, etc. recientemente se han
identificado cuatro areas del proceso productivo de alimentos donde se
puede emplear la nanotecnologia: 1) desarrollo de nuevos materiales
funcionales. 2) procesamiento a micro- y nano-escala, 3) desarrollo de
nuevos productos y 4) métodos de instrumentacion (Chen et al. 2006; Chau
et al. 2007).

La aplicacion de la nanotecnologia en la agricultura y en la industria
alimentaria, se traté por primera vez en el Departamento de Agricultura de
EEUU (USDA) en septiembre de 2003. Su aplicacidon estad teniendo gran
impacto industrial y comercial, a pesar de estar aun en fase de despegue.
Sus principales aplicaciones en esta area abarcan:

a) Dentro del envasado (e. g. envases activos y envases inteligentes)

b) Par el desarrollo de nuevos y mejores productos (e. g. nanoalimentos
funcionales, microcapsulas)

c) Enla calidad y la seguridad alimentaria (e. g. biosensores)

d) En la mejora de los procesos de produccion de los alimentos (e. g.
gelatinizacioén, espumas y emulsiones)(Joseph et al. 2006)

La nanotecnologia ofrece multiples oportunidades de mejora a diferentes
sectores agroalimentarios, sobre todo a los que emplean materiales
plasticos en sus envases alimentarios. Entre las aplicaciones que se dan en el
envasado en la actualidad destacan las siguientes:

a) Los nanorecubrimientos para aumentar las propiedades de
alimentos frescos, con el fin de retrasar su maduracion y alargar su
vida util. En la actualidad algunos nanocompuestos son ya usados
como material de envasado o recubrimiento para controlar la
difusibn de gases y prolongar el tiempo de conservacion de
diversos productos. Un sensor detecta el gas que se produce



cuando el alimento deja de estar fresco. Un simple cambio de color
proporciona una pista visual rapida de la caducidad.

b) Para elaborar materiales de contacto con los alimentos dotados
de propiedades antimicrobianas. Las actuales investigaciones
sobre ese tipo de superficies tienen por objeto conseguir sensores
capaces de detectar la contaminacion bacteriana y reaccionar
contra ella.

Cc) En nanomateriales cuyas propiedades cambiaran en funcion de
las condiciones externas o internas, como la temperatura. Estos
llevan a cabo un seguimiento de las temperaturas que se han
mantenido a lo largo del ciclo. Un cambio de color indica que no
se cumplen las especificaciones de temperatura (Joseph et al.
2006).

Mediante la adicibn de nanoparticulas pueden desarrollarse nuevos
envases y recubrimientos comestibles con mejores propiedades mecanicas
y de barrera a los gases, también es posible incluir nanosensores para alertar
a los consumidores cuando la vida util de un producto ha terminado. La
nanotecnologia puede también emplearse en alimentos funcionales con
sistemas de liberacion en sitios de accidén especificos para mejorar la salud
humana (Chi-Fai et al, 2207; Siegrist et al, 2008).



2.8 RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Un recubrimiento comestible es definido como una sustancia aplicada en el
exterior de alimentos de manera que el producto final sea apto para el
consumo. Estos recubrimientos deben ser legales, inocuos, aceptables
sensorialmente y deben proporcionar un valor agregado al alimento.
(Baldwin et al. 2012).

También se puede definir como la capa delgada de material comestible
formado directamente sobre un alimento, éstos son aplicados en forma de
liquido por inmersiéon, aspersion o goteo (Olivas et al, 2005).

La funcion principal de los recubrimientos comestibles es proteger al
producto de dafios mecanicos, fisicos, quimicos y actividades
microbiolégicas que lo deterioren (Falguera et al. 2011). Dependiendo de
las caracteristicas de los recubrimientos, estos pueden ayudar a reducir
dichos dafios en el alimento mediante un proceso minimo, retardando su
deterioro, aumentando su calidad y mejorando su inocuidad, esto ultimo,
gracias a la actividad natural del recubrimiento contra microorganismaos o
por la incorporacibn de compuestos antimicrobianos en la formulacion
(Rojas-Gralu et al, 2009).

El uso de los recubrimientos en alimentos y especialmente en productos
altamente perecederos estd condicionado por parametros tales como el
costo, la disponibilidad, la funcionalidad, las propiedades mecanicas como
flexibilidad y tension, las propiedades 6pticas como brillo y opacidad, la
barrera que proporcionan contra el flujo de gases, la aceptabilidad sensorial
y la resistencia estructural contra agua y microorganismo. Dichas
caracteristicas dependen del tipo de material utilizado como matriz
estructural, las condiciones en que se formaron el recubrimiento (tipo de
disolvente, pH, concentracion de aditivos) (Rojas-Grau et al, 2009).

Los recubrimientos comestibles tienen la capacidad de actuar como
barrera de migracidon de humedad de O, CO,, aromas sabores y lipidos.
Ayudan a mantener la calidad de los alimentos, pues sirven para estabilizar
los gradientes de actividad de agua, protegiéndolo contra la pérdida o
ganancia de humedad y la perdida de aromas ademas que hacen posible
la incorporacion de agentes antimicrobianos (Park, 1999)

Un recubrimiento comestible debe cumplir con exigencias de calidad,
seguridad y rendimiento. Uno de los principales propoésitos de los
recubrimientos es mejorar la apariencia del producto, brindando brillo y a
veces color, gue debe mantenerse a través de los procesos de transporte,



manejo y comercializacion (McHugh et al, 2000). Para que la aplicacion sea
exitosa en el producto, este debe secar rapidamente, no debe producir
espumay se debe remover facimente de los equipos. Una vez aplicado, no
debe agrietarse, decolorarse o caerse durante la manipulaciéon. No debe
reaccionar de manera adversa con los alimentos. Durante el
almacenamiento de los productos el recubrimiento no debe fermentar,
coagular, separarse, desarrollar sabores desagradables, entre otras
anormalidades (Baldwin et al. 2012).

La funcionalidad de los recubrimientos comestibles se puede mejorar
mediante la incorporacidn de nanoparticulas (agente antimicrobianos,
aditivos, antioxidantes e ingredientes funcionales), los cuales pueden tener
una mejor distribucioén en la superficie del producto y lograr interactuar con
la membrana celular, o impedir el desarrollo de microorganismos (Costa et
al, 2012).

2.8.1 USO DE CERAS EN LOS RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES.

Las ceras son lipidos completamente insolubles en agua, se encuentran en
la superficie de plantas y animales, donde funcionan como
impermeabilizante, estan constituidas por &cidos grasos esterificados
(generalmente con numero par de atomos de carbono) a alcoholes de
cadena larga de 10 a 30 carbonos). Los acidos grasos que forman parte de
estos lipidos, pueden ser ramificados, insaturados o formar anillos (Wilbraham
et al, 1998).

Las ceras generalmente contienen una amplia variedad de materiales
como son glicéridos, alcoholes grasos, acidos grasos y sus esteres
(Camacho, 2010).

Las ceras han sido utilizadas por la industria farmacéutica por muchos afios,
como es en la preparacidon de unguentos, cremas o lociones y supositorios
asi como numerosas formulaciones para aplicaciones topicas. Debido a su
caracteristica lipofilica las ceras han sido para formas de dosificacion de
liberacidon sostenida usada como matriz lipidica o en recubrimiento
(Swarbrick et al, 2002).

Las ceras funcionan como agentes de recubrimiento, se emplean
principalmente por cuestiones estéticas y para evitar la degradacion del
alimento; actualmente se esta investigando en ceras comestibles,
biodegradables, o bien, que aporten alguna proteina adicional a los
productos comestibles.



