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ABREVIATURAS

Abreviatura

Significado

°C

Grados Celsius

pL Unidad de volumen en microlitros

pm Unidad de longitud en micrometros

a* Espacio de color de verde a rojo en la medicion de color

Abs/min Absorbancia por minuto

b* Espacio de color de azul a amarillo en la medicion de color

cm Unidad de longitud en centimetros

D Coeficiente de difusion

DCCR Disefio central compuesto rotable

E Fuerza de campo eléctrico

EAG Equivalentes de &cido galico

EE Eficiencia de encapsulacién

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos

g® Funcion de correlacion normalizada del campo eléctrico
(Ecuacion 2-2)

g® Funcién normalizada del tiempo de correlacion (Ecuacion 2-1y
2-2)

g Unidad de masa en gramos

g/cm?® Unidad de densidad en gramos sobre centimetro cubico

GRAS Generalmente reconocido como seguro, por sus siglas en inglés

H Altura de la muestra en la celda de medicion. Ecuacion (3-4)

h Unidad de tiempo en horas

ha Unidad de medida de area en hectareas

IPD indice de polidispersion

I Intensidad de la luz dispersada

IUPAC Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada, por sus siglas
en inglés

L* Espacio de color de la luminosidad en la medicién de color

min Unidad de tiempo en minutos

mL Unidad de volumen en mililitros

NC Nanocapsulas

nm Unidad de longitud en nandémetros

Almidén-OSA Octenil succinato anhidro de almidén

PCL poli-(e-caprolactona)

PET Tereftalato de polietileno, por sus siglas en inglés

PF-127 Pluronic F-127; poloxamero 407

PFO Enzima polifenoloxidasa

PG Enzima poligalacturonasa
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pH

Potencial de hidrdgeno

PHB Polihidroxibutirato

PLA Acido polilactico, por sus siglas en inglés

PLGA Acido poli(lactico-co-glicolico), por sus siglas en inglés

PFO Enzima polifenoloxidasa

PME Enzima pectinmetilesterasa, por sus siglas en inglés

POD Enzima peroxidasa, por sus siglas en inglés

PVA Alcohol polivinilico, por sus siglas en inglés

PVC Cloruro de polivinilo, por sus siglas en inglés

PVP Polivinilpirrolidona

RCO: Velocidad de formacion de CO2

RO2 Velocidad de consumo de O2

SEM, MEB Microscopia electrénica de barrido, por sus siglas en inglés

scani(h) Promedio de retrodispersion para cada tiempo (i). Ecuacion (3-4)

scani-1(h) Promedio de la retrodispersién para el tiempo i-1. Ecuacion (3-4)

SST Sélidos solubles totales

TP Tamafo de particula

TSI indice de estabilidad medido por Turbiscan, por sus siglas en
inglés

\Y Velocidad de la particula

W Unidad de potencia en watts

X123 Variables en estudio (Xi=potencia del dispositivo, X2=cantidad de
[-caroteno, Xs=cantidad de poli-(e-caprolactona)

Xg Unidad de la fuerza centrifuga relativa

Y1,2345 Variables de respuesta (Yi=tamafio de particula. Y2=indice de

polidispersion, Ys=potencial zeta, Ys=eficiencia de
encapsulacion, Ys=densidad.

Caracteres griegos

B Factor de coherencia (ecuacién 2-2)

BG Enzima B-galactosidasa

r Velocidad de decaimiento (ecuacion 2-3)

ABS Cambio de la retrodispersion

n Viscosidad (ecuacion 2-5)

M Movilidad electroforética (ecuacion 2-11)

C Potencial zeta (ecuacion 2-12)

T Correlacion del tiempo de retardo (ecuacion 2-1)
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GLOSARIO

Acido polilactico (PLA)

Es un polimero biodegradable, termoplastico siendo su
precursor el cido lactico. Utilizado para la produccion de
hilo para suturas, implantes, capsulas para la liberacion
de farmacos, protesis, produccion de envases y empaques
para alimentos

Acido polilactico-co-glicolico
(PLGA)

Es un material biodegradable y altamente biocompatible
aprobado por la FDA. Es un copolimero de &cido
polilactico y 4acido poliglicolico empleado para la
liberacion de compuestos activos

Alcohol polivinilico (PVA)

Es una resina sintética que sirve como agente de
recubrimiento. Se obtiene por polimerizacion del acetato
de vinilo seguida por una hidrolisis parcial del éster. El
proceso se basa en el remplazamiento parcial del grupo
éster en el acetato de vinilo con grupos hidroxilo. Es
usado en alimentos como agente de glaseado, espesante y
formador de peliculas. Clasificado como aditivo quimico
por el Codex Alimentarius, SIN:1203. (Codex
Alimentarius, 1995)

Alimento

Cualquier sustancia o producto, sélido, semisélido,
natural o transformado, que proporciona al organismo
elementos para su nutricion

Almidén-OSA

Almidén alimenticio esterificado con n-octenil-succinato
anhidro, tratado con [-amilasas. Es usado como
estabilizante o emulsificante en bebidas no alcoholicas y
bases de bebidas. Clasificado como aditivo quimico por
el Codex Alimentarius, SIN: 1450. (Codex Alimentarius,
1995)

Bixina

La bixina es una sustancia cristalina de color rojo, naranja
o amarilla, soluble en alcohol, aceites y grasas e insoluble
en agua. Se extrae comunmente de semillas de Bixa
orellana (cominmente conocido como axiote), utilizando
aceites o disolventes como el cloroformo o la acetona

BS

Siglas para Back Scattering en inglés, se usa como un
gradiente ABS. Es un cambio en la retrodispersion de la
luz con respecto al tiempo y mide la estabilidad de una
suspension u otras mezclas de fases

Coeficiente de difusion de
traslacion (D)

Indica el movimiento aleatorio de las particulas
suspendidas en un fluido o gas. El coeficiente de difusion
de las particulas es inversamente correlacionado con su
tamafio. Ecuacion 1-5

Coenzima Qo

También llamada ubiquinona, es un compuesto
liposoluble esencial que se encuentra integrado en la
cadena respiratoria mitocondrial desempefiando un papel
clave en la transferencia de electrones para la produccion
de energia celular. Ademas, es un potente antioxidante
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que actla en la prevencion del dafio oxidativo del ADN,
membranas bioldgicas y lipoproteinas

Constante de Boltzmann (Kkb)

Es una constante fisica fundamental que relaciona la
constante de los gases ideales ® y la constante de
Avogadro (L). Tiene un valor de 1.38065x102 JK™.
Ecuacién (2-5)

Correlacién de tiempo de retardo

(0

Es el patron de correlacion entre la luz dispersada en el
tiempo t=0 y cualquier otro tiempo diferente de cero,
utilizada en las determinaciones de tamafio de particula.
Ecuacion (2-1)

Deseabilidad (funcion de
deseabilidad)

Es una funcién que se utiliza para resumir los objetivos
de analisis de una superficie de respuesta en una sola
ecuacion. También es conocida como grado de
satisfaccion de la funcién con respecto a una variable de
respuesta

Disefio central compuesto

Es un disefio factorial completo 2° con ocho puntos
factoriales, seis puntos centrales y seis puntos axiales. Es
utilizado en diferentes areas para la optimizacion de
métodos y procesos

Dispersion de luz dindmica

Es wuna técnica fisicoquimica empleada para la
determinacidn de la distribucion de tamafios de particulas
en suspension, o macromoléculas en disolucion tales
como proteinas o polimeros. La técnica no toma en cuenta
la dependencia del angulo, sino la variacion de la
intensidad de dispersion de luz en el tiempo

Diametro hidrodindmico

Cuando un medio liquido mueve una particula
suspendida, la mayoria de las veces se adhiere una capa
eléctrica dipolar a su superficie. Debido a que esta capa
influye en el movimiento de la particula, en la dispersion
dindmica de luz el didmetro medido de la particula se
conoce como didmetro hidrodinamico

Ecuacién de Helmholtz-
Smoluchowski

Es util en la determinacion de las cargas superficiales de
las particulas en suspension. La movilidad electroforética
esta relacionada con la permitividad relativa del medio de
suspension, la carga superficial de las particulas y la
viscosidad. Ecuacion (2-13)

Ecuacion de Henry

Modelo general matematico desarrollado por Henry
(1931) que tiene como casos extremos los modelos de
Smoluchowski y Hukel, usado para la determinacion del
potencial zeta. Ecuacion (2-12)

Eficiencia de encapsulacion

Es el porcentaje de compuesto activo encapsulado dentro
del material barrera respecto a la cantidad total de
compuesto activo usado. Ecuacion (3-1)
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Es un etil éter de la celulosa, preparada por el tratamiento
de la celulosa purificada con una solucion alcalina
seguida de una etilacion con cloroetano. Se utiliza en
alimentos como espesante, incrementador de volumen,
Etilcelulosa agente de glaseado, antiaglutinante, diluyente para otros
aditivos, agente de recubrimiento, agente de relleno y
sustancia inerte. Clasificado como aditivo quimico por el
Codex Alimentarius, SIN: 462. (Codex Alimentarius,
1995)

Perteneciente al grupo funcional de los alcoxialcanos , el
sustituyente etoxi esta formado por CH3sCH20-R, donde
el radical (-R) puede ser un grupo alquilo o arilo. En el
caso de la etilcelulosa, es celulosa parcialmente o-etilada
que debe contener no menos de 44% y no mas de 51% de
grupos etoxi, calculado sobre la sustancia seca

Etoxi (%)

Es una constante instrumental que refleja la desviacion de
la correlacion ideal (B=1) y depende del area del detector,
la alineacidn dptica y las propiedades de dispersion de las
particulas 0 macromoléculas. Ecuacion (2-2)

Factor de coherencia ()

La filtracion tangencial sobre membranas se caracteriza
principalmente porque el flujo de alimentacion se mueve
de forma tangencial sobre la membrana y perpendicular
Filtracion tangencial al flujo que la atraviesa. La fraccion rechazada que
continua en la direccion del flujo se denomina retenido o
concentrado y el flujo que pasa a través de la membrana,
permeado

Aquellas fuentes donde la radiacion tiene una relacion de
fase constante entre las fases espaciales y temporales, es
decir, todas las ondas emitidas tienen la misma longitud
de onda y la misma orientacién, por ejemplo, los laseres

Fuente de luz coherente

Indica como esta correlacionado un proceso (0 una
Funcion de autocorrelacion g?(z) | variable) consigo misma a diferentes tiempos. Ecuacion
(2-1)

Mide la relacion entre el radio de la particula y el grosor

Funcion de Henry de la doble capa eléctrica. Ecuacion (2-12)

Es un polisacérido utilizado como agente gelificante que
se obtiene mediante la biotransformacion de glucosa con
bacterias de la familia Sphingomonas. Se propone

Gelana .
emplear en bebidas de soya, avena, arroz, almendras o
Aloe vera, leches vegetales, salsas, aderezos para
ensaladas, caramelos y helados
Sustancias Generalmente Reconocidas como Seguras
GRAS (GRAS, por sus siglas en inglés). Es un sistema para

revisar y aprobar los ingredientes adicionados en
alimentos procesados




Homogeneizador rotor y “estator”

La caracteristica distintiva de un mezclador rotor y
“estator” es que estd compuesto por un rotor o elemento
giratorio con velocidades tipicas entre 10 a 50 m/s,
colocado muy cerca de un “estator” (el elemento
mezclador fijo o estdtico). También son llamados
dispositivos de alto corte porque la disipacion de energia
local y las velocidades de corte generadas son mucho méas
altas que en un recipiente convencional mecanicamente
agitado

ICH

Siglas para el Consejo Internacional para la
Armonizacién de los Requisitos Técnicos para Productos
Farmacéuticos (International Council for
Harmonisation; ICH, por sus siglas en inglés). El consejo
ha avalado y publicado una lista de las clases de
disolventes residuales en medicamentos, considerandolos
como: 1) disolventes que deben evitarse, 2) disolventes
que deben limitarse y 3) disolventes con bajo potencial
toxico

indice de polidispersion

El indice de polidispersion obtenido mediante dispersion
de luz dindmica, es un nimero calculado a partir de un
ajuste de dos parametros de los datos de autocorrelacién
(analisis de cumulantes). El indice de polidispersion es
adimensional y valores por debajo de 0.3 indican sistemas
monodispersos o distribuciones de tamarios bajas

Intensidad de luz dispersada (1)

Es la cantidad de luz dispersada debido a las particulas en
suspension en un medio. Es utilizada en la evaluacion del
tamafio de particula en el analisis de dispersion de luz
dindmica. Las particulas suspendidas crean un patrén de
intensidad de luz dispersada al tiempo cero (t=0).
Ecuacion (2-1)

Masa molecular

Relacion entre la masa de una molécula y la unidad de
masa atomica unificada. Algunas veces se llama masa
molecular o masa molar relativa

Método de cumulantes

Es un método matematico que correlaciona los datos del
equipo de dispersion de luz dindmica a partir de una
funcion de distribucion normalizada para obtener el
tamafio de particula y el indice de polidispersion. Es
usada para determinar la funcién de distribucién de las
intensidades en pequefios intervalos de tiempo.
Ecuaciones (2-6 a 2-9)

Movilidad electroforética

La movilidad electroforética de una particula o molécula
cargada que se mueve en un campo eléctrico, se define
como el cociente entre su velocidad y el campo eléctrico
aplicado. Es decir, la velocidad que adquiere la particula
en funcién del campo eléctrico aplicado
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Nanoparticulas huecas compuestas de una cubierta sélida
Nanocapsula que crea un centro disponible para encapsular sustancias.
Son de tamafio nanométrico

Nanoparticulas de forma esférica sin membranas o capas
externas. Una nanoesfera esta compuesta por una matriz,
Nanoesfera donde la sustancia puede estar permanentemente o
temporalmente embebida, disuelta o covalentemente
ligada. Son de tamafio nanométrico

Particula de cualquier forma con dimensiones en el

Nanoparticula intervalo de 1x10°my 1x107 m

Es un farmaco que usa para tratar el sarcoma de Kaposi,
Paclitaxel el cancer de ovario y el de mama. El paclitaxel impide la
formacion de células porgue bloquea su multiplicacién

La pectinmetilesterasa, PME, con ndmero de
clasificacion E.C. 3.1.1.11 (Grassin y Coutel, 2010), es la
primera enzima que actua sobre la pectina, produciendo
pectinas con diferentes propiedades funcionales vy
estructurales. Tiene una relacion importante en la
fisiologia de las plantas. La desmetilacion de las pectinas
por accion de la PME produce la formacion de grupos
carboxilo terminales en las pectinas, metanol y agua

Pectinmetilesterasa (PME)

Relacion entre la intensidad de un campo eléctrico en el
Permitividad relativa (&r) vacio y la de un medio dado. Anteriormente se llamaba
constante dieléctrica. Ecuacion (2-12)

La polifenoloxidasa, PFO, con nimero de clasificacion
E.C. 1.10.3.1 (van Oort, 2010), estd implicada en dos
reacciones de transformacion de los compuestos
fendlicos, hidroxilacion y oxidacion. Cuando realiza la
primera actividad se conoce comunmente como cresolasa
Polifenoloxidasa (PFO) y se refiere a la hidroxilacion de un monofenol en la
posicién orto para producir difenoles. Para la segunda
reaccion se le conoce como creseolasa; la misma enzima
oxida los difenoles para convertirlos en quinonas, que
después de varios procesos de polimerizacién con otros
compuestos, forman melaninas

La poligalacturonasa, PG, con numero de clasificacion
E.C. 3.2.1.15 (Grassin y Coutel, 2010), produce la
Poligalacturonasa (PG) hidrolisis aleatoria de los enlaces a(1-4) de las pectinas y
otras galacturonanas, formando cadenas pécticas mas
cortas 0 acido poligalacturonico

Su denominacion quimica es pol[1-oxo-1-pirrolidinil)-
etileno]. Es un polimero vinilico que se produce a partir
del mondmero vinilpirrolidona, por polimerizacion
vinilica por radicales libres. Se usa en alimentos como
agente de retencion de color, agente clarificarte, agente
de glaseado, espesante y estabilizante. Clasificado como

Polivinilpolipirrolidona (PVP)
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aditivo quimico por el Codex Alimentarius, SIN: 1201.
(Codex Alimentarius, 1995)

Es un copolimero no idénico condensado de oOxido de
etileno y Oxido de polipropileno, teniendo una masa
molecular de 12 500 kg/mol. Es facilmente soluble en
Poloxamero 407 (Pluronic® F-127) |agua y en alcohol, pero es insoluble en etilenglicol y en
propilenglicol. Es usado en alimentos como agente
solubilizante y estabilizante para saborizantes
concentrados

Es la cantidad de energia que emite un instrumento de
Potencia ultrasonica homogeneizacion ultrasénica. Sus unidades son los watts
(W)

Es definido como el potencial eléctrico superficial de las
particulas en dispersion, generado en la doble capa
eléctrica difusa, es decir entre la particula y el plano de
deslizamiento. También es una medida de estabilidad de
las particulas ya que se consideran particulas neutras e
inestables cuando tienen potenciales zeta cercanos a cero.
Mientras que las particulas con potenciales zeta mayores
a 30 mV y menores a -30 mV son consideradas estables

Potencial zeta ()

Es obtenido a partir del analisis de dispersion de luz
dindmica y el método de cumulantes. El primer
Primer cumulante (k,T") cumulante esté relacionado con los valores promedios de
los coeficientes de difusion traslacional de las particulas.
Con el cual se obtiene el tamafio de particula promedio

Accion de dilatar un cuerpo gaseoso haciéndolo menos
denso. Las rarefacciones son areas de ondas ultrasonicas
que tienen baja presion, ya que la distancia entre las ondas
Rarefaccion y las burbujas de gas es mayor. Lo opuesto es la
compresion que es la accion de tener areas donde las
ondas tienen mas alta presion a medida que la distancia
entre las burbujas es menor

Un recubrimiento comestible es definido como una capa
delgada de un material comestible, que es aplicada sobre
la superficie del alimento en forma liquida. Usualmente
el alimento se sumerge en una solucion formada con
sustancias como carbohidratos, proteinas, lipidos o una
mezcla de estas u otras sustancias

Recubrimiento comestible

Esta ruta convierte a los carbohidratos simples derivados
de la glucolisis y la ruta de la pentosa fosfato en
Ruta fenilpropanoide o del acido |aminoacidos aromaticos. La enzima clave en la

shikimico biosintesis es la fenilalanina amonio-liasa. Es la ruta
principal para la biosintesis de compuestos fendlicos en
la mayoria de las plantas

Obtenido a partir del método de cumulantes en el analisis

Segundo cumulante (k,T . > N :
g (k2T) de dispersion de luz dindmica, corresponde a la varianza
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de la distribucion de tamafios de las particulas en
suspension

Las particulas son separadas con base en su densidad. El
tamafio solamente afecta la velocidad a la cual las
particulas alcanzan su posicién isopicnica. Las
separaciones son realizadas a condiciones de densidad
constante. La temperatura y la presion pueden alterarse
durante su ejecucion

Separacion isopicnica (densidad)

El “sonotrodo” o cuerno ultrasénico, es la parte del
equipo de homogeneizacion que se encuentra en contacto
Sonotrodo con el liquido. Normalmente fabricados de titanio, su
funcion es suministrar hacia el medio las ondas acusticas
generadas por un transductor

Para describir el tamafio de las particulas liquidas o
solidas (por ejemplo, aerosoles) se usa el diametro
promedio o equivalente. En la medicion del tamafio de
particula mediante dispersion de luz dindmica, el tamafio
de particula es el promedio de los diametros
hidrodindmicos calculados

Tamafio de particula (TP)

Una sustancia utilizada para modificar las propiedades de
superficie de los componentes liquidos de un alimento,
para una variedad de efectos diferentes a los
Tensoactivo emulsificantes, incluyendo agentes solubilizantes,
dispersantes, detergentes, humectantes, rehidratantes,
agentes de batido, agentes espumantes y agentes
antiespumantes

Este pardmetro es obtenido a partir del andlisis de
cumulantes en el analisis de dispersion de luz dindmica.
Provee una medida de la asimetria de la distribucién de
los tamafios de particula en suspension.

Tercer cumulante (k,I")

Es el tiempo al cual la sefal de retrodispersion (ABS),
medida con un analizador 6ptico (por ejemplo, un equipo
denominado Turbiscan), se incrementa o disminuye, con
respecto al valor base que generalmente es de cero

Tiempo de inestabilidad

El Indice de estabilidad del equipo conocido como
Turbiscan (Turbiscan Stability Index; TSI, por sus siglas
TSI en inglés), es un parametro especifico desarrollado por los
formuladores de este equipo para comparar y caracterizar
la estabilidad fisica de diversas formulaciones

Es un instrumento de andlisis Optico que permite la
determinacion rapida y sensible de los mecanismos de
desestabilizacion (cremado, sedimentacion, floculacion y
coalescencia).

Turbiscan®

Es la velocidad a la cual decae la funcion de correlacion
Velocidad de decaimiento (I') |y esta relacionada con la difusion de traslacion de las
particulas en suspension. Las particulas pequefias se
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mueven mas rapidamente y la velocidad de decaimiento
de la funcion de correlacidn es mayor que para particulas
grandes que se mueven a menor velocidad

Viscosidad dinamica

Para un flujo laminar de un fluido, es la relacion entre el
esfuerzo de cizallay la velocidad de cizalla perpendicular
al plano de corte

Caracteres griegos

[-caroteno

Es un compuesto quimico de la familia de los
carotenoides. Su nombre cientifico es 3,3-caroteno que es
dado por la IUPAC. Es usado en el area alimentaria como
colorante (del rojo al amarillo), natural o artificial,
liposoluble, es decir, se obtiene de forma natural por
extraccion en zanahorias, aceite de palma y algas o
fabricado de manera sintética por biosintesis microbiana.
Es transformado por el cuerpo en vitamina A. Se emplea
en bebidas, panaderia, dulces, mantequillas, entre otros.
Clasificado como aditivo quimico por el Codex
Alimentarius SIN: 160a(i) y 160a(ii) (Codex
Alimentarius, 1995)

ABS

Es definida como la cantidad de luz retrodispersada (BS,
backscattering) por las particulas en suspension en
funcion de la cantidad de luz retrodispersada a un t=0,
medido en un analizador 6ptico como el conocido como
Turbiscan

Nota: Esta tesis usa el punto decimal (DOF, 2009)
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue desarrollar capsulas de tamafio nanométrico, con buena
eficiencia de encapsulacion (EE) y estables, mediante el método de emulsificacion-difusion
y ultrasonido durante la homogeneizacion, capaces de encapsular aceite de limoén, romero y
curcumina para evaluarlos como aditivos en la conservacion de papaya fresca cortada. Las
capsulas se formaron con B-caroteno como compuesto activo modelo. Las variables
independientes fueron: la cantidad de B-caroteno, la cantidad de polimero (poli-(e-
caprolactona); PCL) y la potencia ultrasonica. Las condiciones ideales determinadas a partir
de un disefio central compuesto para fabricar las nanocapsulas fueron: 237 mg de 3-caroteno,
307 mg de PCL y 54 W de potencia ultrasonica, obteniéndose nanocapsulas con tamarios de
particula (TP) de 306.5 nm, indices de polidispersion (IPD) de 0.054, potenciales zeta (C) de
-25.4 mV vy eficiencia de encapsulacion (EE) del 75%. En las condiciones ideales se
prepararon nanocapsulas de aceite de limdn, aceite de romero y curcumina con TP menores
a 150 nm, con IPD menores a 0.2, { mayores a -15 mV y EE mayores al 80%, usando PCL y
etilcelulosa como polimeros barrera. El anélisis de estabilidad fue realizado con nanocépsulas
de aceite de limon, aceite de romero y curcumina formadas con PCL y etilcelulosa como
polimeros y Pluronic® F-127 (PF-127) o alcohol polivinilico (PVA) como estabilizantes. La
sedimentacion fue el mecanismo principal de inestabilidad. Asi mismo, las nanocapsulas
fueron estables por lo menos durante 30 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.
Los sistemas de nanocapsulas con aceite de limodn/etilcelulosa, aceite de limon/PCL,
curcumina/etilcelulosa y curcumina/PCL se probaron como recubrimiento comestible sobre
papaya fresca cortada, envasada en vasos de polipropileno cristalino con tapa y almacenada
por 17 dias a 4°C. Las nanocapsulas de aceite de limén con etilcelulosa o PCL mostraron los
mejores resultados en la conservacién de papaya, ya que mantuvieron con variaciones
minimas los valores de pH, acidez y s6lidos solubles totales. Redujeron también la velocidad
de respiracion, que fue correlacionada con el mantenimiento en el color medido
objetivamente, la firmeza y la cantidad de carotenos en el fruto cortado. También se observo
un decremento de las actividades enzimaticas polifenoloxidasa (PFO) y pectinmetilesterasa
(PME). Con el tratamiento usando nanocapsulas de aceite de limén/etilcelulosa se logré una

inhibicion de la PFO de hasta el 47% que se relaciond con la conservacién de los fenoles
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totales. Para la PME, las menores actividades se encontraron cuando se utilizaron las

nanocapsulas, asociandose con una menor pérdida de firmeza de los trozos de papaya.

Palabras clave: Optimizacion, nanocapsulas, homogeneizacion por ultrasonido, aceite de
limén, aceite de romero, curcumina, papaya fresca cortada
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ABSTRACT

The aim of this work was to develop nanocapsules with nanometric size, good encapsulation
efficiency (EE) and stable. The emulsification-diffusion method and ultrasonication for
homogenization was capable to encapsulate lemon oil, rosemary oil, and curcumin. The
nanocapsules were evaluated as food additives in the conservation of fresh-cut papaya. The -
carotene was used as an active compound model in the optimization method. The independent
variables were: the amount of -carotene, the amount of barrier polymer (poly-(e-caprolactone),
PCL), and the ultrasonic power. The ideal conditions to manufacture nanocapsules were: 237 mg
of B-carotene, 307 mg of PCL and 54 W of ultrasonic power, obtaining nanocapsules with a
particle size (PS) of 306.5 nm with a polydispersion index (IPD) of 0.054, a zeta potential ({) of
-25.4 mV, and an EE of 75%. At these ideal conditions if was possible to prepare nanocapsules
of lemon oil, rosemary oil and curcumin with PS less than 150 nm, with an IPD less than 0.2, a ¢
greater than -15 mV and an EE greater than 80%, using PCL and ethyl cellulose as barrier
polymers. The stability analysis was carried on with the nanocapsules of lemon oil, rosemary oil,
and curcumin formed with PCL or ethyl cellulose as polymers and Pluronic F-127® (PF-127) or
polyvinyl alcohol (PVA) as stabilizers, where the sedimentation was the predominant mechanism
of instability. Likewise, the nanocapsules were stable for at least 30 days of storage at room
temperature. The nanocapsules with lemon oil/ethyl cellulose, lemon oil/PCL, curcumin/ethyl
cellulose and curcumin/PCL were tested on fresh-cut ‘Maradol’ papaya packaged and stored for
17 days at 4°C. The nanocapsules of lemon oil/ethyl cellulose and lemon 0il/PCL showed the best
results in the conservation of papaya. The nanocapsules maintained minimum variations of pH
values, acidity, and total soluble solids. Additionally, they reduced the respiration rate, which was
correlated with a maintenance in the color, firmness, and carotenes concentration in the fresh-cut
papaya. Also, a decrement of the enzymatic activities polyphenol oxidase, PFO, and pectin
methylesterase, PME, was obtained, with an inhibition up to 47% for PFO with the treatment of
nanocapsules of lemon oil/ethyl cellulose, which caused the conservation of the total phenols. For
PME, the lowest activities were found when nanocapsules treatments were used by associating

with the least firmness loss.

Keywords: Optimization, nanocapsules, ultrasonic homogeneization, lemon oil, rosemary oil,

curcumin, fresh-cut papaya
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CAPITULO |: PROBLEMATICA

1.1. Introduccion

Las frutas frescas cortadas han tenido un rapido crecimiento en el mercado internacional,
particularmente en los Estados Unidos, Reino Unido y Europa en general, incrementandose
6% cada afio de manera global. Este tipo de productos estan disefiados para maximizar la
conveniencia para los consumidores, dado que se encuentran listos para su consumo,

mientras mantienen la frescura y la calidad nutricional (Wilson et al., 2019).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos estadounidense (Food and Drug
Administration; USFDA, por sus siglas en inglés), define a los productos frescos cortados
como: frutas y vegetales minimamente procesadas, que han sido alteradas de su forma
original y han sido peladas, rebanadas, cortadas, picadas, cortadas en tiras o0 descorazonadas,
con o sin lavado u otro tratamiento, antes de ser empaquetadas para su uso por el consumidor
0 establecimiento minorista (United States Food and Drug Administration, 2008). Sin
embargo, debido a los cortes de los tejidos, se inician una serie de cambios fisicoquimicos y
bioquimicos en las frutas y verduras que promueven la disminucién de su vida Gtil (Baldwin,
y Bai, 2011).

La papaya (Carica papaya) es una fruta climatérica rica en nutrientes como provitamina A,
carotenoides, vitamina C, vitamina B, licopeno, fibra dietética y minerales, teniendo
propiedades laxantes, disminuye la indigestién y se ha estudiado su uso para prevenir
padecimientos cardiacos y distintos tipos de cancer (Yogiraj et al., 2014). Por tal motivo, la
papaya es la tercera fruta tropical méas consumida en el mundo y una de las méas importantes
desde el punto de vista econdmico y social, al ser una fuente de ingresos para miles de
familias y al mismo tiempo un medio de captacion de divisas para los paises productores
(Sandoval et al, 2017). Sin embargo, la papaya fresca cortada es un producto altamente
perecedero, debido a los efectos secundarios asociados con el corte de los tejidos,
incrementandose la velocidad de respiracion, la produccion de etileno y la sobreproduccion
de enzimas, que estan relacionadas con la disminucion de las caracteristicas organolépticas

y nutricionales del alimento (Rivera-Lopez et al., 2005). Se han propuesto diferentes
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alternativas para incrementar la vida Gtil de la papaya fresca cortada, donde los tratamientos
quimicos, los recubrimientos comestibles a base de hidrocoloides y las atmdsferas
modificadas han mejorado la calidad de la papaya (Ayon-Reyna et al., 2015; Gonzélez-
Aguilar et al., 2009; Kuwar et al., 2015; Waghmare y Annapure, 2013).

Recientemente, se ha revisado que la nanotecnologia puede ser una excelente herramienta
para la conservacion de productos frescos cortados. En este sentido, la nanotecnologia es la
aplicacion de los conocimientos de la materia a escala nanométrica y ha tenido aplicaciones
en diferentes areas de la ciencia incluyendo la cadena de transformacion de los alimentos.
Para aplicaciones sobre alimentos se han fabricado y utilizado nanoparticulas inorgénicas
(Meng et al., 2014), nanoparticulas lipidicas solidas (Zambrano-Zaragoza et al., 2013) y

nanoparticulas poliméricas (Zambrano-Zaragoza et al., 2018).

Las nanoparticulas poliméricas se han usado para la encapsulacion de componentes activos,
que sirven a su vez, para proteger a los componentes encapsulados del ambiente externo,
disminuyendo su descomposicion por el calor, la luz, el oxigeno y el pH, incrementando su
estabilidad. Ademas, pueden promover una liberacion controlada de los componentes
encapsulados maximizando su funcidén. Los materiales para la nanoencapsulacion de
componentes activos son generalmente polimeros biodegradables sintéticos o biopolimeros
semisintéticos o naturales, aprobados por la FDA para su uso en contacto con los alimentos
(Jafari, 2017). Especificamente se han usado nanocapsulas de a-tocoferol para la
conservacion de manzana (Galindo-Pérez et al., 2015) y nanocapsulas de B-caroteno en la

conservacion de meldn fresco cortado (Zambrano-Zaragoza et al., 2017).

No obstante, pocos estudios se han realizado sobre la nanoencapsulacion de aceites de limon,
aceite de romero y curcumina y su funcionalidad como promotores de la conservacion de los
alimentos. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue encontrar las condiciones ideales de
elaboracion de nanocéapsulas con el método de emulsificacion-difusion con ultrasonido como
sistema de homogeneizacion, para preparar nanocapsulas nanometricas, estables y con buena
eficiencia de encapsulacion (EE), con la intencion de encapsular aceite de limén, aceite de
romero y curcumina que sirvan como recubrimientos comestibles en la conservacién de

papaya fresca cortada.
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1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

Desarrollar nanocapsulas con buena eficiencia de encapsulacion y estables mediante el
método de emulsificacion-difusion acoplado con homogeneizacion por ultrasonido con dos
polimeros (poli-(e-caprolactona) y etilcelulosa), capaces de encapsular aceite de limoén,

romero y curcumina para la conservacion de alimentos.

1.2.2. Objetivos particulares

1.- Obtener mediante un disefio central compuesto las condiciones dptimas de preparacion

de nanocapsulas de B-caroteno usando ultrasonido como método de homogeneizacion.

2.- Obtener y caracterizar nanocapsulas con dos polimeros diferentes (etilcelulosa y PCL)
que contengan aceite de limon, aceite de romero y curcumina preparadas bajo las condiciones

Optimas encontradas con la preparacién de nanocapsulas de B-caroteno.

3.- Demostrar la estabilidad fisica de nanocapsulas conteniendo aceite de limon, aceite de
romero y curcumina, formadas con PCL vy etilcelulosa como polimeros barrera y PF-127 y

PV A como estabilizantes.

4.- Evaluar el efecto de las nanocépsulas de aceite de limén, aceite de romero y curcumina

preparadas con PCL y etilcelulosa sobre la vida Util de papaya fresca cortada.
1.3. Hipotesis

e Es posible formar nanocapsulas usando polimeros biodegradables (poli-(e-
caprolactona) y etilcelulosa) mediante el método de emulsificacion-difusién acoplado
con ultrasonido.

e Es posible obtener nanocapsulas capaces de encapsular aceite de limén, aceite de
romero y curcumina, reduciendo los tiempos de preparacion e incrementando la
eficiencia de encapsulacion.

e Es posible probar los nanosistemas como potenciales compuestos activos para la

conservacion de papaya fresca cortada.
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CAPITULO II: ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de la nanotecnologia

La nanotecnologia es una ciencia que ha tenido un crecimiento importante en diferentes areas
durante las Gltimas décadas. La definicion mas simple de la nanotecnologia esta dada por
Ramsden (2016), quien indica que la nanotecnologia es “la tecnologia a nanoescala”. Otras
organizaciones han descrito una definicion més amplia, por ejemplo, la Organizacion
Internacional para la Estandarizacion (ISO, por sus siglas en inglés) ha definido a la
nanotecnologia como “la aplicacion de los conocimientos cientificos para manipular y
controlar la materia predominantemente en la nanoescala, para hacer uso de las propiedades
dependientes de la estructura y del tamafio, habiendo fenémenos distintos entre aquellos
asociados con los atomos o moléculas y los mismos materiales con tamafios mayores” (ISO

80004-1, 2007).

De acuerdo con lo descrito por Chung et al. (2017), quienes se basaron en diferentes expertos
financieros, la nanotecnologia tendra un mayor impacto en la sociedad en el 2025. En 2008
por ejemplo, se invirtieron alrededor de 15 mil millones de dolares para la innovacion de
materiales nanoestructurados y se emplearon cerca de 400,000 especialistas en todo el
mundo. Se prevé que en 2020 el desarrollo de productos nanotecnolégicos tenga un valor
estimado de 3 billones de dolares estadounidenses para la economia mundial, mientras que
las empresas comerciales productoras y distribuidoras de nanotecnologia seran capaces de

requerir al menos 6 millones de trabajadores y especialistas.

La nanotecnologia ha sido aplicada en el area farmacéutica para la elaboracion y formulacion
de nuevos sistemas de liberacién de farmacos, siendo recientemente mas especificos y
dirigidos (Hadjidemetriou et al., 2017). En el &rea de biomedicina se han empleado
nanoparticulas metalicas para el tratamiento de diversas enfermedades siendo de especial
importancia el tratamiento de canceres (Saji et al., 2010). En las ciencias computacionales y
tecnologias de la informacidn, se ha utilizado la nano-litografia para generar componentes

electronicos nanométricos, con mayor capacidad de procesamiento de datos y una gran
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mejora en la eficiencia energética. Asi mismo, ha sido util en paneles solares incrementando

con ello la eficiencia y la produccion energética (Im et al., 2014).

En el area de alimentos, se han utilizado nanoparticulas magnéticas para desinfeccion y
nanoparticulas poliméricas para la conservacion de frutas y verduras (Zambrano-Zaragoza et
al., 2018). De esta manera, es posible citar y detallar innumerables desarrollos
nanotecnoldgicos que han sido fabricados gracias a la comprensién del comportamiento de

la materia en estado atbmico y nanométrico.

2.1.1. Definicién de los nanomateriales

Muchos paises y organizaciones estan estableciendo definiciones y marcos normativos para
conceptualizar la nanotecnologia y en especifico el término nanoparticula, ya que desde el
punto de vista de seguridad es imperativo acotar los tamafios limite para los nanosistemas.
En la Unién Europea (UE), la institucion principal que rige la nanotecnologia y las
aplicaciones nanotecnoldgicas es la Regulacion Europea sobre Registro, Evaluacion,
Autorizacion y Restriccion de Sustancias Quimicas (REACH, por sus siglas en inglés). El
comité normativo indica como definicion de nanomateriales que “son sustancias quimicas o
materiales cuyas particulas tienen un tamafio entre 1 y 100 nm en al menos una de sus
dimensiones” (Lidén, 2011).

Un punto de vista similar fue dado por la IUPAC en el afio 2012, indicando que las
nanoparticulas son “particulas de cualquier forma y tamafio con dimensiones en el intervalo
de 1x10° y 1x107 m”; sin embargo, se presentan algunas notas adicionales donde se
menciona que “debido a otros fendmenos (transparencia o turbidez, ultrafiltracion,
estabilidad de las dispersiones, entre otros) se considera ocasionalmente una extension del
limite superior; por lo cual, para el prefijo -nano- es aceptado para dimensiones menores a
los 500 nm (Vert et al., 2012).

Asi mismo el organismo mas importante para la regulacion de componentes adicionados en
alimentos y farmacos en Estados Unidos, la Administracion de Farmacos y Alimentos (FDA
por sus siglas en inglés), no contempla una definicion total para describir a los
nanomateriales; sin embargo, adopta en cierto modo las definiciones anteriores, tomando

como referencia lo especificado por la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI, por sus
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siglas en inglés), especificando que la nanotecnologia es “la comprension y el control de la
materia a dimensiones aproximadamente entre 1 y 100 nm, donde los fendmenos Unicos
permiten nuevas aplicaciones” (NNI, 2019). Sin embargo, la FDA también toma en cuenta
aquellos materiales o sistemas que tienen tamafios mayores a 100 nm, mencionando que “son
nanomateriales si exhiben propiedades o fendmenos incluyendo propiedades quimicas o
fisicas o efectos biologicos, que son atribuibles a sus dimensiones incluso si estas

dimensiones son mayores al intervalo de nanoescala y hasta los 1000 nm” (FDA, 2014).

En este sentido, se pueden puntualizar diferentes opiniones cientificas y normativas que son
de gran importancia en la aplicacion y seguridad de los nanomateriales. Para la comunidad
cientifica los nanomateriales son sistemas con por lo menos una dimension entre 1 'y 100 nm,
excluyendo otros sistemas (por ejemplo, poliméricos) donde los tamafios normalmente
obtenidos superan los 100 nm. De esta manera, se ha tenido un amplio debate respecto a una
definicién total y global sobre el tamafio de las nanoparticulas. Quintanar-Guerrero et al.
(2012), indicaron que para ciertos materiales (inorganicos) es posible obtener particulas con
tamarios inferiores a 100 nm, pero para otros, como los poliméricos o lipidicos, un tamario
menor a los 1000 nm es aceptable considerando que en esta escala las propiedades de los

materiales cambian.

2.2.Métodos de preparacion de nanoparticulas

Para la preparacion y obtencion de nanoparticulas se han descrito diferentes metodologias,
incluyendo entre las méas populares las nanoparticulas inorgénicas de oro, plata, TiO2, ZnO
y Al203 y se han fabricado nanoparticulas poliméricas como nanocapsulas y nanoesferas. La
diferencia entre nanocapsulas y nanoesferas radica en su morfologia donde las nanocapsulas
son estructuras vesiculares conformadas por una cavidad donde quedan incluidos compuestos
activos oleosos y estan rodeadas por una membrana polimérica, mientras que las nanoesferas
son densas matrices poliméricas donde el compuesto activo estd disperso de manera

homogénea en la particula (Reis et al., 2006).

2.2.1. Nanoparticulas poliméricas y su obtencién

Para la formacion de sistemas nanoparticulados poliméricos se han descrito diferentes

metodologias, donde la eleccion de un método en particular depende de la solubilidad de los
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polimeros y compuestos activos. La nanoencapsulacion o la inclusion de los activos en
matrices solidas o en dispersion sirven para proteger a los compuestos activos de las
condiciones ambientales desfavorables, por ejemplo: la oxidacion, cambios en el pH,

degradacién enzimaética, entre otros (Augustin y Hemar, 2009).

2.2.1.1.Emulsificacion-evaporacion de disolvente

El proceso de emulsificacion fue el primer método desarrollado para preparar nanoparticulas
poliméricas a partir de polimeros preformados. En este método, se preparan soluciones
poliméricas en disolventes volatiles (fase organica) y la emulsion es formulada usando una
fase acuosa conteniendo o0 no un estabilizante (fase acuosa). Para la reduccién del tamafio de
los glébulos cominmente se utilizan homogeneizadores de alta presién, ultrasonicos o

sistemas rotor y “estator”, seguido de la evaporacion del disolvente.

Durante la evaporacion, el disolvente se difunde a través de la fase acuosa o fase continua
de la emulsion, dando lugar a la formacion de las nanoparticulas poliméricas (Rao y
Geckeler, 2011). El tamafio de los nanosistemas es controlado mediante el ajuste de la
velocidad de la homogeneizacién, el tipo y cantidad de estabilizante, las viscosidades de las

fases (acuosa y organica) y la temperatura (Reis et al., 2006).

Los polimeros frecuentemente utilizados en la elaboracion de nanoparticulas usando el
método de emulsificacién-evaporacion son acido polilactico (PLA), acido polilactico-co-
glicolico (PLGA), etilcelulosa, acetato-ftalato de celulosa, poli-(e-caprolactona) y
polihidroxibutirato, donde la principal caracteristica es su biodegradabilidad y su baja
solubilidad en agua. Sin embargo, actualmente en la preparacién de nanoparticulas para uso
en alimentos se han estudiado diferentes compuestos de origen natural como los biopolimeros
y los lipidos (Joye y McClements, 2014; Weiss et al., 2006).

Anteriormente los disolventes més utilizados fueron el diclorometano o el cloroformo, pero
actualmente han sido reemplazados por disolventes con mejor perfil toxicolégico como el
acetato de etilo, de acuerdo con el Consejo Internacional de Armonizacién (ICH, por sus
siglas en inglés). Aunque pueden ser usadas diferentes tipos de emulsiones, las emulsiones
aceite en agua han tenido mayor interés debido a que se utiliza agua como no disolvente, lo

que simplifica y mejora la economia del proceso; asi mismo, facilita el proceso de lavado de
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las nanoparticulas (Mora-Huertas et al., 2010). Dentro de las desventajas, el proceso
unicamente puede ser aplicado a compuestos liposolubles, teniendo limitaciones en el
escalamiento debido a los altos requerimientos de energia para producir las nanodispersiones

(Quintanar-Guerrero et al., 1998a).

Desgouilles et al., (2003), han propuesto dos diferentes modelos para el mecanismo de
formacion de las nanoparticulas por el método de emulsion evaporacion de disolvente,
tomando en cuenta el comportamiento de dos polimeros diferentes (PLA vy etilcelulosa),
evaluando el comportamiento de la carga superficial de las emulsiones y las nanoparticulas,
asi como el tamafio durante el proceso de evaporacion, concluyendo que: 1) cuando se usa
etilcelulosa las gotas de emulsion son capaces de competir con el surfactante de la interfase
durante la evaporacion del disolvente, induciendo la inestabilidad de la emulsion,
provocando la agregacion y coalescencia de las gotas dispersas antes de convertirse en
nanoparticulas estables. 2) en cambio, al utilizar PLA como polimero, no se produce o es
limitada la agregacion y la coalescencia, de tal manera que una nanoparticula es el resultado

de una o pocas gotas de la emulsion de PLA.

En el area de alimentos el método ha sido usado para preparar nanoemulsiones de 3-caroteno
usando diferentes proteinas lacteas (Bodeldn et al., 2017; Lee y McClements, 2010). De la
misma forma se han preparados conjugados de aislados proteicos de suero de leche-
maltodextrinas para encapsular timol como agente antimicrobiano para alimentos (Shah et
al., 2012).

Para el control de plagas se ha nanoencapsulado avermectina usando un copolimero
compuesto por estireno y acido meta-acrilico (Liang et al., 2018). Ha sido util para la
nanoencapsulacién de curcumina, usando PLGA como polimero barrera, con lo cual se
mejora la biodisponibilidad oral y los efectos benéficos del activo (Umerska et al., 2018).
También se ha encapsulado fentil éster de acido cafeico con la finalidad de obtener sistemas
nanoparticulados capaces de incrementar la actividad anti-genotdxica del componente activo

(Arasog'y Derman, 2018).
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2.2.1.2. Método de precipitacion salina

El método esta basado en la separacion de un disolvente miscible en agua de una solucion
acuosa mediante un efecto de precipitacion salina (salting-out). En esta metodologia, el
polimero y el compuesto hidréfobo a ser encapsulado son inicialmente disueltos en el
disolvente miscible en agua, que es subsecuentemente emulsificado dentro de una fase acuosa
que contienen el agente salino que puede ser un electrolito (cloruro de magnesio, cloruro de
calcio o acetato de magnesio) o no electrolito (sacarosa) y un agente estabilizante. La adicion
de una cantidad suficiente de agua es usada para diluir la emulsion y mejorar la difusion del
disolvente orgéanico hacia la fase acuosa lo que provoca la formacién de las nanoparticulas
(Fathi et al., 2014). El siguiente paso consiste en la eliminacién del disolvente mediante
destilacion usando presion reducida. La ultracentrifugacion es utilizada para eliminar el
agente salino mediante repetidos lavados de la nanodispersion. De manera alternativa, el
disolvente y el agente salino pueden ser eliminados mediante filtracion en contraflujo
(Mendoza-Mufioz et al., 2012).

Aungue no se ha estudiado el mecanismo de formacion de las nanocéapsulas, este puede ser
similar al propuesto para la técnica de desplazamiento de disolvente, donde se considera que
las turbulencias interfaciales son generadas cuando la emulsion inicial es diluida con agua.
de ahi, las gotas de disolvente probablemente de tamafio nanométrico son rapidamente
estabilizadas por el agente estabilizante hasta que la difusion del disolvente hacia la fase
acuosa es completada totalmente, induciendo la agregacion del polimero y la formacion de

las nanoparticulas (Mendoza-Mufioz et al., 2012).

En el &rea de alimentos ha sido poco utilizado para la preparacion de nanoparticulas, siendo
la principal desventaja el proceso de purificacion, ya que se requiere eliminar, tanto el
disolvente como las sales utilizadas en exceso; sin embargo, puede ser una excelente opcion
cuando las barreras encapsulantes son proteinas, donde se requiere que las cadenas de
aminoacidos precipiten en la interfase de las nano-gotas via el efecto de precipitacion salina
(Rahimnejad et al., 2009).
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2.2.1.3. Desplazamiento de disolvente

El método comunmente Ilamado desplazamiento de disolvente o deposicion interfacial fue
establecido por Fessi y colaboradores en la década de los 80 del siglo XX, para la preparacion
de sistemas nanocapsulares poliméricos (Fessi et al., 1989). En este procedimiento el
polimero y la sustancia activa se disuelven en un disolvente semi-polar miscible en agua
como acetona o etanol (fase organica), mientras que un agente estabilizante se disuelve en
agua (fase acuosa) (Quintanar-Guerrero et al., 1998b). Posteriormente, la fase organica es
vertida o inyectada en la fase acuosa bajo agitacion moderada causando la rapida difusion
del disolvente miscible dentro de la fase acuosa. Como resultado se genera la formacion de
las nanogotas lipofilicas que contienen el componente activo. El polimero insoluble en agua
ahora migra hacia la interfase aceite/agua donde forma la membrana interfacial alrededor del
nacleo oleoso. La solucion resultante es concentrada por la evaporacion del disolvente

organico bajo presion reducida (Weiss et al., 2006).

De acuerdo con Lince et al. (2008) el mecanismo de formacion de nanoparticulas comprende
tres fases: 1) nucleacion, 2) crecimiento y 3) agregacion. En este aspecto, el fenébmeno de
supersaturacion es descrito como la fuerza que maneja todos los fendmenos involucrados. La
supersaturacion determina la velocidad de nucleacion y es definida como la relacién entre la
concentracion del polimero y la solubilidad del polimero en el disolvente orgénico. Asi
mismo, la dinamica de fluidos y la mezcla entre las fases también tiene un papel en la
formacion de los nanosistemas poliméricos. De esta manera, un mezclado pobre o nulo entre
las fases produce particulas grandes (baja velocidad de nucleacion), mientras que buenas
condiciones de mezclado provocan altas velocidades de nucleacién y grandes poblaciones de

nanoparticulas mas pequefas.

Quintanar-Guerrero et al. (1998a), indicaron que los procesos de nucleacion y crecimiento
no estan aparentemente involucrados, siendo la turbulencia interfacial el mecanismo
principal de formacion. El liquido con mayor tension superficial (fase acuosa) opone mayor
resistencia superficial sobre el liquido con menor tension superficial (fase organica),
provocando una diferencia entre las tensiones superficiales y turbulencias interfaciales con
la formacion de vortices de disolvente en la interfase de ambos liquidos. El disolvente, por
su parte, se difunde desde las regiones de baja tension superficial produciendo una
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precipitacion gradual del polimero sobre la superficie del aceite, lo que conlleva a la

formacion de las nanocapsulas.

Las ventajas del proceso de desplazamiento de disolvente incluyen: 1) simplicidad, 2) facil
escalabilidad, 3) buena reproducibilidad, 4) el que se evita el uso de grandes cantidades de
disolventes tdéxicos, 5) el que se obtienen particulas de tamafio nanométrico con
distribuciones de tamarios estrechos y 6) el que no se necesitan homogeneizadores de alta
energia. Sus desventajas son entre otros, la dificultad en la seleccion del sistema componente
activo/polimero/disolvente/no disolvente. Ademads, el método se ha limitado a la
encapsulacion de sustancias liposolubles, encontrandose bajas eficiencias de encapsulacion
usando compuestos activos solubles en agua (Mora-Huertas et al., 2010; Quintanar-Guerrero
etal., 1998a,b).

En el 4rea de los alimentos este método ha sido utilizado para encapsular vitaminas como a-
tocoferol (Khayata et al., 2012; Noronha et al., 2013), B-caroteno (Chu et al., 2007; Ribeiro
et al., 2008), carotenoides (Da Silva et al., 2017), curcumina (Chow et al., 2015; Gou et al.,
2011; Sheikhzadeh et al., 2016; Suwannateep et al., 2011), astaxantina (Tachaprutinun et al.,
2009), agroquimicos (Boehm et al., 2003), gama oryzanol (Ghaderi et al., 2015), aceites
esenciales (Granata et al., 2018; Herculano et al., 2015), quercetina (Farrag et al., 2018) y
geraniol (Yegin et al., 2015).

2.2.1.4. Método de emulsificacion-difusion

El método de emulsificacion-difusion puede ser considerado una modificacion del
procedimiento de precipitacion salina (salting-out), evitando el uso de sales y reduciendo los
pasos de purificacion (Quintanar-Guerrero et al., 1998b). En esta técnica se utilizan
disolventes parcialmente solubles en agua los que se saturan mutuamente para asegurar el
equilibrio termodindmico entre ambos liquidos. EI polimero y el compuesto activo se
disuelven en la fase organica previamente saturada con agua, mientras que un estabilizante
se disuelve en la fase acuosa saturada con el disolvente. Las dos fases son emulsificadas con
agitacion vigorosa. La subsecuente adicion de agua a la emulsion produce la difusion del
disolvente hacia la fase externa, dando como resultado la formacién de las nanocapsulas

(Mora-Huertas et al., 2011; Quintanar-Guerrero et al., 2012). El tiempo de difusion se ha
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calculado que es de 0.1 ms para el acetato de etilo, tomando en cuenta el radio de las
nanoparticulas y el coeficiente de difusion del acetato de etilo (Moinard-Chécot et al., 2008).
El paso final para obtener las nanoparticulas en dispersion es eliminar el disolvente, lo que
puede apoyarse con el uso de evaporacion al vacio, filtracion tangencial o ultrafiltracion
(Quintanar-Guerrero et al., 1998b).

Se ha descrito que el mecanismo de formacién de las nanocapsulas es debido a fendmenos
interfaciales durante la difusion del disolvente; sin embargo, este fendbmeno no puede ser
explicado en su totalidad por los efectos de conveccion causados por la turbulencia interfacial
(durante la subdivision de los globulos de la emulsidn). Por lo tanto, se ha sugerido que las
nanoparticulas son formadas debido a la inestabilidad fisicoquimica producida mayormente
por el transporte de disolvente mediante un mecanismo conocido como difusién y varado,
“diffusion and stranding”, en inglés (Quintanar-Guerrero et al., 1998b). La caracteristica
principal del mecanismo de difusion y varado, es que su aparicién es independiente del valor
de la tension interfacial que puede ser relativamente alto. Un buen ejemplo de este
mecanismo ocurre cuando una solucion de etanol y aceite es colocada suavemente en agua.
El alcohol, por sus propiedades quimicas, se difunde desde el aceite hacia el agua llevandose
con €l algo de aceite y formando con ello un sistema de tres componentes en la vecindad
inmediata de la interfase. A medida que el alcohol se difunde aun mas dentro del agua, el
aceite asociado se desecha de la solucion y queda varado (stranded) en el agua en forma de
finas gotas de emulsidn. Simultdneamente las gotas de agua pueden aparecer en el lado de la
interfase del aceite, debido a que el alcohol en el aceite permite disolver algo de agua por lo
cual el agua queda varada dentro del aceite (Lapez-Montilla et al., 2002). Retomando la idea
y extrapolandola al mecanismo de emulsificacion-difusion, la difusion del disolvente ocurre
desde los globulos de la emulsion hacia la fase externa, formando regiones locales de
supersaturacion en la interfase, produciendo con ello glébulos nuevos y pequefios en la fase
acuosa. De esta manera una gota de emulsion puede formar varias nanoparticulas en una
relacion de 1 a 10. Debido a que se produce el arrastre de los globulos de emulsion hacia la
fase externa, ocurre la des-solvatacion del polimero induciendo su agregacién y la formacion
de la barrera 0 membrana polimérica de las nanocapsulas. El uso de un estabilizante es
necesario para evitar la coalescencia o floculacion entre las particulas, con lo cual se

disminuye la formacién de agregados (Quintanar-Guerrero et al., 2012).
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Dentro de las ventajas del método de emulsificacion-difusion se incluye la robustez para la
formacion de los nanosistemas lo que implica la reproducibilidad lote a lote, asi como
eficiencias de encapsulacion mayores al 80% para sustancias liposolubles, versatilidad y la
facilidad de escalamiento. Sin embargo, existe una técnica alterna comunmente llamada
emulsificacion-desplazamiento de disolvente donde se evita el uso de agua para la dilucion
(Quintanar-Guerrero et al., 1999).

En el area de alimentos se ha utilizado el método de emulsificacion-difusion para
nanoencapsular diferentes compuestos oleosos como a-tocoferol (Galindo-Pérez et al., 2015;
Zambrano-Zaragoza et al., 2011), B-caroteno (Gonzélez-Reza et al., 2015), aceite de pescado
(Choi et al., 2010), eugenol (Choi et al., 2009), curcumina (Souguir et al., 2013), oleorresina

de capsaicina (Surassmo et al., 2010) y nanoesferas de zeina (Prasad et al., 2018).

2.3.  Polimeros usados para la preparacion de nanocapsulas poliméricas

Los polimeros biodegradables pueden ser naturales o sintéticos. En general, los polimeros
sintéticos ofrecen grandes ventajas con respecto a los polimeros naturales, debido a que
ofrecen una amplia gama de posibilidades con diferentes tipos de productos. Algunos de los
polimeros naturales tienen grupos funcionales importantes que son adecuados para
aplicaciones tales como ingenieria de tejidos y menos propensos a producir efectos toxicos.
Sin embargo, la presencia de grupos funcionales y contaminantes presentes en el material de

origen natural puede producir efectos inmunoldgicos indeseables (Shit y Shah, 2014).

Por otro lado, los polimeros sintéticos estan disponibles con una amplia gama de enlaces
quimicos que pueden afectar en gran medida la degradacion y otras propiedades derivadas.
Para obtener la propiedad intermedia, dos 0 méas polimeros se pueden mezclar y/o unir
guimicamente (co-polimerizar). Este ultimo enfoque basicamente ha atraido mucha atencién
debido a la posibilidad de generar polimeros con propiedades deseadas sin limitaciones
(Bhatia, 2016).

Los polimeros sintéticos biodegradables exhiben varias ventajas tales como: son moléculas
bioactivas sencillas de procesar que pueden incorporarse facilmente e imitar la estructura y

funcion natural. Sin embargo, también presentan numerosas desventajas al ser menos
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biocompatibles que los polimeros naturales y no se degradan facilmente para formar

bioproductos.

Los materiales poliméricos derivados de fuentes naturales son biocompatibles, el material
bioactivo se puede incorporar facilmente e imitan la estructura y composicion de las matrices
extracelulares naturales (Esfanjani y Jafari, 2016); sin embargo, es dificil controlar la
velocidad de biodegradacion y tienen una estabilidad mecanica pobre. Ademas, son sensibles

a la temperatura y es posible la transferencia de patdgenos (Dos Santos et al., 2016).

A diferencia de los polimeros naturales, los polimeros sintéticos tienen una gran ventaja, la
versatilidad. A través de la quimica creativa de polimeros, el polimero sintético puede
disefiarse a medida para satisfacer necesidades especificas. La toxicologia de los productos
de degradacion y la biocompatibilidad tisular de los polimeros son el principal problema para

decidir el éxito de los dispositivos.

Cuando se pretende que sean sistemas de liberacion a largo plazo, la citotoxicidad de los
productos degradados puede ser un problema menor debido a la velocidad de degradacion
lenta. Ademas, la distribucion de las masas moleculares de los polimeros sintéticos suele ser
mas estrechas a diferencia de las distribuciones de los polimeros naturales, lo que produce

una mejor reproducibilidad lote a lote (Bhatia, 2016).

Para la obtencion de nanoparticulas en alimentos se han utilizado diferentes polimeros
sintéticos como el acido polilactico, acido polilactico-co-glicélico (Gomes et al., 2011),
etilcelulosa (Suwannateep et al., 2011) y poli-(e-caprolactona) (Zambrano-Zaragoza et al.,
2011). Polimeros naturales como albumina, gelatina, alginato, colageno, quitosana y a-
lactoalbdmina, almidones, celulosas y pectinas también han sido Utiles en la preparacion de

nanoparticulas.
A continuacion, se describen algunos de ellos, ya que son parte de esta investigacion.

2.3.1. Poli-(e-caprolactona), PCL

La poli-(e-caprolactona) (PCL) es un polimero obtenido por polimerizacién con apertura de

anillo del mondmero &-caprolactona ciclico utilizando un mecanismo anioénico, cationico,
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catalitico de coordinacion o radicales (Labet y Thielemans, 2009) (Figura 1). La PCL es un
polimero semicristalino y su cristalinidad esta directamente relacionada con su masa
molecular. Este polimero solamente es soluble en disolventes organicos. Ademas, debido a
sus caracteristicas de ser un polimero biodegradable y biocompatible, la PCL se usa en varias
formulaciones para ingenieria de tejidos y administracion controlada de farmacos. La PCL
presenta innumerables ventajas sobre otros polimeros, como su bajo costo, facilidad de
conformacién y fabricacion que permiten tamafios de poro adecuados que producen la
liberacion controlada de los componentes activos encapsulados (Dos Santos et al., 2016). De
acuerdo con la FDA, la PCL ha sido aprobado para su utilizacion en contacto con los
alimentos (Sanchez-Garcia et al., 2008).

Figura 1: Estructura de la poli-(e-caprolactona), PCL (Labet y Thielemans, 2009)

En el &rea de alimentos la PCL se ha utilizado generalmente para la fabricacion de envases
para alimentos, por ejemplo se han fabricado peliculas con aceites esenciales para el control
de patogenos (Martinez-Abad et al., 2013); sin embargo, ha sido recientemente utilizada para
la obtencidn de nanoparticulas poliméricas conteniendo diferentes aditivos como a-tocoferol
(Galindo-Pérez et al., 2015; Noronha et al., 2014; Zambrano-Zaragoza et al., 2011), carvacrol

(Tampau et al., 2017) y la encapsulacion de Bifidobacterium (Vidhyalakshmi et al., 2009).

2.3.2. Etilcelulosa

La etilcelulosa es un derivado de la celulosa en el que algunos de los grupos hidroxilo en las
unidades repetidas de la glucosa anhidra se modifican en grupos éter etilico, denominados en
gran parte éter etilico no ionico de la celulosa (Figura 2). La etilcelulosa se ha utilizado
ampliamente para la microencapsulacion debido a sus propiedades versatiles, tales como: 1)

fisicamente es un polvo blanco a claro, inodoro e insipido; 2) es insoluble en agua pero
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soluble en muchos disolventes organicos tales como alcohol, éter, acetona y ésteres; 3) es
biocompatible y compatible con muchas celulosas, resinas y casi todos los plastificantes; 4)
no es biodegradable, por lo tanto, es utilizado en formulas orales Gnicamente; 5) es estable a
la luz, el calor, el oxigeno y la humedad y a ciertos productos quimicos; 6) no es toxico y se
encuentra en la categoria de compuesto “Generalmente Reconocido como Seguro” (GRAS,
por sus siglas en inglés) por la FDA estadounidense para su uso en contacto con los alimentos;
7) no es irritante; 8) no es hinchable, es insoluble en agua, por lo tanto, la compactibilidad y
la porosidad desempefian una funcién clave en la liberacidn de los compuestos activos a partir
de materiales hidrofobos; 9) en funcion de los contenidos de grupos “etoxi (%)”, existen tres
clases de etilcelulosa, conocidos como K, N y T, que contienen 44-47.9, 48-49.5 y 49.6-
51.0% de componentes “etoxi”, respectivamente. Segun la longitud de la cadena o el grado
de polimerizacion o el nimero de unidades de glucosa (Kamel et al., 2008; Murtaza, 2012;
Rekhi y Jambhekar, 1995).
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Figura 2: Estructura de la etilcelulosa (Rekhi y Jambhekar, 1995)

La etilcelulosa ha sido utilizada para la nanoencapsulacion de etil vainillina (Eltayeb et al.,
2015), en la preparacién de nanoparticulas lipidicas solidas para encapsular maltol (Eltayeb
et al., 2013), en la microencapsulacion de vitamina D2 (Shi y Tan, 2002), en ld&minas para
empaques alimenticios conteniendo aceites esenciales (Kwiatkowski et al., 2016), asi como

la encapsulacion de curcumina (Suwannateep et al., 2013).
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2.4. Equipos para homogeneizacion

Los métodos de homogeneizacion para la preparacion y fabricacion de nanoparticulas
normalmente se dividen en dos categorias, los métodos que requieren la aplicacion de alta

energia y los métodos de baja energia.

El método de desplazamiento de disolvente para la formacion de nanoparticulas poliméricas
suele utilizar dispositivos de baja energia como agitadores magnéticos o de propelas, donde
la formacidn de las gotas de emulsion estd en funcién de los fendmenos interfaciales. Por
consiguiente, en menor medida, es independiente de la energia de homogeneizacién aplicada
al sistema. Sin embargo, estos métodos tienen varias limitaciones tales como requerir una
gran cantidad de estabilizantes y se debe tener cuidado en la seleccién y combinacién del
estabilizante-coestabilizante. Ademas, son poco utilizados en aplicaciones industriales a gran
escala (Jafari et al., 2007b). De esta manera, diversos autores han reportado la formacién de
sistemas nanocapsulares poliméricos usando un sistema de agitacion magnética para la
formacion de nanocapsulas de licopeno (Dos Santos et al., 2015), bixina (De Sousa et al.,
2013) mediante el método de desplazamiento de disolvente. También se han preparado
sistemas nanocapsulares conteniendo o-tocoferol usando un método que combina la
policondensacion interfacial el polimero y la emulsificacion espontanea (Bouchemal et al.,
2004), nanocépsulas lipidicas cargadas de polifenoles y nanoesferas sin carga (Heurtault et
al., 2003).

Los métodos de alta energia incluyen los homogeneizadores de alta presion,
microfluidificadores, homogeneizadores ultrasonicos y sistemas rotor y “estator”. En los
procesos utilizando los métodos de alta energia, el mecanismo para la formacion de sistemas
de talla nanométrica es la ruptura de los sistemas hasta alcanzar un tamafio cercano o de
orden nanométrico. Las intensas fuerzas disruptivas son aplicadas a las muestras a ser
emulsificadas. Se requieren intensas energias del dispositivo u homogeneizador para generar
fuerzas disruptivas mayores a las fuerzas de restauracién que mantienen a las gotas en forma
esférica. El tamafio de las gotas depende de diversos factores como el tipo y disefio de
homogeneizador (homogeneizadores rotor y “estator”, homogeneizadores de alta presion,
homogeneizadores ultrasonicos), las condiciones de operacién del homogeneizador (presion,

temperatura, revoluciones por minuto, la potencia o la amplitud ultrasénica, nimero de pasos
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o ciclos, el disefio en el impedimento de las valvulas, la velocidad de flujo, entre otras), las
condiciones ambientales (temperatura), composicion de las muestra (fase oleosa, fase acuosa,
concentracion de tensoactivo) y las propiedades fisicoquimicas de la muestra) (Rodgers y
Trinh, 2016).

2.4.1. Homogeneizadores de alta presion

Los homogeneizadores de alta presion son comdnmente usados en la industria de los
alimentos para la produccion de emulsiones convencionales con tamafios de particula
pequefios de tamafio micrométricos hasta nanométricos. Para la produccion de
nanoemulsiones, por ejemplo, es necesario hacer una emulsion micrométrica previa a la
homogeneizacién con alta presion. La emulsion formada es puesta en la camara del equipo y
forzada con el uso de las altas presiones, a atravesar valvulas estrechas, de esta manera las
grandes gotas de la emulsién son destrozadas y convertidas a gotas con tamafios mas
pequefios debido a las intensas fuerzas incluyendo fuerzas disruptivas, de cizalla, cavitacion

y turbulencia (Stang et al., 2001).

Estos equipos comunmente requieren altas presiones extremas y mudltiples pasos para
producir nanoemulsiones. Otros factores que afectan el tamafio de las particulas en los
homogeneizadores de alta presion son la relacion fase oleosa/fase acuosa, la viscosidad y el
uso adecuado de estabilizantes (Schultz et al., 2004). Con los homogeneizadores de alta
presion se han desarrollado nanoemulsiones y nanoparticulas poliméricas de “paclitaxel” (ver
glosario) y acido polilactico-co-glicélico (polylactic-co-glicolic acid; PLGA) (Dong y Feng,
2007), nanoparticulas de almidon entrecruzado con trimetafosfato de sodio (Shi et al., 2011)

y nanoparticulas lipidicas sélidas (Silva et al., 2011).

2.4.2. Microfluidificadores

Similar a los homogeneizadores de alta presion, los microfluidificadores involucran la
aplicacion de altas presiones sobre una emulsion previamente formada para producir
nanoemulsiones, pero la emulsion pasa a través de pequefios canales donde la corriente se
divide y es pasada a traves de un canal fino. En la cAmara de interaccion, las dos corrientes
que se mueven rapidamente, colisionan una con otra produciendo altas fuerzas disruptivas

gue promueven la disminucién del tamafio de particula. La emulsion primaria se alimenta
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con una bomba neumaética que es capaz de presurizar el fluido hasta aproximadamente 150
MPa, que pasa a través de un area de choque, lo que crea altas fuerzas de cizalla. También,
genera distribuciones de tamafio de particula pequefias. Las fuerzas que gobiernan los
mecanismos disruptivos son la cavitacion y las fuerzas de cizalla producidos por las

turbulencias en los microcanales.

De acuerdo con diversas investigaciones se ha descrito que las ventajas de la
microfluidificacion radican en que se pueden obtener tamarios de particula nanomeétricos; asi
como, las distribuciones de tamafio son muy estrechas. Sin embargo, la microfluidificacion
tiene algunas desventajas especificas al realizar la reduccién de tamafios como los tiempos
largos y presiones altas que conducen al “sobre-procesamiento”; es decir, la recoalescencia

de las gotas de emulsién y un aumento en la distribucion de los tamafios.

Con los equipos de microfluidificacion se han desarrollado nanoparticulas poliméricas
cargadas con coenzima Q1o (Kwon et al., 2002) y corticoesteroides (Eerikdinen y Kauppinen,
2003), por citar algunos ejemplos. Pero ha sido mayormente utilizado para la formacion de
nanoemulsiones de a-limoneno (Jafari et al., 2007a), coenzima Q10 (Hatanaka et al., 2008) y
a-tocoferol (Hatanaka et al., 2010).

2.4.3. Homogeneizadores tipo rotor y “estator”

Los homogeneizadores tipo rotor y “estator” son ampliamente usados en procesos
industriales incluyendo la manufactura de alimentos, cosméticos, farmacos y productos del
cuidado de la salud. Muchos de estos productos implican emulsificacion cuando la
distribucion del tamarfio de gota afecta el procesamiento y las propiedades del producto. En
los dispositivos de rotor y “estator” hay dos mecanismos principales que pueden romper los
globulos de la emulsion, uno debido al rotor y otro debido al “estator” (Rodgers y Trinh,
2016).

Los mezcladores rotor y “estator” estan compuestos de un set de rotores moviéndose a alta
velocidad rodeados cercanamente de un set de “estatores” estacionarios (o pantallas). La
accion del rotor y el “estator” juntos generan la energia de mezcla, el esfuerzo de cizallay el

esfuerzo de elongacion, la turbulencia y la cavitacion (en diversas proporciones segun la
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velocidad, la viscosidad y otros parametros de flujo del fluido), que promueven la

homogeneizacién o la reduccion de tamafio de la muestra.

Los rotores giran a velocidades de 10 a 50 m/s y la distancia entre el rotor y el “estator”
generalmente se encuentran entre los 100 a 3000 um. Este disefio produce altas fuerzas de
cizalla y turbulencias intensas. La energia generada en el rotor regularmente se disipa en el
“estator”; por lo tanto, las velocidades de disipacion de calor son elevadas (Atiemo-Obeng et
al., 2004).

Los sistemas rotor y “estator” se han usado para la fabricacion de nano particulas poliméricas
capaces de encapsular diferentes componentes activos oleosos alimenticios (Zambrano-
Zaragoza et al., 2011), nanoparticulas de zeina (Zhong y Jin, 2009), nanoparticulas lipidicas
solidas (Garcia-Betanzos et al., 2017; Garcia-Betanzos et al., 2016; Zambrano-Zaragoza et
al., 2013), nanoparticulas lipidicas solidas enriquecidas con acidos grasos omega-3 (Lacatusu

et al., 2013) y nanocapsulas de B-caroteno (Gonzalez-Reza et al., 2015).

2.4.4. Homogeneizadores ultrasénicos

La homogeneizacion por ultrasonido ha sido ampliamente utilizado en la industria
alimenticia, siendo también empleada para preparar dispersiones micro y nanomeétricas
(Bermudez-Aguirre et al., 2011). El uso de ultrasonido ha sido objeto de investigacion y
desarrollo durante muchos afios y, como ocurre en otras areas, los intervalos de sonido
empleados se pueden dividir basicamente en ultrasonido de diagnostico de alta frecuencia 'y
baja energia en el intervalo de MHz y ultrasonidos de baja frecuencia, alta energia y potencia
en el intervalo de kHz (Mason et al., 1996).

El sistema ultrasénico esta compuesto por una fuente de poder que envia la energia eléctrica
hasta un transductor, dicho sistema genera el cambio de energia eléctrica a energia mecanica;
la cual, pasa a través de un “sonotrodo” enviando los impulsos mecéanicos hacia el medio a

dispersar u homogeneizar (Dolatowski et al., 2007).

El fundamento de la homogeneizacion por ultrasonido se basa en el proceso de cavitacion,
donde las ondas mecanicas que son enviadas por el “sonotrodo” viajan a través del medio

liquido, formando microburbujas de gas ocluido o vapor de agua. Las burbujas cambian de
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tamafio en dos mecanismos conocidos como compresion y rarefaccién, siendo funcién de la
amplitud de la onda sénica. Las burbujas llegan hasta un punto en que son altamente
inestables por los movimientos provocados por las ondas de sonido e implotan provocando
presiones localizadas de hasta 100 kPa y temperaturas alrededor de 5000 K
(Anandharamakrishnan, 2014), provocando la homogeneizacion de las muestras (Figura 3).

Las ventajas de usar homogeneizacion por ultrasonido incluyen: procesos de mezclado méas
eficientes, mayor transferencia de masa y energia, se reducen los gradientes térmicos y de
concentracion, se reduce el tamafio de los equipos, se incrementa la produccion y se eliminan

paros de procesos, ya que puede utilizarse como un sistema en linea (Chemat et al., 2011).