La mayoria de las ceras contienen antioxidantes naturales, y las ceras
vegetales son en general mas ricas en sustancias antioxidantes. Su utilizaciéon
ayuda aretardarla alteracion oxidativa del fruto, pero no la evitan de una
forma definitiva. Las ceras, combinadas con otros manejos pos-cosecha
pueden dar mejores resultados en |los frutos.

Tipos de ceras

1) Las ceras al agua, que son derivadas de resinas naturales y de plantas
como la cera de abeja, de aceites organicos, la carnauba, la candelilla,
resinas de madera, ésteres de sacarosa, ceras a base de proteinas, del suero
de laleche, de polisacaridos, etcétera. Son mas eficientes, producen menor
brillo y son menos contaminantes; algunas compafias ya las estan
produciendo de manera comercial, tal es el caso de la empresa Ceras
Universales, la Unica distribuidora de este tipo de productos.

2) Las ceras solventes, cuya composicion es basicamente de hidrocarbonos,
se han dejado de utilizar por contener derivados del petréleo, son mas
contaminantes aunque ofrecen la misma proteccion
(www.2000agro.com.mx, 2016).

El recubrimiento con ceras tiene varias ventajas con respecto a los
recubrimientos con soluciones o dispersiones poliméricas, esto es, pueden
ser aplicadas sin solventes organicos y en el caso de ceras fundidas a altas
temperaturas el proceso de recubrimiento se hace mas corto. Las ceras
pueden ser aplicadas en recubrimiento como ceras fundidas, emulsiones
calientes, suspensiones acuosas O en soluciones organicas (Camacho,
2010).

El proceso de recubrimiento con ceras fundidas, la cera debe ser mantenida
en estado liquido, es decir, fundida, el aire de atomizacién debe ser también
calentado a la misma temperatura de la cera fundida para evitar la
solidificacion prematura, las gotas de cera deben mantenerse liquidas hasta
qgue toca la superficie del sustrato, puesto que pueden formar un
recubrimiento rugoso y poroso.

El recubrimiento con emulsiones calientes tiene varias ventajas en
comparacion con el proceso anterior, aqui la cera continua en estado
liguido, pero el riesgo de solidificacion prematura durante el atomizado es
minimizado por la presencia de agua caliente, aunque el paso de
evaporacion del agua produce procesos mas largos (Swarbrick et al, 2002).



2.9 SEMILLAS Y GRANOQOS.

Las semillas y granos constituyen la fuente principal de alimentos para el
mundo. Cuando se consumen tras quitarle las cubiertas y el germen, se
denomina cereal ‘refinado’. Cuando se procesa sin quitarle las cubiertas, el
producto resultante se denomina ‘entero’.

En los ultimos afos, los productos basados en granos enteros han ganado
atencion debido a los beneficios que aportan a la salud. Podemos definir a
los granos enteros como aquellos granos intactos, molidos, chancados o
laminados luego de haberles removido las partes no comestibles, en los
cuales sus principales componentes (endosperma, germen y cascara)
mantienen la misma proporcion relativa, tal como existen en el grano
intacto. Se consideran también aquellos que sufrieron la separacion
temporal de sus componentes durante el procesamiento para una posterior
recombinacion.

Cada dia es mas evidente que los productos elaborados sobre la base de
granos enteros tienen potencial para mejorar la salud y para reducir el riesgo
de enfermedades relacionadas con los habitos alimentarios.

Los cereales son principalmente fuente de carbohidratos provenientes del
endosperma del grano de donde se obtiene la mayoria de los productos
industriales, como la harina de trigo o el arroz pilado. Sin embargo, también
son una fuente importante de componentes favorables para la salud, como
la fibra dietética, los prebidticos, los minerales, los lipidos, las vitaminas y las
ligninas ubicados principalmente en la cascara y el germen del grano que,
en muchos casos, al ser subproductos de los procesos de molienda, se
destinan para la alimentacion animal (Villanueva, 2012).

Para garantizar la disponibilidad de granos y semillas en la cantidad, asi
como con la oportunidad y calidad requerida es necesario recurrir a su
almacenamiento y conservacion.

El almacenamiento se refiere a concentrar la produccion en lugares
estratégicamente seleccionados; en tanto que la conservacion implica
proporcionar a los productos almacenados las condiciones necesarias para
que no sufran dafos por la accion de plagas, enfermedades o del medio
ambiente, evitando asi mermas en su peso, reducciones en su calidad o en
casos extremos la pérdida total.

En México no existen cifras precisas que indiquen el volumen de pérdidas de
granos y semillas, sin embargo, se estima que anualmente se pierde entre el



5%y el 25 % de la produccidn total de maiz, trigo y frijol que son los principales
granos del pais (SAGARPA)

Los granos de trigo, centeno y maiz son los de mayor importancia y son
conocidos como granos desnudos los cuales se componen de una cubierta
llamada pericarpio y semilla.

El grano se subdivide en tres partes fundamentales: pericarpio, endospermo
y germen

1. Pericarpio: Protege al grano contra agentes bidticos
(microorganismos, insectos), impide l|la perdida de humedad,
conduce y distribuye el agua y otros nutrientes durante la
germinacion. El pericarpio estd compuesto por las siguientes capas:
epicarpio, mesocarpio, endocarpio.

2. Endospermo: Es la porcion mas grande de un grano y estd compuesto
de células que almacenan almidén. Sus paredes son bastante
delgada ya que existe menos celulosa. Los nutrimentos que se
encuentran en esta son el almidoén y las proteinas.

3. Germen (embridn): Sirve como almacén de nutrientes y como puente
de comunicacién entre el embribn en desarrollo y los nutrientes del
endospermo carecen de almidén y tiene un alto contenido en grasas,
proteinas, azucares solubles y cenizas.

Las semillas son importantes en varios aspectos, desde el punto de vista
biol6égico contienen los recursos genéticos recombinados necesarios para el
ciclo completo de la planta que dara origen y normalmente de ellas
depende la sobrevivencia del germoplasma en condiciones desfavorables
del crecimientos. Antropocéntricamente, las semillas son una fuente
importante en la alimentacion humana y animal, ademas de, algunas
tienen usos industriales en la producciéon de aceites, de fibra textil y en la
fibra textil y en la fabricacion de bebidas, asi como para uso medicinal y en
artesanias siendo el objetivo principal de las semillas generar una plantula
gue use eficientemente sus reservas nutricionales, durante su crecimiento
inicial, y sea capaz de lograr su autosuficiencia en el menor tiempo posible
(Manzo, 1982).

Las semillas deben conservar su viabilidad, germinacién y vigor hasta el
momento en que seran utilizadas, a fin de asegurar el desarrollo de una
nueva planta y con ello la produccion de mas cosechas. Si una semila
pierde o reduce su capacidad para generar una nueva planta, debe ser
utilizada s6lo como grano; siempre y cuando no esté tratada con productos



que puedan afectar la salud humana o animal y que no se le hayan
desarrollado compuestos toxicos o alterado sus cualidades alimenticias
(Hernandez-Guzman et al. 2015).

Es por ello que entre grano y semilla existen similitudes en cuanto definicidn
y estructura, sin embargo la diferencia radica en que se utiliza el término de
grano cuando se destinan para la alimentaciéon humana y animal, o como
materia prima para la industria; mientras que el término de semilla se utiliza
para indicar su uso en la siembra, reproduccién y multiplicaciéon de la
especie o variedad (SAGARPA).

Dada la explicacion de grano y semila se ve la importancia de este
producto, por ello esimportante preservar en la mejor calidad este alimento.



2.9.1 CALIDAD EN GRANOS Y SEMILLAS.

Se define como un grado o padrén de excelencia, en ciertos atributos que
pueden determinar el desempefio del grano y/o semilla en la siembra o en
el almacén. En la prdctica, la expresion “calidad” es utilizada liboremente
para reflejar el valor de la semilla y/o grano para supuestos especificos tales
como estar a la altura de las expectativas del consumidor (Manzo, 1982).