Compresion Compresién Compresion Compresion

\AANANAWAWS

Rarefaccién Rarefaccién Rarefaccion Rarefaccién Rarefaccion
- 0 o @ o O o O *
Formacu_)n de Crecimientoy compresion per!odlcos Tamaiio Cl’ltI.CO Implosién de las
burbujas de las burbujas por varios ciclos de las burbujas burbujas

Figura 3: Mecanismo de cavitacion durante la homogeneizacion por ultrasonido (lzadifar
etal., 2019)

La homogeneizacion por ultrasonido ha servido para preparar nanoparticulas de oro (Okitsu
et al., 2005), plata (Zhu et al., 2000), nanoparticulas lipidicas sélidas (Hou et al., 2003; Silva
et al., 2011), nanoparticulas lipidicas cargadas con “paclitaxel” (Yegin et al., 2006),
nanoparticulas sin carga de poli-(e-caprolactona) (Igbal et al., 2014) por la via del proceso de
doble emulsificacion. Por lo tanto, puede ser una buena herramienta capaz de encapsular

aditivos alimentarios como aceites esenciales y curcumina.
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2.5.  Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas, como nanoesferas, nanohidrogeles, asociaciones
moleculares, liposomas, entre otros. Son una etapa central en el disefio y desarrollo de los de
la nanotecnologia. Recientemente, con la transferencia de méas sistemas nanotecnoldgicos
desde la investigacion académica hacia su produccién industrial, es necesaria su
caracterizacion para satisfacer las necesidades en el control de calidad y la proteccién

ambiental.

2.5.1. Tamario de particula e indice de polidispersion

Las técnicas mas usadas para determinar el tamafio y la dispersion de las nanoparticulas son
la microscopia y la dispersion de luz dindmica. Mientras que con la microscopia electronica
de barrido se logra un anélisis de la apariencia morfoldgica de las particulas, con un analisis
granulométrico de las micrografias se puede obtener la distribucién de tamafios de los
sistemas a nanoescala. La dispersion de luz dinamica, permite una descripcion de la
distribucion del tamafio de las particulas y una estimacién de la masa de particulas molares;

sin embargo, no es posible conocer la morfologia del nanosistema en estudio.

La dispersion de luz dinamica (DLS; por sus siglas en inglés) utiliza la variacion en el tiempo
de la luz dispersada de las particulas suspendidas bajo el movimiento browniano para obtener
su distribucion del tamafio hidrodindmico y es la tecnologia mas popular para dimensionar

las nanoparticulas (Chu y Liu, 2000).

El DLS se ha utilizado para medir macromoléculas y particulas pequefias en suspension
diluida desde que existen las fuentes de luz coherentes, es decir, los laseres comerciales. La
norma ISO 22412 establece los criterios y los mecanismos fisicos (utiliza la funcion de
correlacion foton-foton para analizar las particulas en suspension) para la determinacion de
los radios hidrodindmicos de las nanoparticulas (ISO 22412, 2017; Tscharnuter, 2000).

Una caracteristica importante del movimiento browniano para DLS es que las particulas
pequefias se mueven rapidamente y las particulas grandes se mueven mas lentamente. La

relacion entre el tamafio de una particula y su velocidad debido al movimiento browniano se
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define con la ecuacion de Stokes-Einstein (Xu, 2015). Como las particulas estan

constantemente en movimiento, el patron de dispersion de luz también parecera moverse.

A medida que las particulas se mueven alrededor, la adicion de fase constructivay destructiva
de la luz dispersada hard que las &reas brillantes y oscuras crezcan y disminuyan en
intensidad, es decir, la intensidad parece fluctuar. Para las particulas pequefias que tienen un
movimiento alto el patrén de correlacidn caera rapidamente, mientras que, para las particulas
grandes con un movimiento browniano mas erratico, las correlaciones de dispersién de luz
decaeran lentamente (Figura 4). Dado que las particulas causan cambios localizados en el
indice de refraccion, las variaciones de intensidad producidas por las particulas son evaluadas

utilizando la funcién de autocorrelacién normalizada de segundo orden (Xu, 2008).

Correlacion perfecta
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Figura 4: Coeficiente de correlacion de las particulas de diferentes tamafios en funcion del
tiempo

La dispersion de luz dindmica mide la funcién del tiempo de correlaciéon normalizado g?(z),

de la intensidad de luz dispersada (I). La funcion normalizada para una dispersién esta dada

por la siguiente ecuacion (Frisken, 2001):

(I1(0)I(T))
9@ (x) = L5 2-1)
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donde 7 es la correlacion del tiempo de retardo. En la mayoria de los casos la intensidad de
la funcion de correlacion es escrita en términos de la funcion de correlacion g?(z) de la luz

dispersada, también Ilamada relacion de Siegert:

9P@ =1+BlgP @) (2-2)

donde 2 es el factor de coherencia, determinado en gran medida por la relacion entre el area
del detector y el area de coherencia de la luz dispersada. Generalmente £ es considerado un
parametro desconocido que debe ser ajustado de acuerdo con el analisis de datos obtenidos.
En el caso méas simple de una dispersion de particulas esféricas con movimiento browniano

g'(z) esta dada por:
gD () = exp (-T1) (2-3)
donde la velocidad de decaimiento I' es:
['=Dq (2-4)

donde D es el coeficiente de difusion de traslacion de las particulas y g es el vector de
dispersion de luz. En este punto, para particulas esféricas, D estd dado por la ecuacién de
Stokes-Einstein (Pecora, 2000):

_ kpT
- 6TINR

(2-5)

donde ko es la constante de Boltzmann, T la temperatura de medicion (normalmente 25°C) y
n la viscosidad del medio de dispersion y R el radio de las particulas. De aqui aplicando el

método de cumulantes (ver Glosario) se precisa la obtencion de (Koppel, 1972) :

kI'= [°G(Drde =T, (2-6)
kT = (2-7)

ksl = s, (2-8)

kal = g — 3(u2)? (2-9)
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donde um, son los momentos sobre la media.
El primer cumulante describe la velocidad de decaimiento de las particulas (2-6).

El segundo y el tercer cumulantes corresponden directamente a los momentos apropiados
sobre la media (2-7 y 2-8, respectivamente): el segundo momento corresponde a la varianza,
y el tercer momento proporciona una medida de la simetria o asimetria de la distribucion.
Solamente los tres primeros cumulantes son usados en los andlisis estandar, debido a que la
sobre-resolucion de las ecuaciones puede producir una mala interpretacion del tamafio

promedio de las particulas (Frisken, 2001).

El tercer cumulante (c) es normalizado por el cuadrado del segundo cumulante (b?), siendo
una buena medida de la amplitud relativa de la distribucion o el llamado indice de

polidispersién, que esta dado por la siguiente ecuacion (Malvern Instruments, 2004):
Indice de polidispersidad (IPD) = % (2 -10)

2.5.2. Potencial zeta

El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta la distribucion de los
iones en la regidn interfacial circundante, lo que resulta en un aumento de la concentracion
de contraiones (iones de carga opuesta a la de la particula) cerca de la superficie. Asi, existe

una doble capa eléctrica alrededor de cada particula (Mukherjee, 2013).

La capa liquida que rodea la particula existe como dos partes: una region interna, llamada la
capa de Stern, donde los iones estan fuertemente ligados y una region externa, difusa, donde
estdn menos firmemente unidos. Dentro de la capa difusa hay un limite tedrico dentro del

cual los iones y las particulas forman una entidad estable (Cano-Sarmiento et al., 2018).

Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los iones dentro del
limite se mueven con ella, pero cualquier ion mas alla del limite no viaja con la particula.

Este limite se denomina superficie de corte hidrodindmico o plano de deslizamiento.

El potencial que existe en este limite se conoce como potencial zeta (Bhattacharjee, 2016)
(Figura 5).
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Figura 5: Representacion esquematica del potencial zeta (Cano-Sarmiento et al., 2018)

El potencial zeta no puede ser medido directamente y es deducido de la movilidad
electroforética de las particulas cargadas que se mueven por la accion de un campo eléctrico
aplicado al sistema. La movilidad electroforética es primero calculada con la siguiente

ecuacion:

%4
fe =~ (2-11)

donde V es la velocidad de la particula (m/s) y E es la fuerza del campo eléctrico (Volt/cm),
siendo ambas cantidades conocidas. Con el célculo de e se puede calcular el potencial zeta
a partir de la ecuacion de Henry:

__ 2&r&0(f(Ka)

- (2-12)

e

donde &r =es la “permitividad” relativa del medio (ver Glosario), & = constante de

“permitividad” en el vacio, { es el potencial zeta, f(Ka) es la funcion de Henry y n es la

viscosidad a la temperatura del experimento.
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Cuando el espesor de la doble capa eléctrica es mucho méas pequefio comparado con el radio
de la particula (particulas de hasta 1 um) el valor de f(Ka) es de 1.5, por lo que la ecuacion
de Henry se modifica dando lugar a la ecuacion de Helmholtz-Smoluchowski de la siguiente

manera:

&r&of

He (2-13)
Por el contrario, para cuando el espesor de la doble capa eléctrica es mucho mayor que la
particula debido a su tamafio (particulas menores a 100 nm), la funcion de Henry toma un

valor de 1y la ecuacion de Henry puede ser modificada como la ecuacion de Hiickel:

_ 2&r&¢

- (2-14)

He
Esta ultima ecuacion generalmente no es utilizada para areas bioldgicas, ya que no es
aplicable para formulaciones en un medio acuoso, pero es muy util en la fabricacion de

materiales ceramicos e inorganicos (Bhattacharjee, 2016; Cano-Sarmiento et al., 2018).

2.5.3. Estabilidad fisica

El equipo patentado con el nombre de “Turbiscan®” es un analizador 6ptico de estabilidad,
que puede predecir la desestabilizacion potencial de los sistemas coloidales mediante el

analisis de dispersion de luz maltiple (Cosco et al., 2015).

El principio de medicion se basa en la deteccion de los cambios en la transmision y la
retrodispersion, en funcién de los movimientos de las particulas, siendo capaz de determinar
el mecanismo de inestabilidad del sistema (sedimentacion, cremado floculacion o

coalescencia) como se muestra en la Tabla 1.

El instrumento esta equipado con un cabezal de deteccion que se mueve hacia arriba y hacia
abajo a lo largo de una celda cilindrica de fondo plano. El cabezal de deteccidn esta
compuesto por una fuente de luz infrarroja pulsada (880 nm) y dos detectores sincronos. El
detector de la transmision recibe la luz a 180°, mientras que el detector de retrodispersion

analiza la luz dispersada hacia atras por la muestra a 45°.
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Tabla 1: Fendmenos de inestabilidad determinados por el equipo Turbiscan (Mengual et al.,

1999)

Fendmeno de

desestabilizacion

Migracion de particulas o

cambio de tamario

La densidad de la fase
dispersa es mayor que la
densidad de la fase

>

ABS (%)

SEDIMENTACION

continua, por lo que la ,
fraccion de volumen L
disminuira en la parte ALTURA (mm)
superior de la celda 'y SEDIMENTACION
aumentara en la parte

inferior.
La fase dispersa tiene una R e o s
densidad menor que la fase | it A f \\

continua, por lo que la SN YA | oo

fraccion de volumen 9 4 \ ; “
aumentara en la parte {| J
superior de la fase continua. L S , oo .
CREMADO ALTURA (mm)

FLOCULACI()N FLOCULACION/COALESCENCIA t (min)

B Floculacidn/Coalescencia l

Este fenomeno puede Vg g N

afectar el tamario de

particula promedio de las N .

particulas en la muestra ALTURA (mm)
COALESCENCIA
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El cabezal de deteccion hace un barrido a lo largo de la altura de la muestra, adquiriendo
simultaneamente datos de transmision y retrodispersion cada 40 um. El instrumento
proporciona algunas ventajas en comparacion con los enfoques clasicos. Es decir, es posible
medir la estabilidad de las dispersiones coloidales opacas y concentradas con un solo aparato
y detectar fendmenos de inestabilidad mucho antes y mas facilmente de lo que normalmente
es posible a simple vista (Celia et al., 2009). Los flujos medidos son calibrados con un
estandar reflectante que no absorbe la luz (esferas de poliestireno) y un estandar de

transmitancia (aceite de silicén) (Mengual et al., 1999).

Cuando las muestras se analizan, los objetos dentro de la suspension (gotitas, particulas
solidas, burbujas de gas, entre otros) dispersan la luz que luego es detectada por el
instrumento. De igual manera detecta la luz que es transmitida cundo hay menos o ninguna
particula absorbente. La intensidad de transmisidn o retrodispersién depende de la cantidad
de particulas que estan en suspension (Frising et al., 2006). El instrumento “Turbiscan” ha
sido util para determinar la estabilidad de nanoparticulas de poliéster-polisacarido
(Lemarchand et al., 2003), y para evaluar la estabilidad de nanoparticulas de 6xido de cerio
(Ce02) y 6xido de titano (TiOz) (Luo et al., 2017). Ha sido ampliamente usado en el anlisis

de estabilidad de emulsiones y nanoemulsiones (McClements, 2007).

2.6.Nanoparticulas aplicadas en alimentos

Durante las Gltimas décadas el desarrollo de nanocompuestos ha sido de interés en el area de
alimentos para su utilizacion en la obtencion de alimentos, procesado y almacenamiento,
fabricandose novedosos materiales con propiedades exclusivas, debido al incremento del
area superficial con respecto a su volumen dando lugar a un aumento en la cantidad de &tomos
en la superficie de las nanoparticulas, aumentando con ello la reactividad de los compuestos.
Desde el punto de vista de la encapsulacion de compuestos de interés alimenticio (ej.
colorantes, antioxidantes, vitaminas, nutracéuticos, entre otros) es posible promover una
liberacion controlada, al mismo tiempo que se protegen los compuestos encapsulados de los

cambios ambientales.
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2.6.1. Nanoparticulas para conservar alimentos

En la conservacion de alimentos la nanotecnologia ha sido aplicada desde nanoparticulas que
pueden estar en contacto con el alimento o dentro de materiales para preservar los productos
por periodos mas largos, con la intencién de producir alimentos con alta calidad, minimizar
las pérdidas por deterioro, incrementar la produccion de alimentos y aumentar el valor

nutricional de los mismos (Dasgupta et al., 2015).

Las nanoparticulas inorganicas regularmente son utilizadas en combinacién con polimeros
sintéticos no biodegradables (cloruro de polivinilo, polietileno, polipropileno, poliuretano,
tereftalato de polietileno, entre otros), polimeros sintéticos biodegradables (alcohol
polivinilico, poli-e-(caprolactona), acido polilactico, entre otros) o polimeros naturales
(almidones, celulosas, agares, alginatos, pululanas, entre otros), constituyendo los Ilamados

nanocompositos y bionanocompositos (Hamad et al. , 2018).

Los nanocompositos son estructuras materiales con propiedades mecanicas, térmicas y de
barrera mejoradas. Los nanocompositos ayudan a mantener los productos alimenticios
frescos; ademas, reducen la infestacion de bacterias en los alimentos y usados en bebidas
carbonatadas disminuyen las fugas de dioxido de carbono. Por su parte, el uso de
bionanocompositos no unicamente protege a los alimentos e incrementa su vida til, también
son considerados méas amigables con el ambiente, con los que se reducen los requerimientos

de materiales de empaque plasticos (Dufresne et al., 2013).

El mecanismo de accion de las nanoparticulas metélicas en la desinfeccion de alimentos se
presenta en la Figura 6. EI mecanismo biocida de las nanoparticulas inorganicas es el
siguiente: 1) las nanoparticulas se unen a las membranas celulares de los microorganismos;
2) la adicién de las nanoparticulas genera la formacion de especies de oxigeno altamente
reactivas y la liberacion de iones; 3) las especies oxidantes formadas se unen a proteinas,
ADN y componentes de las membranas celulares, dafiandolas y provocando la muerte del

microorganismo (Morones et al., 2005).

Es por ello, que no es posible que las nanoparticulas inorganicas se encuentren en contacto

con los alimentos por los riesgos toxicoldgicos que representan, debido a que por su tamafio
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(menor a 100 nm) pueden acumularse en los tejidos y producir citotoxicidad (McClements y
Xiao, 2017).

Membrana )
citoplasmédtica Uniona la pared Nanoparticulas

celular
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Figura 6: Representacion esquematica del mecanismo antibacteriano de las nanoparticulas
inorgénicas (Hoseinnejad et al., 2018)

En la conservacion de alimentos se ha estudiado el uso de nanoparticulas de plata
incorporadas en una pelicula de alginato de sodio para recubrir zanahorias y peras, donde se
observo un incremento en la vida util de los alimentos recubiertos comparados con un sistema
control que no fue tratado (Mohammed Fayaz et al., 2009). Asi mismo, se han utilizado
nanoparticulas de plata-polivinilpirrolidona para disminuir el deterioro de esparragos,
obteniéndose menores pérdidas de masa, manteniendo el color y la textura de los esparragos
tratados (An et al., 2008). También se ha observado que nanoparticulas de quitosana con o
sin carga de cobre son capaces de disminuir la pérdida de firmeza y disminuir la velocidad
de respiracion de fresas, con lo cual se incrementa su vida util (Eshghi et al., 2014).

De la misma manera se ha evaluado el efecto de nanocéapsulas conteniendo a-tocoferol en la

conservacién de manzanas fresca cortada, donde se ha evidenciado su capacidad para
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disminuir los cambios en las propiedades fisicoquimicas, mantener la firmeza, la
concentracion de fenoles y disminuir el oscurecimiento de la superficie cortada (Zambrano-
Zaragoza et al., 2014b); lo que se ha correlacionado con bajas actividades de las enzimas

polifenoloxidasa y pectinmetilesterasa (Galindo-Pérez et al., 2015).

2.7. Aceites esenciales

Los aceites esenciales (también Ilamados volatiles) son aceites aromaticos liquidos obtenidos
de flores, brotes, semillas, hojas, ramas, corteza, hierbas, madera, frutas y raices, sintetizados
como metabolitos secundarios en las verduras, siendo su caracteristica principal el fuerte olor

que presentan.

Quimicamente los aceites esenciales son mezclas naturales complejas y pueden contener
entre 20 a 60 componentes a diferentes concentraciones. Los componentes pueden ser
divididos en dos grandes grupos, en el grupo principal se encuentran los terpenos y los
terpenoides mientras que en el segundo grupo se localizan los compuestos aromaticos y los
alifaticos, siendo todos de baja masa molecular. Los aceites esenciales poseen diferentes
propiedades como efectos antioxidantes, antibacterianos, antifungicos, siendo de especial
importancia la actividad antimicrobiana, ya que pueden servir como conservadores de
alimentos, disminuyendo de esta manera la utilizacion de conservadores sintéticos (Hammer
et al., 1999). Aunque el efecto bactericida de los aceites esenciales ha sido ampliamente
estudiado, el mecanismo ha sido poco revisado, debido a la amplia cantidad de compuestos
que contienen. Sin embargo, se han propuesto diferentes mecanismos que son resumidos en

la Figura 7.

Uno de los mecanismos propuestos destaca la hidrofobicidad de los aceites esenciales que
pueden adentrarse entre los lipidos de la membrana celular y la membrana de la mitocondria
provocando la modificacion estructural e incrementando la permeabilidad. Esto da lugar a la
salida de iones y otros compuestos celulares, asi como a la entrada de moléculas, a las que

normalmente se les impide el acceso, lo que conlleva a la muerte del microorganismo.

La fuga de los componentes celulares puede ser tolerada cuando son pequefias cantidades;
sin embargo, la salida de grandes cantidades de componentes intrinsecos puede provocar la

muerte de la célula.
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Figura 7: Sitios de accion y mecanismos de los aceites esenciales en una célula bacteriana
(Burt, 2004)

Otro mecanismo que ha sido propuesto es debido a la accidn de los compuestos fendlicos
presentes en los aceites esenciales. Se ha estudiado el efecto bactericida de diferentes
compuestos fendlicos donde se ha evidenciado su mecanismo, siendo una perturbacion
citoplasmatica, alterando la fuerza motriz protonica, el flujo de electrones, el transporte

activo, lo que conlleva a la coagulacion de los componentes celulares (Burt, 2004).

Finalmente, se ha propuesto que el efecto bactericida de los aceites esenciales es debido a
que actuan sobre las proteinas contenidas en la membrana citoplasmatica, como las ATPasas

que estan incluidas entre los lipidos de la membrana.

Las moléculas lipofilicas hidrocarbonadas pueden acumularse en la bicapa lipidica y
distorsionar las interacciones lipido-lipido-proteina, siendo posible también una interaccion
de los compuestos lipofilicos con algunas partes hidrofilicas de las proteinas, siendo

parcialmente modificadas, lo que conlleva a la disminucion de su actividad.
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2.7.1. Aceite esencial de limdn

El aceite de limon es extraido de Citrus lemon y es una mezcla de terpenos y terpenoides
donde el compuesto principal es el a-limoneno, teniendo una concentracion alrededor del
60% (Tabla 2).

Tabla 2: Composicion porcentual de aceite de limon (Teixeira et al., 2013)

Compuesto Porcentaje Estructura quimica

a-limoneno 60.1
o-felandreno 9.0
Cimeno 7.0

1-(1,5-Dimetilhexil)-4-

W R0

. 2.3
metilbenceno
B-pineno 1.1
CHj
1,2,3,5-Tetrametil-benceno 1.3 /©:CH3
H,C CHs;
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El limoneno (1-metil-4-(1-metilhetenil)ciclohexano) es uno de los compuestos mas comunes
encontrados en los aceites esenciales de las plantas aromaticas. Es ampliamente usado como
aditivo aromatizante en una amplia variedad de productos, como perfumes, bebidas, goma

de mascar, detergentes y jabones, siendo categorizado como compuestos GRAS.

El limoneno mezclado con tensoactivos ha sido utilizado como producto de limpieza para
tuberias y contenedores con grandes incrustaciones de aceites provenientes de la extraccion

y refinacion de petréleo (Ciriminna et al., 2014).

El aceite de limon ha mostrado gran poder antimicrobiano, inhibiendo el crecimiento de
microorganismos de los géneros Aeromonas, Candida, Enterococus, Escherichia y
Staphylococcus (Fisher y Phillips, 2006; Hammer et al., 1999), presentando de igual manera
un alto poder antioxidante (Baratta et al., 1998; GralBmann et al., 2011; Misharina y
Samusenko, 2008). Por ello, ha sido utilizado para conservar alimentos como en un soporte

a partir de quitosana para incrementar la vida Util de fresas por 14 dias (Perdones et al., 2012).

De manera similar, se ha estudiado el uso de nanoemulsiones de aceite de limén mezcladas
con quitosana y combinadas con tratamientos fisicos como el uso de atmésferas modificadas
e irradiacion gama, donde mostraron ser efectivos para reducir la carga microbiana de ejotes
por 13 dias (Severino et al., 2015).

En filetes de truchas recubiertas con carragenina y aceite de limon se observo un mayor efecto
conservador en comparacion con el tratamiento sin contener el aceite esencial, teniendo el
producto una vida atil de 15 dias (Volpe et al., 2015). También, ha sido utilizado para generar
peliculas biodegradables a partir de gelatina de piel de pescado mezcladas con aceite de limén
con la finalidad de obtener una pelicula inteligente (Tongnuanchan et al., 2012).

En estudios recientes, se ha encapsulado D-limoneno en nanoemulsiones para incrementar el
poder bactericida (Donsi et al., 2011). También, el aceite de limén se ha atrapado en
nanogeles formados con quitosana/octenil succinico anhidro de almidon (almidén-OSA)
(Hasani et al., 2018). Se ha encapsulado aceite de limén extraido a partir de la piel de la fruta
mediante nanoemulsiones usando goma arabiga y maltodextrinas (Mahmoud et al., 2016) y

en nanoemulsiones de caseinato y Tween 80 (Su y Zhong, 2016). Asi mismo, se ha estudiado
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la encapsulacion del aceite de limon dentro de ciclodextrinas (Bhandari et al., 2002; Bhandari
etal., 1999; Padukka et al., 2000). Sin embargo, poco se conoce sobre su nanoencapsulacion

dentro de sistemas o matrices poliméricas y su efectividad para conservar alimentos.

2.7.2. Aceite esencial de romero

El aceite esencial de romero es extraido de la planta Rosmarinus officinalis L. mediante
diferentes metodologias como arrastre de vapor (Jiang et al., 2011), hidrodestilacion
(Reverchon y Senatore, 1992), con disolventes organicos (Presti et al., 2005), disolventes
verdes (Rodriguez-Rojo et al., 2012) y recientemente empleando fluidos supercriticos
(Moncada et al., 2016; Zabot et al., 2015). El aceite de romero ha sido ampliamente utilizado

en aromaterapia y como condimento en alimentos.

La composicion quimica ha sido publicada por diferentes investigadores coincidiendo que el
componente principal es el 1,8-cineol alcanzando hasta una concentracion del 52.4%
(Boutekedjiret et al., 2003; Hori y Komatsu, 1997; Jiang et al., 2011). En la Tabla 3 se
presentan los valores de la composicion quimica del aceite de romero de acuerdo con Jiang
etal. (2011).

El aceite de romero tiene actividades antioxidantes, antibactericidas y antifingicas (Bozin et
al., 2007; Ojeda-Sana et al., 2013); siendo capaz de inhibir la multiplicacion de
microorganismos como Staphylococcus epidermis, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y Aspergillus niger(Jiang et
al., 2011).

De igual manera, se ha observado que peliculas de aislado de proteina de suero de leche
combinadas con aceite de romero no tienen un efecto inhibitorio contra microorganismos
patdgenos como Escherichia coli, Staphylococus aureous, Salmonella enteritidis, Listeria

monocytogenes y Lactobacillus plantarum.

Sin embargo, los extractos de romero tienen potencial para inhibir el crecimiento de Bacillus
cereus, Streptococcus mutans, Staphylococus aureous, Listeria monocytogenes, Listeria

mesenteroides y Listeria plantarum (Campo et al., 2016).
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Tabla 3: Composicion quimica del aceite de romero (Jiang et al., 2011)

Compuesto Porcentaje Estructura
1,8-cineol 26.54 ><@—
a-pineno 20.14
Alcanfor 12.88 %

o
Camfeno 11.38 A%k
B-pineno 6.95 w
Borneol 3.06

HO
IHZ f

Desde el punto de vista tecnolégico, el aceite de romero ha sido incorporado en peliculas de
gelatina-quitosana para conservar pescado. Para conservar carne, se ha utilizado un
recubrimiento de alginato con aceite de romero para disminuir el deterioro de carne de res
(vital et al., 2016). De manera similar, Abdollahi et al., (2014) desarrollaron un
recubrimiento a base de quitosana y montmorillonita de sodio (nanoarcilla) conteniendo
aceite de romero, donde observaron que el tratamiento fue efectivo para mantener los valores
de pH, retardar la oxidacién lipidica, la produccion de &cidos grasos libres y la formacion de
acido tiobarbitdrico. Para sardinas tratadas con aceite de romero y almacenadas a -20°C
durante 5 meses, se ha observado una disminucion significativa de los valores de acidos

grasos libres, de perdxidos y del acido tiobarbitdrico, debido al efecto antioxidante del aceite
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esencial (Serdaroglu y Felekoglu, 2005). También ha mostrado un efecto conservador contra

la oxidacion lipidica y la fermentacion de queso (Olmedo et al., 2013).

Se ha microencapsulado el aceite de romero en goma arabiga (Fernandes et al., 2013),
maltodextrinas y almidén modificado (De Barros Fernandes et al., 2014; Teodoro et al.,
2014), etilcelulosa (Voncina et al., 2009), proteina de suero de leche-inulina (Fernandes et
al., 2014). En frutas frescas cortadas, se ha reportado que el aceite de romero adicionado
directamente en un soporte de mucilago e nopal fue mas eficaz para retardar el deterioro de
mango fresco cortado en comparacion con un tratamiento de mucilago de nopal mezclado
con microcépsulas de aceite de romero (Alikhani, 2014). En sistemas de tamafio nanométrico,
Ozogul et al. (2017) han preparado nanoemulsiones de aceite de romero para recubrir filetes
de trucha arcoiris, encontrando que los aceites esenciales fueron capaces de inhibir el
crecimiento de microorganismos, asi como mantener las caracteristicas de calidad de los
filetes. Khoobdel et al. (2017), nanoencapsularon aceite de romero empleando el método de
desplazamiento de disolvente para ser usado como insecticida. Por lo anterior, la
nanoencapsulacion y aplicacion del aceite de romero, puede tener potencial en la

conservacion de alimentos, en especial en las frutas frescas cortadas como la papaya.

2.7.3. Curcumina

La curcumina es el principal curcuminoide de la circuma utilizada ampliamente en la cocina
india. Forma parte de la familia del jengibre (Zingiberaceae). Los otros dos curcuminoides
son desmetoxicurcumina y bis-desmetoxicurcumina. Los curcuminoides son polifenoles y
son responsables del color amarillo de la circuma. La curcumina puede existir en al menos
dos formas tautoméricas, ceto y enol, siendo la forma enol mas estable energéticamente en
la fase sélida y en solucién. Es de color amarillo brillante y se puede usar como colorante

para alimentos(Akram et al., 2010).

El nombre quimico de la curcumina es (E,E)-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5 diona, es una dicetona insaturada, con una masa molecular de 368.38 g/mol
y tiene un punto de fusién de 179-183°C. Bajo condiciones fisioldgicas la curcumina se puede
encontrar en la forma enolato y la forma bis-ceto. En condiciones acidas y neutras y en fase

solida la forma ceto es predominante, mientras que a condiciones alcalinas (pH > 8)
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predomina la forma endlica y las partes fendlicas de la molécula tienen el efecto de donadores
de electrones (Akram et al., 2010) (Figura 8).

0 0
MeO O W ol T OMe Forma bis-ceto
\‘fl \I P - l (Potente donador de
AL 5 A atomos de -H)
HO - ~ ~ OH
pli<8 ‘ pH>8
H
| 9
|
MO W W OMe Forma enolato
‘ ‘ i (Grupos fendlicos
: como donadores de
HO OH electrones)

Figura 8: Estructura quimica de la curcumina (Strimpakos y Sharma, 2008)

La curcumina tiene actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales y antiflngicas.
Los estudios han demostrado que la curcumina no es toxica para los humanos, ademas ejerce
actividad antiinflamatoria por inhibicion de una serie de moléculas diferentes que
desempefian un papel importante en la inflamacion y ayuda a prevenir la aterosclerosis al
reducir la formacion de grupos de sangre. La curcumina tiene una actividad antioxidante tan
potente como las vitaminas C, E y el B-caroteno, por lo que el uso de la circuma es una
opcidn para la prevencion del cancer, la proteccion del higado y el envejecimiento prematuro
(Jayaprakasha et al., 2006; Menon y Sudheer, 2007).

Los estudios sobre la utilizacién de la curcumina como coadyuvante para preservar alimentos
han sido reducidos, enfocandose mayoritariamente en la nanoencapsulacion en diferentes
formas, como la creacién de nanoemulsiones (Sari et al., 2015), nanocapsulas (Coradini et
al., 2014), liposomas (Feng et al., 2017) y microparticulas (Gomez-Estaca et al., 2015).
Recientemente, se ha observado que las nanocépsulas de curcumina/polivinilpirrolidona
pueden disminuir las reacciones de Maillard en leche debido a que es capaz de atrapar los
compuestos dicarbonilicos y las especies reactivas de oxigeno (Liu et al., 2017). Para la

fabricacion de bebidas enriquecidas se han preparado emulsiones agua/aceite/agua
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encapsulando curcumina y catequina aplicadas en una bebida modelo (Aditya et al., 2015).
También se han preparado nanoemulsiones de curcumina con diferentes surfactantes con la
finalidad de fortificar leche comercial, evidenciandose una menor oxidacion de los lipidos
(Joung et al., 2016). Por lo anterior, es posible que la nanoencapsulacion de curcumina sea
eficaz para disminuir el deterioro de las frutas frescas cortadas, incrementando con ello su

vida util.
2.8.Frutas frescas cortadas

Las frutas frescas cortadas son frutas minimamente procesadas, que han sido alteradas de su
forma original y han sido peladas, rebanadas, picadas, cortadas en tiras o descorazonadas,
con o sin lavado u otro tratamiento, antes de ser empaquetadas para su uso por el consumidor
0 establecimiento minorista (United States Food and Drug Administration, 2008). La
Asociacion Internacional de Productos Frescos Cortados (IFPA, por sus siglas en inglés)
indica que las frutas y vegetales frescos cortados fueron inicialmente llamados minimamente
procesados o productos ligeramente procesados y son cualquier fruta fresca o vegetal que ha
sido fisicamente modificado de su forma original por pelado, cortado, lavado, entre otros,
para obtener un producto 100% comestible que es subsecuentemente embolsado o empacado

y almacenado bajo refrigeracién (Martin-Belloso y Soliva-Fortuny, 2010).

La principal ventaja de este producto es la comodidad y el ahorro de tiempo, dado que en la
mayoria de los casos se encuentran listos para ser consumidos. Estos incluyen cualquier
producto fresco y sus mezclas en diferentes cortes y empaques. Asi como, productos
ensaladas en bolsas, zanahorias baby, mezclas de vegetales sofrito y frutas frescas cortadas

como manzanas, pifias, sandias o melones, por dar algunos ejemplos (Baldwin y Bai, 2011).

Sin embargo, el dafio en los tejidos provoca una serie de cambios fisicos, quimicos y
bioquimicos en las frutas frescas cortadas como respuesta a los cortes. En este sentido, se
incrementa la respiracion del fruto y la produccién de etileno gue conlleva a la activacion y
sobreproduccién de enzimas degradadoras de la pared celular (como la pectinmetilesterasa
(PME) vy la poligalacturonasa (PG)), la degradacion de las clorofilas (por clorofilasas), el
deterioro de las membranas celulares (por lipoxigenasas), la sintesis de carotenos y

antocianinas, el metabolismo de compuestos fenolicos, la susceptibilidad a la contaminacion
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por microorganismos incluyendo los patégenos entre otros, lo que disminuye en gran medida

la vida util de las frutas frescas cortadas (Baldwin y Bai, 2011).

Para contrarrestar la serie de procesos que ocurren en las frutas debido a los cortes, se han
utilizado algunas tecnologias muy novedosas y diferentes. Los tratamientos quimicos y la
aplicacion de calor se han usado tradicionalmente para conservar las caracteristicas de los
productos frescos cortados. El &cido ascorbico, el &cido citrico y otros agentes
antioscurecimiento se han aplicado en frutas frescas cortadas para disminuir el
oscurecimiento enzimatico provocado por la enzima polifenoloxidasa (PFO). Las sales de
calcio como el cloruro de calcio, el lactato de calcio y el propanoato de calcio se han usado
para mantener la firmeza en las frutas frescas cortadas. Las sales de calcio provocan el
entrecruzamiento de las pectinas parcialmente desmetiladas por accion de la PME. Los iones
divalentes de Ca?* entrecruzan i6nicamente a las pectinas desmetiladas formando pectatos o

geles de pectina (Garcia y Barrett, 2002).

Los métodos fisicos incluyen los empaques activos, tratamientos con alta presion, las
atmosferas modificadas, los tratamientos con radiaciones tipo UV y los recubrimientos
comestibles y son conocidos como las tecnologias emergentes para la preservacion de los
parametros de calidad de las frutas frescas cortadas. Un recubrimiento comestible es definido
como una capa delgada de un material aprobado para su consumo aplicado en la superficie
de un producto alimenticio para extender su vida util, por la reduccion de la humedad, la
migracion de solutos, el intercambio de gases, la respiracion y las velocidades de oxidacion;
asi como, la reduccion o supresion de los desordenes fisiologicos. Ademas, pueden ser
acarreadores de diferentes compuestos quimicos como acido ascérbico, &cido citrico o sales
de calcio para incrementar su potencial (Velderrain-Rodriguez et al., 2015a).

Los sistemas con recubrimientos comestibles a base de nanosistemas son una novedosa
estrategia para la preservacion de los alimentos, en particular de los alimentos frescos
cortados. En este aspecto, las diferentes estructuras nanométricas como nanoemulsiones,
nanofibras, nanoparticulas lipidicas solidas, acarreadores lipidicos nanoestructurados,
nanotubos, nanocristales y nanocapsulas poliméricas sirven para incorporar ingredientes
sobre los alimentos. La idea es que los compuestos activos encapsulados se liberen de forma

gradual y mejoren la conservacion de los alimentos (Zambrano-Zaragoza et al., 2018).
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2.9. Generalidades de la papaya (Carica papaya)

La papaya (Carica papaya) es una planta nativa de las areas tropicales de América y ahora
es cultivada en los paises tropicales y subtropicales del mundo. Desde el punto de vista
econdmico, es la fruta mas importante de la familia Caricaceae, ya que es la tercera fruta
mas consumida en el mundo y por tanto, de importancia econémica y social al ser una fuente
de ingresos para miles de familias y al mismo tiempo, un medio de captacién de divisas para

los paises productores (Sandoval et al., 2017).

Es consumida fresca o procesada. De los productos procesados mas consumido se encuentran
las jaleas, mermeladas, néctares, helados, yogures y rodajas de frutas, obtenidos a partir de
la fruta madura (Workneh et al., 2012).