La calidad para granos y semillas puede definirse como el nivel o grado de
excelencia alcanzado por las semillas cuando son producidas vy
beneficiadas en forma 6ptima, el cual es asumido por las semillas solamente
cuando son comparadas con un estandar aceptable. Las semillas y/o
granos pueden ser superior, buena, mediana o pobre calidad (Andrade,
1922).

Los componente que determinan la calidad de la semilla son los siguientes,
genética, viabilidad y germinacion, limpieza y estructura fisica todo ello
aunado a una buen almacenamiento (Cabrera, 2003).

Cada componente sera explicado a continuacion.

1. Componente genético: es 6ptima cuando se asegura pureza varietal
de acuerdo con la semilla original. El grano y/o semila debe ser
genéticamente pura, manteniendo los atributos propios de la especie
o cultivar como son productividad, adaptacion, precocidad, calidad
de grano resistencia, etc. (Sanchez, 2004).

La constitucion genética respecto a las semilas determina la
respuesta del cultivo a las condiciones ambientales, a la aplicacion
de otros insumos y a las practicas de cultivo; aunque el ambiente que
rodea a la semilla durante su proceso de formacion influye en su nivel
de vigor; incluso se considera que el almacenamiento de la semilla
puede llegar a ser un factor determinante en el deterioro del
componente genética (Vazquez, 2004).

Dentro de los factores que afectan la pureza genética se encuentran:
origen, contaminaciones mecanicas, estabilidad genética, los
efectos de seleccion y contaminaciones durante la polinizacion
(Andrade, 1992).

2. Componente fisico: Se refiere al nivel de excelencia con respecto a
tamano, forma, color, brilantez, densidad de la semilla entre otras
caracteristicas (SdAnchez, 2004). Para llegar a una 6ptima calidad la



semilla debe ser limpiada, clasificada por su forma y tamano,
evaluando su pureza, determinando el porcentaje de malezas
nocivas, semilas de otras variedades y otros cultivos al igual que
material inerte (Moreno et al, 1988).

El contenido de humedad es uno de los aspectos con mayor
importancia, ya que durante la cosecha todo ello con el objetivo de
evitar el dafno mecanico, (Juarez, 1997). La gran relevancia de la
humedad en el manejo de granos y semillas radica en que es el factor
mas importante en su conservacion, ya que favorece el desarrollo de
insectos y hongos que tienen efectos en los procesos fisioldgicos de las
semilas, de los que dependen la pérdida de vigor y viabilidad
(Moreno et al,1988).

3. Componente sanitario: Se refiere al hecho de que la semila se
encuentra libre de microorganismos. La sanidad se refiere a la
presencia o ausencia de organismos causantes de enfermedades;
hongos, bacterias, virus y plagas de animales (gusanos e insectos),
pero también pueden pueden estar involucradas condiciones
fisiologicas, tales como deficiencias de microelemntos (Moreno, 1996).

La semilla con calidad sanitaria debe estar libre de patégenos que
pueden afectar a la propia semilla o grano de enfermedades
transmitidas por la semilla o grano infectado y de este modo se afecta
al propio cultivo y genera un problema patolégico (Andrade, 1992).

4. Componente fisiolégico: Se le conoce también como calidad
biolégica, son aquellos atributos enddégenos que dan a la semila
capacidad para germinar rapidamente y producir poblaciones
uniformes de plantas productivas en una gran variacion de
condiciones ambientales. Estas caracteristicas que definen los
aspectos biologicos son entre otros viabilidad, germinacion y vigor
(Andrade, 1992).

Otro aspecto importante a evaluar para tener una buena calidad en los
granos y semillas es el proceso respiratorio, ya que con ello se puede
evaluar la semilla y si es que llega presentar algun problema, ya que son
organismos Vivos.



2.9.2 PROCESO RESPIRATORIO DE GRANQOS Y SEMILLAS.

Después de ser cosechados los granos y semillas continian viviendo y como
todos los organismos vivos, respiran. La respiracion es bajo condiciones
aerdbicas es el proceso por el cual las células vivas de los vegetales oxidan
los carbohidratos y las grasas, por medio del oxigeno atmosférico,
produciendo gas carbonico (CO3z) agua y liberando energia en forma de
calor (Trcheuschkner, 2001).

2.9.2.1 FACTORES QUE AFECTAN LA RESPIRACION.

El proceso respiratorio va acompafiado de una pérdida de sustancias
nutritivas para las semillas y granos. Los principales factores que afectan la
velocidad del proceso respiratorio son:

1. Temperatura: Al estudiar la influencia de la temperatura sobre el
proceso respiratorio de los granos, diversos investigadores
concluyeron que la respiracion aumenta rapidamente cuando la esta
se eleva de 30 a 40 grados Celsius y a partir de este punto se producen
un notable descenso del proceso. Por lo general, el aumento de la
temperatura puede acelerar la respiracion dos o tres veces hasta
cierto limite, arriba del cual disminuye como resultado de los efectos
destructures de altas temperaturas sobre las enzimas.

2. Nivel de humedad: El nivel de humedad de los granos influye
directamente sobre su velocidad de respiracidon. Los granos
almacenados de entre 11 y 13 por ciento tienen un proceso
respiratorio lento. Sin embargo, si se aumenta el contenido de
humedad se acelera considerablemente la respiracibn y en
consecuencia ocurre un deterioro. El nivel de humedad del producto
es un factor fundamental para su conservacion.

3. Desarrollo de hongos: La respiracion del grano es bastante dificil de
medir a causa de la dificultad para distinguir entre la respiracion
propia del grano y la de los microorganismos que siempre van
asociados con él.

Recientes investigaciones concluyeron que una parte significativa de
dioxido de carbono, que se produce durante la respiracion, se debe



al metabolismo de los insectos presentes en los granos y semillas secos
y a los microorganismos la mayoria hongos, presentes en los hongos
humedos. Cuando los hongos son los principales agentes responsables
del aumento del proceso respiratorio se puede llegar a un punto en
gue los granos humedos dejan de ser organismos vivos y pasan a ser
un sustrato alimenticio de los hongos que siguen respirando y
transformando la materia seca de los granos en dioxido de carbono,
aguay calor.

4. Composicion del aire ambiente: A parte de la temperatura y del
contenido de humedad que actuan sobre todos los procesos
bioquimicos, la composicion del aire también afecta el proceso
respiratorio de la masa de los granos y/o semillas. Cuanto mayor sea
la producciéon de CO2 y menor la de oxigeno, menor sera la
intensidad respiratoria de los granos almacenados (Ramirez, 1992).

La conservacion apropiada de granos y semilas en el almacén, depende
principalmente de las condiciones ecoldgicas de la region, del tipo de troje,
bodega o almacén disponible, del tipo y condicion del grano o semilla por
almacenar y del tiempo del almacenamiento. En las regiones tropicales,
donde el clima es calido y humedo, se acelera la respiracion de los granos
y semilas y se favorece el desarrollo de insectos y hongos; sucediendo lo
contrario en las regiones de clima frio y seco (Hernandez-Guzman et al,
2015).

Las consecuencias de que se vea afectado el proceso respiratorio es que el
peso de los granos y/o semillas se pierde. En general si se almacenan de la
mejor manera, la pérdida de peso sera muy lenta, sin embargo se pierde
una proporcion mucho mayor de grano en el almacenamiento posterior a
la recoleccion, a causa de los insectos, microorganismos, roedores o
pajaros. Estas pérdidas suelen ser muy grandes y en algunos paises se estima
gue son hasta del 50 % (Trcheuschkner, 2001).