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (2017), FAQ, por sus siglas en inglés, en ese afio, en el mundo se produjeron mas
de 13 millones de toneladas de papaya. México fue el tercer productor de papaya con una
produccion de mas de 960 mil toneladas y un area cosechada de mas de 16 mil hectareas,
principalmente de la variedad ‘Maradol’. En 2015, Oaxaca fue el principal estado productor
de papayas que, junto con Chiapas, Colimay Veracruz, aportaron al mercado casi el 73% de
papaya. Por ello, México se ha posicionado como el lider en exportaciones de papaya a nivel
mundial (Sandoval et al., 2017).

Ademas, la papaya es una fuente importante de nutrientes macromoleculares como:
carbohidratos, lipidos y proteinas. Micronutrientes como los glucidos, sodio, potasio,
magnesio, calcio, hierro, cobre y zinc, asi como vitamina C, tiamina, riboflavina y niacina
(Saeed et al., 2014). Se ha observado que la papaya tiene fitoquimicos como la papaina,
quimopapaina, la caricaina y la papaya proteinasa IV, estas tres ultimas extraidas del latex
de la fruta. También, se ha estudiado que la papaya tiene diferentes propiedades
farmacoldgicas, debido a que posee actividad antiinflamatoria, actividad para curar heridas,
actividad antifertilizante, actividad anticancerigena, actividad antifungica actividad
inmunomoduladora y actividades hipoglucémicas e hipolipodémicas (Mahendra y Nikhil,
2016).
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Sin embargo, la vida Util de la papaya fresca cortada rapidamente decae debido al incremento
de la respiracion que es influenciada por la temperatura de almacenamiento, ya que a 30°C
la velocidad inicial de consumo de oxigeno es alta mientras que a 5°C la velocidad inicial de
consumo de oxigeno es baja. De la misma manera la produccién de CO: en la papaya
almacenada a 30°C es mas rapida que a 5°C (Rahman et al., 2013).

También la produccién de etileno se incrementa en la papaya fresca cortada. En el trabajo
realizado por Karakurt y Huber (2003), se evaluaron los cambios fisicos, quimicos y
bioguimicos de papaya entera y fresca cortada almacenadas en refrigeracion a 5°C, con la

finalidad de determinar el efecto del procesamiento en las caracteristicas del producto.

En especifico fueron analizadas las propiedades fisicas de firmeza, la concentracion de
poliurénidos de la pared celular, actividades enzimaticas de la pared celular y de la membrana
celular y las actividades enzimaticas encargadas en la biosintesis de etileno. Se encontrd que
la firmeza de la papaya fresca cortada se redujo cerca del 36% en el segundo dia de
almacenamiento y hasta 54% en el octavo dia de almacenamiento mientras que la firmeza de

la papaya intacta decrecid 19% en el octavo dia.

Mientras que el contenido de poliurénidos no mostré cambios significativos en la papaya
intacta almacenada a 5°C, en cambio para la papaya fresca cortada, el contenido de
poliuronidos decrecio alrededor de 10%, que fue asociado con un incremento en la actividad
enzimatica de la poligalacturonasa (PG) dando lugar a la solubilizacion de las pectinas. En
este aspecto se observo un incremento significativo 10 veces mayor de la actividad PG en la
papaya fresca cortada en comparacion con la fruta intacta, atribuido a su vez a la alta
produccion de etileno, siendo un componente principal para la sintesis de las enzimas PG.
Con respecto a la actividad pectinmetilesterasa (PME), no se encontraron diferencias

significativas entre la papaya fresca cortada y las intactas (Karakurt y Huber, 2003).

Esto revela que el procesamiento minimo en las frutas provoca, en principio, el incremento
en la respiracion y en la produccién de etileno, que esta relacionado a la expresion de
diferentes enzimas que estan implicadas en la degradacion de la membrana celular, la pared

celular y la generacidn de radicales libres que disminuyen la vida util de las papayas.
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2.9.1. Tratamientos usados para aumentar la vida Gtil de papaya fresca cortada

Dada la poca vida til de la papaya fresca cortada, es necesario generar estrategias que ayuden
a minimizar la respiracion de la papaya y los procesos metabdlicos que de la respiracion se
desprenden. Para ello, se han ideado diferentes alternativas que coadyuven al incremento de

la vida util de las papayas.

Por ejemplo, se han utilizado tratamientos quimicos con &cido ascorbico y CaCl2 mezclados
con Aloe vera y miel para retener la calidad de papaya fresca cortada, encontrandose una
disminucion de los componentes bioactivos de la papaya por la disminucién de las enzimas
polifenoloxidasa (PFO) y peroxidasa (POD). En la Tabla 4 se presentan los diferentes
tratamientos quimicos que han sido aplicados en papaya fresca cortada para incrementar su
vida util.

También se han estudiado otras alternativas para mantener las caracteristicas sensoriales y
nutricionales de papaya fresca cortada, siendo lo métodos fisicos y las tecnologias
emergentes las mas utilizadas. Por ejemplo, se han utilizado recubrimientos a base de

quitosana para conservar las caracteristicas de calidad de papaya fresca cortada.

En este caso, Gonzalez-Aguilar et al. (2009) recubrieron papaya de la variedad ‘Maradol’
con quitosana de diferentes masas moleculares (baja = 67.3x10% g/mol, intermedia =
109.5x10% g/mol y alta 157.6x10% g/mol) encontrando que el recubrimiento a base de
quitosana mas efectivo fue el compuesto por quitosana de masa molecular intermedia a una

concentracion de 0.02 g/mL.

Se observo una alta actividad antimicrobiana; ademas, decrecio la actividad enzimatica de la
pectinmetilesterasa y poligalacturonasa manteniendo con ello la firmeza de la papaya fresca
cortada. El recubrimiento que tambien mostré un cierto grado de retencion en la calidad de
la papaya fue el compuesto por quitosana de alta masa molecular a concentraciones de 0.02

g/mL.

Boonyaritthongchai y Kanlayanarat (2010) evaluaron el efecto de la aplicacion de calor
(50°C) y un recubrimiento compuesto de quitosana sobre la vida 1til de papaya ‘Kaek Dum’.
La papaya fue sumergida en una disolucién de quitosana (0.25%) por 1 min y calentada a
50°C por 1 min para ser empacada y almacenada a 4°C.
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Tabla 4: Diferentes compuestos quimicos utilizados para conservar papaya

Variedad Tratamiento Resultados Tiempo de vida util Referencia
No hay diferencia entre las muestras no
tratadas respecto a las actividades PG y B-
Surise - alactosidasa indicando que la mayor parte
Solo 1-Metilciclopropano ge las reacciones de detgrioro delyfrutrc)) no Ergun etal., 2011
son relacionadas con la produccion de
etileno
Con 20 min de exposicion al ozono se
Foot Ozono (9.2 uL/L) durante 10, ?btiene un inc_rement_o c_iel ggntenidp _de
Loga 20 y 30 min engles_ y una ligera dlsmlr_1uc_|o_n _o!el acido  ---meeeee- Yeoh etal., 2014
ascorbico con una inhibicion  del
crecimiento de microorganismos
0.1% cinamaldehido; Disminucion del deterioro de la papaya
Formosa 0.75% _CaCIz; frescg cortada evaluada con la retencion de 12 dias Albertini et al.,
0.1% cinamaldehido y 0.75% la firmeza y reduccion en la carga 2016
CaCl; microbiana

CaClz: cloruro de calcio
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Se observo que la papaya fresca cortada sometida al tratamiento combinado tuvo una vida de
almacenamiento de hasta 15 dias en comparacion con las que Unicamente fueron recubiertas

o las muestras control donde su vida util fue de 12 y 9 dias, respetivamente.

Investigaciones similares han sido realizadas por Ayon-Reyna et al. (2015), donde evaluaron
la aplicacion de una solucién de cloruro de calcio calentado hasta 49°C seguido por un
recubrimiento de quitosana sobre papaya ‘Maradol’ fresca cortada para determinar su
efectividad sobre las propiedades fisicas, quimicas y microbiol6gicas del producto envasado.
Encontraron que la papaya sometida al tratamiento de CaCl2 calentado con y sin quitosana,
mostraron una mayor retencién del color superficial y de la firmeza de la papaya con respecto

a la papaya control.

Asi mismo, se evidencié que la papaya tratada con la solucion de CaClz y el recubrimiento
de quitosana mantuvieron las propiedades nutricionales con una disminucion significativa en

el crecimiento microbiano durante todo el periodo de almacenamiento a 5°C.

En la Tabla 5 se describen otros de los métodos fisicos y su combinacion con compuestos

quimicos que han servido para mantener las caracteristicas de papaya fresca cortada.

En el siguiente capitulo se presenta la metodologia seguida en esta investigacion, basada en

esta revision de antecedentes.
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Tabla 5: Métodos fisicos y combinados (fisicos y quimicos) utilizados para incrementar la vida Util de papaya fresca cortada

Variedad Tratamiento Resultados Tiempo de vida util Referencia
Solucién de CaCl, (1% m/v) y Retencidon de la firmeza y color del
calentada a 49°C; producto terminado, asi como de las Avén-Revna et al. 2015
Maradol Solucién de CaCl; (1% m/v) propiedades nutricionales como el 10 dias y y N
calentada a 49°C y quitosana contenido de B-caroteno y licopeno,
(1% m/v) acido ascorbico y fenoles totales
Retencion de las propiedades
Alginato (1, 15y 206 mv) SO e en- e
Honeydew Alginato (1, 1.5 y 2% m/v) y o . . 21 dias Narsaiah et al., 2015
i crecimiento de microorganismos
bacteriocin (0.20% m/v) - .
cuando se utiliza alginato (2% w/v)
y bacteriocin
) Disminucion de la carga microbiana
Acido madlico (0, 0.5, 1.0 y de mesofilos, psicréfilos, mohos y
0 = . ”
Maradol 1.5%), lactato de calcio (1%) y levaduras, manteniendo tambien las Raybaudi-Massilia et al., 2013
acido ascorbico (0.5%) caracteristicas ~ fisicoquimicas 'y
Irradiacién UV texturales de la papaya fresca
cortada
0.25% quitosana y . . .
Calentamiento (50°C) Reten(:lo_n de,lq calidad, mcre,mento . Boonyaritthongchai y
Kaek Dum . de la vida util hasta 15 dias en 15 dias
0.25% quitosana y . o Kanlayanarat, 2010
. R almacenamiento a 4°C
Calentamiento (50°C)
Los recubrimientos de goma gelana
mostraron mejores resultados en las
0.5% Gelana, 1% glicerol, aceite propiedades de pérdida de vapor de
de girasol, 1% AA" 1% AC"y agua en comparacion con el
Maradol bifidobacterium; recubrimiento de alginato, asi 8 dias Tapia et al., 2008

2% Alginato, 2% glicerol, aceite
de girasol, 1% AA", 1% AC" y
bifidobacterium

mismo se observé que los
recubrimientos mantienen la
viabilidad de bfidubacterias hasta
por 10 dias
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La combinacion del tratamiento

1% CaCl, y 2% AC; guimico y fisicos ayudan a mantener
1% CaCly, 2% AC, 5% O, 10% el color superficial y la textura y .
Maradol CO,y 85% N: disminuir la_ cantidad de 25 dias Waghmare y Annapure, 2013
5% O3, 10% CO,y 85% N, microorganismos presentes en el
producto
El mejor recubrimiento fue el de
Quitosana de alta masa quitosana de media masa molecular
molecular (0.02 g/L) observandose alta actividad
Quitosana de media masa microbiana, una alta retencién en la . 1oy .
Maradol molecular (0.02 g/L) firmeza debido a la inhibicién de la 15 dias Gonzalez-Aguilar et al., 2009
Quitosana de baja masa expresion de las  enzimas
molecular (0.02 g/L) pectinmethilesterasa y
poligalacturonasa
Retencion de la cantidad de fenoles
Tratamiento quimico (2% CaCl,, totales y éacido ascorbico con la
PUsa 1% AA y 0.12% vainillina); Aloe diminucion de las actividades
- vera; 10% miel; enzimaticas PFO y POD. Ademas, se 12 dias Kuwar et al., 2015
Delicious : L . . . - )
Tratamiento quimico y Aloe vera; redujeron los cambios fisicoquimicos
Tratamiento quimico y miel asociados al dafio de los tejidos en los
frutos
1% de glicerol y 0.5% xantana; N "
. Disminucion en la pérdida de masa
1% glicerol, 0.5% xantana 'y 1% L L
. ) y conservacion de las caracteristicas
quitosana; . .
Tainung 1% glicerol, 0.5% xantana y de color superficial. Los mejores )
o resultados fueron encontrados con 12 dias Cortez-Vega et al., 2013
No. 1 0.25% goma guar;

1% glicerol, 0.5% xantana,
0.25% goma guar y 1%
quitosana.

los tratamientos que contienen
xantana. Con la adicién de goma
guar se observo un efecto negativo

*AA = Acido ascorbico; "AC = Acido citrico
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CAPITULO III: MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los materiales empleados y las metodologias adoptadas para
producir las nanocéapsulas, caracterizar los sistemas nanocapsulares y estudiar su efecto sobre

la conservacion de papaya ‘Maradol’ fresca cortada.

3.1. Materiales
3.1.1. Materiales quimicos

El B-caroteno grado alimenticio (300 g/L de B-caroteno en aceite de maiz) fue adquirido de
DSM Nutritional Products (México). El poloxamero 407 (Pluronic® F-127), la poli-(e-
caprolactona) (MM = 80,000), el B-caroteno en polvo (> 97%), el aceite de limén (Citrus
limon), el aceite de romero (Rosemarinus officinalis L.) y la curcumina (Curcuma longa)
fueron comprados de Sigma-Aldrich® (EE.UU.). El acetato de etilo grado analitico fue
obtenido de Fermont® (México). Todos los otros reactivos utilizados fueron al menos grado

analitico.

3.1.2. Material bioldgico

Las papayas utilizadas fueron obtenidas en un centro de distribucion de frutas del area
(Cuautitlan lIzcalli, Estado de México), y fueron seleccionadas de acuerdo con su tamafio y
forma, evitando la presencia de dafio mecanico, contaminacion por antracnosis y en un estado

de madurez nivel 5 (80-90% amarilla) como se muestra en la Figura 9.

00000008
i@ i') ! 0 .

Figura 9: Aspecto visual de la papaya ‘Maradol’ en cada estado de madurez. V: verde sin
rayas naranjas; 1: piel verde con ligeras rayas amarillas; 2: piel verde con rayas amarillas
bien definidas; 3: una 0 méas rayas naranjas en la piel; 4: piel de color naranja con algunas
areas verdes; 5: piel color naranja caracteristico de la papaya ‘Maradol’; color de la piel
similar al estado 5, pero mas intenso (Basulto et al., 2009)
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3.2. Optimizacion para la preparacion de nanocapsulas
3.2.1. Disefio experimental para la optimizacion

Para establecer las condiciones Gptimas para la preparacion de las nanocapsulas usando
homogeneizacién por ultrasonido como sistema de reduccion de particula, se usé la
metodologia de superficie de respuesta, donde las variables de respuesta fueron la potencia
del dispositivo ultrasénico (X1), la cantidad de B-caroteno adicionado a la formulacion (X2)
y la cantidad de poli-(e-caprolactona) (PCL) utilizado (X3) en la preparacion. Las variables
de respuesta fueron la eficiencia de encapsulacién (Y1), el tamafo de particula (Y2), el indice
de polidispersion (Y3), el potencial zeta (Y4). En la Tabla 6 se presentan las variables
codificadas y no codificadas utilizadas en el disefio. Se utilizé un disefio central compuesto
rotable (DCCR) usando un disefio factorial completo 22 (ocho puntos factoriales, seis puntos
centrales y seis puntos axiales) con tres réplicas por cada experimento, que fueron realizados

en orden aleatorio.

Tabla 6: Variables codificadas y no codificadas usadas para generar el disefio central

compuesto
Variables Variables no Niveles codificados
codificadas codificadas
-1.68 -1 0 1 1.68
X1 Potencia (W) 43.18 50 60 70 76.82
X2 p-caroteno (mg)  115.91 150 200 250 284.09
Poli-(e-
X3 165.91 200 250 300 334.09

caprolactona) (mg)
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Una ecuacion polinémica de segundo orden fue usad para expresar las variables de respuesta

como una funcion de las variables independientes como sigue:

Yi = Bo+ B1Xy + BoXy + PaXz + P1aXT + B2 X5 + PazX5 + P12 X1 Xy + BraXe X3 +
323X2X3 (3'1)

Donde Yi representa la variable de respuesta, o es el término constante, Si, iy fij son los
términos lineales, cuadraticos e iterativos respectivamente. Se determinaron los coeficientes
en la ecuacion de superficie de respuesta y se utiliz6 un analisis de varianza, andeva
(ANOVA), para evaluar las diferencias significativas entre las variables independientes
usando el software estadistico Minitab® version 17 (Minitab Inc. PA, US).

3.2.2. Optimizacion del proceso de preparacion de nanocapsulas

Se consider6 una funcién de deseabilidad general para determinar las condiciones 6ptimas
en la preparacion de las nanocapsulas. Las condiciones Optimas para la preparacion de las
nanocapsulas se representaron por una combinacion de los diferentes niveles de las variables

independientes de acuerdo a la siguiente ecuacion.
D = (dy,dy, ...d)Y* (3-2)

donde d,, es una funcion de deseabilidad para cada respuesta k, D es una funcion del tamafio
de particula (Y1), el indice de polidispersion (Y2), el potencial zeta (Y3) y la eficiencia de

encapsulacion (Ya).

3.2.3. Preparacion de nanocépsulas

Las nanocépsulas fueron preparadas por el método de emulsificacion-difusién (Quintanar-
Guerrero et al., 1999; Zambrano-Zaragoza et al., 2011) usando homogeneizacion por
ultrasonido como el método para reducir el tamafio de glébulo de la emulsion. Brevemente,
acetato de etilo y agua fueron saturados manualmente hasta alcanzar el equilibrio
termodinamico. En la fase acuosa fueron disueltos los estabilizantes (Pluronic® F-127 y
octenil succinato de almidén (almidon-OSA; Makymat, México) a una concentracion de 30
g/L y en la fase organica se disolvio la poli-(g-caprolactona) y el B-caroteno de acuerdo con

las concentraciones establecidas en el disefio experimental. Posteriormente, ambas
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soluciones fueron emulsificadas con un homogeneizador ultrasénico a 26 kHz de frecuencia
(UP200HT; Helshier; Alemania) usando un “sonotrodo” de 14 mm de diametro y una
potencia de homogeneizacién establecida en el disefio central compuesto. El tiempo de
homogeneizacion fue de 4 min usando un bafio de hielo externo para mantener la temperatura
de la muestra. Después de obtener la emulsion primaria, fueron afiadidos 180 mL de agua
para inducir la difusion del disolvente y la agregacién del polimero con la formacion de las
nanoparticulas. EI proceso difusivo se realizd a las mismas condiciones que la emulsion.
Finalmente, el exceso de disolvente fue removido usando un evaporador rotatorio al vacio
(HB10; IKA® Works, Inc.; EE.UU.) a 30°C y presion reducida (66.6 Pa).

3.2.3. Caracterizacion de las nanoparticulas

3.2.3.1. Tamafio de particula e indice de polidispersion

El tamafio de particula y el indice de polidispersion fueron determinados por la técnica de
dispersion de luz dinamica usando un Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments
Ltd,, RU) con un angulo de deteccién a 90° y una longitud de onda de 633 nm. Un mililitro
de cada dispersion coloidal fue diluido hasta 10 mL con agua destilada para obtener una
dispersion diluida. Las mediciones fueron realizadas por triplicado (Galindo-Pérez et al.,
2015).

3.2.3.1. Potencial zeta de las nanoparticulas

El potencial zeta fue determinado usando un Zetasizer Nano ZS90, basado en el movimiento
electroforético de las particulas en dispersion usando como referencia dispersiones de
poliestireno ({= -55 mV). Este parametro indica el grado de repulsion entre las particulas
adyacentes. Las mediciones fueron realizadas por triplicado (Galindo-Pérez et al., 2015).

3.2.3.2. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion fue determinada usando el método indirecto que se basa en
cuantificar el compuesto activo no encapsulado (Sotelo-Boyas et al., 2017). Brevemente, 2
mL de cada dispersion coloidal fueron centrifugadas a 21420 xg por 60 min para separar las
nanocépsulas y el estabilizante eliminando el sobrenadante. Al sedimento obtenido se le

adiciond 1 mL de ciclohexano para disolver el B-caroteno no encapsulado, pero no disolver
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la barrera polimérica en las nanocépsulas. La concentracion de pB-caroteno no encapsulado
fue determinada usando un espectrofotometro (Genesys 10S; Thermo Scientific; EE.UU.) a
455 nm (y = 72.074x - 0.0174; R?>=0.994). Las mediciones fueron realizadas por triplicado y

la eficiencia de encapsulacion fue determinada usando la siguiente relacion:

mg de caroteno afiadido — mg de caroteno no encapsulado
EE = (9 g psulado) 100 (3.3)

mg de caroteno anadido

3.2.3.3. Densidad de las nanoparticulas

La densidad de los sistemas nanocapsulares ha sido utilizada para confirmar el acoplamiento
entre el polimero y el compuesto activo. En este aspecto, la densidad de las nanoparticulas
de B-caroteno preparadas fue determinada mediante la separacion por un gradiente isopicnico
usando silice coloidal (Percoll; Sigma-Aldrich, EE.UU.). Se adicionaron 500 pL de
nanoparticulas a 7 mL de una solucion de Percoll® al 45% (v/v) diluida con 0.15 M de NaCl.
El gradiente fue generado por centrifugacién a 8560 xg por 3 h a 5°C (Optima LE- 80K
Ultracentrifuge; Beckman Coulter, EE.UU.) usando un rotor con un angulo de cabeza de 25°
(90TH).

Para la preparacion de los estandares de referencia 30 pL de cada marcador (DMB-10;
Sigma-Aldrich, EE.UU.) fueron afiadidos a 7 mL de una solucion de Percoll®y tratadas a las
mismas condiciones que las dispersiones nanométricas. Las bandas de nanoparticulas
generadas, asi como la de los marcadores fueron medidas con un calibrador Vernier desde el
menisco hasta la mitad de cada banda flotante. Se construy6 una gréafica de densidad dada
por cada marcador en funcion de la distancia para obtener de esta manera la ecuacion
polinomial y las densidades de las nanoparticulas por interpolacién (Zambrano-Zaragoza et
al., 2011).

3.2.3.1.Verificacion del método y versatilidad

Para la verificacion del método y la versatilidad, se prepararon nanocépsulas usando dos
polimeros diferentes (PCL y etilcelulosa) y cuatro diferentes compuestos encapsulantes (-
caroteno, aceite de limén, aceite de romero y curcumina) bajo las condiciones optimizadas.
Las nanocapsulas preparadas fueron evaluadas de acuerdo con su tamafio de particula, indice
de polidispersién, potencial zeta, eficiencia de encapsulacion y densidad.
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3.2.3.2. Caracterizacién morfoldgica de las nanocédpsulas

Una gota de nanocapsulas preparadas a las condiciones dptimas fue colocada y esparcida en
la superficie de un portamuestras y colocadas en un desecador en refrigeracion. Las muestras
fueron recubiertas con oro (=2 nm) usando una unidad de deposicion de iones de capa fina
por pulverizacién catodica (JFC-1100 fine coat ion sputter, JEOL, Japon) y observadas bajo
un microscopio electrénico de barrido (JSM 5600 LV-SEM® LV, JEOL, Jap6n) con una
resolucion de 5 nm, 28 kV en el haz de electrones y una presion de 12-20 Pa en la camara.

3.3.  Determinacién de la estabilidad de las nanocéapsulas

La estabilidad fisica de las nanodispersiones preparadas con aceites esenciales y curcumina
fue analizada usando un equipo “Turbiscan Classic” (Francia). 5 mL de cada dispersién se
colocaron en una celda cilindrica de vidrio asegurandose que la muestra no contuviera
burbujas de aire. Con el detector de transmision se obtuvo la luz que fue transmitida a través
de la muestra, mientras que el detector de retrodispersion recibio la luz dispersada de la

muestra a 30°.

La longitud de deteccién fue de 55 mm, adquiriéndose las mediciones de transmision y
retrodispersion en intervalos de 40 um a lo largo de la muestra. Las mediciones se realizaron
durante 665 h, que corresponden a 27.71 dias. Las mediciones se efectuaron a las 0, 148, 144,
193, 216, 482, 533 y 665 h. Con los datos de retrodispersién se obtuvo el llamado indice de

estabilidad por Turbiscan (TSI, Turbiscan Stability Index), mediante la siguiente ecuacion:

% plscan;(h)=scan;_y ()|
% -

TSI = (3-4)
donde: scan;(h) es el promedio de la retrodispersion para cada tiempo (i) de la medicion,
scan;_,(h) es el promedio de la retrodispersién para el tiempo i-1 de la medicion, H es la

altura de la muestra (Xu et al., 2016).
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3.4.  Aplicacion de las nanocapsulas sobre papaya fresca cortada
3.4.1. Pruebas de aceptabilidad sensorial

Se realizaron pruebas de aceptabilidad de la papaya recubierta con las nanodispersiones con
un grupo de 10 panelistas no entrenados de acuerdo a una escala heddnica para conocer el
grado de gusto o disgusto de la papaya con los diferentes sistemas nanocapsulares
conteniendo aceites esenciales. En este aspecto se utilizaron 5 niveles mediante pictogramas
diferentes: me desagrada (2), me desagrada poco (4), ni me gusta ni me desagrada (6), me
gusta (8) y me gusta mucho (10), respectivamente. De esta forma se determindé el nivel de
gusto o disgusto de la papaya fresca cortada con los diferentes recubrimientos. La prueba se

realizd una hora después de haber sido recubiertos los trozos de papaya sin refrigeracion.

3.4.2. Aplicacién de los recubrimientos en papaya fresca cortada

Las papayas seleccionadas fueron lavadas y sanitizadas en una solucion de detergente yodado
para frutas (2 g/L). Posteriormente fueron peladas y cortadas en cubos de aproximadamente
1 cm de lado e inmersos en una solucion de CaClz (10 g/L), para después escurrirse y ser
tratadas con las diferentes dispersiones por inmersion. Los tratamientos evaluados fueron:
nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de curcumina/PCL, nanocapsulas de
aceite de limédn/etilcelulosa, nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa, Ademas, se
consideraron los tratamientos control que fue papaya Unicamente tratada con CaClz y el
blanco que consistio en papaya fresca cortada sin ningan tipo de tratamiento. La papaya
cortada y tratada fue envasada en vasos de polipropileno cristalino (alrededor de 100 g de

papaya por vaso) con tapa y almacenada en refrigeracion a 4°C por 17 dias.

3.4.3. Pruebas fisicas sobre la papaya fresca cortada, tratada y refrigerada
3.4.3.1. Consumo de O y produccion de CO>

La velocidad de respiracion fue determinada mediante el método estéatico reportado por Wang
etal., (2009) e Igbal et al. (2008) en la papaya tratada y almacenada. Las mediciones de CO2
fueron determinadas mediante la medicion en la parte superior del contenedor (head space)
usando una aguja insertada a través de la tapa del contenedor usando un analizador de O2/CO2
(Quantek Instruments model 905, EE.UU.) para obtener la fraccion volumétrica de COzy O2

dentro del contenedor. La produccion de CO: fue calculada por la diferencia en
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concentraciones de CO: a los diferentes intervalos de tiempo. Las mediciones fueron
realizadas durante un periodo de almacenamiento, por triplicado y expresadas como sigue

para el COz:

_ (¥€O;—yiC0z) Vg
RCO, = TS * (3.5)
donde yi COz es la concentracion inicial en la mezcla (fraccion volumétrica), y CO2 es la
concentracion de COza cualquier otro tiempo, t es cualquier cantidad de tiempo diferente de
cero (ti=0) expresado en horas, RCO: es la velocidad de produccion de CO2, W es la masa
del producto (kg) y Vs es el volumen (mL) dentro del contenedor. Las determinaciones fueron

realizadas por triplicado para cada tratamiento y expresadas como sigue para el Oa.

RO, = ST @9
donde yiO2 es la concentracion inicial en la mezcla (fraccion volumétrica), yO2 es la
concentracion de Oz a cualquier otro tiempo, t es cualquier cantidad de tiempo diferente de
cero (ti=0) expresado en horas, RO2 es la velocidad de produccion de Oz, W es la masa del
producto (kg) y Vs es el volumen (mL) dentro del contenedor. Las determinaciones fueron
realizadas por triplicado para cada tratamiento.

3.4.3.2. Determinacién del color

La coloracion de la papaya con y sin tratamiento fue determinada mediante la obtencién de
los valores de L*, a* y b*, utilizando un colorimetro Minolta CM-600 con calibracion de
L*= 57.79, a*=-1.09, b*=7.57. Se obtuvieron las mediciones de color sobre la superficie
cortada y tratada de la papaya fresca cortada (en cualquier cara del cubo) por triplicado

durante el tiempo de almacenamiento.

3.4.3.3. Determinacion de la firmeza en la papaya fresca cortada

La firmeza de la papaya almacenada se realizd con un texturometro (CT3 Texture Analyzer,
Brookfield AMETEK, Massachusetts, EE.UU.). La papaya cortada fue penetrada usando un

dispositivo cilindrico de fondo plano de acero inoxidable con un diametro de 4 mm, a una
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velocidad de 1 mm/s y una profundidad meta de 5 mm. Las determinaciones se realizaron

por triplicado.

3.4.4. Pruebas bioquimicas en la papaya fresca cortada tratada con las

diferentes nanocpsulas

3.4.4.1. Evolucion de la actividad polifenoloxidasa (PFO)

La extraccion de la enzima polifenoloxidasa (PFO) fue realizada de acuerdo con la
metodologia descrita por Galindo-Pérez et al. (2015). Se tomaron 20 g de tejido de papaya
fresca cortada y fueron homogeneizados con 20 mL de una solucion amortiguadora de
fosfatos (0.2 M; pH= 7.0). El homogeneizado fue agitado por 10 minutos y centrifugado a
7277 xg por 20 minutos. El sobrenadante consistid en el extracto enziméatico para medir la
actividad polifenoloxidasa. Para la determinacion de la actividad de la PFO se siguio la
metodologia de cuantificacién descrita por Galindo-Pérez et al. (2015) con algunas
modificaciones. Brevemente, en una celda espectrofotométrica se afiadieron 2.8 mL de una
solucién amortiguadora citrato-fosfato (0.2 M; pH=6.5) conteniendo catecol (50 mM), la
solucidn fue ligeramente agitada y se midié el incremento de la absorbancia a 420 nm. Una
unidad de actividad polifenoloxidasa fue descrita como el cambio en la absorbancia en 0.001

Abs/min. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.4.4.2. Medicion de la actividad de la pectinmetilesterasa (PME)

La extraccion de las enzimas PME de la papaya fue realizada siguiendo el protocolo descrito
por Zambrano-Zaragoza et al. (2014). Brevemente, se tomaron 20 g de papaya que fueron

homogeneizados con una solucién de NaCl (2 M).

El homogeneizado fue agitado durante 10 minutos, posteriormente se centrifugd a 7277 xg
durante 20 minutos obteniéndose de esta manera el sobrenadante que contenia el extracto

enzimatico.

Para la determinacion de la actividad de la pectinmetilesterasa se siguio el protocolo descrito
por Hagerman y Austin (1986). Brevemente, en una celda espectrofotométrica se adicionaron
1 mL de pectina citrica (10 g/L), 580 mL de agua, 200 pL de azul de bromotimol (0.1 g/L) y

NaCl (0.2 M). La adicion de 200 pL de extracto enzimatico dio inicio a la reaccion donde se
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determind la disminucion de la absorbancia a 640 nm durante 3 minutos. La cantidad de
pumoles de acido liberados por accién de la pectinmetilesterasa fueron obtenidos a partir de
una curva patrén de acido galacturoénico siguiendo el tratamiento realizado por Hagerman y
Austin (1986).

3.4.4.3. Determinacion de proteina

La determinacion analitica de la proteina en los extractos enzimaticos se realiz6 mediante la
técnica propuesta por Bradford (1976). Para este propdésito se tomaron 100 pL de extracto
enzimatico, afladiendo 5 mL de reactivo Bradford, la mezcla se agitdé ligeramente y se
mantuvo en oscuridad durante 10 minutos, midiendo la absorbancia a 595 nm utilizando una

curva patron de albumina de suero bovino, medida a las mismas condiciones.

3.4.5. Evaluacion de compuestos quimicos en la papaya fresca cortada con los

diferentes sistemas nanocapsulares

3.4.5.1. Medicion de fenoles totales

La extraccion de fenoles totales fue realizada de acuerdo con la técnica reportada por
Waterhouse (2002). Se tomaron 20 g de papaya fresca cortada y homogeneizados con 20 mL
de una mezcla metanol-agua (95%), la solucion resultante fue centrifugada a 7277 xg durante
20 min. El sobrenadante contenia la mezcla fendlica. La cuantificacion de fenoles totales fue
realizada mediante el método de Folin-Ciocalteu. Brevemente, 20 pL de extracto fendlico se
mezclaron con 1.8 mL de agua y 100 pL de reactivo de Folin. La mezcla fue suavemente
agitada, después de 5 minutos, se afiadieron 300 pL de carbonato de sodio. La solucion
resultante fue colocada en la oscuridad durante 1 h. El contenido de fenoles fue determinado
espectrofotométricamente a 765 nm con una curva patron de &cido galico previamente
preparada (y = 0.0009x + 0.0153; R?=0.996). Las determinaciones fueron realizadas por
triplicado.

3.4.5.2. Determinacién de carotenoides totales

La cuantificacion de los carotenos en la papaya fue realizada mediante espectrofotometria
UV-Vis a 455 nm usando como estandar p-caroteno (y = 72.074x - 0.0174; R?=0.994). Para

la extraccion de carotenoides totales se siguio el procedimiento propuesto por Biehler et al.
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(2010) con algunas modificaciones. Brevemente, se mezcld 1 g de papaya previamente
molida con 5 mL de acetona. La mezcla se agitd durante 10 minutos. Posteriormente, se
adicionaron a la mezcla 5 mL de hexano y la mezcla se agitd por otros 10 min utilizando
contenedores cerrados. Finalmente, la mezcla se centrifug6 a 7277 xg por 20 min, obteniendo
con ello el sobrenadante que consistié en la fraccion de carotenos. Las determinaciones

fueron realizadas por triplicado.

3.5. Andlisis estadistico

Para comparar el efecto de los recubrimientos en la conservacion de la papaya se realiz6 un
analisis de varianza entre tratamientos, mientras que la significancia fue establecida con un
analisis de medias aplicando una prueba de Tukey de comparaciones multiples. Para conocer
el efecto de cualquier tratamiento sobre el sistema blanco se utilizé un analisis de medias de
Dunnett (Chien et al., 2007).
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Optimizacion para la obtencion de nanoparticulas usando homogeneizacion

con ultrasonido y el método de emulsificacion-difusion

4.1.1. Ajuste del modelo obtenido y andlisis estadisticos

Para establecer las condiciones ptimas en la preparacién de nanocapsulas usando el método
de emulsificacion-difusion y homogeneizacion por ultrasonido, se realiz6 un estudio de
superficie de respuesta donde las variables independientes fueron la potencia del dispositivo
ultrasonico, la cantidad de B-caroteno y la cantidad de poli-(e-caprolactona) (Tabla 6 del

capitulo anterior).

En la Tabla 7 se presentan los 20 lotes de nanoparticulas preparados en funcion de las
variables independientes a los diferentes niveles de variacion dados por el disefio central
compuesto y los resultados cuantitativos de las variables dependientes medidos como el
tamafio de particula, el indice de polidispersion, el potencial zeta, la eficiencia de

encapsulacion y la densidad.

Se realiz6 un andlisis de varianza para determinar la significancia de las variables
independientes y sus interacciones sobre cada una de las variables de respuesta, obteniéndose
de esta manera los coeficientes de regresion y el nivel de significancia dado por el valor-p
donde se establece que las variables independientes son significativas sobre las variables
dependientes cuando el valor-p es menor a 0.05 (Myers et al., 2009).

Ademas, se obtuvieron los coeficientes de determinacion R? para el tamafio de particula,
indice de polidispersidn, el potencial zeta, la eficiencia de encapsulacion y la densidad de
81.34,90.98, 89.73, 77.01 y 85.86, respectivamente.