2.9.3 FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DETERIORO DE GRANOS 'Y
SEMILLAS.

Independientemente del uso que se le dara al producto cosechado, es
importante no olvidar que el grano o la semilla son entes vivientes que
respiran oxigeno del ambiente y producen como resultado bioxido de
carbono, agua y energia que se traduce en calor; consecuentemente, en
la medida en que se acelere el proceso de la respiracion, lo hara también
el deterioro del grano o la semilla. Los principales factores que determinan y
acentuan las pérdidas de granos y semilas en el almacén, son:

* Altos contenidos de humedad del producto almacenado.
*Elevada temperatura y/o humedad en el ambiente.

*Elevado porcentaje de impurezas mezcladas en granos y semillas como
por ejemplo; granos o semilas quebradas, restos de plantas, insectos
muertos y tierra.

*Carencia de almacenes adecuados.
*Presencia de insectos, hongos, bacterias y roedores.
* Manejo deficiente.

*Desconocimiento de los principios de la conservacion.



2.9.4. MICROORGANISMOS QUE INFLUYEN EN LA CALIDAD DE
GRANOS Y SEMILLAS.

Los microorganismos (hongos, levaduras y bacterias) causan considerables
efectos nocivos en los alimentos que dan por resultado cambios que llevan
a reducirlos y descomponerlos, alterando las cualidades nutricionales y en
algunos casos pueden volverse toxicos para el hombre y animales.

Los hongos son los patdgenos mas importantes de las plantas y también para
granos y semilas. Son organismos heterotrofos uni o pluricelulares, poseen
nucleo, generalmente su cuerpo es flamentoso y esta formado por hifas,
producen numerosas esporas que son facimente transportadas por el
viento.

Los hongos se producen de forma sexual y asexual, la primera es por medio
de esporas que son producto de la fusibn de nucleotica seguida de la
meiosis, la forma asexual no involucra este paso. Ciertos hongos tienen
ambos estados, asexual y sexual, frecuentemente presentan su estado
sexual en diferentes géneros de los hongos llamados perfectos (Moreno,
1996).

Son los principales microorganismos de la microflora presentes en los granos
almacenados y constituyen la mas importante causa de pérdidas y
deterioro durante el almacenamiento. Prefieren ambientes o substratos con
alto contenido de humedad y son los agentes responsables por el gran
aumento de la respiracion de los granos himedos.

Es por ello que los hongos son los principales microorganismos de la
micobiota presentes en los granos almacenados y constituyen la mas
importante de causa de pérdidas y deterioro durante el almacenamiento.
Por lo general los hongos que atacan a los granos y/o semillas se dividen
ecoloégicamente en hongos de campo, hongos de almacenamiento y de
deterioro avanzado. El grano recién cosechado es a menudo contaminado
por una variedad de hongos de campo y de almacén (Clarke, 1986).

Hongos de campo.

Son aquellos que invaden las semillas durante su desarrollo en el campo o
cuando estan madurando y permanecen en el campo en espera de ser
cosechados. Los hongos de campo requieren contenidos de humedad en
los granos de 25 a 30% por que detienen su desarrollo cuando las semillas
infectadas alcanzan porcentajes de humedad inferiores. Las esporas de
estos hongos pueden sobrevivir durante mucho tiempo en los granos



humedos, sin embargo no germinan cuando el contenido de humedad esta
en equilibrio con humedades relativas inferiores al 75 % (Hill, 1983). Los
hongos de campo pueden provocar pérdida de la coloracion natural y del
brillo de los granos, con lo que se reduce el valor comercial del producto. En
las semillas, ademas de reducir el poder germinativo y el vigor, pueden
ocasionar putrefaccion de las raices y otras enfermedades de las plantas,
los hongos de campo que predominan varian de acuerdo a la cosecha,
localidad geogréafica y clima pero la mayoria corresponde a los géneros
Alternaria, Cladosporium, Hemilthosporium y Fusarium (Pomeranz, 1982)

Hongos del almacenamiento.

Las fuentes de contaminacion se encuentran en los graneros y silos por ser
nahi donde estos hongos encuentran las condiciones favorables para su
desarrollo y donde las esporas permanecen en estado latente. La
caracteristica principal de los hongos de almacén es du habilidad que
tienen para crecer en granos y semilas que tienen bajos contenidos de
humedad (13.5-14%) Estos hongos se desarrollan después de la cosecha,
cuando el contenido de humedad de los granos esta en equilibrio con una
humedad relativa superior al 65 o 70 por ciento. Los hongos que proliferan
con mayor frecuencia en los granos almacenados son algunas especies de
los géneros Aspergillus y Penicillium. (Hill, 1983)

Aspergillus es el nombre genérico para designar a un grupo de hongos, este
grupo de hongos se encuentra entre los seres vivos mas abundantes en la
naturaleza. Las condicioes que favorecen el crecimiento de este hongo son
altas temperaturas, estas condiciones favorecen la produccidon de
aflotoxinas a partir de estos hongos Aspergillus flavus, Aspergillus paraiticus,
Aspergillus niger. Los mohos de este género causan el deterioro de muchos
alimentos. También producen la inhibicion de la germinacién junto con
cambios de color, calentamiento, enmohecimiento, apelmazamiento y
finalmente podredumbre de las semillas (Kulik et al, 1987).

Si los granos no se cosechan a tiempo, estan expuestos a ser invadidos por
los hongos de almacén, dado que el grano empieza a perder humedad y a
ser dafado por insectos, ya que el almacenamiento comienza
practicamente después de la cosecha. Uno de los principales efectos que
tienen estos hongos en los granos y semillas es que hacen que pierda la
viabilidad y por ende ocasionan la podredumbre y perdida de la cosecha
(Christensen, 1972)

Los hongos de almacén junto con los insectos son responsables de |la
mayoria del deterioro del grano almacenado, asi como del calentamiento



y endurecimiento , la produccion de micotoxinas, la generacion de olores y
sabores desagradables y la completa perdida del grano (Moreno, 1996).
Durante el deterioro, la proporcion de granos invadidos por los mohos de
almacenamiento va aumentando al pasar el tiempo (Claridaes, 2005).



3. JUSTIFICACION

Los granos y semillas presentan como problematica una alta contaminacion
por hongos, el cual se ve afectado por temperatura y humedad. Las
técnicas convencionales para la conservacion de granos y semillas son
sistemas quimicos altamente contaminantes, tanto para el medio ambiente
como seres vivos los cuales sirven para el control y prevencion de
crecimientos microbianos.

Por esta razon es necesario buscar nuevos métodos para la conservacion y
prevencion de crecimientos microbianos para granos y semillas, el cual es
un recubrimiento a base de ceras, las cuales no presentan ningun riesgo
para el medio ambiente y seres vivos debido a que son reactivos nivel GRAS.

Con base en lo dicho anteriormente, el presente trabajo pretende
desarrollar un recubrimiento capaz de inhibir el crecimiento de hongos y asi
conservar los granos y semillas, razobn por la que se cree que el sistema
propuesto en la presente investigacion son innovadores y benéficos en el
area de conservacion de alimentos, particularmente granos y semillas.



4. HIPOTESIS

Si las nanoparticulas lipidicas sélidas funcionan como agentes protectores de
microorganismos patdégenos, entonces los granos y semillas al ser recubiertos con
las NLS aplicadas por el método de aspersion contribuira a incrementar su
conservacion y vida util.



5. OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar recubrimientos en talla submicrénica, a base de reactivos nivel
GRAS, a granos y semilas aplicados por meétodo de aspersion,
monitoreando su capacidad para inhibir el crecimiento de distintos tipos de
hongos.

Objetivos particulares

1. Caracterizar las nanoparticulas lipidicas sélidas obtenidas, con el
fin de optimizar la formulacion y las condiciones de proceso, para
la obtencioén de los recubrimientos.