Esto indica un ajuste aceptable en el comportamiento de los datos. En la Tabla 8 se presentan
los resultados del andlisis de varianza para determinar la significancia de las variables

independientes de cada una de las variables de respuesta analizadas.
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Tabla 7: Caracteristicas y eficiencia de encapsulacion de las nanocépsulas preparadas a diferentes condiciones de acuerdo con el
disefio central compuesto

. Relacion .
Orden Potencia p-caroteno  PCL PCL/B- TP IPD £ (mV) EE (%) Den3|d?d
(W) (mg)  (mg) ot (nm) (g/em?)
10 50 150 200 1.333 313.01£15.34  0.061 +0.005 -23.84+ 1.59 67.06+3.12  1.028 +0.002
15 70 150 200 1.333 316.73+14.29  0.105+0.003 -23.93+0.52 66.40+4.10  1.023+0.002
50 250 200 0.8 282.8 +11.19 0.085 + 0.005 -22.57 £1.20 69.84 £7.52  1.030 +0.003
70 250 200 0.8 334.89 +9.22 0.156 + 0.009 -21.43 £0.10 7417+185  1.012+0.010
14 50 150 300 265.19+10.36  0.135+0.006 -2390+0.24  5355+3.57  1.029+0.001
16 70 150 300 229.68+23.91  0.101 + 0.006 -23.23+£0.76 52.13+0.89  1.037 +0.013
4 50 250 300 1.2 297.87+13.66  0.063 + 0.002 -24.04 + 0.52 7362+1.23  1.020 +0.001
12 70 250 300 1.2 289.70 £20.04  0.076 + 0.002 -21.65+0.36 66.13+2.13  1.019+0.001
1 43.18 200 250 1.25 373.64 + 8.87 0.089 + 0.002 -25.10+0.10 69.16+1.82  1.017 +0.004
17 76.82 200 250 1.25 334.52+18.44  0.105 + 0.002 -24.44+0.83  49.64+370  1.022+0.007
20 60 115.91 250 2.157 24513+13.36  0.099 +0.003 -23.53 + 1.47 87.30+4.26  1.032+0.02
60 284.09 250 0.88 261,51 +7.12 0.075 + 0.002 -21.70 + 1.67 85.29+3.48  1.012+0.001
60 200 165.91 0.83 297.12 +5.89 0.090 + 0.001 -21.50 + 0.57 92.86+5.16  1.002 +0.002
60 200 334.09 1.67 260.11+9.41 0.049 + 0.001 -21.89 +0.72 80.20+2.28  1.033 +0.006
60 200 250 1.25 298.36 £26.31  0.151+0.003 -18.45+0.53 91.91+1.38  1.021+0.001
18 60 200 250 1.25 278.62 +8.50 0.103 +0.003 -18.17 £ 0.40 7551+2.03  1.026 +0.004
3 60 200 250 1.25 386.62+15.38  0.040 + 0.002 -17.92 +0.52 7026 £3.90  1.019 +0.002
19 60 200 250 1.25 304.24 £11.07  0.098 + 0.002 -1596+0.34  6425+1.19  1.023+0.002
11 60 200 250 1.25 306 + 14.38 0.180 + 0.001 -16.07+0.34  6459+3.46  1.021+0.003
13 60 200 250 1.25 296.11+16.43  0.068 + 0.002 -18.45 + 0.30 64.73+2.29  1.023 +0.002

PCL.: poli-(e-caprolactona); TP; tamafio de particula; IPD: indice de polidispersion; C: potencial zeta; EE: eficiencia de encapsulacion
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Tabla 8: Analisis de varianza y coeficientes de determinacion de las variables dependientes estudiadas como funcion de las variables
independientes

Término Tamafio de indice de Potencial zeta Eficiencia de Densidad
particula polidispersion encapsulacién
Coef valor-p Coef valor-p Coef valor-p Coef valor-p Coef valor-p

Constante 201.23*  0.000  0.548° 0.000 -17.5152 0.000 64.39° 0.000 1.0232 0.000
Potencia 3.47™ 0.729 -0.0192 0.000 0.7692 0.007 -6.142 0.000 -9.98x104n 0.116
Caroteno 17.13" 0.092  0.057? 0.000 1.026° 0.000 9.20° 0.000 -0.0062 0.000
PCL -151.92¢  0.000  -0.0722 0.000 0.051" 0.851 1.44m 0.236 0.0042 0.000
Potencia*Potencia 49.902 0.004 0.0412 0.000 -7.0272 0.000 -11.932 0.000 -0.0032 0.008
Caroteno*Caroteno -43.80° 0.010  0.003™ 0.693 -5.5442 0.000 6.73 0.001 0.0042 0.002
PCL*PCL -139.90°  0.000  0.0242 0.002 -3.9992 0.000 3.88™ 0.054 0.005? 0.000
Potencia*Caroteno -83.50° 0.000 -0.026° 0.011 0.242m 0.688 6.132 0.024 -0.008? 0.000
Potencia*PCL -27.00®  0.224  0.018™ 0.070 -0.088"™ 0.883 -11.152 0.000 0.010° 0.000
Caroteno*PCL 20.50™ 0.355 -0.0322 0.002 -1.2082 0.049 -0.13™ 0.962 -0.0072 0.000
R? 87.31 90.98 89.73 77.01 85.86

" término no significativo (p > 0.05); 2 término significativo (p < 0.05).
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4.1.2. Condiciones 6ptimas para obtener las nanocapsulas

La determinacion de las condiciones Optimas para preparar las nanocapsulas fue realizada
usando un analisis de deseabilidad (Tengse et al., 2017). Con esta aproximacion se considerd
los siguientes parametros para optimizar el proceso, introduciendo la mayor cantidad de -
caroteno dentro de las nanocéapsulas; el minimo tamafio de particula para crear sistemas
nanomeétricos, el minimo indice de polidispersion donde los tamafios de particula fueran
estrechas con tendencia al tamafio de particula medio, un valor minimo absoluto de potencial
zeta para obtener particulas estables. Las funciones de deseabilidad para las variables
independientes y la deseabilidad general en las condiciones dptimas de fabricacion de las

nanocépsulas se muestran en la Tabla 9 (Ver diagrama de donde proviene en el Anexo II).

Tabla 9: Funciones de deseabilidad de las variables independientes bajo las condiciones
Optimas

Variable independiente Funcion de deseabilidad

Eficiencia de encapsulacion 0.864
Tamafio de particula 0.883
indice de polidispersion 0.884
Potencial zeta 1.000
Deseabilidad general 0.906

Las condiciones Optimas obtenidas fueron las siguientes: 54.73 W de potencia en el
dispositivo ultrasonico, 284.16 mg de -caroteno y 166 mg de PCL. A estas condiciones fue
posible obtener valores para el tamafio de particula, indice de polidispersidad, potencial zeta
y eficiencia de encapsulacion de 228 nm, 0.054, -25.42 mV y 78.23%, respectivamente, con
una excelente deseabilidad general (D=0.906). Por tanto, en esta parte se puede concluir que
con el método de emulsificacion difusion usando ultrasonido es una excelente herramienta
para preparar sistemas coloidales con tamafio nanométrico, logrando una buena

incorporacion de compuestos activos.
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4.1.3. Tamafio de particula

Los valores de los didmetros medidos de las nanoparticulas obtenidos mediante la técnica de
dispersion de luz dinamica, donde se muestra que los tamafios se encuentran dentro de la
escala nanométrica (Tabla 7) de 230 a 374 nm. Se ha reportado que los tamafios de particula
obtenidos mediante el procedimiento de emulsificacion-difusion se encuentran entre los 200
a 500 nm dependiendo de diferentes factores como son el tipo y concentracion de polimero,
el tipo y concentracion de estabilizante y el tipo y concentracion del componente activo
encapsulado (Mora-Huertas et al., 2011; Quintanar-Guerrero et al., 1998a; Zambrano-
Zaragoza et al., 2011). En la Figura 10 se presenta el grafico de superficie de respuesta de la
variable de respuesta, tamafio de particula, en funcion de la potencia ultrasénica y las

relaciones PCL/B-caroteno en la formulacion de las nanocépsulas.

Tamaiio de 300
particula

(nm) 250 |

_ 10
0 e 2 Relacion PCL/B-caroteno

. 50 ~— 2.0
Potencia (W) 10

Figura 10: Grafica de superficie de respuesta del tamafio de particula de las nanocapsulas

en funcion de la potencia ultrasonica y la relacion PCL/B-caroteno

El tamafio de particula disminuye a medida que incrementa la relacion PCL/B-caroteno lo
que indica que la talla de las nanocépsulas esta influenciada por el aumento de la cantidad de
[-caroteno utilizado en la preparacion. A las condiciones cercanas al punto central (60 W de

potencia, 200 mg de B-caroteno y 250 mg de PCL), los tamafios de particula obtenidos se
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encontraron en el intervalo ente 270 y 300 nm, mientras que a potencias de homogeneizacion
entre 55 y 75 W con relaciones PCL/B-caroteno mayores a 1.75 se obtienen nanocapsulas

con tamafios de particula menores a 270 nm.

El menor tamafio de particula fue de 211.64 nm, usando la Figura 10. Las condiciones fueron
de 67.07 W de potencia y una relacion PCL/B-caroteno de 2.16. EI aumento del tamafio de
particula cuando se incrementa la cantidad de B-caroteno es debido al aumento de la
viscosidad de la fase organica, provocando una menor talla de particula en la emulsion y
dificultando también el proceso difusivo cuando se adiciona el exceso de agua en el método

de emulsificacion-difusion (Raso et al., 1999).

Resultados similares con respecto a este comportamiento fueron publicados por Esmaeili y
Ebrahimzadeh (2015), para la preparacién de nanocapsulas de Aloe vera con poliamida como
polimero barrera, usando la metodologia de emulsidn-difusion, indicando que a medida que

se incrementa la relacion poliamida/Aloe vera el tamafio de particula se reduce.

Asi mismo, Moinard-Chécot et al. (2008) demostraron que el tamafio de particula es afectado
por la concentracion de aceite adicionado a la fase orgéanica durante la preparacion de
nanocapsulas de Miglyol 812 usando PCL como polimero barrera y el proceso de

emulsificacion-difusion.

En las condiciones de potencia dentro de los puntos axiales se presento un incremento en el
tamario de las particulas que es atribuido a disminucion del proceso de emulsificacion que se

correlaciona con la obtencidén una menor eficiencia de encapsulacion.

Con andlisis de varianza se demostrd que tanto la cantidad de PCL y el B-caroteno fueron los
factores determinantes sobre tamafio de particula, donde el factor independiente potencia no
tuvo influencia en este parametro (p = 0.05). Sin embargo, con un tiempo de
homogeneizacién de 4 min se logré la formacion de sistemas coloidales de talla nanométrica.

La ecuacion de segundo orden para el tamafio de particula esta dada por:

TP = 291.23 — 151.92(PCL) + 49.90(Potencia * Potencia) — 43.80(Caroteno * Caroteno)
— 139(PCL = PCL) — 83.50(Potencia * Caroteno)
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4.1.4. Indice de polidispersion

El indice de polidispersidn es una medida de la distribucion de los tamafios de particula en
un sistema coloidal. Los valores entre 0.1 y 0.3 indican una distribucion de tamafios estrecha,

mientras que valores por arriba de 0.5 reflejan una amplia variacion en los tamafos.

Las nanoparticulas conteniendo B-caroteno en este estudio, presentaron valores de indice de
polidispersién entre 0.061-0.180 (Tabla 7). Zambrano-Zaragoza et al. (2011) prepararon
nanocapsulas con diferentes aceites alimenticios, encontrando valores de indices de
polidispersion entre 0.03 y 0.15 después de 10 minutos de homogeneizacion usando n sistema
rotor y “estator”. En la Figura 11 se presenta la grafica de superficie de respuesta del
comportamiento del indice de polidispersion obtenido de las nanocéapsulas conteniendo [3-

caroteno en funcion a la potencia ultrasonica y la relacion PCL/B-caroteno.

0.15
Indice de i
olidispersion
policisp 0.05 20
0.00 »
40 50 10 Relacién PCL/B-caroteno

60
Potencia (W)

Figura 11: Grafica de superficie de respuesta para el indice de polidispersion de las

nanocapsulas de a las diferentes condiciones de potencia y relaciones PCL/B-caroteno

El andlisis de varianza presentado en la Tabla 8 muestra que Unicamente el término
cuadratico del B-caroteno y la interaccion potencia-PCL no fueron significativas. Por tanto,
un incremento en la cantidad de compuesto activo en la formulacion incrementa de manera
significativa el indice de polidispersidad. Este comportamiento es debido a que el 3-caroteno

tiene un efecto plastificante en la PCL (De Paz et al.,, 2013) que produce una mayor
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flexibilidad en la barrera polimérica durante el proceso difusivo, generando sistemas con los
mayores indices de polidispersion. Por tanto, la ecuacion de segundo orden que explica el

comportamiento de la Figura 11 es la siguiente:

IPD = 0.548 — 0.019(Potencia) + 0.057(Caroteno) — 0.072(PCL)
+ 0.041(Potencia * Potencia) + 0.024(PCL = PCL)
— 0.026(Potencia * Caroteno) — 0.032(Caroteno * PCL)

A altas relaciones PCL/B-caroteno se utilizaron las mayores cantidades de PCL, lo que
condujo a una alta concentracion de PCL en la region de supersaturacion produciendo un
incremento en el indice de polidispersion, obteniéndose con ello los menores valores en la
funcién de deseabilidad (d = 0.161). A las condiciones dptimas para la preparacion de las
nanocapsulas se logré un buen valor en la funcién de deseabilidad (d = 0.884), con tamafios
de particula de 228 nm. Los menores valores de indice de polidispersidad fueron encontrados
a las condiciones de 76.81 W y una relacion PCL/B-caroteno de 0.8 con una funcién de
deseabilidad de 1.0. Sin embargo, bajo las condiciones éptimas el indice de polidispersidad
fue de 0.054 con un buen valor en la funcién de deseabilidad (d=0.884) y un tamafio de

particula de 227.84 nm.

4.1.5. Potencial zeta

El potencial zeta es un valor cuantitativo del potencial generado en la doble capa difusa de
las nanoparticulas siendo de especial interés para la valoracion de un sistema estable o
inestable, ya que valores absolutos alejados de cero indican una mayor estabilidad de las
particulas en dispersion debido a su repulsion electrostatica, siendo dependiente de la
naturaleza quimica y las cantidades del polimero y los estabilizantes (Mora-Huertas et al.,
2010). En la Figura 12 se presentan el grafico de superficie de los potenciales zeta
determinados en los lotes de nanoparticulas generados en el disefio central compuesto en

funcion de la potencia y la relaciéon PCL/B-caroteno.

Los valores negativos de potencial zeta obtenidos en este estudio son una consecuencia de la
relacion PCL-estabilizante, donde la PCL contribuye a la carga negativa de las particulas
debido a los grupos carboxilo terminales encontrados en las cadenas poliméricas (Mora-
Huertas et al., 2011).
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Figura 12: Gréfica de superficie de respuesta del potencial zeta obtenido para las

nanocapsulas preparadas a diferentes condiciones de potencia y relaciéon PCL/B-caroteno

El comportamiento de los lotes preparados muestra un punto de inflexion dado por un
méaximo alrededor del punto central obteniéndose valores mayores a -20 mV, donde las

nanoparticulas tienen alta eficiencia de encapsulacion (>70%).

Los valores minimos de potencial zeta fueron encontrados a una potencia de 43.18 W y una
relacion de PCL/B-caroteno de 2.15 con un valor en la funcion de deseabilidad de 1.0. En
contraste, el maximo valor de potencial zeta (-18.92 mV) fue obtenido bajo las condiciones
de 60.84 W y una relacion PCL/B-caroteno de 1.29, con una funcion de deseabilidad
calculada de 0.658.

A niveles de potencia inferiores o superiores del punto central el potencial zeta de las
nanoparticulas se reduce hasta alcanzar valores por debajo de -29 mV a las potencias de los
puntos axiales. Este comportamiento puede correlacionarse con las bajas eficiencias de
encapsulacion, ya que a menor cantidad de P-caroteno encapsulado hay una menor
interaccion activo-polimero por su afinidad hidréfoba (De Paz et al., 2013), por lo que
incrementa la exposicion de grupos carboxilos terminales en la molécula del PCL

disminuyendo el potencial superficial de las nanoparticulas.
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Bajo las condiciones dptimas se obtuvo un valor de potencial zeta de -25.41 mV con una
funcién de deseabilidad igual a 1.0. Indicando que las nanoparticulas preparadas fueron
eléctricamente estables. El andlisis de varianza (Tabla 8) mostré que el termino independiente
correspondiente a la cantidad de [B-caroteno y las interacciones potencia-f-caroteno y
potencia-PCL no tiene influencia significativa en el potencial zeta. La potencia y la cantidad
de PCL son los factores mas importantes que afectan este parametro. La ecuacién de segundo

orden que explica el comportamiento de la eficiencia de encapsulacion queda como sigue:

{ = —17.515 4+ 0.769(Potencia) + 1.026(Caroteno) — 7.027(Potencia * Potencia)
— 5.544(Caroteno * Caroteno) — 3.999(PCL = PCL) — 1.208(Caroteno
« PCL)

4.1.6. Eficiencia de encapsulacion

Un parametro importante para describir la efectividad de los métodos de preparacion de
nanocapsulas es la determinacion de la eficiencia de encapsulacion, con la finalidad de tener
la mayor cantidad de compuesto encapsulado que, para esta investigacion debe tener una

funcionalidad para la conservacion de alimentos.

Este parametro describe la cantidad de componente activo incluido en las nanocapsulas en
funcién de la cantidad inicial adicionada (Zhong et al., 2015). Las eficiencias de
encapsulacion obtenidas por el método de emulsificacion-difusion generalmente son mayor
al 70% a las mejores condiciones de fabricacién (Mora-Huertas et al., 2010; Quintanar-
Guerrero et al., 1998a).

En la Figura 13 se presenta la grafica de superficie de respuesta del comportamiento de la
eficiencia de encapsulacion en funcion de la potencia (W) y la relacion PCL/B-caroteno en la

formacion de las nanocapsulas.

La méxima eficiencia de encapsulacion calculada (85%) fue obtenida a las condiciones de
58.25 W de potencia y una relacion PCL/B-caroteno de 0.80 con una deseabilidad de d=1.0.
Si bien, a estas condiciones se obtiene la maxima eficiencia de encapsulacion, no son las
condiciones éptimas de preparacion debido a que no se tomaron en cuenta las otras variables

de respuesta.
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Figura 13: Grafica de superficie de respuesta de la eficiencia de encapsulacion de las

nanocapsulas preparadas en funcion de la potencia ultrasonica y la relacion PCL/B-caroteno

Ademas, se observé que la eficiencia de encapsulacion disminuye a medida que incrementa
la relacion PCL/B-caroteno a todas las condiciones de potencia utilizadas. Esto indica que al
incrementar la concentracion de PCL disminuye la eficiencia de encapsulacién. Por ejemplo,
se obtuvo una eficiencia de encapsulacion de 84.95% cuando se utiliza una relacion
PCL/aceite de 0.80 y una potencia de homogeneizacion de 60 W, produciendo una funcion
de deseabilidad de 0.75.

Mientras que a una relacion PCL/B-caroteno de 2.15 con 60 W de potencia ultrasonica, la
eficiencia de encapsulacion se redujo hasta 73.8% con una funcion de deseabilidad de 0.50,
lo que indica que al incrementar la cantidad de polimero se disminuye la eficiencia de
encapsulacion. Este comportamiento es atribuido a la afinidad entre el f-caroteno y el PCL
que evita la incorporacion del activo dentro de la emulsion primaria, sin la integracion del -

caroteno dentro de los glébulos de la emulsion.

Un comportamiento similar fue observado por Park et al. (2013) para la formacion de
nanocapsulas conteniendo ciclosporina y acido polilactico (PLA) por el método de

emulsificacion-difusion con homogeneizacion por ultrasonido, donde la eficiencia de
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encapsulacion disminuyd desde 91.7 a 72.4% cuando se incrementd la relacion
polimero/aceite del 0.2 hasta 0.8, respectivamente. Bhavna et al. (2014) reportaron un ligero
decremento en la eficiencia de encapsulacion desde 88.5 hasta 80.48% a cantidades de
polilactato-co-glicolico 1:1 y 1:10, respetivamente, en la formacion de nanocéapsulas de
donepezil.

Por otra parte, la potencia de homogeneizacién mostro una curvatura dada por un maximo
alrededor del punto central (60 W) donde las méas bajas eficiencias de encapsulacion se
encontraron a las condiciones de los puntos axiales del disefio. A la menor potencia de
homogeneizacion (43.18 W) no se logrd la incorporacion del p-caroteno dentro de los
glébulos de la emulsion por la baja energia depositada al sistema. En cambio, a la mayor
potencia utilizada (76.82 W) el poder de emulsificacion desciende. Los valores de las

funciones de deseabilidad fueron menores a 0.411 en los puntos axiales.

Esto es debido a diferentes factores como el incremento de la temperatura del sistema que
disminuye el poder de cavitacién o por la formacion de burbujas de gran tamafio que
provocan un efecto amortiguador de las ondas acusticas, reduciendo con ello la cavitacion de
las burbujas (Raso et al., 1999). Asi mismo, generan una menor incorporacion del caroteno
en la emulsion, que produce la disminucion de la eficiencia de encapsulacion en ambos
puntos axiales. El anlisis estadistico de varianza demostro que, tanto la potencia y cantidad
de B-caroteno, tienen la mayor influencia (p < 0.05) sobre la eficiencia de encapsulacion

(Taba 8). Entonces, a ecuacion cuadratica de prediccion queda de la siguiente manera:

EE = 64.39 — 6.14(Potencia) + 9.20(Caroteno) — 11.93(Potencia * Potencia)
+ 6.73(Caroteno * Caroteno) + 6.13(Potencia * Caroteno)
— 11.15(Potencia * PCL)

4.1.7. Densidad

La densidad de las nanocapsulas fue evaluada como medida para determinar si las
nanoparticulas generadas son estructuras vesiculares donde el compuesto activo esta
integrado dentro de la cavidad capsular (Zambrano-Zaragoza et al., 2011). Las densidades
tuvieron valores entre 1.002 y 1.037 g/cm?. Estos resultados sugieren la formacion de

estructuras capsulares con un buen acoplamiento entre el 3-caroteno y la barrera polimérica.
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Quintanar-Guerrero et al. (1998a) encontraron valores de densidad entre 1.018 a 1.084 g/cm?®
para nanocapsulas con Myglioil y &cido polilactico a diferentes concentraciones. Mientras
que las nanocépsulas de diferentes aceites alimenticios preparadas por Zambrano-Zaragoza
et al (2011) tuvieron densidades 1.017 y 1.022 g/cm?. El analisis de varianza presentado en
la Tabla 8 mostrd que la potencia ultrasénica no tiene influencia en la densidad de las
nanocapsulas y las cantidades de PCL y B-caroteno son los factores mas importantes que
afectan este parametro. Por tanto, la funcion cuadratica que expresa el comportamiento de la

densidad esta dada de la siguiente manera:

Densidad = 1.023 — 0.006(Caroteno) + 0.004(PCL) — 0.003(Potencia * Potencia)
+ 0.004(Caroteno * Caroteno) + 0.005(PCL * PCL)
— 0.008(Potencia * Caroteno) + 0.010(Potencia * PCL) — 0.007(Caroteno
% PCL)

4.1.8. Versatilidad del método

Para comprobar las condiciones Optimas para la obtencion de nanoparticulas poliméricas
mediante la metodologia de emulsificacion-difusion usando ultrasonido como sistema de
homogeneizacién, se desarrollaron nanocapsulas conteniendo diferentes componentes
activos oleosos (aceite de limon, aceite de romero y curcumina) y dos polimeros diferentes
(PCL y etilcelulosa) con la finalidad de tener dispersiones de talla nanométrica que sean Utiles

en la conservacioén de alimentos.

En la Tabla 10 se presentan los tamarfios de particula (TP), los indices de polidispersion (IPD),
los potenciales zeta ({), las eficiencias de encapsulacion (EE), asi como las densidades de los

sistemas nanoparticulados preparados.

En la Figura 14 se muestran las fotografias de las caracteristicas macroscopicas de las
nanocapsulas conteniendo los aditivos alimentarios. Los tamafios de particula en todos los
sistemas fueron nanométricos, donde las formulaciones preparadas con PCL y etilcelulosa
encapsulando [-caroteno presentaron los mayores tamafios 338.54 y 345.83 nm
respectivamente, lo que es atribuido a la mayor masa molecular del B-caroteno en

comparacion con los demas activos probados.
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Tabla 10: Comparacion de nanocapsulas usando diferentes aceites encapsulantes y poli-(e-cprolactona) (PCL) y etilcelulosa como

polimeros
Polimero Nucleo oleoso TP (nm) IPD ¢ (mYV) EE (%) Densidad (g/cm?3)
PCL [-caroteno 238.54 +17.73 0.319 £ 0.05 -26.05+1.75 75.24 +1.44 1.020 + 0.001
PCL Curcumina 157.16 £ 2.95 0.151 £ 0.01 -3.08 £0.28 27.17+£2.40 1.018 + 0.002
PCL Aceite de romero 150.28 * 8.60 0.138 £ 0.02 -7.06 +0.35 81.53 +£1.52 1.027 £ 0.003
PCL Aceite de limén 141.83+£4.93 0.169 £ 0.02 -4.82 £ 0.61 92.29+1.21 1.021 + 0.002
Etilcelulosa -caroteno 245.83 + 13.56 0.215+0.03 -2357+1.1 87.97 +3.34 1.019 + 0.001
Etilcelulosa Curcumina 110.46 + 5.82 0.207 +0.01 -5.7+0.34 30.03+6.73 1.029 + 0.005
Etilcelulosa  Aceite de romero 1148 £3.72 0.188 £ 0.01 -7.58 +0.53 70.69 +4.97 1.030 + 0.002
Etilcelulosa Aceite de limén 107.01 £ 4.22 0.170 £ 0.01 -7.21+£0.64 82.51+4.10 1.004 + 0.001

TP: tamafio de particula; IPD; indice de polidispersion; C: potencial zeta; EE: eficiencia de encapsulacion
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Nanocapsulas Nanocapsulas de aceite de Nanocapsulas de aceite de Nanocapsulas de aceite de

B-caroteno/etilcelulosa limon/etilcelulosa limon/PCL romero/etilcelulosa
Nanocépsulas de aceite de Nanocépsulas de Nanocépsulas de
romero/PCL curcumina/etilcelulosa curcumina/PCL

Figura 14: Nanoparticulas de aceites esenciales y curcumina preparadas a las condiciones éptimas con PCL vy etilcelulosa como
polimeros barrera
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El indice de polidispersion para las nanoparticulas de B-caroteno usando PCL vy etilcelulosa
fue de 0.319 y 0.215 respectivamente, mientras que los potenciales zeta para las dispersiones
encapsulando B-caroteno fueron menores a -23 mV, para ambos polimeros, sugiriendo buena

estabilidad fisica de las dispersiones.

Con respecto a la eficiencia de encapsulacion, las nanoparticulas de PCL tuvieron un 75.24%
de eficiencia de encapsulacion como fue predicho por el disefio; sin embargo, se observo que
las nanocapsulas formadas con etilcelulosa mostraron una eficiencia de encapsulacion de
87.97%, con densidades de 1.020 g/cm? para las nanocapsulas preparadas con PCL y 1.019
g/cm? para las obtenidas con etilcelulosa indicando una buena integracién del B-caroteno

dentro de las nanocépsulas.

Resultados similares para la preparacion de nanocapsulas de B-caroteno usando PCL, el
metodo de emulsificacion-difusion y un sistema rotor y “estator” han sido obtenidos por
Zambrano-Zaragoza et al. (2011) donde encontraron tamarfios de particula de 287 nm, indice

de polidispersién de 0.076 y potencial zeta de -27.8 mV.

Por otra parte, las nanoparticulas preparadas con etilcelulosa conteniendo aceite de limén,
aceite de romero y curcumina tuvieron tamafos entre 107 y 111 nm, en cambio para las
nanocéapsulas preparadas con PCL y conteniendo los mismos aceites, se obtuvieron tamafios
entre 140 y 157 nm. Estos resultados son atribuidos a la masa molecular del polimero
encapsulante. Los IPD fueron menores a 0.21 en todos los casos indicando una distribucion

de tamarios estrecha.

Los potenciales zeta obtenidos fueron mayores a -10 mV, mientras que las eficiencias de
encapsulacion fueron mayores al 70%, excepto para las nanocapsulas conteniendo curcumina
donde se observd una eficiencia de encapsulacion menor al 30% usando los dos polimeros
barrera, atribuido a las gran cantidad de agua utilizada para la preparacién de las
nanocépsulas que da lugar a la solubilizacion de la curcumina reduciendo con ello la

eficiencia de encapsulacion (Jagannathan et al., 2012).

Las densidades de las nanoparticulas fabricadas con PCL fueron de 1.018 g/cm?, 1.027 g/cm?®

y 1.021 g/cm? encapsulando curcumina, aceite de romero y aceite de limdn respectivamente,
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encontrandose dentro del intervalo para para sistemas nanocapsulares, como ha sido
observado por Zambrano-Zaragoza et al. (2011), que han indicado densidades entre 1.016 y
1.022 g/cm? para nanocapsulas con diferentes aceites alimentarios como aceite de girasol y
aceite de soya. Por lo tanto, el procedimiento de emulsificacion-difusion usando ultrasonido
como método de homogeneizacién fue eficaz para formar sistemas capsulares conteniendo

activos oleosos para aplicaciones en la conservacion o funcionalizacion de alimentos.

4.1.9. Morfologia de las nanocépsulas

Las nanocapsulas de aceite de limén, aceite de romero y curcumina preparadas con dos
diferentes polimeros barrera (PCL y etilcelulosa) y fabricadas mediante el método de
emulsion-difusion acoplado con ultrasonido bajo las condiciones Optimas, fueron

caracterizadas morfologicamente usando microscopia electronica de barrido.

En la Figura 15 se muestran las micrografias de las nanocapsulas, donde de manera general
se observa que todos los sistemas presentaron tamafios mucho menores a los 500 nm y forma

esférica correspondiente a la formacion de estructuras nanocapsulares.

Las nanocapsulas de B-caroteno/PCL presentaron forma esférica y tamafios de particula
alrededor de 200 nm confirmando las mediciones obtenidas por densidad. Diversos autores
han encontrado resultados similares donde el proceso de emulsificacion-difusion es una
buena herramienta para obtener nanocapsulas esféricas de f-caroteno y otros componentes

oleosos alimentarios (Gonzalez-Reza et al., 2015; Zambrano-Zaragoza et al., 2011).

Las nanocapsulas de B-caroteno/etilcelulosa de igual manera tuvieron forma esférica con
tamafios inferiores a los obtenidos con PCL (entre 100 y 150 nm). Para espirooxacina
nanoencapsulada en etilcelulosa y obtenidas mediante el proceso de emulsificacion
evaporacion del disolvente, se han encontrado resultados similares donde se obtuvieron

tamafios inferiores a los 200 nm (Feczko et al., 2011).

Asi mismo se ha encontrado que el uso de ultrasonido disminuye el tamafio de las particulas
a comparacion de una agitacién mecanica cuando se encapsula espiroxacina y etilcelulosa

como polimero barrera (Valh et al., 2017).
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Figura 15: Micrografias de las diferentes dispersiones formadas con el método de
emulsificacion-difusion acoplado con ultrasonido. a) Nanocépsulas de p-caroteno/PCL,;
b) nanocéapsulas de B-caroteno/etilcelulosa; c) nanocapsulas de A. Limén/PCL,;

d) nanocépsulas de A. Limon/etilcelulosa; €) nanocapsulas de A. Romero/PCL;

f) nanocépsulas de A. Romero/etilcelulosa; g) nanocapsulas de curcumina/PCL,;

h) nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa
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Las nanocéapsulas de aceite de limén/PCL vy aceite de limon/etilcelulosa de igual manera
presentaron formas esféricas de alrededor de 200 nm de diametro siendo consistentes con los

resultados de densidad y tamafio de particula obtenidos por dispersion de luz dindmica.

En nanocéapsulas conteniendo fragancias para aromatizar textiles usando aceite de limén
como compuesto principal en la formulacion de la fragancia se han encontrado resultados
semejantes a los obtenidos en este trabajo siendo las nanocapsulas esféricas y de tamafos
entre 100 y 200 nm (Liu et al., 2015). En las micrografias obtenidas por SEM para las
nanocapsulas de aceite de romero/PCL y aceite de romero/etilcelulosa se observa que
tuvieron forma esférica con tamarios de particula ligeramente superiores para las preparadas
con etilcelulosa, lo que se puede correlacionar con los resultados para el tamafio de particula
obtenidos de forma indirecta. En comparacion, se han preparado nanocapsulas de aceite de
romero encapsulado en PCL mediante el método de desplazamiento de disolvente,
observandose en las micrografias estructuras esféricas capsulares con tamafios de particula
entre 100 y 150 nm con una polidispersion baja (Khoobdel et al., 2017). Con respecto a las
nanocapsulas conteniendo curcumina usando PCL vy etilcelulosa como polimeros barrera, las
micrografias muestran estructuras esféricas con tamafios de particula entre 150 y 200 nm.
Resultados similares, fueron obtenidos para nanocapsulas de curcumina usando PCL y la
metodologia de desplazamiento de disolvente, donde se obtuvieron sistemas esféricos
nanométricos con tamafios de particula entre 150 y 200 nm via SEM (Umerska et al., 2018).
Para nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa preparadas por dialisis se han encontrado

estructuras esféricas con diametro de particula de 282.9 nm (Suwannateep et al., 2011).

4.1.Comparacion del indice de estabilidad medido con el equipo Turbiscan (TSI) de

las nanocépsulas poliméricas con diferentes aceites alimenticios

Con la finalidad de evaluar la influencia de la composicion de las nanocapsulas sobre su
estabilidad se calcularon los indices de estabilidad dados por el equipo Turbiscan (TSI). En
la Figura 17 se presentan los valores de TSI determinados a partir de los datos de
retrodispersion medidos por el equipo Turbiscan para las nanocéapsulas preparadas con [-
caroteno, aceite de limon, aceite de romero y curcumina, preparadas con los dos polimeros

estudiados (etilcelulosa 'y PCL) y los dos estabilizantes probados (PF-127 y PVA).
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—&—NC p-caroteno/etilcelulosa PF-127 NC p-caroteno/PCL PF-127

NC aceite de limén/etilcelulosa PF-127 —A—NC aceite de lim6n/PCL PF-127
—=—NC aceite de romero/etilcelulosa PF-127  ——NC aceite de romero/PCL PF-127
—5—NC curcumina/etilcelulosa PF-127 —4— NC curcumina/PCL PF-127

0 100 200 300 400 500 600
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== NC B-caroteno/etilcelulosa PVA NC p-caroteno/PCL PVA
NC aceite de limon/etilcelulosa PVA =&~ NC aceite de limén/PCL PVA
~=-NC aceite de romero/etilcelulosa PVA —li- NC aceite de romero/PCL PYA

—6—NC curcumina/etilcelulosa PVA —¢- NC curcumina/PCL PVA

Figura 16: TSI de las nanocapsulas de aceite de limdn, aceite de romero y curcumina preparadas con etilcelulosa o PCL como

polimeros barrera. (a) Usando Pluronic F-127 (PF-127); (b) usando alcohol polivinilico (PVA)
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4.1.1. Nanocapsulas de p-caroteno

Las nanocapsulas de -caroteno formadas con etilcelulosa o PCL fueron los sistemas que
presentaron mayor inestabilidad donde los sistemas tuvieron ligeros cambios en el TSI en las
primeras 136 h de almacenamiento a una velocidad de 0.0052 TSlI/hora para las nanocapsulas

de B-caroteno/etilcelulosa y de 0.0084 TSI/h para las nanocapsulas de -caroteno/PCL.

Se alcanzaron valores de TSI de 0.50 y 0.71, respectivamente. Después de las 136 h de
almacenamiento se observo un incremento en los valores de TSI a una velocidad de 0.01
TSlI/hora para ambas dispersiones. Para nanoemulsiones de vitaminas D y E se han observado
valores de TSI entre 0.2 y 2.17 utilizando mezclas de goma ardbiga, maltodextrina y almidon
modificado, donde las dispersiones optimizadas obtuvieron valores de TSI de 0.2 durante 6
h de medicion, indicando que las dispersiones son altamente estables (Granillo-Guerrero et
al., 2017).

4.1.2. Nanocapsulas de aceite de limoén

En la Figura 17 se muestran los TSI calculados para las nanocapsulas de aceite de limon
preparadas ya sea con PCL o con etilcelulosa y PF-127 o PVA. Las nanoparticulas que
mostraron una mayor estabilidad fueron las nanocépsulas de aceite de limén/PCL con PVA
como estabilizante alcanzando valores de TSI de 0.12 y las nanocapsulas de aceite de
limén/PCL formadas con PF-127 como estabilizante donde ambos tratamientos tuvieron
diferencias estadisticamente significativas comparadas con las nanocépsulas formadas con

etilcelulosa como polimero barrera.

No importo si fueron preparadas con PF-127 o PVA, ya que las nanocapsulas de aceite de
limon/etilcelulosa PF-127 tuvieron un valor de TSI final de 1.31, mientras que las
nanocéapsulas de aceite de limon/etilcelulosa PVA tuvieron un TSI de 0.65 al final del periodo

de almacenamiento.