2. Emplear nanoparticulas lipidicas solidas, como recubrimiento
comestible para granos y semillas de maiz, para evaluar su poder
de fungicida y alargar la vida de anaquel de dicho producto.



6. METODOLOGIA

6.1 MATERIALES

Los reactivos, equipos y materiales utilizados para el presente estudio se
muestran en la Tabla 2 y Tabla 3.

Reactivos Equipos
% Agua destilada % Parrilla de calentamiento
s Cera Candeuba ® % Balanza anallitica (Boeco®
% Alcohol Polivinilico (PVA) BBC32, Alemania)
% Sorbato de Potasio % Zeta-sizer® 4 (Malvern Ltd.,
% Polietilenglicol 6000 Orsay, France).
% Medio PDA (Dibico) s Ultra-Turrax 750 (Labitechnik
s Tween 80 Sataufen, Alemania)

Tabla 2. Reactivos y Equipos utilizados en la metodologia experimental

% Pistola de aspersion (Walther
pilot, Alemania)

% Pistola de secado

% Bomba peristaltica

% Bombo para recubrimiento

% Camara de Neubauer

s Estufa

Tabla 3. Material utilizado en la metodologia experimental

X/
L X4

X/
L X4

®
L X4

®
L X4

Vasos metalicos de 500, 1000 mL
Vasos de precipitado de 50 y 100 mL
Probeta de 250 mL

Matraces de 250 mL

Micropipetas de 1000, 200, microlitros
Varilla de vidrio

Cajas Petri

Espatula

Frascos de vidrio

Termometro infrarrojo

Termometro de mercurio

Picnédmetro de metal (Gardcor, Estados Unidos)



6.2 DIAGRAMA DE FLUJO

El siguiente diagrama de flujo Figura 5, esquematiza las etapas realizadas
para el desarrollo de la investigacion.

Desarrollo, caracterizacion y aplicacion
de nanoparticulas lipidicas solidas para
la conservacion de granos y semillas.

Preparacion de las NLS a partir de cera
Candeuba ®

Caracterizacion fisicoguimica de las NLS

plicacion de las NLS a granos y semillas

valuacion de las NLS como
ecubrimiento en granos y semillas para
a inhibicion de hongos.

Figura 5. Diagrama de flujo de la metodologia experimental.
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6.3 PREPARACION DE LAS NLS

Todos los reactivos utilizados durante la elaboracion de las NLS son nivel
GRAS, debido a que esta emulsidn, esta destinada a un recubrimiento de
semillas y granos de consumo humano.

Para la formulacion de las NLS, se utilizo cera Candeuba, la cual es una
formulacion especial, sobre una base netamente vegetal, constituida
principalmente por cera de candelilla y ésteres de origen vegetal. El lipido
se llevo a una temperatura al menos cinco grados por arriba de su punto de
fusion en una proporcion del 10% del total del recubrimiento (fase oleosa) a
una temperatura controlada de 80°C.

Se afadieron agentes estabilizantes de uso alimenticio no idnicos para evitar
la coalescencia, derivados de ésteres de acidos grasos como el alcohol
polivinilico (PVA) en una proporcion del 2.5%.

Al tener los componentes en su punto de fusion se afiadio el resto de agua
destilada (Fase acuosa). Dicha fase se dispersa en agua a una temperatura
de 80°C para evitar la polimerizacion del PVA.

Teniendo las dos fases preparadas a la temperatura de 80°C, se agrego
lentamente la fase oleosa a la acuosa con agitacion mecanica usando
propela marina a 3000 rpm para formar la emulsion aceite en agua (w/0).

Las NLS se elaboraron mediante dispersion en caliente, mediante una
agitacion mecanica por la técnica de rotor estator Ultra-Turrax T50
(Labitechnik Sataufen, Alemania) de 1 a 5 ciclos, debido a que es el nUmero
de ciclos recomendados para esta técnica (Paima et al, 2007).

La temperatura se mantuvo constante durante el proceso, las condiciones
establecidas para la técnica fueron elevar la temperatura de la cera 10°C
por encima del punto de ebullicion de esta, puesto que bajo esta condicion
la viscosidad del lipido disminuye, favoreciendo la formacion de
nanoparticulas, sin embargo se debe cuidar la temperatura que no sobre
pase el limite ya mencionado, debido a que se puede generar la
degradacion del lipido en este caso la cera Candeuba (Jiménez et al, 2009).

El sistema se dejo enfriar gradualmente a temperatura ambiente.

La dispersion preparada se caracterizdO por su tamafo de particula
mediante la técnica de dispersidn laser con un angulo fijo de 90° utilizando
el equipo Zeta-sizer® 4 (Malvern Ltd., Orsay, France).



Posteriormente se le afadid sorbato de Potasio (CeH/KO2) en una
concentraciéon de 0.1% (p/v), esta sal se afiadié para poder controlar
inocuidad de las NLS y asi no haya interferencias durante la
experimentacion.

Se afiadié humectante PEG 6000, para dar resistencia y humectacion a las
NLS, en una proporcion del 0.5 %.

La formulacién de las NLS, se presenta en la Tabla 4:

Tabla 4. Formulacién para NLS

| REACTIVO % P/V
Cera Candeuba ® 10.0
Alcohol Polivinilico (PVA) 2.5
Polietilenglicol 6000 0.5
Sorbato de Potasio 0.1
Agua destilada 87.5



6.4 CARACTERIZACION DE LAS NLS

La caracterizacion de las NLS se llevé a cabo mediante las siguientes
pruebas fisicoquimicas.

6.4.1 TAMANO DE PARTICULA Y PDI

El tamafio de particula de los sistemas coloidales fue determinado mediante
la técnica de dispersion de luz laser con un angulo fijjo de 90° utilizando el
equipo Zeta-sizer (Malvern, Francia).

Se diluy6 una gota de la dispersion de NLS en 15 mL de agua destiada. La
muestra se coloc6 en una celda de cuarzo para ser medido a una longitud
de onda de 630 nm a 25°C.

6.4.2 POTENCIAL ZETA

El potencial zeta se determind mediante electroforesis de particula
empleando un equipo Zeta-sizer (Malvern, Francia). Para realizar las
mediciones se utilizaron dispersiones diluidas, midiendo el potencial zeta con
relacion a la movilidad electroforética, tomando como referencia
soluciones de poliestireno que es igual a -55mV.

6.4.3 DENSIDAD DE LAS NLS

La densidad se determiné en un picnébmetro de metal (Gardcor, Estados
Unidos). Primeramente se peso el picndmetro limpio y vacio, posteriormente
el picndmetro se pesd con agua destilada y con NLS, estas ultimas no deben
estar diluidas.

Se aplico la siguiente formula:

_ peso del picnémetro con muestra (g) — peso del picnometro vacio (g)
P= peso del picnémetro con agua (g) — peso del picnémetro vacio (g)




6.4.4 VISCOSIDAD DE LAS NLS

La viscosidad se realiza mediante el viscosimetro de Zeitfuchs Cross Arm,
donde se toma una muestra y se toma el tiempo que tarda en pasar.
Aplicando la siguiente féormula para obtener la Viscosidad en cP:

tx 0.02732
==
1%

6.5 APLICACION DE NLS A GRANOS Y SEMILLAS.

Para el recubrimiento de las semillas y granos, todo el material que se utilizd
fue desinfectado, para que no hubiese interferencias. En las pruebas
microbiolégicas que se realizaron en la experimentacion.

Las semillas y granos utilizados deben tener un ciclo de vida no mayor a 6
meses, debido a que transcurrido este tiempo, se considera un grano y/o
semilla viejo, si se tuviera este caso, la semilla y/o grano podria venir
contaminada, y no se observaria el uso benéfico de las NLS.

Las semillas y granos de maiz se humectaron durante 16 horas, el agua
utilizada para la humectacion fue agua destilada.

Una vez humectadas las semillas y granos de maiz, se procedié a recubrir
con las NLS, como parte del proceso de evaluacion de las NLS, fue
recubierto por el método de recubrimiento de pelicula con una Pistola de
aspersion (Walther pilot, Alemania) en bombo como se muestra en la Figura
7 y Figura 8, utilizando las NLS en una disolucion de 22.7 mL del concentrado
original en 97.3 mL de agua destilada, una vez aplicado el recubrimiento en
la superficie del maiz, se someti®6 a un secado en un intervalo de
temperatura 40°C a 45°C, la cual fue 6ptima, para no perder la humedad
de granosy semillas, de igual manera, a una velocidad de 20 rpm. El equipo
utilizado fue desinfectado con alcohol etilico 96°.



Figura 7. Equipo de recubrimiento utilizado para granos y semillas
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Figura 8. Equipo de recubrimiento utilizado para granos y semillas



6.6 RETO MICROBIANO PARA GRANQOS Y SEMILLAS.

Los hongos utilizados fueron de la clase de los hifomicetos, Aspergillus niger
y Aspergillus flavus.

Se sembraron ambos hongos por el método de picadura en un medio PDA,
dejando crecer y esporular dichos hongos, para realizar la suspension de
esporas.

La suspension se realizé6 con una solucion tween 80 al 10% (Cafiedo et al,
2004). Esta solucion se llevoé a un volumen total de 100 mL, para realizar el
conteo de esporas mediante la técnica de camara de Neubauer, Figura 9.

< |

N

Figura 9. Cuadricula de camara de Neubauer

La serie de experimentos que se realizd6 se muestra en el Tabla 5.

Tabla 5: Disefio experimental de inoculacién de hongos para semillasy granos.
Semila de maiz Grano de maiz
Recubierto No cubierto Recubierto No cubierto
6 Frascos de 6 Frascos de 6 Frascos de 6 Frascos de
Aspergillus niger  Aspergillus niger  Aspergillus niger  Aspergillus niger
6 frascos de 6 frascos de 6 frascos de 6 frascos de
Aspergillus flavus Aspergillus flavus  Aspergillus flavus = Aspergillus flavus

Para poder observar el uso benéfico de las NLS, utilizadas como
recubrimiento en granos y/o semillas, se realiz6 una inoculacion al medio
(granos y/o semillas) Tabla 5, refirendo un blanco el cual fueron las muestras
de maizsin recubrimiento. Esta experimentacion se realiza con 6 repeticiones
para cada hongo.



El tiempo de crecimiento para los hongos inoculados se realizé durante 2

semanas a una temperatura de 28.8°C, para ello se realizé un seguimiento
cada 2 dias al proceso de crecimiento de los hongos inoculados.

La metodologia empleada en la investigacion se muestra de manera

resumida en la Figura 10.

Objetivo General:

Realizar recubrimientos en talla submicronica, a base de

reactivos nivel GRAS,

a granos y semillas, monitoreando su

capacidad para inhibir el crecimiento de distintos tipos de

Obijetivo Particular 1:

Caracterizar las NLS obtenidas, con el fin de optimizar
la formulacién y las condiciones de proceso, para la
obtencion de los recubrimientos.

Actividad 1.1:

Preparacion de las NLS, a partir de Cera
Candeuba y Alcohol polivinilico

Actividad 1.2:
Determinacion de
parametros
fisicoquimicos:

e Potencial Zeta

¢ Tamafo de
particula

e PDI

e Viscosidad

e Densidad

Obijetivo Particular 2:

Emplear las NLS, como recubrimiento comestible para
granos y semillas de maiz, para evaluar su poder de
fungicida y alargar la vida de anaquel de dicho producto

Actividad 2.1: Actividad 2.2:
Aplicacion de las NLS Evaluacion fungicida
mediante aspersion a de las NLS en granos y
granos y semillas semillas.

Analisis de Resultados

Conclusiones

Figura 10. Cuadro metodolégico



7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS NLS

Las caracteristicas fisicoquimicas basicas como: Tamafio de particula,
viscosidad, densidad, entre otras nos proporcionan el comportamiento y
propiedades de las NLS. En la Tabla 6 se proporcionan los datos:

Tabla 6. Resultados de caracterizacién fisicoquimica para NLS

()
Tamarfo de particula (nm) 432.5 0.2624
indice de polidispersion 0.165 0.0431
(nm)
Potencial Zeta (mV) -28.9 0.1247
Viscosidad (cP) 51.885 0.0943
Densidad (g/mL) 1.0036 0.1314

7.1.1 MEDICION DEL TAMANO DE NANOPARTICULAS.

Entre los parametros mas importantes a considerar en la preparacion de
sistemas coloidales se encuentra el tamafio de particula el cual debe ser
menor de 1um para ser considerado como nanoparticula.

Los valores que tienen influencia en el tamafo de particula de las NLS fueron
términoslineales de la velocidad de agitacion y la concentracion de alcohol
polivinilico. El efecto del PVA que fue utlizado por el método de
homogenizacibn en caliente, establece que el tamafio de particula
disminuye considerablemente entre 0.5- 5% de estabilizante, observandose
pocos cambios por debajo del 5% (Quintanar-Guerrero et al, 1996).

Moinard- Chécot, et al., ha reportado que el incremento en la
concentracién de alcohol polivinilico incrementa el tamafio de particula,
cuando la concentraciéon del alcohol polivinilico es mayor al 5% (p/v), este
fendmeno es explicado debido al incremento de la viscosidad del sistema.

Por lo tanto, se empled 2.5% (p/v) de alcohol PVA, con el fin de obtener
tamafo de particula, pequenos. Gracias a esto, se obtuvo un tamafno de
particula de 432.5 nm, Tabla 6, el cual es considerado como un buen
tamano de nanoparticula para las NLS. Reportado en la literatura, el



tamano 6ptimo en nanoparticulas es de 1 a 1000 nm, como se menciono el
tamafo de particula utilizado para las nanoparticulas fue de 432.5 nm,
estando dentro de los parametros 6ptimos para el buen funcionamiento de
las NLS como recubrimiento de semillas y granos.
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De acuerdo a los datos mostrados en la Tabla 6 y la Figura 11. Se puede
observar que el 99.6% de las NLS, Figura 11, corresponde a un tamafio de
particula de 434.1 nm, teniendo una desviacion estandar +0.2624 con estos

datos, obtuvimos el coeficiente de varianza con la siguiente formula:

Cy = %I -100

Obteniendo un coeficiente de variacion de 0.060%, lo cual indica que existe
una homogeneidad en los datos, de esta forma no existe una dispersion de
datos considerable para las NLS y asi el promedio del tamafio de particula
es reproducible.

7.1.2 INDICE DE POLIDISPERSION.

El PDI para las NLS muestra la presencia de aglomeracion en la dispersion
de las NLS, cuando se obtiene un PDI de 1 se dice que la dispersion no ha
sido aglomerada, los resultados de la prueba se muestran en la Tabla 6.

La estabilidad fisica de las NLS radica en la capacidad de la suspensién a
permanecer dispersa y no presentar algun tipo de cristalizaciéon (Weiiss et al,
2008), cabe destacar que el tamafo de particula esta relacionado al indice
de polidispersion ya que al disminuir el tamafio de particula la superficie de
contacto entre ellas se reduce y asi se evita la aglomeracion de las
particulas presentes en el sistema (Jiménez et al, 2009).