El anélisis estadistico mostré que las nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa PVA
tuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto a las nanocapsulas de aceite

de limon/etilcelulosa usando PF-127 como estabilizante.
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Para emulsiones y nanoemulsiones optimizadas y preparadas con a-limoneno se han
encontrado valores de TSI entre 2.37 y 6.01 después de 30 dias de almacenamiento (Trujillo-
Cayado et al., 2018).

Para emulsiones de D-limoneno se ha encontrado valores de TSI entre 1 y 15 siendo las
emulsiones mas estables cuando se utiliza Pluronic PE9400 y una fraccion de la fase dispersa
del 50% (Pérez-Mosqueda et al., 2015). Por ello, la fabricacion de nanocéapsulas incrementa
la estabilidad de las dispersiones, ayudando de esta manera a mantener también la estabilidad

quimica del agente activo encapsulado.

4.1.3. Nanocapsulas de aceite de romero

Para las nanoparticulas de aceite de romero preparadas con PCL vy etilcelulosa con dos
estabilizantes diferentes como PF-127 o PVA se tuvieron valores de TSI entre 0.04 y 1.009.
Valores de TSI menores a 2 indican que los sistemas son estables, siendo las nanocépsulas
de aceite de romero/etilcelulosa PVA el sistema que presenta mayor inestabilidad teniendo

un valor final de TSI igual a 1.08 al final del periodo de medicion.

En cambio, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en los tratamientos
de nanocépsulas de romero/PCL PV A, nanocapsulas de romero/PCL PF-127 y nanocépsulas
de romero/etilcelulosa PF-127.

Esto indica que estas nanocapsulas son altamente estables por lo menos durante 30 dias de
almacenamiento a temperatura ambiente, ya que presentaron valores de TSI al final del

periodo de almacenamiento de 0.56, 0.42 y 0.04, respectivamente.

Para nanoemulsiones de aceite de romero formadas con un surfactante obtenido a partir de la
biomasa de trigo (polipentdsidos de alquilo) se han encontrado valores de TSI entre cero y
30, siendo el sistema mas estable cuando se utiliza una concentracion de aceite de romero del
20% (Martin-Pifiero et al., 2019). Asi mismo se ha encontrado que para emulgeles de aceite
de romero preparados a diferentes velocidades de cizalla se encontraron valores de TSI entre
3y 4 después de 30 dias de muestreo (Santos et al., 2019). Por tanto, la nanoencapsulacion

de aceites esenciales es una buena opcién para incrementar su estabilidad fisica en dispersion.
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4.1.4. Nanocapsulas de curcumina

Las nanocéapsulas de curcumina preparadas con etilcelulosa o PCL y mezcladas con PF-127
0 PVA, fueron sistemas altamente estables teniendo valores de TSI entre 0.09 y 0.13.
Ademas, son sistemas altamente estables debido a que valores de TSI cercanos a cero son

indicativos de su estabilidad.

Las nanocépsulas de curcumina/etilcelulosa PF-127, curcumina/etilcelulosa PVA,
curcumina/PCL PF-27 y curcumina/PCL PVA mostraron valores de TSI al final del periodo
de medicién de 0.13, 0.10, 0.072 y 0.044, respectivamente. Fueron los sistemas més estables
preparados. Para nanoparticulas preparadas con una mezcla de zeina- goma laca se han
encontrado valores de TSI entre 1.54 y 8.43, siendo sistemas con mayor estabilidad cuando

se utiliza una relacion de zeina-shellac 1:1(Sun et al., 2017).

Todo lo obtenido en esta investigacion indica que la metodologia de emulsificacion-difusion
con homogeneizacién por ultrasonido es eficaz para preparar nanocapsulas con buena
estabilidad fisica. Es importante destacar el efecto de los estabilizantes, siendo mas eficaz el
PVA para estabilizar las nanocapsulas. Aqui, el efecto estérico es promotor de la estabilidad

de las particulas en suspension (Bagherifam et al., 2015; Galindo-Rodriguez et al., 2004).

4.2. Determinacion de los mecanismos de inestabilidad fisica de las nanoparticulas

preparadas y almacenadas a temperatura ambiente por 665 horas

La estabilidad de las estructuras nanocapsulares dependen tanto de los parametros de proceso
de sintesis como de la composicion de las nanocépsulas y las condiciones de almacenamiento
(Kapuscinska et al., 2016).

Por ello, es importante establecer el mecanismo de inestabilidad, ya que cominmente las
nanodispersiones no suelen ocuparse inmediatamente después de su preparacion, por lo que
si un sistema es altamente inestable se presentaran diferentes fendmenos a corto plazo, donde
los mecanismos de inestabilidad que cominmente se observan son: la sedimentacion, el
cremado, la floculacion y la coalescencia; que impactan en las caracteristicas fisicas y

quimicas de las formulaciones.
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La Figura 17 es un esquema del comportamiento de la retrodispersion (ABS) durante el
proceso de sedimentacion de las nanocapsulas medido en un analizador éptico tipo

Turbiscan.
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Figura 17: Representacion de la sedimentacion como mecanismo de inestabilidad de las
nanocapsulas. La zona 1 es la parte inferior de la celda; la zona 2 es la parte intermedia, y la
zona 3 es la parte superior, el menisco del liquido

El proceso de sedimentacion es importante en este trabajo, ya que es el mecanismo que
imperd en todos los sistemas. Con el Turbiscan es posible determinar la migracion de las
particulas y este comportamiento fue asociado a la formacion de una capa de sedimento en
el fondo de la celda de medicién (zona 1), acompafiado con un clareamiento en la parte
superior de la muestra (zona 3). De tal manera que la retrodispersion (ABS) se incrementa en
la zona 1 debido a que la concentracion de las particulas aumenta. En cambio, en la zona 3
la concentracion de las particulas disminuye y en consecuencia la retrodispersion (ABS)

también desciende (Figura 17).

A continuacion, se describen los mecanismos de inestabilidad de las nanocapsulas formadas
con poli-(e-caprolactona) (PCL) y etilcelulosa encapsulando B-caroteno, aceite de limon,
aceite de romero y curcumina con dos estabilizantes diferentes alcohol polivinilico (PVA) y
Pluronic F-127 (PF-127). En la Tabla 11, se presentan los tiempos de estabilidad, los
mecanismos de inestabilidad de las nanocapsulas arriba mencionadas los espesores de los

sedimentos formado.
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Tabla 11: Tiempo de estabilidad, mecanismo de inestabilidad y velocidad de migracion de las nanocapsulas de B-caroteno, aceite de

limén y curcumina, fabricadas con poli-(e-caprolactona) PCL o etilcelulosa como polimeros barrera y Pluronic F-127 (PF-127) o

alcohol polivinilico (PVA) como estabilizantes

_ Tiempo de Mecanismo de Espesor del sedimento
Sistema . ) N
estabilidad (h) inestabilidad (um)
NC de B-caroteno/etilcelulosa 144 sedimentacion 717
(PF-127)
NC de A. limén/etilcelulosa ] N
281 sedimentacion 237
(PF-127)
NC de A. romero/etilcelulosa ) N
197 sedimentacion 289
(PF-127)
NC curcumina/etilcelulosa ] y
185 sedimentacion 402
(PF-127)
NC de B-caroteno/PCL ] B
185 sedimentacion 637

(PF-127)
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_ Tiempo de Mecanismo de Espesor del sedimento
Sistema . ) .
estabilidad (h) inestabilidad (um)
NC de aceite de limon/PCL ) y
185 Sedimentacion 455
(PF-127)
NC de aceite de romero/PCL ) )
281 Sedimentacion 216
(PF-127)
NC de curcumina/PCL ) y
185 Sedimentacion 391
(PF-127)
NC de p-caroteno/etilcelulosa ) »
216 sedimentacion 680
(PVA)
NC de aceite de ] ]
] . 193 sedimentacion 284
limén/etilcelulosa (PVA)
NC de aceite de ] ]
186 sedimentacion 288

romero/etilcelulosa (PVA)
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Tiempo de Mecanismo de Espesor del sedimento

Sistema N ) N
estabilidad (h) inestabilidad (um)
NC de curcumina/etilcelulosa ) ]
334 sedimentacion 188
(PVA)
NC de p-caroteno/PCL ) )
193 sedimentacion 498
(PVA)
NC de aceite de limon/PCL ] ]
355 sedimentacion 243
(PVA)
NC de aceite de romero/PCL . )
185 sedimentacion 287
(PVA)
NC de curcumina/PCL (PVA) 482 sedimentacién 147
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Las nanocapsulas de B-caroteno preparadas ya sea con PCL o etilcelulosa como polimeros
barreray PF-127 y PVA, mostraron los mayores espesores de sedimento formados. Para las
nanocapsulas de -caroteno/etilcelulosa PF-127 se observo un espesor del sedimento de 717
um con un tiempo de estabilidad de 144 h. Para las nanocapsulas de (3-caroteno/PCL PF-127
el tiempo de estabilidad fue de 185 h, con un espesor de sedimento formado de 637 um. Las
nanocapsulas de B-caroteno/etilcelulosa PVA tuvieron un tiempo de estabilidad de 216 h con
un espesor de sedimento de 680 um. Y para las nanocapsulas de B-caroteno/PCL PVA, se

encontrd un tiempo de estabilidad de 193 h con un espesor de sedimento formado de 498 pum.

Las nanocépsulas de aceite de limén/etilcelulosa PF-127, aceite de limon/PCL PF-127, aceite
de limdn/etilcelulosa PVA y aceite de limon/PCL PVA tiempos de estabilidad de 281, 185,
193 y 355 h, respectivamente. Con espesores de sedimento formado al final del
almacenamiento de 237, 455, 284 y 243 um, respectivamente. Siendo mucho mas estables
que las nanocapsulas conteniendo [3-caroteno. Este comportamiento se correlaciona con los

valores de TSI obtenidos (Figura 16).

Para las nanocépsulas de aceite de romero/etilcelulosa PF-127, aceite de romero/PCL PF-
127, aceite de romero/etilcelulosa/PVA y aceite de romero/PCL PVA, se observaron tiempos
de estabilidad de 197, 281, 186 y 185 h, respectivamente. Con espesores de sedimento de
289, 216, 288 y 287 um, respectivamente. Donde las nanocépsulas de PVA fueron mas
estables que las fabricadas con PF-127. De igual manera se correlaciona con los valores de

TSI presentados en la Figura 16.

Un comportamiento similar fue encontrado en las nanocépsulas de curcumina donde las
fabricadas con PVA tuvieron mayores tiempos de estabilidad. Siendo que las nanocapsulas
de curcumina/etilcelulosa PF-127 y curcumina/PCL PF-127 tuvieron tiempos de estabilidad
de 185 h en ambos casos. En cambio, las nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa PVA 'y

curcumina/PCL PVA presentaron tiempos de estabilidad de 188 y 147 h, respectivamente.

Es importante destacar que las nanocapsulas con diferentes aceites, como aceite de limon,
aceite de romero y curcumina formados ya sea con PCL o etilcelulosa, presentaron

potenciales zeta mayores a -10 mV.
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De acuerdo con diferentes autores (Galindo-Rodriguez et al., 2004; Piirma, 1992), se dice
que las particulas en dispersion con potenciales zeta cercanos a cero son inestables. Sin
embargo, los estabilizantes como el PF-127 y el PVA, al ser moléculas poliméricas, tienen
la capacidad de estabilizar las nanodispersiones debido a los efectos estéricos. Es decir, hay
un impedimento estérico provocado por los polimeros estabilizantes en la superficie de las
nanocapsulas que impide la union de una particula con otra, evitando la agregacion y

favoreciendo la estabilidad de las nanocapsulas en suspension.

4.3.Evaluacion de aceptabilidad de la papaya fresca cortada recubierta con los

diferentes sistemas nanomeétricos

Una caracteristica importante en el desarrollo e innovacion de alimentos es su aceptacion. En
este aspecto, se realizd una prueba heddnica con panelistas no entrenados, con la finalidad
de establecer de manera cuantitativa el agrado o desagrado de la papaya recubierta con las

nanocépsulas preparadas.

La prueba consistié en preguntar la escala de agrado o desagrado de la papaya recubierta,
donde se contaron con 5 niveles: me desagrada, me desagrada poco, ni me gusta ni me
desagrada, me gusta y me gusta mucho, a los cuales se les asigné un valor numérico desde 2
hasta 10 respectivamente. Los resultados promedios de las determinaciones heddnicas se
presentan en la Tabla 12.

Los resultados indicaron que la mayor aceptacion de la papaya fue el sistema control
alcanzando un valor de 9.0, seguido de la papaya tratada con nanocapsulas de curcumina y

las nanocéapsulas de aceite de limon que tuvieron valores por arriba de 8.

De manera general, las nanocapsulas de aceite de romero no tuvieron una buena aceptacion
entre los panelistas teniendo valores promedio de sabor entre 1.67 y 4.67, lo que es atribuido
al fuerte sabor a aceite de eucalipto, ya que el aceite de romero tiene como componente

principal el 1,8-cineole (33.45%).

Resultados similares fueron encontrados por Mehra et al., (2013), utilizando Sporatec®

(aceite de romero, clavo y timol) como biofumigante para el control de hongos en moras
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azules, donde la adicion de Sporatec® tuvo la menor aceptacion entre el grupo de panelistas

entrenados. Por lo anterior, se decidid eliminar este tratamiento para las pruebas siguientes.

Tabla 12: Valores promedio de la evaluacién sensorial de la papaya fresca cortada

recubierta con las nanodispersiones

Sistema Calificacion
Control 9.0+1.03
NC de aceite de limon/etilcelulosa 6.0+214
NC de aceite de limon/PCL 6.57+151
NC de aceite de romero/etilcelulosa 3.0+1.67
NC de aceite de romero/PCL 1.67 £ 1.97
NC de curcumina/etilcelulosa 8.67 £1.03
NC de curcumina/PCL 4.67 +1.63

4.4.Caracterizacion de las nanoparticulas antes de ser aplicadas en la papaya fresca
cortada

En la Tabla 13 se presentan los resultados de tamafio de particula, indice de polidispersion y
potencial zeta de las nanoparticulas conteniendo aceite de limén, y curcumina preparadas con
PCL o etilcelulosa como polimeros barrera en la formacion de las nanocépsulas y usando

PV A como estabilizante.
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Tabla 13: Caracterizacion de las nanoparticulas antes de ser utilizadas como recubrimientos
en papaya fresca cortada

Sistema TP (nm) IPD £ (mV)

NC de aceite de limon/etilcelulosa PVA 116 +0.72 0.126 £+ 0.02 -7.52 +0.53

NC de aceite de limon/PCL PVA 87.57+0.34 0.142+0.01 -12.43+0.98
NC de curcumina/etilcelulosa PVA 115.73+0.83 0.246+0.01 -6.15+1.04
NC de curcumina/PCL PVA 100.18 £ 0.98 0.167 +£0.01 -5.80+0.78

De forma general se observd que las nanoparticulas preparadas presentaron tamafios de
particula en la escala nanométrica siendo el sistema de nanocépsulas aceite de limén/PCL
PVA el que tuvo el menor tamario. Las nanocapsulas de aceite de limdn/etilcelulosa PVA 'y
nanocapsulas de aceite de limon/PCL PVA tuvieron tamafios de 116 y 87.57 nm

respectivamente.

Para nanocéapsulas de aceite de limén empleando quitosana y almidén modificado como
estabilizante se obtuvieron nanocapsulas con diametros de particula entre 339 y 553 nm
donde la relacion quitosana/almidén modificado tuvo una mayor relacion en el tamafio de las

dispersiones (Hasani et al., 2018).

También, para nanocépsulas de colonia (donde el compuesto principal es el aceite de limon)
preparadas con metilmetacrilato-estireno como polimeros barrera se encontraron tamafios de
particula de 136 nm (Zambrano-Zaragoza et al., 2011), similares a los reportados en este
trabajo (Liu et al., 2015).
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Para las nanocépsulas de curcumina/etilcelulosa y curcumina/PCL usando PVA como
estabilizante, los tamafios medidos por la técnica de dispersion de luz dinamica fueron de
115 y 100 nm respectivamente, estando dentro de la escala nanométrica. Para nanocapsulas
de curcumina obtenidas con caseinato de sodio se han reportado tamafios de particula de 165
nm (Pan et al., 2013). Asi mismo se ha reportado la nanoencapsulacion de curcumina con
diferentes aceites como aceite de castor, aceite de soya y aceite miglyoil donde se encontraron

tamarios de particula de 150, 142.5 y 206 nm respectivamente (Zanotto-Filho et al., 2013).

Respecto de los indices de polidispersion obtenidos, los valores se encontraron entre el
intervalo de 0.126 y 0.246, indicando que los sistemas son monodispersos con una
distribucion de tamafios estrecha. Para las nanocapsulas conteniendo aceite de limén, ya sea
utilizando etilcelulosa o PCL, se presentaron indices de polidispersion menores a 0.150. Se
ha reportado que para nanocapsulas de aceite de limon formadas con quitosana y almidon
modificado se obtuvieron indices de polidispersion de 0.424, mucho mayores a los obtenidos
en este trabajo (Hasani et al., 2018); por lo cual, las nanoparticulas de aceite de limén
preparadas para recubrir la papaya tuvieron distribuciones estrechas con una tendencia a la

media.

De igual manera, los indices de polidispersion para las nanocapsulas de curcumina formadas
con PCL o etilcelulosa y PVA como estabilizante se encontraron indices de polidispersion
de 0.246 para las formadas con etilcelulosa y de 0.167 para as preparadas con PCL. De
acuerdo con estos resultados también se pueden describir como sistemas monodispersos, con

una estrecha distribucion de tamafios de particula.

Para nanocapsulas de curcumina disuelta en diferentes aceites se han encontrado indices de
polidispersion entre 0.16 y 0.29, similares a los reportados en este trabajo, indicando que los
sistemas preparados para su uso farmacéutico tienen buena heterogeneidad (Klippstein et al.,
2015).

Los potenciales zeta determinados tuvieron un bajo potencial encontrandose entre -5.80 y
-12.43 mV. La nanocépsulas de aceite de limon/etilcelulosa y aceite de limon/PCL tuvieron
potenciales zeta de -7.52 y 12.43 mV, respectivamente. Las nanocapsulas de curcumina
preparadas con etilcelulosa y PCL tuvieron potenciales zeta de -6.15 y -5.80,
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respectivamente. El potencial zeta de las nanoparticulas es un parametro de estabilidad,
donde se puede predecir que los sistemas son estables cuando los valores absolutos de

potencial zeta se encuentran mas alejados de cero.

Sin embargo, por las caracteristicas de los estabilizantes no idnicos, generalmente se
presentan bajos potenciales zeta, teniendo un efecto estérico lo que evita que las
nanoparticulas se agreguen o floculen, lo que se puede correlacionar con los resultados de
estabilidad donde los sistemas lograron ser estables por 30 dias en almacenamiento a

temperatura ambiente.

Para nanocépsulas de aceite de limon fabricadas con quitosana y almidon se han reportado
valores de potencial zeta de 10.58 cuando la relacion quitosana/almidén fue de 0.5%/9.5%
(Hasani et al.,, 2018). Por ello, el proceso de emulsificacion-difusion usando
homogeneizacién con ultrasonido es una excelente herramienta para preparar sistemas de
talla nanométrica, capaces de encapsular aceites esenciales y curcumina, con una buena

distribucion de tamafios y estables, que pueden ser Utiles para conservar alimentos.

Las siguientes secciones describen el efecto de las nanocapsulas conteniendo aceites
esenciales como el aceite de limén y la curcumina sin ser mezcladas en un soporte
polisacarido en las caracteristicas fisicas, quimicas y fisicoquimicas de papaya fresca cortada,
ya que uno de los objetivos principales de este trabajo es establecer su funcionalidad en la
preservacion de los alimentos, con la intencion de proponer su utilizacion en otras matrices
alimentarias que tienen un rapido deterioro como las carnes y otros frutos enteros o

minimamente procesados.

4.5. Efecto de recubrimientos con nanoparticulas sobre propiedades

fisicoquimicas de papaya fresca cortada

4.5.1. Cambiosenel pHy laacidez

En la Tabla 14 se presentan los resultados obtenidos para las determinaciones de pH y acidez
de la papaya tratadas con nanocapsulas de aceite de limén y curcumina usando etilcelulosa y

PCL como polimeros barrera.
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Para las muestras control tratadas con CaCl: se observé un decremento en el pH durante todo
el almacenamiento teniendo un valor promedio de pH al final de 4.97. Ademas, la acidez
tuvo ligeras variaciones con respecto a su condicion inicial obteniéndose valores a final del

almacenamiento de 0.416 mg de acido citrico/100 g de muestra.

La disminucion del pH es atribuida a la formacion de acidos orgénicos debido a la
biotransformacion de los glucidos a é&cidos organicos, asi como al crecimiento de
microorganismos en la superficie de la papaya que, en cierta medida, pueden producir acidos

organicos.

La disminucidn en la acidez es debida a que los &cidos organicos como el &cido citrico y
malico de la papaya son utilizados por las enzimas durante los procesos respiratorios (Ali et
al., 2011). La velocidad de respiracion es significativamente mayor en el sistema control que
en la papaya recubierta con nanocapsulas (Anexo A.1.). El analisis estadistico mostré que,
tanto el pH como la acidez, presentan diferencias estadisticamente significativas con respecto
a los tratamientos con nanocapsulas (Anexo A.2 y A.3).

Para las nanocéapsulas formadas con etilcelulosa conteniendo ya sea aceite de limén o
curcumina se observaron ligeras variaciones en el contenido de pH y acidez durante el

periodo de almacenamiento.

El tratamiento compuesto por nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa mostro que el pH
apenas vario en 0.3 durante el almacenamiento, con un valor de 5.25 al dia 10. Para la papaya
recubierta con nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa se observé un comportamiento similar
donde el menor valor de pH fue encontrado en el dia 7 teniendo un pH promedio de 5.41.
Con respecto a la acidez, se observd un comportamiento creciente durante los primeros 12

dias de almacenamiento, disminuyendo posteriormente.

El valor promedio final para el tratamiento con nanocapsulas de aceite de limén/etilcelulosa
fue de 0.48 mg de acido citrico/100g de fruta y para la papaya recubierta con nanocapsulas
de curcumina/etilcelulosa fue de 0.45 mg de &cido citrico/100g.
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Tabla 14: Cambios en el pH y acidez de papaya tratada con nanocapsulas de aceite de limén y curcumina usando etilcelulosa 'y PCL
como polimeros barrera

Tiempo Control NC L/etil NC L/PCL NC Cletil NC C/PCL
oH 520 +0.01 5.25 + 0.03 5.23 +0.01 5.11 +0.04 5.20 + 0.04

Dia0 - —
Acidez (mg acido 0.518  0.05 0.532 +0.01 0.525 +0.03 0.534 + 0.07 0.538 + 0.06

citrico/1009)
oH 5.21 + 0.08 5.62 + 0.02 5.45 + 0.02 5.67 + 0.02 5.33 + 0.06

Dia 3 - —
Acidez (mg acido 0.395 + 0.02 0.529 + 0.02 0.431 +0.02 0.375 £ 0.02 0.533 + 0.02

citrico/1009)
oH 5.30 + 0.02 5.55 + 0.09 5.54 + 0.05 5.53 +0.04 5.59 + 0.04

Dia 5 - —
Acidez (mg acido 0.363 + 0.05 0.497 + 0.02 0.395 + 0.02 0.400 + 0.02 0.463 +0.02

citrico/1009)
oH 5.23 + 0.02 5.37 +0.05 5.37 +0.04 5.41 +0.05 5.38 + 0.03

Dia 7 - —
Acidez (mg acido 0.405 + 0.02 0.568 + 0.01 0.494 + 0.02 0.535 + 0.01 0.509 + 0.03

citrico/1009)
5ia 10 pH 5.35 +0.01 5.25 + 0.01 5.52 +0.01 5.40 + 0.07 5.48 + 0.01
Acidez (mg acido 0.469 + 0.04 0.520 + 0.01 0.689 + 0.02 0.608 + 0.03 0.546 +0.03

citrico/1009)
Sia 12 oH 5.16 + 0.04 5.16 + 0.06 5.35 + 0.12 5.48 + 0.03 5.46 + 0.02
Acidez (mg acido 0.416 + 0.03 0.560 + 0.02 0.515 + 0.03 0.511 + 0.03 0.469 + 0.02

citrico/1009)
Dia 14 oH 5.08 + 0.03 5.27 +0.04 4.94+0.05 5.40 + 0.02 5.30 + 0.04
Acidez (mg acido 0.427 +0.05 0.417 +0.01 0.592 + 0.02 0.428 + 0.02 0.546 + 0.03

citrico/1009)
Sia 17 oH 4.97 +0.05 5.56 + 0.04 4.86+0.04 5.47 +0.04 5.29 + 0.04
Acidez (mg acido 0.416 + 0.03 0.480 + 0.03 0.656 + 0.02 0.449 +0.01 0576 + 0.03

mtnco/lOOg}

NC L/etil: Nanocapsulas de aceite de limdn/etilcelulosa; NC L/PCL: Nanocépsulas de aceite de limén/PCL; NC C/etil: nanocépsulas
de curcumina/etilcelulosa; NC C/PCL: Nanocépsulas de curcumina/PCL
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El analisis estadistico mostr6 diferencias significativas entre el compuesto encapsulado
(Anexo A.3). Las pocas diferencias en el comportamiento del pH y la acidez, son debidas a
que los tratamientos de tamafio nanométrico pueden actuar como una barrera al intercambio
de gases con lo que se reduce la respiracion de la papaya, manteniendo con ello los glicidos
presentes, por lo que no son modificados ni utilizados en los procesos respiratorios. Para
papaya recubierta con quitosana se han observado menores cambios, tanto en el pH como en
la acidez del fruto, lo que implica que la quitosana forma una barrera al intercambio de gases,
disminuyendo la respiracion del fruto e incrementando la estabilidad de los componentes de
la papaya (Ali et al., 2011).

En cambio, para las nanocépsulas de aceite de limon y curcumina formadas con PCL como
polimero barrera se observo una tendencia creciente a lo largo del periodo de almacenamiento
con respecto a la acidez. Las nanocapsulas de aceite de limon/PCL tuvieron un valor final de
0.65 mg de acido citrico/100g y las nanocapsulas de curcumina/PCL un valor final de 0.576
mg de &cido citrico/100g. Si bien las nanocapsulas tienen un efecto protector disminuyendo
la velocidad de respiracion, el PCL a lo largo del almacenamiento se degrada formando

grupos terminales carboxilo que pueden disminuir la acidez de las muestras.

La degradacion del PCL es debido a que el polimero en un ambiente acuosos puede
hincharse, provocando que moléculas de agua interaccionen con el polimero, atacando a los
grupos ester de la PCL. Esto provoca la hidrolisis y la formacion de grupos carboxilo
terminales. Ademas, la hidrdlisis de los grupos éster puede ser catalizada por enzimas lipasas

encontradas en el tejido de las papaya (Mochizuki et al., 1995).

De igual manera, el pH en la papaya tratada con nanocapsulas de aceite de limén/PCL
disminuyd drasticamente durante la Gltima semana de almacenamiento alcanzando un valor
de 4.8. Esto pudo ser atribuido a la formacion de acidos organicos de la papaya,
relacionandose con una disminucion en la cantidad de glucidos solubles totales por el
incremento en la respiracion de las muestras. Sin embargo, en la papaya con nanocépsulas
de curcumina/PCL se tuvo una disminucién en el pH después del dia 12 hasta alcanzar un
valor de 5.29.
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El andlisis estadistico mostro diferencias significativas entre ambos tratamientos; por lo que
el tratamiento de curcumina/PCL fue mas efectivo para disminuir los cambios asociados con

el deterioro de la papaya fresca cortada (Anexo A.3).

4.5.2. Contenido de sélidos solubles totales (SST) en la papaya fresca cortada y

recubierta con las nanocépsulas

En la Figura 18 se muestra el comportamiento respecto a la cantidad de sélidos solubles
totales encontrados en la papaya fresca cortada a diferentes dias de muestreo, donde el
sistema control presentd una disminucion de los solidos solubles totales a lo largo del periodo

de almacenamiento.

Para la papaya control evaluada en este estudio, la disminucién de la cantidad de sélidos
solubles puede ser debida al incremento en la respiracion. El tratamiento quimico no genero
una barrera a los gases e increment6 la tasa de respiratoria. Con ello, el metabolismo de la
fruta cortada también aumento, produciendo la reduccion de los gldcidos en la fruta. La
rapidez en la disminucion de SST fue de 0.29 SST/dia hasta el séptimo dia y se redujo después
a 0.05 SST/dia.

Para papaya ‘Maradol’ cortada en diferentes formas se ha encontrado una ligera disminucion
de la cantidad de solidos solubles totales almacenada a 5°C. Las que son almacenadas a
temperaturas mas elevadas (10 y 25 °C) mostraron una rapida disminucion en la cantidad de
solidos solubles totales. Esto puede ser producido por un incremento en la respiracion de las

muestras (Rivera-Lopez et al., 2005).

Con los recubrimientos de nanocéapsulas con diferentes aceites esenciales y curcumina, se
observo un incremento en la cantidad de sélidos solubles representados por la cantidad de
SST, observandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con respecto al

tratamiento control (Anexo A.4).

Este comportamiento podria atribuirse a la disminucién de la respiracion de la papaya tratada
con las nanocapsulas, lo que genero una conservacion de los glacidos debida a la reduccion

del metabolismo de la fruta en todos los casos estudiados (Jayathunge et al., 2014).
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Figura 18: Solidos solubles totales en la papaya fresca cortadas almacenadas por 17 dias a 4°C. Blanco: trozos sin ningun tratamiento.

Control: trozos tratados con CaCl2
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Para la papaya recubierta con nanocépsulas de aceite de limon/etilcelulosa se observaron
pocos cambios en la cantidad de solidos solubles totales durante los 17 dias de
almacenamiento, teniendo una velocidad de cambio de 0.02 SST/dia hasta el dia 12,
aumentando después la cantidad de solidos solubles encontrados en el fruto. Un
comportamiento similar en el incremento de los s6lidos solubles fue encontrado por Cortez-
Vegaetal. (2014), en papaya fresca cortada recubierta con un nanocomposito compuesto por

aislado de proteina de corvina y montmorilonita.

El aumento en los SST fue atribuido a la degradacion y biosintesis de polisacaridos como
resultado de los procesos metabodlicos relacionados con la maduracién y las enzimas
involucradas en este proceso. Sin embargo, la poca variacion en los valores de SST de la
papaya recubierta con nanoparticulas indica que los procesos metabdlicos disminuyen en
comparacion con la papaya no recubierta, mostrando la efectividad del sistema para mantener

las caracteristicas de la papaya durante el almacenamiento refrigerado.

Por otra parte, en los trozos de papaya tratados con nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa
se observo que la cantidad de sélidos solubles disminuy6 durante los primeros dias de
almacenamiento, debido al metabolismo de los glucidos. Esto se correlaciond con un
incremento en los valores de acidez. Sin embargo, posteriormente, los valores fueron en
aumento durante todo el periodo de muestreo, no observandose diferencias estadisticamente
significativas con respecto del recubrimiento de nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa
(Anexo A.4). Para papayas enteras recubiertas con quitosana se ha encontrado que el
tratamiento disminuye la respiracion de la fruta, manteniendo la cantidad de solidos solubles
en la papaya y aumentando su vida util (Mochizuki et al., 1995).

Los trozos de papaya recubiertos con nanocapsulas de curcumina/PCL tuvieron un
comportamiento similar a los de papaya tratados con nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa
respecto de la cantidad de solidos solubles totales, ya que se observo que durante los primeros

dias de almacenamiento hubo una disminucion en los SST.

Posteriormente, se tuvo un comportamiento ascendente. Esto podria relacionarse, como ya

se ha mencionado, con la degradacion inicial de los glucidos y la posterior transformacion
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(hidrdlisis) de los biopolimeros encontrados en la papaya que producen la formacién de

nuevos sélidos solubles.

Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que las nanoparticulas de aceite de
limén y curcumina formadas con etilcelulosa y PCL son capaces de mantener la cantidad de
solidos solubles totales por mayor tiempo en comparacion con los trozos de papaya sin los
tratamientos nanocapsulares. Las caracteristicas fisicoquimicas de la papaya fresca cortada
se mantuvieron, siendo los tratamientos nanocapsulares con aceite de limén mejores a los

gue contienen curcumina.

4.6. Propiedades fisicas de la papaya recubierta con los diferentes nanosistemas

4.6.1. Respiracion de la papaya fresca cortada tratada con nanocapsulas

Los objetivos principales para el almacenamiento de los productos frescos cortados es
mantener el control de la velocidad de transpiracion y la velocidad de respiracion, para
proteger a este tipo de alimentos de enfermedades, la pérdida de compuestos nutricionales,
minimizar la carga de microorganismos y otros cambios desfavorables de los aspectos fisicos

y quimicos (Falah et al., 2015).

4.6.2. Efecto de las nanoparticulas en la velocidad de produccion de CO;

En la Figura 19 se presentan los valores para la velocidad de produccion de COz2 de la papaya
en funcion de los tratamientos utilizados. La mayor velocidad de produccién de CO:2 fue
observada en el lote de papaya “blanco”, donde durante los tres primeros dias se observé un
incremento significativo, teniendo un valor promedio de 3.27 mL de CO2 kg h’. Esto se
mantuvo practicamente durante los dias posteriores, donde al final del periodo de
almacenamiento (dia 14) se observo otro incremento en la velocidad de respiracién
alcanzando un valor promedio de 5.23 mL de CO: kg! h™. Significa que el oxigeno
encontrado dentro del envase fue utilizado por la papaya para continuar con su metabolismo
teniendo una alta velocidad de respiracion por lo que la concentracion de CO2 en el espacio
superior del contenedor (head space) aumentd. Asi mismo el inicio del metabolismo
biodegradativo produce un incremento en la concentracion de COz (Toivonen y Brummell,
2008), provocado por la necesidad de la fruta para producir energia (ATP) para su

supervivencia (Baldwin, y Bai, 2011; Toivonen y Brummell, 2008).
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Un comportamiento similar fue encontrado en papaya fresca cortada de la variedad ‘Honey
Dew’ donde el sistema control exhibidé un incremento en la concentracion de CO2 en la parte
superior del contenedor (head space) durante 17 dias de almacenamiento, siendo las muestras
sin tratamiento las que presentaron un mayor incremento en la cantidad de COg, siendo
disminuido por un recubrimiento de alginato conteniendo antimicrobianos (Narsaiah et al.,
2015).

Para la papaya fresca cortada, tratada unicamente con CaClz, se observé una disminucion de
la produccion de CO2, donde también se observd un incremento en la velocidad de
produccion de COz. Durante los primeros dias de prueba se tuvo una velocidad promedio de
1.30 mL de CO2 kg h, observandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

con respecto al blanco (Anexo A.5).

El comportamiento es atribuido a que la adicion de iones Ca?* produce la gelacion de las
pectinas de la pared celular, formando de esta menera una barrera al intercambio de gases
entre la papaya y el medio, reduciendo con ello la velocidad de conversion del Oz a CO..

Este comportamiento ha sido analizado ampliamente en diferentes frutas.

En papayas enteras de la variedad ‘Eksottika II’ tratadas con CaClz se observd una
disminucion de entre 1.5y 2% en la velocidad de produccion de CO2 con respecto al sistema
sin ningun tratamiento. Como el CaClz es un inhibidor de la maduracion, dado que disminuye
la desintegracion de los tejidos, mantiene con ello la integridad de la membrana (Madani et
al., 2014).

Por otra parte, en la papaya troceada y tratada con nanocéapsulas se observo que disminuyeron
las velocidades de formacion de CO2 en todos los casos, lo que indica que los nanosistemas
fueron capaces de formar un recubrimiento sobre la superficie de la papaya reduciendo con

ello la respiracion del producto, con lo que se mantienen las caracteristicas deseables de la

papaya.

El analisis estadistico indico diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con

respecto a los lotes de papaya control y la papaya sin ningun tratamiento (Anexo A.5).
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Figura 19: Velocidad de formacion de CO2 de los lotes con trozos de papaya tratados con nanocépsulas conteniendo aceite de limon o

curcumina. Blanco: trozos sin ningun tratamiento. Control: trozos tratados con CaClz
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Para la papaya recubierta con nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa se observo que la
velocidad de produccion de CO2 fue ligeramente mayor a 1.0 mL de CO2 kg™ h't en los dias
7'y 14, por lo que el recubrimiento fue capaz de reducir la respiraciéon de la papaya. Un
comportamiento similar ha sido observado en manzana fresca cortada recubierta con
nanocapsulas de a-tocoferol/PCL donde la velocidad inicial de respiracion fue abatida 43%

menos que la velocidad de respiraciéon de la manzana control (Galindo-Pérez et al., 2015).

La papaya troceada tratada con nanocapsulas de aceite de limén/PCL tuvieron una velocidad
de produccion de CO2 de cero durante los primeros cinco dias de almacenamiento,
incrementandose posteriormente y mostrando una tendencia ascendente en la produccion de
CO2, hasta alcanzar un valor maximo de 1.04 mL de CO2 kg! h' en el dia 17 de

almacenamiento.

Un comportamiento similar fue observado en la papaya recubierta con nanocapsulas de
curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL, donde durante los primeros dias
no mostraron cambios en la produccién de CO: hasta el dia 7 para la papaya tratada con
nanocéapsulas de curcumina/etilcelulosa y el dia 10 para la papaya recubierta con
nanocapsulas de curcumina/PCL obteniéndose velocidades de 0.6 y 1.09 mL de CO2 kg*h?,

respectivamente.

El comportamiento de la papaya con nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa fue creciente,
teniendo alcanzando un valor final de 1.19 mL de CO2 kg h', mientras que, la papaya
tratada con nanocapsulas de curcumina/PCL se observo un maximo en la velocidad de
respiracion en el dia 12 teniendo un valor de 1.45 mL de CO2 kg* h'%. Los resultados indican
que las nanoparticulas pueden incluirse sobre la superficie de la papaya formando un
recubrimiento que limita el transporte de gases y la respiracion, lo que conduce a mantener

las caracteristicas iniciales de la papaya por mas tiempo.

Resultados similares con respecto a la aplicacion de nanorrecubrimientos han sido reportados
por Costa et al. (2012), que utilizaron nanoparticulas de plata mezcladas con alginato de
sodio, donde observaron un decremento significativo en la respiracion de zanahoria fresca

cortada, sin mostrar diferencias significativas con el uso de alginato sin nanoparticulas.
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4.6.3. Efecto de las nanoparticulas en la velocidad de consumo de O>

En la Figura 20 se presentan los comportamientos de la velocidad de disminucién de Ozen
la parte superior del contenedor (head space) de los contenedores con papaya con los
diferentes tratamientos. Cabe destacar que todos los sistemas tuvieron un efecto significativo
(p<0.05) sobre la velocidad de consumo de Oz (Anexo A.6).

El sistema blanco presentd altos valores en el consumo de Oz durante los primeros cinco dias
teniendo velocidades medias de alrededor de 30 mL de O2 kg ht. La tendencia después fue
descendente, donde la velocidad de consumo de Oz disminuyd hasta alcanzar valores de
13.72 mL de Oz kg* h' en el dia 14 de prueba.

Este comportamiento es atribuido al efecto de los cortes que aumentan el area superficial en
la papaya blanco (sin ningun tratamiento). Ademas, se han eliminado las barreras que limitan

la permeabilidad de los gases contribuyendo al aumento de la velocidad de respiracion de la

papaya.

Para la papaya tratada con CaClz se observo que la velocidad de consumo de O: fue alta
durante los primeros tres dias teniendo una velocidad promedio de 31.43 mL de Oz kg h'™.
Después hubo una disminucion en la velocidad de consumo de Oz, alcanzando valores de
7.28 mL de O2 kg ht, habiendo después un incremento nuevamente en el consumo de O2
en la parte superior del contenedor (head space), hasta alcanzar un valor de 14.2 mL de Oz

kg h™en el dia 17 de muestreo.

La velocidad de consumo de Oz para las nanocépsulas de aceite de limon preparadas con
etilcelulosa 0 PCL mostraron las menores velocidades de consumo de Oz, teniendo valores
iniciales para las nanocépsulas de aceite de limon/etilcelulosa y nanocéapsulas de aceite de
limon/PCL de 17.63 y 11.75 mL de Oz kg h'! respectivamente.

Ademas, la velocidad de consumo de Oz descendi6 durante el resto del periodo de prueba
alcanzando valores de velocidad de consumo de Oz de 6.45 mL de Oz kg h? para las
nanocapsulas de aceite de limdn/etilcelulosa y 7.72 mL de O2 kg™ h! para las nanocapsulas

de aceite de limén/PCL.
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Figura 20: Velocidad de consumo de O2 de la papaya tratadas con nanoparticulas conteniendo aceite de limén o curcumina. Blanco:
trozos sin ningun tratamiento. Control: trozos tratados con CaCl:
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Los resultados fueron estadisticamente significativos con respecto al sistema control y al
tratamiento de CaCl= (Anexo A.6), indicando que las nanoparticulas forman un
recubrimiento sobre la superficie de la papaya troceada, limitando la difusion del Oz y la
respiracion del producto. Ademas, es posible que el aceite de limén por sus caracteristicas
antimicrobianas destruya la membrana celular de los microorganismos alojados sobre la
superficie de los cortes de la papaya con lo que se disminuye en gran medida la velocidad de
respiracion. Un comportamiento similar fue observado en nanoparticulas de quitosana
encapsulando aceite esencial de limon aplicadas como recubrimiento de fresas, donde se
observo una reduccién de la velocidad de consumo de oxigeno mucho menor que las

nanoparticulas de quitosana solo y que el sistema control (Perdones et al., 2012).

Para las nanocépsulas de curcumina/etilcelulosa y nanocépsulas de curcumina/PCL se
observd un decremento en el consumo de Oz no teniendo diferencias estadisticamente
significativas con respecto al lote control; sin embargo, si mostraron diferencias

significativas con respecto al lote blanco (Anexo A.6).

La tendencia en el consumo de oxigeno fue descendente, teniendo una velocidad de consumo
de O2de 28.47 mL de Oz kg* h't para el tratamiento de curcumina/etilcelulosa y 29.71 mL
de Oz kg h'! para el tratamiento formado por nanocapsulas de curcumina/PCL durante los
primeros tres dias de almacenamiento, disminuyendo a lo largo del periodo de
almacenamiento hasta alcanzar valores de 9.22 y 4.91 mL de Oz kg h'%, respectivamente.

Resultados similares han sido reportados en pepinos enteros recubiertos con nanoparticulas
de quitosana encapsulando aceite esencial de canela, donde se disminuy6 la velocidad de
respiracion de los pepinos teniendo diferencias estadisticamente significativas con los
pepinos no recubiertos, no observandose diferencias estadisticamente significativas con el

tratamiento de quitosana sin nanoparticulas (Mohammadi et al., 2015).

4.6.4. Evolucion de los cambios de color de la papaya fresca cortada y

recubierta con los diferentes tratamientos

En la Figura 21 se presentan los resultados de la luminosidad de la papaya recubierta con las

nanodispersiones y su comparacion con la papaya Unicamente tratadas con CaCl: y el sistema
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blanco que no tuvo ningun tratamiento. El valor de L* es un indicativo de la luminosidad de
las frutas donde valores cercanos a cero indican poca luminosidad, mientras que valores
cercanos a 100 demuestran alta luminosidad. Este pardmetro en las frutas esta relacionado
con la formacidén o degradacion de compuestos en el alimento, por ejemplo, la degradacion
de carotenoides disminuye la luminosidad de las muestras. En este sentido, para el lote blanco
se observé una rapida disminucion en la luminosidad de la papaya. El valor promedio inicial
de luminosidad fue 51.59, reduciéndose drasticamente durante los primeros 3 dias y
alcanzando un valor promedio de L*= 34.34, manteniéndose después en los siguientes dias
de almacenamiento, donde se determiné un valor de L* promedio de 36.5 en el dia 14 de

almacenamiento.

El comportamiento de la papaya que no tuvo ningun tratamiento es atribuido a que la pérdida
de las barreras fisicas permite una mayor difusion del oxigeno hacia el tejido expuesto. Esto
da lugar a la descomposicion de los componentes de la papaya, en especial los carotenoides
que dan el color rojo a la fruta. Asi mismo, aumentan las reacciones de oxidacién de los
fenoles lo que produce un incremento en el oscurecimiento de las muestras. Un
comportamiento similar ha sido observado por Gonzalez-Aguilar et al. (2009) en papaya
recubierta con quitosana de diferentes masas moleculares, donde la papaya troceada sin
tratamiento tuvo una drastica disminucion en el valor de L* durante los primeros 3 dias de
almacenamiento reduciéndose el valor de luminosidad desde 53 hasta 44, mientras que la
papaya con quitosana de masa molecular media tuvieron los mejores resultados en la

preservacion de la luminosidad.

Las muestras control tuvieron un descenso gradual de la luminosidad a lo largo del
almacenamiento, con una velocidad de cambio en el valor de L* de -1.23 L*/dia hasta el dia
5. Posteriormente, la velocidad de cambio aument6 a 1.62 L*/dia en el dia 7, en menor
medida que para el tratamiento blanco. El analisis estadistico mostr6 diferencias
estadisticamente significativas con respecto al sistema blanco (Anexo A.7), por lo que el
tratamiento de CaClz disminuye los cambios de coloracion de la papaya fresca cortada
almacenada durante 17 dias. Este efecto es atribuido a que el CaCl2 produce la gelacion de

las pectinas formando pectatos, produciendo un recubrimiento en la estructura celular de la

papaya.
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Figura 21: Evolucion en los valores de L* de la papaya recubierta con los diferentes sistemas nanocapsulares. Blanco: trozos sin
ningun tratamiento. Control: trozos tratados con CaCl2
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Estos pectatos disminuyen la respiraciéon debido a un claro decremento en la difusion del
oxigeno en el fruto cortado y la diferencia en la cantidad de oxigeno permitié una
conservacion de los componentes de la papaya como los carotenos. Para papaya ‘Maradol’
tratada con una solucion de CaClz se ha observado un mantenimiento de la luminosidad
comparada con el sistema sin tratamiento (Ayén-Reyna et al., 2015). Para los tratamientos
de nanocépsulas de aceite de limon/etilcelulosa y aceite de limon/PCL se observaron
diferencias estadisticamente significativas con respecto al resto de los tratamientos (p<0.05)
(Anexo A.7).

Los resultados indican que los sistemas fueron efectivos para mantener la luminosidad de la
papaya, por lo que fueron capaces de limitar la transferencia de gases en especial del oxigeno.
Como resultado, se redujo la oxidacion de los carotenoides que le dan el color rojo a la fruta,
asi como la formacion de compuestos oscuros provocados por la enzima polifenoloxidasa.
Por tanto, los tratamientos compuestos por nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa o
aceite de limdn/PCL son efectivos para disminuir los cambios asociados con el deterioro del

producto.

Para papaya ‘Formosa’ fresca cortada recubierta con montmorillonita (TP=100 nm)
soportadas en un recubrimiento formado por un aislado de proteina de corvina, se observo
que, si bien la luminosidad en la papaya disminuyd, fue en mucho menor medida que en la
papaya sin tratamiento. Ademas, se tuvieron mejores resultados comparados con la papaya

troceadas y tratada con el aislado de proteina sin nanoparticulas (Cortez-Vega et al., 2014).

Los tratamientos de nanocapsulas curcumina/etilcelulosa y etilcelulosa/PCL mostraron
mayores cambios en los valores de luminosidad, disminuyendo rapidamente durante los
primeros dias de almacenamiento, donde el comportamiento en el valor de L* permanecio
practicamente constante durante el resto del almacenamiento. El andlisis estadistico no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre las nanocapsulas conteniendo

curcumina, el sistema control y el sistema blanco (Anexo A.7).

Este efecto es atribuido a que las nanoparticulas depositadas sobre la superficie de la papaya
no tuvieron la capacidad de disminuir la respiracion. Como el Oz contenido en la parte

superior del envase (head space) se encontrd mayoritariamente disponible, causé con ello
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una oxidacion de los componentes que dan color a la papaya, como los carotenoides o la
formacion de pigmentos oscuros por efecto de la actividad polifenoloxidasa. La adicion de
compuestos liposolubles en los recubrimientos comestibles puede modificar en cierta medida
las propiedades de permeabilidad al oxigeno de los recubrimientos formados, como ha sido
observado por Perdones et al. (2014), donde la adicion de aceite de canela con o sin &cido
oleico en una matriz de quitosana, disminuyd de manera significativa la permeabilidad al

oxigeno en comparacion con la pelicula de quitosana sin los aceites.

4.6.5. Cambios en el valor de a* de la papaya recubiertas con las

nanodispersiones

En la Figura 22 se presentan los resultados con respecto a los valores de a* obtenidos de la
superficie de los trozos de papaya con los diferentes tratamientos y almacenados durante 17
dias en refrigeracion. El valor de a* indica los cambios de color rojo a verde donde valores

positivos indican colores rojos mientras que valores negativos indican coloraciones verdes.

En la papaya troceada del lote blanco, el valor de a* tuvo una tendencia decreciente durante
el tiempo de almacenamiento, donde la velocidad de disminucion en el valor de a* fue de

-0.68 a*/dia alcanzando un valor promedio al final del periodo de almacenamiento de 19.89.

Los cambios en el valor de a* indican una pérdida del color rojo de la papaya, lo cual puede
ser atribuido a la oxidacion de los carotenos que le dan la pigmentacion al fruto, debido a la
inexistencia de barreras que puedan interferir en la distribucién del Oz dentro de los tejidos
de la papaya. Asi mismo, no se observé una disminucion tan grande en este parametro, a
diferencia de que en la papaya tratada con nanocapsulas debido a que la formacion de
compuestos oscuros en el tejido puede modificar los valores medidos de a*, como ha sido
observado en manzana fresca cortada donde el aumento en los valores de a* estan
correlacionados con la formacion de compuestos oscuros sobre la superficie de las manzana
(Zambrano-Zaragoza et al., 2014b). Para la papaya troceada control se observo una menor
disminucion en el valor de a* durante el periodo de almacenamiento. El valor disminuy6 a
una velocidad de -0.59 a*/dia, siendo ligeramente menor a la velocidad de diminucién de a*

para la papaya troceada del lote blanco.
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Figura 22: Cambios en los valores de a* de la papaya recubiertas con los diferentes sistemas nanocapsulares. Blanco: trozos sin

ningun tratamiento. Control: trozos tratados con CaClz
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Ademas, los trozos de papaya tratados con CaClz fueron significativamente diferentes a los
trozos de papaya tratados con nanocépsulas de curcumina/PCL, nanocapsulas de aceite de

limon/PCL y nanocéapsulas de curcumina/etilcelulosa (Anexo A.8).

Las pocas variaciones en el valor de a* en la papaya control (a diferencia de la papaya con
nanocapsulas) puede ser atribuido a la formacion de compuestos oscuros sobre la superficie
cortada de la fruta por efecto de la actividad enzimatica de la polifenoloxidasa, provocando
con ello un mantenimiento en el valor de a*, pero debido a la presencia de melaninas, lo que

no es deseable, ya que cambia el color final del producto.

Para las nanocépsulas de aceite de limdn/etilcelulosa se observé una menor disminucion en
el valor de a* teniendo una velocidad de cambio de -0.33 a*/dia, lo que indica que el

tratamiento fue capaz de disminuir el deterioro de la papaya.

Asi mismo el andlisis de medias demostr6 que tuvo diferencias estadisticamente
significativas con todos los otros tratamientos (Anexo A.8), sugiriendo que el tratamiento fue
capaz de generar una barrera entre la papaya y el medio, disminuyendo con ello el ingreso de
O2 a los tejidos, con lo que se abate la respiracion del fruto, los cambios de coloracion debido
a la oxidacion de los carotenos y la formacion de compuestos oscuros debido a la

polifenoloxidasa.

En cambio, el tratamiento de nanocapsulas de aceite de limén/PCL mostré una disminucion
en el valor de a*, tenido una velocidad de cambio de -0.77 a*/dia durante los primeros 12
dias de almacenamiento. Después de este tiempo, la velocidad de cambio se modific a -0.38
a*/dia. El anélisis estadistico no mostrd diferencias significativas con respecto al sistema
blanco (Anexo A.8). Para la papaya recubierta con nanocapsulas de curcumina ya sea
formadas con etilcelulosa o con PCL se observé una disminucion del valor de a* durante

todo el periodo de almacenamiento.

Los trozos de papaya con nanocépsulas de curcumina/etilcelulosa presentaron una velocidad
de cambio de -0.82 a*/dia desde el dia cero hasta el dia 12, mientras que para los de la papaya
con nanocapsulas de curcumina/PCL tuvieron una velocidad de cambio de -0.95 a*/dia en el

mismo intervalo de tiempo.
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Esto sugiere una mayor pérdida del color rojo en la papaya, posiblemente por la oxidacion
de los carotenos. Sin embargo, los menores valores de a* encontrados son atribuidos a que,
con los tratamientos nanocapsulares, se disminuye la actividad polifenoloxidasa impidiendo

la formacion de melaninas que puedan interferir en las mediciones del valor de a*.

Por tanto, los sistemas nanométricos fueron capaces de disminuir la aparicién de compuestos
oscuros en la papaya, con lo que su color puede ser preservado en mayor medida, a diferencia

de la papaya sin nanocapsulas.

4.6.6. Cambios en los valores de b* de la papaya recubiertas con las diferentes

nanodispersiones

En la Figura 23 se presentan las graficas de cajas para la evolucion de los valores de b*
durante todo el periodo de almacenamiento. La escala de b* varia desde valores positivos

que indican colores amarillos a valores negativos donde los colores tienden a ser azules.

Para la papaya sin ningun tipo de tratamiento se observé una disminucion rapida en el valor
de b* durante los primeros dias de almacenamiento teniendo una velocidad de cambio de -
1.66 b*/dia, permaneciendo practicamente constante hasta los 14 dias de almacenamiento,

teniendo un porcentaje de pérdida del 42.1% respecto a su condicion inicial.

En papaya empaquetada en bolsas de PVC con 15 microperforaciones se ha observado un
porcentaje de disminucion en el valor de b* del 36.94% con respecto a su estado en el dia
cero, después de 9 dias de almacenamiento, obteniéndose también un incremento en el
oscurecimiento para el sistema con mayor numero de microperforaciones lo que produce una
mayor exposicion al oxigeno, con la subsecuente activacion de la polifenoloxidasa y la

formacion de melaninas (Jayathunge et al., 2014).

Asi mismo, Waghmare y Annapure (2013) observaron una rapida disminucion en el valor de
a*, teniendo un valor final de 20.97 en 10 dias de almacenamiento con un porcentaje de
pérdida del pardmetro b* de 21.16%.

Para la papaya troceada y tratada con CaCl: la velocidad de cambio en el valor de b* fue de

-0.90 durante los primeros 12 dias de almacenamiento.

Capitulo IV: Resultados y Discusion 112



40-
35-
30-
e 25-
20 -
15-

1 0 h 1 T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Tiempo (dias) © % %A % 9 ADHE O Y HSADIE © 5 HSADUIDE 5 HSADIDID D HADADD

Tratamiento & > > <O >
oy \$ \B 0% O)
XN s S @\\Q & S
¥ & D >
2 Q,\ &t' &
S S s &
< Bl S D
¥ > <& _
é‘b b.z‘ q? é()
F <

Figura 23: Cambios en el valor de b* en la papaya tratada con los diferentes sistemas. Blanco: trozos sin ningln tratamiento. Control:
trozos tratados con CaCl:
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Posteriormente la velocidad de pérdida en el valor de b* se redujo considerablemente durante
los Gltimos dias de prueba alcanzando una velocidad de perdida de menor a 0.2. Con ello se
alcanz6 un valor promedio de b* de 23.74 en el dia 12, teniendo un porcentaje de pérdida en

el valor de b* del 34% con respecto a su estado inicial.

El andlisis estadistico demostro diferencias significativas con respecto al sistema blanco
(Anexo A.9). Por ello, el tratamiento de CaCl2 tuvo la capacidad de disminuir la pérdida del
color amarillo en la papaya manteniendo, de esta manera las caracteristicas de color de la
papaya en comparacion con el sistema blanco. La menor disminucion en el valor de b* indica

una mayor conservacion del color amarillo de las muestras.

Esto ha sido observado en papaya fresca cortada, tratada con CaClz, donde el valor de b*
disminuyd hasta 18.53 después de 25 dias de almacenamiento teniendo con ello un porcentaje
de pérdida del valor b* del 22%. Resultados similares han sido obtenidos para papaya
‘Maradol’ troceada y tratada con una solucion hidrotérmica de CaClz, donde se observo que
el tratamiento quimico mantiene en mayor medida el valor de b* con respecto al sistema
control, teniendo aproximadamente una pérdida del valor de b* del 15% después de 10 dias

de almacenamiento refrigerado (Ayon-Reyna et al., 2015).

En la papaya troceada recubierta con nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa se observo
una tendencia descendente a lo largo del almacenamiento con una velocidad de disminucién
del valor de b* de -0.72 b*/dia. Se alcanzé un valor final de 19.66, presentando una pérdida
del valor de b* del 8.78% en el dia 12 y del 34.5% en los 17 dias de almacenamiento
refrigerado. Estas pérdidas fueron estadisticamente significativas con respecto al control y a
la papaya blanco (Anexo A.9).

Este comportamiento es atribuido a la capacidad de las nanocapsulas de limitar el intercambio
de oxigeno entre la papaya troceadas y el ambiente lo que permite mantener las caracteristicas
sensoriales del producto. Una menor presencia de Oz en los tejidos cortados disminuye la
oxidacion de los compuestos que le dan color a la fruta como los carotenos, asi como una
disminucion de las actividades de enzimas implicadas en la formacion de compuestos oscuros

como las polifenoloxidasas (Toivonen y Brummell, 2008).
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Para platanos recubiertos con liposomas contenido aceite de romero se ha observado un
mantenimiento en el color de los platanos que fue correlacionado con una disminucién de la

polifenoloxidasa (Alikhani-Koupaei, 2015).

Por otra parte, para las nanocépsulas de aceite de limon/PCL se observé una disminucion del
valor de b* mayor en durante los primeros 12 dias teniendo una velocidad de cambio de
-0.84 b*/dia. Posteriormente la velocidad disminuy6 alcanzando valores de -0.11 b*/dia. Se
alcanz6 un porcentaje de pérdida en el valor de b* del 27.83% en el dia 12 de

almacenamiento.

El anélisis estadistico demostrd que la papaya troceada con el recubrimiento de nanocapsulas
aceite de limon/PCL tienen diferencias estadisticamente significativas con respecto del lote

blanco, pero no se obtuvo significancia con respecto al control (Anexo A.9).

El recubrimiento logré mantener el valor de b* con respeto al blanco, por lo que se puede
considerar efectivo para disminuir los cambios asociados al deterioro del producto, pero con
menor capacidad que el recubrimiento de nanocapsulas de aceite de limén/etilcelulosa.

Los recubrimientos de nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa y curcumina/PCL aplicados
como recubrimiento sobre trozos de papaya mostraron ser los tratamientos menos efectivos.
Para la papaya con nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa se observo una répida
disminucion en el valor de b* durante los primeros 12 dias de almacenamiento con una
velocidad de pérdida de -1.1 b*/dia. Después del dia 12 la velocidad de pérdida de b* se

modificé hasta alcanzar un valor de -0.25.

Un comportamiento similar fue observado en la papaya con nanocépsulas de curcumina/PCL
donde la velocidad de cambio en el valor de b* durante los primeros 12 dias fue de -1.2
b*/dia. Los porcentajes de pérdida del valor de b* calculados al dia 12 fueron del 48.1% para
las nanocéapsulas de curcumina/etilcelulosa y de 46.5% para las nanocapsulas de

curcumina/PCL.

Los tratamientos conteniendo curcumina no presentaron diferencias significativas entre ellos
(Anexo A.9), pero si con entre el resto de los sistemas probados. La disminucion extra

observada en los tratamientos de nanocapsulas puede ser debido a la descomposicion de los
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constituyentes de la curcumina que le dan su color amarillo caracteristico como la
desmetoxicurcumina, la curcumina y la bisdesmetoxicurcumina, que pueden ser facilmente

descompuestos por efecto de la luz (Price y Buescher, 2007).

Los procesos autooxidativos que pueden tardad desde varios dias (Schneider et al., 2015),
provocando la pérdida del color amarillo en las muestras. Las nanocéapsulas de aceite de
limon conformadas ya sea por etilcelulosa o PCL mostraron disminuir la pérdida de

amarillamiento de la papaya fresca cortada y pueden ser Utiles para conservar otros alimentos.

4.6.7. Cambios en la firmeza de la papaya fresca cortada

La firmeza de la papaya se determind durante 17 dias de almacenamiento refrigerado. Los

resultados se presentan en la Figura 24.

La papaya tratada con las nanoparticulas tuvo un efecto estadisticamente significativo
(p<0.05) con respecto a la firmeza y el tiempo de almacenamiento (Anexo A.10). En la
papaya blanco se observé que la firmeza disminuy6 rapidamente durante los primeros 3 dias
de almacenamiento encontrandose una firmeza promedio de 3.35 N en el dia cero, mientras
que al dia 3 tuvieron una firmeza promedio de 1.07 N lo que indica que en los primeros dias
de almacenamiento la papaya blanco pierde hasta el 68% de la firmeza con respecto a su
estado inicial. Este comportamiento es atribuido a que las enzimas pectoliticas en la papaya
sin ningun tipo de tratamiento tienen una actividad mucho mayor que en la papaya tratada,

ya sea con CaClz o con nanocapsulas.

Este comportamiento ha sido ampliamente estudiado en papaya. Por ejemplo, en papaya de
la variedad ‘Sunrise Solo’ sin ningln tratamiento se observo una pérdida de firmeza de
alrededor del 50% en los primeros dos dias de almacenamiento disminuyendo desde 4.7 a
2.5 N (Ergun et al., 2006).

Asi mismo, Gonzalez-Aguilar et al. (2009) observaron una disminucion de la firmeza de
papaya fresca cortada sin ningun tratamiento, donde la firmeza de la papaya ‘Maradol’ en el
dia cero fue de alrededor de 10-11N mientras que al tercer dia de almacenamiento se encontro
una firmeza ligeramente superior a los 4N, lo que indica una pérdida de firmeza de alrededor

del 64% en los primeros dias de almacenamiento.

Capitulo IV: Resultados y Discusion 116



3.5

3.0

2.5

2.0

Firmeza (N)

1.5 -

1.0 -

05
Tiempo (dias) ©%HARINE O3S ADIBL O % SABIGE S B SADIBE S B SASIIE O > S ADIDK

Tratamiento & > o Q}) >
> & O & o
M a S b&s > X
é& < e'?\g 4&‘0
'e& b@ . ¢‘s\ C‘Q
=4 & & &
G & (& b""
N {G" bq" gé éo
o éc) C,b'e
<5 N

Figura 24: Firmeza de la papaya recubierta con las diferentes dispersiones durante 17 dias de almacenamiento. Blanco: trozos sin

ningun tratamiento. Control: trozos tratados con CaCl2
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El sistema control, tuvo una reduccion de la firmeza de del 32% después de 17 dias de
almacenamiento, mostrando ademas un incremento en la firmeza durante los primeros dias,
lo que es atribuido a la activacion de las enzimas pécticas como la pectinmetilesterasa (como
resultado del procesamiento minimo) que provoca la desmetilacién de las cadenas de

homogalacturonanos.

Después de haber sido desmetiladas las pectinas y debido a la presencia de CaClz, se produce
un entrecruzamiento entre el CaClz y los grupos carboxilo terminales en las cadenas dando
lugar al modelo de gelacion conocido como “caja de huevo” (Rojas-Grad et al., 2009). Esto
genera un incremento en la firmeza durante los primeros 9 dias. Posteriormente, la firmeza
de la papaya control cae drasticamente debido a la accion de las enzimas pécticas en especial
de la poligalacturonasa que produce la hidrolisis de las pectinas desmetiladas, Esto lleva a
tener una menor firmeza sobre la superficie de la papaya troceada. El analisis estadistico
mostrd que los tratamientos y el tiempo de almacenamiento tienen un efecto significativo
(p<0.005) en la pérdida de firmeza (Anexo A.10).

Un incremento en la firmeza de papaya ‘Formosa’ fresca cortada cuando se utiliza una
soluciéon de CaClz ha sido reportado por Albertini et al. (2016), donde la firmeza se
incremento hasta el dia 12 de almacenamiento, observandose un posterior descenso de este
parametro. De igual manera, para papaya troceada tratada con CaCl. y éacido citrico
empacadas en bolsas con una atmosfera de aire se encontré una disminucion de la firmeza
del 20% durante los primeros 5 dias de almacenamiento y del 55% después de 20 dias de

prueba (Waghmare y Annapure, 2013).

Para la papaya troceada tratada con nanocépsulas de aceite de limon/etilcelulosa se
observaron pocos cambios en la pérdida de firmeza durante los primeros 5 dias de
almacenamiento. El porcentaje de pérdida con respecto a su valor inicial fue de apenas el 9%.
Sin embargo, la firmeza decay6 hasta 1.57 N en el dia 7 con un porcentaje de pérdida de
firmeza del 26% y alcanzando un valor final del 36%. Esto indica que el recubrimiento de
nanocapsulas fue capaz de retener la firmeza de la papaya fresca cortada durante 17 dias de

almacenamiento refrigerado. Ademas, se observaron diferencias estadisticamente
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significativas (Anexo A.10) cuando se compararon los lotes de papaya blanco y de papaya
control (p<0.05).

Los resultados sugieren que las nanoparticulas de aceite de limon forman un recubrimiento
en la superficie cortada de la papaya limitando con ello la transferencia de gases entre el
medio y la papaya, lo que da lugar a la disminucion del metabolismo y la disminucion en la
actividad de las enzimas pécticas relacionadas con los cambios en la firmeza de la papaya.
Para papaya recubierta con nanocompositos compuestos por aislados de proteina de corvina
blanca y montmorillonita se encontrd una pérdida de firmeza de apenas 17% en comparacién
de las muestras no tratadas que tuvieron una pérdida de firmeza del 69.76% después de 12
dias de almacenamiento refrigerado (Cortez-Vega et al., 2014).

Para pepinos tratados con nanoparticulas de quitosana conteniendo aceite esencial de canela
se ha encontrado una disminucion en la pérdida de firmeza entre el 13 y 16%, indicando que
los sistemas nanocapsulares conteniendo aceites esenciales son Utiles para mantener las

caracteristicas texturales de los productos hortofruticolas (Mohammadi et al., 2015).

Los trozos de papaya tratados con nanocapsulas de aceite de limén/PCL tuvieron un
comportamiento similar a los de papaya cubiertos con nanocéapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, mostrando pocas variaciones en la pérdida de firmeza, observandose una

velocidad de cambios de 0.017 N/dia durante el periodo de almacenamiento.

Se obtuvo una firmeza en el dia 17 de 1.54 N con una pérdida de firmeza con respecto a su
estado inicial del 32%. El tratamiento de nanocapsulas de aceite de limén/PCL no mostro
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con su similar pero formadas con
etilcelulosa (p>0.05) (Anexo A.10).

De igual manera se puede describir que las nanocapsulas de limén/PCL tuvieron la capacidad
de mantener la firmeza de la papaya fresca cortada. Para papaya ‘Sinta’ fresca cortada y
recubierta con nanoquitosana se observé un comportamiento similar, indicando que los
nanosistemas son capaces de disminuir la pérdida de firmeza de la papaya (Allanigue et al.,
2017).
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Para la papaya recubierta con nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa se observd una
disminucion periodica de la firmeza alcanzando un valor final 1.44 N, que significo una
pérdida de firmeza del 39% con respecto a un estado inicial, disminuyendo el porcentaje de
pérdida en mas de 20% con respecto al sistema sin tratamiento, lo que indica que el
tratamiento es eficaz para mantener la firmeza de la papaya.

Sin embargd también se observo un mantenimiento de la firmeza en los primeros cinco dias
de almacenamiento con poca variacion en los valores de firmeza dado que la velocidad de
reduccién fue 0.0056 N/dia. EI comportamiento es atribuido a la formacion de un

recubrimiento en la superficie de la papaya que reduce la pérdida de firmeza en la papaya.

Ademas, la capacidad antioxidante de la curcumina puede ayudar a mantener la estructura de
la membrana celular. Si bien la rapida aparicion de especies oxidantes puede afectar la
estructura de la membrana celular, los antioxidantes contenidos en las nanocéapsulas pueden
limitar la oxidacion de los fosfolipidos y con ello mantener la estructura fisica de la papaya
fresca cortada. Esto ha sido observado en papaya tratada con antioxidantes obtenidos de

mango (Velderrain-Rodriguez et al., 2015b).

Por otra parte, para los trozos de papaya tratados con nanocapsulas de curcumina/PCL,
presentaron velocidades de pérdida de firmeza de -0.038 N/dia, obteniéndose una firmeza
final de la papaya de 1.44 N en el dia 17, presentando una pérdida de firmeza del 40%,
observandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) con los sistemas

conteniendo aceite de limén (Anexo A.10).

Para manzana ‘Red Delicious’ fresca cortada, tratadas con nanocapsulas de a-tocoferol se ha
encontrado que pueden reducirse las pérdidas de firmeza hasta un 28% con respecto a la
condicion inicial, en comparacion con la manzana control tratada con CaClz, donde la pérdida

de firmeza fue del 63% con respecto de su estado inicial (Zambrano-Zaragoza et al., 2014Db).

Las nanocépsulas conteniendo aceites esenciales y curcumina fueron capaces de mantener la
firmeza de la papaya mejor que el control. El mejor el tratamiento fue el de nanocépsulas de
aceite de limon comparado con el tratamiento de curcumina para mantener las caracteristicas

de firmeza de la papaya fresca cortada.
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Los resultados fueron similares a lo reportado por Dhital et al. (2017), quienes encontraron
una ligera mejoria en el efecto conservante de liposomas conteniendo limoneno en

comparacion con liposomas conteniendo curcumina aplicados sobre fresas.

4.7. Cambios bioquimicos de la papaya troceada recubierta con las
nanodispersiones

4.7.1. Evolucion de la actividad de la PME en la papaya tratada con las

nanodispersiones

En la Figura 25 se presentan los valores de la papaya recubierta con nanocapsulas de aceite
de limon/etilcelulosa, nanocépsulas de aceite de limon/PCL, nanocépsulas de
curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL y las muestras comparativas que
fueron la papaya blanco, sin ningun tipo de tratamiento y la papaya control tratada

Unicamente con CaCla.

El lote de papaya blanco que Unicamente fue cortada y envasada tuvo un comportamiento
creciente en la actividad de la PME durante los primeros dias de almacenamiento refrigerado
que esta relacionado con la rapida disminucién de la firmeza. Se alcanz6 una actividad
maxima PME de 1.44 U/mg de proteina en el quinto dia de almacenamiento, reduciéndose
después y teniendo una actividad en el dia 17 de 0.29 U/mg de proteina.

Este comportamiento es atribuido a que en la papaya blanco se inducen los procesos de
madurez provocados por los cortes, con lo que a su vez se incrementan las actividades de
enzimas pectolitcas como la PME y la poligalacturonasa, dando lugar la modificacion e
hidrolisis de las pectinas (Toivonen y Brummell, 2008). La firmeza de la papaya fresca

cortada se reduce drasticamente durante los primeros dias de almacenamiento.

Un comportamiento similar fue reportado por Gonzalez-Aguilar et al. (2009), donde la
papaya ‘Maradol’ sin ningln tratamiento mostr6é un rapido incremento en la actividad de la

PME durante los primeros 3 dias de almacenamiento a comparacion de la papaya tratada.
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Figura 25: Cambios en la actividad de la enzima PME de la papaya tratada y almacenadas. Blanco: trozos sin ningun tratamiento.

Control: trozos tratados con CaCl2
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Asi mismo, el dafio en los tejidos provoca la rapida liberacién de acidos linolénico y linoleico
a partir de los fosfolipidos contenidos en las membranas celulares por la actividad de
lipooxigenasas, que funcionan como sefializadores quimicos en la sintesis de enzimas ligadas
a la pared celular (Karakurt y Huber, 2003). También, la hidrolisis de las pectinas debido a
la actividad de enzimas pectoliticas como la PME y la poligalacturonasa, producen la

liberacion de oligoglacturénidos provocando la sobreexpresion de la PME.

Para la papaya control se observé una disminucion de la actividad de la PME con respecto al
blanco, encontrandose un incremento paulatino y alcanzando una actividad maxima de 0.56
U/mg de proteina al final del periodo de prueba. Este comportamiento es debido a que los
compuestos divalentes como el Ca?" interaccionan con las pectinas desmetiladas de la

papaya.

La papaya al tener un estado de madurez comercial (nivel 5). Su grado de esterificacion de
las pectinas solubles en agua se encuentra entre el 50 y 60% (Manrique y Lajolo, 2002). Esto
promueve la desesterificacion de la papaya por accion de la PME dando lugar a la formacion
de grupos carboxilo terminales y su posterior entrecruzamiento con los iones divalentes de

Ca?*, generando la estructura de ‘caja de huevo’.

Dicha estructura limita la hidrélisis de las pectinas por accion de la poligalacturonasa,
manteniendo de esta forma la firmeza de la papaya, reduciendo también, la incidencia de los
desdrdenes fisioldgicos provocados por los cortes (Jianglian, 2013). Ademas, la rigidez de la
pared celular de la papaya debido a la formacidn de pectatos, puede modificar el intercambio
de gases, con lo que se reduce la respuesta celular provocada por los dafios. Esto es, se inhibe
de cierta manera la descomposicion de la membrana celular, disminuyendo la formacion de

nuevas enzimas pectoliticas que pudiesen degradar la pared celular.