Los datos mostrados en la Tabla 6 indica que no hubo una aglomeracion
considerable, debido a que el tamafio de particula fue adecuado y como
se habia mencionado al tener un tamafio de particula pequefio, sera menor
la aglomeracion de las moléculas presentes en la dispersion de las NLS.



7.1.3 POTENCIAL ZETA.

Por otro lado, sobre las NLS se midié su potencial zeta, siendo éste de gran
importancia de tomar va relacionado con proporciona informacion acerca
de la estabilidad en dispersiones coloidales. El potencial zeta indica el grado
de repulsion entre particulas adyacentes, cargadas en una dispersion, para
las moléculas y particulas que son lo suficientemente pequefias como es el
caso de las NLS producidas, un alto potencial zeta le confiere estabilidad, es
decir, la dispersion se resistira a la agregacion. Los resultados se muestran en
la Tabla 6.

El valor que se obtuvo fue de -28.9 mV, un sistema submicronico para que
sea estable por repulsion electroestatica debe tener un valor cercano a
+/-30 mV (Mduller et al, 2001). Este valor obtenido resulta optimo para la
caracterizacion, por lo que se puede considerar que las NLS poseen
estabilidad fisica, ya que indica que tiene poca posibilidad de agregacion
temporal debido a que los valores son inferiores o cercanos a -30 mV por lo
que la agregacion de particulas en la dispersion no se formard tan
faciimente.

Es importante mencionar que cuando se adiciona un modificador de
superficie en este caso PEG, el potencial Z negativo es disminuido,
incrementando la estabiidad de las particulas, esto se vio favorecido al
afadir PEG como plastificante en el sistema de recubrimiento.

7.3. RETO MICROBIANO PARA GRANQOS Y SEMILLAS

Primeramente se humectaron los granos y semillas cuya finalidad fue tener
las mejores condiciones para evaluar el recubrimiento, la humedad
necesaria para generar el crecimiento de microorganismos en granos y
semilas. La humedad requerida y lograda fue de 15.5 %(p/p).

Para mostrar el uso benéfico de las NLS como recubrimiento, se realizé una
inoculacion a granos y semillas con dos tipos de hongos que afectan la
conservacion de estos. Primeramente como se muestra en laTabla 7 y Tabla
8, se observan los resultados obtenidos, para el conteo de esporas de los
hongos Aspergillus flavus y Aspergillus niger.



Tabla 7. Conteo de esporas Aspergillus flavus

Primer conteo

12 17 10 14 4

17 13 24 17 16

20 15 25 26 13

22 23 15 13 18

25 12 20 14 10
Numero de esporas: 207,500,000
Segundo conteo

7 13 3 5 11

3 7 14 10 9

6 10 9 11 14

12 13 7 16 10

11 7 9 15 9
Numero de esporas: 120,500,000

X=164,000,000

Tabla 8. Conteo de esporas Aspergillus niger

Primer conteo

18 18 10 19 19
24 16 13 15 14
18 17 16 13 13
10 11 13 16 11
11 15 12 12 17
Numero de esporas: 185,500,000
Segundo conteo
17 12 18 17 18
14 12 15 16 24
10 20 9 17 16
9 11 13 14 15
12 10 17 18 18
NUumero de esporas: 186,000,000

X=185,750,000



En la reticula central, la camara de Neubauer Figura 12, tiene un cuadrado
primario que contiene nueve cuadrados secundarios, cada uno de ellos
dividido a su vez en 16 cuadrados terciarios. El cuadrado secundario central
contiene no 16, sino 25 cuadrados, cada uno de ellos dividido a su vez en 16
cuadrados cuaternarios. En los bordes de este cuadrado central se cuentan
las esporas, utilizando sélo los cuadrados de los bordes del terciario central
y uno de los centrales. En los secundarios de los bordes superiores e inferiores
de la camara se hace el recuento de esporas.

Figura 12. Conteo de esporas

El calculo de esporas, se realizé por la siguiente féormula:

Particulas Particulas contadas

pl - ((Superficie contada(mm?) x Profundidad de la cémara(mm))x Dilucién

Se efectua la dilucion correspondiente para cada hongo y asi tener un
aproximado de 30,000 esporas por hongo, esta dilucion se utliza para
inocular cada frasco, con las muestras de semilla 'y grano.

La evaluacion con Aspergillus flavus y Aspergillus niger para observar el uso
benéfico de las NLS es primordial considerando que es la principal causa de
deterioro de semillas y granos almacenados con un contenido de humedad
superior al 15%. La sequia y las altas temperaturas favorecen el desarrollo de
aflatoxina que son toxicas para el ser humano y los animales que ademas,
afectan el sabor del grano. La infeccion de la semilla puede reducir la
germinacion.



A continuacioén se presentan los resultados para Aspergillus flavus, asi como
su comparacion entre grano y/o semila cubierto y ni cubierto Tabla 9, Tabla
10, Tabla 11 y Tabla 12.

Tabla 9. Grano no cubierto inoculado por Aspergillus flavus

cubierto

Total de Granos contaminados con

granos  Aspergillus flavus.
50 2
50
50
50
50
50

Total 300 23
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Tabla 10. Grano cubierto inoculado por Aspergillus flavus

cubierto
Frasco Granos contaminados con
Aspergillus flavus.

50 1
50
50
50
50
50

Total 300

~N WO ok N

Se obtuvo una mejora del 69.56% con el uso de las NLS como recubrimiento
lo cual resalta el uso benéfico de la dispersion



Tabla 11. Semilla no cubierta inoculada por Aspergillus flavus

Semilla no
cubierta

Frasco Semilla contaminados con
Aspergillus flavus.
50 50
50 50
50 50
50 50
50 50
50 50
Total 300 300

Tabla 12. Semilla cubierta inoculada por Aspergillus flavus

| Semilla cubierta |

Frasco Semilla contaminados con
Aspergillus flavus.
50 7
50 5
50 4
50 0
50 0
50 1
Total 300 17

El uso de las NLS para las semillas resultd mucho mas representativo ya que
se logré un beneficio con el uso de NLS del 94.33%.



Al tener los resultados, se realizd la comparacion por medio de graficos los
cuales son expuestos en la Figura 13 para granos y Figura 14 para semillas de
esta forma es mas factible observar el uso de las NLS como recubrimiento
antimicotico.

@® Granos no cubiertos contaminados con A.f.

Granos cubiertos contaminados con A.f.

Granos contaminados

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de frasco

Figura 13. Comparacién de granos cubiertos y no cubiertos inoculados por Aspergillus flavus

® Semilla no cubierta contaminados con A.f.
Semilla cubierta contaminados con A.f.

60
50 ® ® ® ® ® ®
40
30

20

Semillas contaminadas

10

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de frasco

Figura 14. Comparacion de semillas cubiertas y no cubiertas inoculados por Aspergillus flavus



Las colonias de Aspergillus flavus, cuando contaminan los granos y semillas
se expanden, presentan una morfologia color verde amarillento muy claro,
o verde amarillento intenso, o verde olivaceo o café. Sin embargo, se hace
mostrar en la Figura 15a la ausencia de la coloracion verdosa (grano
cubierto) y en la Figura 15b, muestra el color caracteristico de un grano
contaminado (grano no cubierto).

Figura 15 a. Semilla con recubrimiento Figura 15 b. Semilla sin recubrimiento

A continuacioén se muestran los resultados obtenidos para Aspergillus niger,
asi como su comparacion entre grano y/o semilla cubierto y no cubierto
Tabla 13, Tabla 14, Tabla 15y Tabla 16.

Tabla 13. Grano no cubierto inoculado por Aspergillus niger

Grano no
cubierto
Frasco Granos contaminados con
Aspergillus niger.
50 3
50 2
50 2
50 2
50 3
50 3
Total 300 15



Tabla 14. Grano cubierto inoculado por Aspergillus niger

Grano
cubierto

Total

Frasco

50
50
50
50
50
50
300

Granos contaminados con

Aspergillus niger.

1

O R R PR

Se obtuvo una mejora del 60% en inhibir la contaminacion del hongo
inoculado, ya mencionado en los granos.

Tabla 15: Semilla no cubierta inoculada por Aspergillus niger

Semilla no
cubierta

Total

Tabla 16. Semilla cubierta inoculada por Aspergillus niger

Semilla cubierta

Total

Frasco

50
50
50
50
50
50
300

Frasco

50
50
50
50
50
50
300

Semillas contaminados con
Aspergillus niger.

257

Semillas contaminados con
Aspergillus niger.

21
50
50
50
50
36

4

N P, WDN W



Para el caso de las semilas inoculadas con Aspergillus niger se obtuvo una
capacidad inhibitoria del 94.16%.

Las colonias de Aspergillus niger que se inocularon en granos y semillas,
crecen lentamente, como se muestra en la Figura 16 y Figura 17, como se
observa la diferencia del crecimiento del hongo inoculado un grano con
recubrimiento y una sin recubrimiento.

® Granos no cubiertos contaminados con A.n.

Granos cubiertos contaminados con A.n.

Granoscontaminadas
=} = N
v = (9] N (9]
®
®
®

o

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de frasco

Figura 16. Comparacion de granos cubiertos y no cubiertos inoculados por Aspergillus niger.

@ Semilla no cubierta contaminados con A.n.
Semilla cubierta contaminados con A.n.

60
50 ® @ @ L ]
40
30

20 ®

Semilla contaminada

10

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de frasco

Figura 17. Comparacioén de semillas cubiertas y no cubiertas inoculados por Aspergillus niger



Las colonias de Aspergillus niger estan constituidas por un micelio basal entre
compacto y bastante suelto, de color blanco o tenuamente amarilo, que
produce abundantes estructuras conidales, erguidas y por lo general
apifadas comunmente de color negro carbdén, pero a veces negro
parduzco intenso, que cubren toda la colonia excepto por un estrecho
margen de crecimiento, como se muestra en la Figura 18 a 'y Figura 18 b

Figura 18 a: Grano cubierto Figura 18 b: Grano no cubierto

Los resultados obtenidos en la inoculacidon de granos y semillas con
Aspergillus flavus y Aspergillus niger revelaron claramente el uso benéfico y
la eficiencia de las NLS como recubrimiento, esto se puede explicar
parcialmente porque las ceras en este caso cera Candeuba tienen
propiedades antimicoticas

Basado en esto, se probd la accidn antimicotica de dicha cera, obteniendo
una actividad antifingica considerable en granos y semillas recubiertos con
NLS contra los no recubiertos, debido a que la cera Candeuba contiene
antioxidantes naturales que dafan la membrana celular (Hough et al, 1993)
de los hongos la cual esta conformada por quitina por lo que no se permite
la reproduccién y crecimiento de los hongos, de esta forma se evita la
contaminacion en los granos y semillas.

Su utilizacion ayuda a retardar la alteracion oxidativa, debido a que esta
cera presenta alto contenido de ésteres de sacarosa los cuales cumplen
con la funcién de no permitir el crecimiento de los hongos debido a que se
lleva a cabo lalisis osmatica. El cual es un proceso biolégico donde se rompe
la membrana celular del hongo debido a la presibn osmatica, en este caso,
se introduce tanto liquido en las células de los hongos que terminan
reventando (el liquido del plasma celular pasa hacia la cera, hasta
disecarse la misma) lo dicho anteriormente se basa en los articulos de



Garcia, 2004 y Martin Belloso et al, 2005, conforme a lo reportado (Blasco,
2006).

Podemos observar que la actividad antifingica de las NLS es muy efectiva
cuando se trata hongos de almacén y en comparacion con lo reportado
por Schuef, 2006 donde se presentan fungicidas a base de quimicos
organofosforados utilizados en la actualidad, las NLS no presentan alguna
interferencia o dafo para los granos y semilas debido a que utiliza
componentes de nivel GRAS, estos no son contaminantes para el medio
ambiente al igual que para el ser humano, ya que no contiene compuestos
organofosforados, antimicoticos, sin embargo las sustancias siguen siendo
activas con cierta toxicidad.

El efecto de NLS se puede observar mejor en la semila, debido a que esta
tuvo un mayor tiempo de almacenamiento al del grano antes de ser
recubiertas, asi que el uso de NLS resulté benéfico y con datos satisfactorios
para las semillas.

Este recubrimiento alarga la vida util de semillas y granos manteniendo sus
propiedades fisicas y mecanicas sin afectar su funcionalidad y propiedades
(no modifica la germinacion del grano y la calidad de semilla) ademas
previene la contaminacion microbiolégica en particular por hongos un
problema muy comun durante el ailmacenamiento. Por lo tanto aumenta la
vida util del producto en los silos.



8. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los resultados obtenidos a lo largo de la investigacion se
concluye lo siguiente.

Se logré potencializar las NLS como recubrimiento, mejorando sus
caracteristicas fisicas, con base en los resultados fisicoquimicos,
demostrandose que un tamafio de 432.5 nm presenta gran estabilidad fisica
y quimica, lo que permitié aplicarlas en el producto deseado de manera
eficaz.

Los sistemas nanoparticulados desarrollados (NLS) permitieron elaborar un
recubrimiento estable para el almacenamiento, demostrando el uso NLS
para el recubrimiento de granos y semillas el cual no se encuentra reportado
y mucho menos para los fines propuestos, hecho que motiva el hallazgo
fortuito de haber encontrado que granos y semilas recubiertas con
recubrimientos a base de ceras después de prolongados periodos de
tiempo no presentaron crecimiento de hongos en contraste con granosy
semillas sin recubrir bajo las mismas condiciones.

El desarrollo de las NLS como recubrimiento, resulta benéfico para la
sociedad debido a que se prolonga la vida de anaquel de granos y semillas,
dando como resultado, el no generar pérdidas significativas por causas de
contaminantes microbioldgicos, asi se conserva de forma sana los granos y
semillas para el consumo de la sociedad, sin que implique algun riesgo de
toxicidad por el uso del recubrimiento.

Los resultados obtenidos aportan informacion esencial sobre las
propiedades de los recubrimientos comestibles adecuadas para aumentar
la vida util de los productos alimenticios y mejorar su calidad, contribuyendo
a optimizar su obtencion y comportamiento y satisfacer la demanda de los
consumidores por productos cada vez mas naturales, seguros y benignos
con el medio ambiente.

Con la experimentacion realizada fue posible corroborar la hipotesis
planteada, estableciendo que los recubrimientos en talla submicrénica
potencializan el uso de ceras como recubrimientos para asi evitar la
contaminacion por hongos.



9. PERSPECTIVAS.

Con el presente trabajo se espera contribuir a la divulgaciéon de tecnologias
de bajo impacto ambiental, como es el uso de NLS, debido a que se cumple
con los principios de la quimica verde los cuales son, 7 “Utilizacion de
materias primas renovables” y 2 “Generar productos biodegradables”, con
lo cual se busca en un futuro contribuir con el camino hacia la sostenibilidad.

Con la investigacion realizada, se espera que cientificos del ambito
farmacéutico indaguen sobre las NLS de uso alimenticio como las
presentadas en este trabajo, probando distintos tipos de ceras y formas de
aplicacion, siendo evaluados a granos y semilas de acuerdo a la
problematica que se encuentre.

Llevar la investigacion a nivel industrial, para determinar si es posible o no la
aplicacion de recubrimientos a este nivel, al igual que en el uso para silos y
observar qué tan factible es utilizar los NLS para evitar contaminaciones.
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