Para las nanocéapsulas de aceite de limon/etilcelulosa, se presentd un incremento en la
actividad de la PME teniendo un valor méaximo al quinto dia de almacenamiento de 0.41
U/mg de proteina, manteniéndose en este nivel practicamente durante el resto del periodo de
prueba. Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre el blanco y el

tratamiento de nanocépsulas aceite de limon/etilcelulosa; sin embargo, no se observaron
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diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento compuesto por CaClz (p>0.05)

(Anexo A.11). Se sugiere que el tratamiento inhibe en gran medida la expresion de la PME.

Asi mismo, para las nanocéapsulas de aceite de limén/PCL se encontré que la actividad PME
fue baja durante los primeros dias de almacenamiento presentando una actividad promedio
de 0.14 U/mg de proteina. Sin embargo, en el séptimo dia se observd un incremento
considerable en la actividad alcanzando un valor de 0.59 U/mg de proteina, para después
reducirse. Este comportamiento indica que las nanocapsulas de aceite de limén también

inhiben la sobreexpresion de la PME.

De igual manera, el comportamiento de las nanocépsulas de curcumina formadas con
etilcelulosa o PCL mostraron un méximo de actividad PME en el dia cinco para las
nanocapsulas de curcumina/PCL, teniendo una actividad promedio de 0.72 U/mg de proteina.
Las nanocapsulas de curcumina PCL tuvieron un maximo de actividad en el dia 7 con valores
de 0.76 U/mg de proteina. El analisis estadistico no mostré diferencias significativas con la
utilizacion de las nanocapsulas conteniendo ya sea aceite de limoén o bien curcumina (Anexo
A.11).

4.7.2. Evolucién de la actividad de la PFO

En la Figura 26 se presentan los resultados obtenidos para la actividad de la polifenoloxidasa
en la papaya fresca cortada tratada con nanoparticulas. Con la prueba de comparacién de
medias de Dunnet, se observd que los tratamientos tienen diferencias estadisticamente
significativas con respecto al sistema blanco (Anexo A.12). Esto indica que los tratamientos
utilizados incluyendo al CaCl2 disminuyen la actividad de la PFO.

Para el sistema blanco se encontro que la actividad de la enzima PFO se incremento durante
los dias 5 y 7 obteniéndose valores de actividad de 35.53 y 32.68 U/g de proteina.
Posteriormente, la actividad de la PFO decayd teniendo valores menores a 1 U/g de proteina.
Este comportamiento es atribuido a la inexistencia de alguna barrera fisica que limite el
transporte de Oz en el interior de la papaya, permitiendo en mayor medida la interaccion del
O2 con la polifenoloxidasa y los compuestos fendlicos encontrados en el fruto. Se podria
generar su vez, la formacién de compuestos oscuros que modifican el color de las superficies

cortadas, reduciendo con ello los valores de luminosidad de las muestras.
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Figura 26: Evolucion de la actividad enzimatica PFO de la papaya recubierta y almacenadas en refrigeracion. Blanco: trozos sin

ningun tratamiento. Control: trozos tratados con CaCl2
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Arjun et al. (2015) encontraron resultados similares en papaya sin ningun tipo de tratamiento
donde la actividad de la PFO se incremento durante los primeros dias y disminuy6 después
de alcanzar un maximo de actividad, siendo significativamente mayor que la actividad PFO
encontrada en papaya tratada con un recubrimiento de quitosana-soya, indicando que la
menor actividad de la PFO es debida al efecto protector del recubrimiento que limita el
suministro de oxigeno en el tejido con lo que se disminuye la actividad de la PFO, siendo el

oxigeno un elemento clave en la el mecanismo de accion de la enzima.

Para las muestras tratadas con CaClz se observé una disminucion significativa de la PFO con
respecto al sistema blanco, donde la maxima actividad PFO fue encontrada en el dia 7,
teniendo un porcentaje de inhibicion de la PFO del 42%. Este comportamiento es debido al
efecto del CaClz que genera la formacion de pectatos en la membrana celulares de la papaya
debido a la interaccion entre las pectinas y los iones divalentes de Ca?*. El fundamento se
basaria en los resultados de respiracion, donde el tratamiento de CaClz disminuy6 de manera
significativa la conversion de Oz a CO2 (Anexo A.5y A.6), indicando que existe una barrera
que limita la difusion del oxigeno dentro de los tejidos y con ello, la disminucion de la

actividad PFO en la papaya.

En manzana fresca cortada y tratada con CaCl: y &cido ascérbico, se observd un
comportamiento similar encontrandose un maximo de actividad en el dia 4. Para las muestras
sin tratamiento, el maximo valor de actividad de la PFO fue encontrado en el dia 3, por lo
cual, el tratamiento quimico fue capaz de mantener las caracteristicas de la manzana. Sin
embargo, el tratamiento quimico combinado con un recubrimiento a base de quitosana fue
mejor (Qi et al., 2011).

Para el tratamiento de nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa y nanocapsulas de aceite
de limon/PCL, de igual manera, se observé un aumento en la actividad PFO en el dia 7
alcanzando valores de 17.14 y 12.35 U/g de proteina respectivamente. Se tuvo un porcentaje
de inhibicion del 47.55% para las nanocapsulas de aceite de limén/etilcelulosa y del 62.18%
para las nanocapsulas de aceite de limon/PCL, encontrandose diferencias estadisticamente
significativas (prueba de Tukey; p<0.05) con respecto al sistema blanco y al control (Anexo
A.12).
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Estos resultados son atribuidos a que el tratamiento es capaz de formar un recubrimiento
sobre la superficie cortada de la papaya. Ese recubrimiento limita en gran medida la
transferencia de gases entre la papaya y el medio. Con ello se genera una atmosfera
modificada en el tejido del fruto, lo que produce una disminucién en la actividad de la PFO,
menores cambios en el color debido a la disminucion en la formacidn de compuestos oscuros

y el mantenimiento de los componentes con valor biolégico en la papaya fresca cortada.

Ademas, los aceites esenciales pueden inhibir la actividad de la PFO, como ha sido
demostrado por Eissa et al. (2008) en jugo de manzana donde el extracto de aceite de pasto

de limdn tuvo un porcentaje de inhibicion del 92%.

Respecto de la utilizacion de nanoestructuras para disminuir la actividad PFO, se ha
encontrado que en manzana ‘Red delicious’ fresca cortada y tratada con nanocépsulas de a-
tocoferol, la actividad de la enzima PFO fue retrasada con respecto al control de CaCl2
(Galindo-Pérez et al., 2015).

La papaya fresca cortada tratada con nanocépsulas de curcumina, ya sea formadas con
etilcelulosa o PCL presentaron una alta actividad de la PFO en el dia 7 de almacenamiento.
Se encontrd una actividad de 21.7 U/g de proteina y 18.7 U/g proteina y un porcentaje de
inhibicion de 33.61 y 42.79%, respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (p>0.05), pero el anélisis fue

significativo con respecto al sistema blanco (p<0.05) (Anexo A.12).

Estos resultados son consistentes a los encontrados para la respiracion donde, de igual
manera, las nanocapsulas conteniendo curcumina no presentaron diferencias significativas
con respecto al control, lo cual permite diferenciarlas con respecto de las nanocapsulas de

aceite de limén (Anexo A.5y A.6).

De esta manera, los tratamientos con curcumina no son tan efectivos para limitar la
transferencia de gases en comparacion con los sistemas que contiene aceite de limon. Una
mayor cantidad de oxigeno en los tejidos de la papaya permite la activacion de las enzimas
PFO, aumentando con ello la aparicion de compuestos oscuros, asi como la disminucion de

los compuestos bioactivos en la papaya.
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Para manzanas tratadas con nanoquitosana se ha encontrado de igual manera una ligera
disminucion en la actividad de la PFO, relacionandose con las propiedades de barrera al O2

de la quitosana (Pilon et al., 2015).

4.8.Modificacion de los compuestos quimicos en la papaya fresca cortada y tratada

con nanodispersiones

4.8.1. Contenido de fenoles totales en la papaya fresca cortada

En la Figura 27 se presentan los resultados de fenoles totales en la papaya fresca cortada sin
tratar (blanco), tratada con CaCl: (control) y la papaya recubierta con nanocépsulas de aceite
de limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limén/PCL, nanocépsulas cargadas con
curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL, donde se observd que todos los
tratamientos tuvieron diferencias estadisticamente significativas con respecto al sistema
blanco (p<0.05) (Anexo A.13).

Para el sistema blanco que no cont6 con ningun tipo de tratamiento se observo un incremento
en la cantidad de fenoles totales, donde hubo una tendencia ascendente durante todo el
periodo de almacenamiento, presentandose una velocidad de produccion de compuestos
fenolicos a razén de 0.17 mg EAG/dia.

El incremento en la cantidad de fenoles totales es atribuido a la degradacion de la papaya

tanto en la pared celular como en la membrana celular generando especies como
oligogalacturdnidos a partir de la hidrdlisis de las pectinas o acidos grasos libres como
resultado de la hidrolisis de los fosfolipidos de la membrana celular de la papaya.

Las especies generadas sirven como sefializadores para la produccion y activacion de nuevas
enzimas que estan implicadas en los mecanismos de proteccién ante ataques de patdgenos.
En particular, los oligogalacturénidos inducen la formacion y la activacion de enzimas como
la fenilalanina amonio-liasa, siendo la enzima clave en la ruta fenilpropanoide (o del acido
shikimico) produciendo una amplia variedad de compuestos fenolicos que después de sr
polimerizados forman ligninas que obstruyen el ataque de los patdgenos. Asi mismo, la
enzima chalcona metaboliza la produccion de fitoalexinas que tienen actividad microbiana
(Ridley et al., 2001).
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Fenoles totales (mg EAG/g de fruta)

Figura 27: Contenido de fenoles totales en la papaya recubierta y almacenada en refrigeracion. Blanco: trozos sin ningln tratamiento.
Control: trozos tratados con CaCl2
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Para la papaya tratada Unicamente con CaClz, se encontr6 una disminucion inicial de los
compuestos fendlicos que es atribuido a la expresion de la PFO. Sin embargo, después del
dia tres se observa un incremento en la cantidad de compuestos fendlicos a una velocidad de

acumulacion de 0.06 mg EAG/dia siendo mucho menor que el sistema blanco.

Este comportamiento indica que el tratamiento quimico de CaCl> modifica la estructura de
la pared celular de la papaya, ya que la adicion de iones divalentes como el Ca?* genera la
formacion de pectatos (Raybaudi-Massilia et al., 2010; Yang et al., 2017), limitando la
hidrolisis de las pectinas por efecto de la galacturonasa, que a su vez inhibe la produccion de
oligogalacturonanos, disminuyendo la sefializacion celular, por consiguiente, la activacion

de las enzimas fenilalanina amonio-liasa y la formacion de nuevos compuestos fendlicos.

En cambio, la tendencia para las nanocapsulas formadas por etilcelulosa ya sea conteniendo
aceite de limén o curcumina fue ligeramente decreciente con respecto a la cantidad de
compuestos fenolicos. En la papaya tratada con aceite de limon/etilcelulosa se observo una
velocidad de disminucion en la cantidad de fenoles totales de 0.0434 mg EAG/dia.

Las nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa tuvieron una velocidad de 0.047 mg EAG/dia.
Este comportamiento es atribuido a la buena interaccidn entre la pectina encontrada en la
pared celular de la papaya y la etilcelulosa (Macleod et al., 1997), logrando con ello la
deposicion de las nanoparticulas en la superficie del fruto, disminuyendo la degradacion de
las pectinas y todos las reacciones de sefializacion involucradas en la sintesis de los
compuestos fenoles totales. Para las nanoparticulas conteniendo ya sea aceite de limén o
curcumina formadas con PCL se observé una mayor variacion en el contenido de compuestos
fenolicos; sin embargo, el andlisis estadistico no mostro diferencias estadisticamente

significativas entre las nanocapsulas preparadas con PCL o etilcelulosa.

Si bien el comportamiento es algo aleatorio, las nanocapsulas de PCL se pueden integrar a
la superficie del fruto formando con ello un recubrimiento que minimiza la degradacién de
la papaya fresca cortada. En estudios recientes se han observado comportamiento similares
donde nanocapsulas de a-tocoferol/PCL reducen la velocidad inicial de respiracion y las
actividades enzimaticas PME y fenilalanina amonio-liasa de manzana ‘Red Delicious’ fresca

cortada (Galindo-Pérez et al., 2015; Zambrano-Zaragoza et al., 2014a).
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4.8.2. Evaluacion del contenido de carotenos

En la Figura 28 se presentan los resultados para la concentracion de carotenos en la papaya
almacenadas durante 17 dias. Donde los tratamientos tuvieron una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al sistema control (p>0.05) (Anexo A.14). El
contenido de B-caroteno en la papaya cortada sin tratamiento decayo a lo largo del periodo
de almacenamiento a una velocidad de reduccion de 0.0033 mg de carotenos/dia. Este
comportamiento es atribuido a la degradacion quimica de los carotenoides por efecto del
oxigeno, siendo que la papaya sin tratamiento no tuvo ninguna barrera, aumentando su

exposicion al oxigeno, en consecuencia, la rapida oxidacion de los carotenos.

Los tratamientos generan una barrera a la difusion del oxigeno, disminuyendo la oxidacion
de los carotenos y su preservacion. Un comportamiento similar fue encontrado en papaya
‘Maradol’ empaquetada en bolsas tipo Ziploc® donde la papaya sin ningln tratamiento
presentd una disminucion considerable desde el dia 3 de almacenamiento. Se redujo la
concentracion de carotenos hasta el 50% en el dia 15, donde la degradacion de los carotenos
fue debida a la exposicion de los tejidos al oxigeno provocando su descomposicion por

oxidacion (Brasil et al., 2012; Rivera-Lépez et al., 2005).

El tratamiento de CaCl2 presentd una disminucion en el contenido de carotenos durante los
primeros 3 dias, siendo atribuido a la oxidacion de los carotenos por la luz, tiempo después
se observé una tendencia creciente con respecto a la cantidad de carotenos aumentando hasta
llegar a un contenido de carotenos de 0.12 mg de caroteno en el dia 14. La disminucion del
contenido de carotenos durante los primeros dias es atribuida a su rapida descomposicion de

los carotenos, debido a la exposicion a oxigeno o a la luz.

Sin embargo, después, la cantidad de carotenos aumento debido a la sintesis de las moléculas
por efecto del etileno. Si bien, el tratamiento quimico demostr6 disminuir la velocidad de
respiracion de la papaya no fue superior a algunos sistemas nanocapsulares, por lo que es
posible que la cantidad de etileno incremente. Dado que el etileno es un sefializador para la
sintesis de carotenos, su incremento por efecto de los cambios metabdlicos de la papaya,
promueve la formacion de nuevos carotenoides (Khalig et al., 2015), explicando de esta

manera el incremento en su concentracion.
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Figura 28: Contenido de carotenos en la papaya recubierta y almacenada en refrigeracion. Blanco: trozos sin ningun tratamiento.
Control: trozos tratados con CaClz
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Se ha demostrado que la oxidacion de los carotenos por efecto del Oz involucra la formacién
de radicales libres. El proceso de isomerizacion de la molécula desde la forma trans- a la
forma cis- y viceversa, puede generar un estado de espin desapareado que facilmente
reacciona con el Oz ambiental para formar un birradical carbono-peroxilo. Estos compuestos
después pueden formar endoperdxidos o reaccionar con una molécula neutra de caroteno,
formando epoxidos. De esta manera, la autooxidacién de los carotenos provocada
inicialmente por la reaccion con Oz forma epdxidos, compuestos carbonilos y oligdbmeros,
seguido por las reacciones secundarias de oxidacion futuras que dan lugar a la generacion de
compuestos carbonilos de cadena corta, didxido de carbono y acidos carboxilicos (Boon et
al., 2010; Mordi, 1993) (Figura 29).
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Figura 29: Proceso de oxidacion del B-caroteno (Boon et al., 2010)

Para la papaya recubierta con nanocapsulas de aceite de limén se observo un mantenimiento
de la concentracién de carotenos durante los primeros 5 dias de almacenamiento, donde las

concentraciones variaron entre 0.07 y 0.09 mg de caroteno/g de fruta. Se observo un
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incremento en este parametro durante los siguientes 5 dias de almacenamiento. La maxima
cantidad de carotenos determinada fue de 0.120 mg de caroteno/g de fruta para el tratamiento
de nanocépsulas de aceite de limdn/etilcelulosa y para las nanocéapsulas de aceite de

limén/etilcelulosa de 0.098 mg de caroteno/g de fruta.

Posteriormente, la cantidad de carotenos disminuyé draméticamente, alcanzando
concentraciones en el dia 17 de 0.045 mg de caroteno/g de fruta en la papaya con
nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa 0.049 mg de caroteno/g de fruta para la papaya

con nanocapsulas de aceite de limon/PCL.

Un comportamiento similar fue encontrado en la papaya recubierta con nanocépsulas de
curcumina/PCL, donde la concentracidn de caroteno se mantuvo practicamente constante en
por lo menos los primeros 7 dias de almacenamiento llegando a un maximo de concentracion
de 0.11 mg de caroteno/g de fruta en el dia 10. La cantidad de carotenos decay0

progresivamente hasta alcanzar un valor de 0.06 mg de caroteno/g de fruta en el dia 17.

Este comportamiento es atribuido a que los sistemas tuvieron la capacidad de reducir la
respiracion de las papaya, aunque el efecto no fue tan marcado como el observado con el
tratamiento de nanocapsulas de aceite de limén. Sin embargo, la baja formacion de CO:2 por
efecto de la respiracién demostré que los nanorrecubrimientos son capaces de limitar la
transferencia de oxigeno. Esto, a su vez, inhibe la degradacion de los carotenoides de la
papaya, por lo el color de la fruta cortada dado por los valores de a* y b* se mantienen en

mayor medida con respecto al sistema sin tratamientos.

Se ha encontrado un comportamiento similar en jitomates recubiertos con goma arébiga a
diferentes concentraciones, donde la concentracion de carotenos se incremento a lo largo de
los primeros dias de almacenamiento, donde se observé también un decremento en el
contenido de carotenos en la etapa final del periodo de prueba (del dia 12 al 20), donde los
recubrimientos inhiben la produccion de etileno y en consecuencia los procesos de
maduracion (Ali et al., 2013).

Por otra parte, el tratamiento que present6 una menor retencion de los carotenos durante los

primeros dias fue el compuesto por curcumina/etilcelulosa, ya que la cantidad de carotenos
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decay0 hasta alcanzar valores de 0.058 mg de caroteno/g de fruta en el dia 5, incrementandose
después hasta alcanzar una cantidad de 0.12 mg de caroteno/g de fruta en el dia 10, para
después nuevamente disminuir en los ultimos dias de almacenamiento encontrandose una

cantidad de carotenos de 0.066 mg/g de fruta en el dia 17.

La disminucion del contenido de carotenos estd correlacionada con un muy rapido
decremento en el valor de a* y b*, por lo que la papaya perdi6 su color por efecto de la
degradacion de los carotenoides, siendo que exhibieron una mayor velocidad de respiracion
inicial, aumentando con ello la formacion de etileno que conlleva a la sintesis de carotenos y

a la disminucion de la calidad del producto (Brasil et al., 2012).
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos general y particulares se obtuvieron las siguientes conclusiones.

Las condiciones idoneas encontradas para la formacion de nanocapsulas usando [3-caroteno

como compuesto modelo fueron: 54 watts de potencia ultrasonica, 237 mg de -caroteno y

307 mg de PCL.

Se obtuvieron nanocapsulas con tamafios de particula de 306.5 nm, indices de polidispersién
de 0.054, potenciales zeta de -25.4 mV y una eficiencia de encapsulacion del 75% usando -
caroteno como aceite modelo, mediante la optimizacion del sistema. La densidad de las
nanocapsulas fue de 1.0211, indicando un buen acoplamiento entre la barrera polimérica de
PCL y el aceite usado; por consiguiente, la formacion de estructuras capsulares fue

evidenciadas con la microscopia electrénica de barrido.

Bajo las condiciones optimizadas con B-caroteno, se obtuvieron nanocépsulas conteniendo
curcumina y aceites esenciales de limén y romero usando PCL o etilcelulosa como barrera
polimérica. Los sistemas presentaron tamafios de particula menores a 150 nm, indices de
polidispersion menores a 0.2, potenciales zeta mayores a -10 mV y eficiencias de
encapsulacion mayores al 80%, excepto para las nanocdpsulas de curcumina que tuvieron

eficiencias de encapsulacion cercanas a 30%.

El mecanismo de inestabilidad de las nanocapsulas de aceite de limon, aceite de romero y
curcumina fue la sedimentacion, siendo estables por 30 dias en almacenamiento a

temperatura ambiente.

Las nanocépsulas con aceites esenciales y curcumina fueron usadas como recubrimiento en
papaya fresca cortada y almacenadas en refrigeracion, para evaluar su efecto en la
conservacion del fruto. Se elimind el aceite de romero debido a que no fue aceptado

sensorialmente.
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Las nanocapsulas de aceite de limén y curcumina formadas con etilcelulosa y PCL mostraron
una reduccion significativa en la velocidad de respiracion de la papaya fresca cortada y

almacenadas por 17 dias.

La papaya tratada con nanoparticulas mostré una menor variacion en la acidez, el pH y la

cantidad de sélidos solubles totales.

Se disminuyeron los cambios fisicos de la papaya fresca cortada, teniendo mayor atencion el
tratamiento de nanocéapsulas de aceite de limon/PCL que mostrd una mejor retencién del

color y la firmeza del producto.

Se correlacionaron las actividades enzimaticas de la PFO y de la PME con lo que se logro el
mantenimiento de las caracteristicas de la papaya, ya que al utilizar los nanosistemas se
observo una disminucién significativa en la actividad de ambas enzimas lo que supuso una

conservacion del color y de la firmeza de la papaya con respecto a su estado inicial.

Los sistemas nanocapsulares y en especial las nanocapsulas de aceite de limén/etilcelulosa
tuvieron un efecto significativo sobre los compuestos quimicos de la papaya como son la
cantidad de fenoles totales y la cantidad de B-caroteno, mantenido por méas tiempo su

concentracion en el fruto, lo que es favorable durante su comercializacion.
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PERSPECTIVAS

Como perspectivas para futuras investigaciones se plantean los siguientes objetivos.

e Evaluar la capacidad antioxidante de los aceites esenciales al ser aplicados en las
frutas, con la finalidad de conocer el mecanismo de conservacion.

e Realizar los analisis microbioldgicos de la papaya fresca cortada, para contrastarlos
con su conservacion.

e Evaluar las cinéticas de liberacion de los aceites esenciales o curcumina encapsulados
de manera in vitro e in situ.

e Obtener micrografias de la papaya fresca cortada cuando son tratadas con los sistemas
nanocapsulares.

o Determinar las propiedades de barrera de las peliculas a base de nanocépsulas, con la

intencion de correlacionar su comportamiento in vitro con el comportamiento in situ.
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ANEXOS

A.l. Anélisis estadisticos
A.1. Andlisis de Dunnet para la velocidad de consumo de O; en la papaya cortada y

recubierta con las nanocépsulas

Tratamiento N Media Agrupacién
Blanco (control) 21 16.062 A

NC’s A. Limbén/etilcelulosa 24 17.129

NC’s Curcumina/PCL 24 16.996

NC’s A. Limén/PCL 24 16.863

NC’s Curcumina/etilcelulosa 24 16.798

Control 24 16.748 A

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la
media del

nivel de control.
Pruebas simultdneas de Dunnett para la media de nivel - Media de control

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia IC de 95% Valor T ajustado
Control - Blanco 0.686 0.273 (-0.005, 1.377) 2.51 0.053
NC’s A. Limbé - Blanco 1.067 0.273 ( 0.376, 1.759) 3.91 0.001
NC’s A. Limbé - Blanco 0.801 0.273 ( 0.109, 1.492) 2.93 0.017
NC’s Curcumi - Blanco 0.736 0.273 ( 0.045, 1.427) 2.70 0.033
NC’s Curcumi - Blanco 0.934 0.273 ( 0.242, 1.625) 3.42 0.004
Nivel de confianza individual = 98.75%

A.2. Andlisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para el pH de las papayas
frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa,
nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocépsulas de curcumina/etilcelulosa y

nanocépsulas de curcumina/PCL

Analisis tipo ANOVA: pH vs. Tratamiento, Tiempo (dia)

Factor Tipo Niveles Valores

Tratamiento Fijo 5 Control,
NC’'s A. Limdén/etilcelulosa,
NC’s A. Limdén/PCL,
NC’s Curcumina/etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL

Tiempo (dia) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 4 1.1609 0.290216 17.77 0.000
Tiempo (dia) 7 1.4450 0.206430 12.64 0.000

Error 108 1.7640 0.016333
Falta de ajuste 28 1.6165 0.057732 31.31 0.000
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Error puro 80 0.1475 0.001844
Total 119 4.3699

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacidén
NC’s Curcumina/etilcelulosa 24 5.4408 A

NC’s Curcumina/PCL 24 5.3762 A B

NC’s A. Limbén/etilcelulosa 24 5.3692 A B

NC’s A. Limdén/PCL 24 5.2740 B C
Control 24 5.1583 C

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.

A.3. Andlisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para la acidez de las papayas
frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa,
nanocpsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de curcumina/etilcelulosa y
nanocapsulas de curcumina/PCL

Analisis tipo ANOVA: Acidez (mg &cido citrico/100g) vs. Tratamiento, Tiempo (dia)

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 5 Control, NC’'s A. Limén/etilcelulosa, NC's A.
Limdén/PCL, NC’s

Curcumina/etilcelulosa, NC’s Curcumina/PCL
Tiempo (dia) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 4 0.16680 0.041699 16.67 0.000
Tiempo (dia) 7 0.24427 0.034895 13.95 0.000

Error 108 0.27023 0.002502
Falta de ajuste 28 0.23340 0.008336 18.11 0.000
Error puro 80 0.03683 0.000460

Total 119 0.68130

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacidn
NC’s Curcumina/PCL 24 0.5027 A

NC’s A. Limbén/PCL 24 0.4948 A B

NC’s A. Limén/etilcelulosa 24 0.4940 A B

NC’s Curcumina/etilcelulosa 24 0.4472 B C
Control 24 0.40538 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.4. Andlisis estadistico de varianza y prueba de Tukey de los sélidos solubles totales

de la papaya recubierta con las diferentes nanocéapsulas

Andlisis tipo ANOVA: SST vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Método

Codificacidédn de factores (-1, 0, +1)
Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores

Tratamiento Fijo 5 Control,
NC’'s A. Limdén/Etilcelulosa,
NC’s A. Limdn/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL

Dia Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

An&dlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 4 32.797 8.19935 46.51 0.000
Dia 7 9.586 1.36943 7.77 0.000

Error 108 19.039 0.17629
Falta de ajuste 28 16.197 0.57847 16.29 0.000
Error puro 80 2.842 0.03552

Total 119 61.422

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacién
NC’s Curcumina/PCL 24 8.6854 A

NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 8.233 B

NC’s A. Limén/Etilcelulosa 24 8.1167 B C

NC’'s A. Limdén/PCL 24 7.7958 C
Control 24 7.112 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.5. Analisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para la produccion de CO; de
las papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocgpsulas de curcumina/PCL

Andlisis tipo ANOVA: RCO; (mL de CO; kg ht) vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,

NC aceite de limén/etilcelulosa,
NC aceite de 1limén/PCL,
NC curcumina/etilcelulosa,
NC curcumina/PCL
Tiempo (dias) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

An&dlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 51.18 10.2356 20.17 0.000
Tiempo (dias) 7 31.87 4.5532 8.97 0.000

Error 128 64.96 0.5075
Falta de ajuste 34 46.22 1.3594 6.82 0.000
Error puro 94 18.74 0.1993

Total 140 144.62

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacidn
Blanco 21 2.164 A

Control 24 0.936 B

NC aceite de limén/etilcelulosa 24 0.638 B

NC curcumina/etilcelulosa 24 0.573 B

NC curcumina/PCL 24 0.466 B

NC aceite de 1limdén/PCL 24 0.397 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.6. Andlisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para el consumo de O de las
papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocgpsulas de curcumina/PCL

Andlisis tipo ANOVA: Oy vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Método

Codificacidén de factores (-1, 0, +1)

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,

NC’'s A. Limdén/etilcelulosa,

NC’'s A. Limdn/PCL,
NC’s Curcumina/etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL
Tiempo (dias) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 19.948 3.9896 12.59 0.000
Tiempo (dias) 7 72.127 10.3038 32.51 0.000
Error 128 40.563 0.3169
Falta de ajuste 34 32.493 0.9557 11.13 0.000
Error puro 94 8.070 0.0859
Total 140 127.758

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacién
NC’s A. Limén/etilcelulosa 24 17.129 A

NC’s Curcumina/PCL 24 16.996 A

NC's A. Limén/PCL 24 16.863 A

NC’s Curcumina/etilcelulosa 24 16.798 A B
Control 24 16.748 A B

Blanco 21 16.062 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.7. Analisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para los valores de L* de las
papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocgpsulas de curcumina/PCL

Anélisis tipo ANOVA: L* vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Informacidén del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,

NC’'s A. Limdén/Etilcelulosa,
NC’s A. Limdén/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL

Tiempo (dias) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 528.3 105.666 13.84 0.000
Tiempo (dias) 7 3303.7 471.953 61.83 0.000

Error 128 977.1 7.633
Falta de ajuste 34 618.0 18.177 4.76 0.000
Error puro 94 359.0 3.820

Total 140 4791.5

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacién
NC’s A. Limén/Etilcelulosa 24 40.492 A

NC’'s A. Limdén/PCL 24 40.44 A B
Control 24 40.33 A B

NC’s Curcumina/PCL 24 37.60 A B

Blanco 21 36.95 A B

NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 35.78 B

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.8. Analisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para los valores de a* de las
papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocgpsulas de curcumina/PCL

Anélisis tipo ANOVA: a* vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Informacidén del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,

NC’'s A. Limdén/Etilcelulosa,

NC’s A. Limdn/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL
Tiempo (dias) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17
An4dlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 537.1 107.417 29.83 0.000
Tiempo (dias) 7 1226.7 175.238 48.66 0.000
Error 128 461.0 3.601
Falta de ajuste 34 300.5 8.837 5.17 0.000
Error puro 94 160.5 1.708
Total 140 2198.4

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacidn
NC's A. Limdén/Etilcelulosa 24 24.596 A

Control 24 22.732 A B

NC’s Curcumina/PCL 24 21.126 B C
Blanco 21 20.383 B C

NC’'s A. Limdén/PCL 24 19.779 C

NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 19.001 C

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.9. Analisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para los valores de b* de las

papayas frescas cortadas

limén/etilcelulosa,

nanocépsulas

recubiertas con

de aceite

las
de

nanocapsulas
limoén/PCL,

curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL

Analisis ANOVA: b* vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Método
Codificacién de factores (-1, 0, +1)
Informacidén del factor
Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco, Control,
A. Limbén/PCL,
NC’s Curcumina/E
Tiempo (dias) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10,
An&dlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.
Tratamiento 5 1033.0 206.600
Tiempo (dias) 7 2198.3 314.037
Error 128 895.6 6.997
Falta de ajuste 34 548.4 16.128
Error puro 94 347.2 3.694
Total 140 4105.6
Comparaciones en parejas de Tukey
Agrupar informacién utilizando el método de Tu
Tratamiento N Media Agrup
NC’s A. Limén/Etilcelulosa 24 27.103 A
Control 24 25.316 A B
NC's A. Limén/PCL 24 23.656 A B C
Blanco 21 22.110 B C
NC’s Curcumina/PCL 24 20.66 C
NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 19.34
Las medias que no comparten una letra son sign

NC’s A. Limdén/Etilcelulosa,

tilcelulosa,
12, 14, 17

Valor F Valor p

29.53 0.000
44.88 0.000
4.37 0.000

key y una confianza de 95%

acién

O oo

ificativamente diferentes.

de aceite de

nanocapsulas

NC’s

NC’s Curcumina/PCL
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A.10. Anélisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para la firmeza de las papayas

frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de limon/etilcelulosa,

nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocépsulas de curcumina/etilcelulosa y

nanocépsulas de curcumina/PCL

Anélisis ANOVA: Firmeza (N) vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Método
Codificacidén de factores (-1, 0, +1)
Informacidén del factor
Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,
NC’s A. Limén/Etilcelulosa,
NC’s A. Limbén/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL
Tiempo (dias) Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17
An&dlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 14.860 2.97202 17.97 0.000
Tiempo (dias) 7 17.798 2.54262 15.37 0.000
Error 131 21.668 0.16540
Falta de ajuste 35 18.366 0.52473 15.26 0.000
Error puro 96 3.302 0.03440
Total 143 54.326

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento

NC’s A. Limén/Etilcelulosa

Control

NC’s Curcumina/Etilcelulosa

NC’s Curcumina/PCL
NC’'s A. Limén/PCL
Blanco

N
24
24
24
24
24
24

Media Agrupacién
2.243
2.0274
1.8888
1.8364
1.7688
1.196 C

g 4
W www

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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A.11. Andlisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para la actividad de la PME
de las papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
de limén/PCL,

limon/etilcelulosa,

nanocapsulas

de aceite

curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL

Anélisis ANOVA: Actividad PME (U/mg) vs. Tratamiento, Dia

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles

Tratamiento Fijo

Dia Fijo

An4dlisis de Varianza

Fuente GL
Tratamiento 5
Dia 7

Error 128
Falta de ajuste 34
Error puro 94

Total 140

6

SC

Valores

Blanco, Control, Nanodpsulas A. Limbén/PCL, NC's A.

Limén/Etilcelulosa,

Curcumina/PCL

0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17
Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
1.2726 0.254521 10.25 0.000
4.6805 0.668636 26.92 0.000
3.1796 0.024841

2.8826 0.084783 26.83 0.000
0.2970 0.003160

8.9745

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento
Blanco
NC’s Curcumina/PCL

NC’s Curcumina/Etilcelulosa
Nanodpsulas A. Limén/PCL

NC’'s A. Limdén/Etilcelulosa

Control

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

N Media Agrupacién
21 0.5792 A

24 0.4167 A B

24 0.3651 B

24 0.3649 B

24 0.3349 B

24 0.2893 B

nanocapsulas

NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
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A.12. Andlisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para la actividad de la PFO
de las papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocgpsulas de curcumina/PCL

Andlisis tipo ANOVA: PFO vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Método

Codificacidén de factores (-1, 0, +1)

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,

NC’s A. Limén/Etilcelulosa,
NC’s A. Limbén/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL

Dia Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

An&dlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 884.3 176.869 7.06 0.000
Dia 7 6632.5 947.498 37.82 0.000

Error 128 3206.5 25.051
Falta de ajuste 34 2958.4 87.013 32.97 0.000
Error puro 94 248.1 2.639

Total 140 10808.6

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupacidn
Blanco 21 10.18 A

NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 3.66 A B

NC’s Curcumina/PCL 24 3.47 A B

NC’s A. Limén/Etilcelulosa 24 2.99 A B
Control 24 2.67 B

NC’s A. Limdén/PCL 24 2.037 B

Las medias gque no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Comparaciones multiples de Dunnet con un control

Agrupar informacién utilizando el método de Dunnett y una confianza de 95%

Tratamiento N Media Agrupaciédn
Blanco (control) 21 10.18 A

NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 3.66

NC’s Curcumina/PCL 24 3.47

NC’s A. Limén/Etilcelulosa 24 2.99

Control 24 2.67

NC’s A. Limdén/PCL 24  2.037

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la
media del nivel de control.

A.13. Analisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para el contenido de fenoles
totales de las papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limon/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL

Analisis tipo ANOVA: Concentracién de fenoles totales (mg EAG/100 g) vs.
Tratamiento, Tiempo (dias)

Método

Codificacién de factores (-1, 0, +1)

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Muestra Fijo 6 Blanco,
Control,

NC’s A. Limdén/Etilcelulosa,

NC’s A. Limbén/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL
Dia Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17
Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 1.171 0.23415 0.87 0.015
Dia 7 14.624 2.08920 7.79 0.000
Error 128 34.313 0.26807
Falta de ajuste 34 28.737 0.84521 14.25 0.000
Error puro 94 5.576 0.05932
Total 140 50.107
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Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Muestra N Media Agrupacidn
Blanco 21 4.991 A

Control 24 4.785 A B

NC’s Curcumina/PCL 24 4.763 B

NC’s A. Limén/Etilcelulosa 24 4.7246 B

NC’s A. Limén/PCL 24 4.638 B

NC’s Curcumina/Etilcelulosa 24 4.5158 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

A.14. Anélisis de varianza de dos vias y prueba de Tukey para el contenido de carotenos
de las papayas frescas cortadas recubiertas con las nanocapsulas de aceite de
limén/etilcelulosa, nanocapsulas de aceite de limon/PCL, nanocapsulas de

curcumina/etilcelulosa y nanocapsulas de curcumina/PCL

Anélisis tipo ANOVA: Carotenoides vs. Tratamiento, Tiempo (dias)

Método

Codificacién de factores (-1, 0, +1)

Informacién del factor

Factor Tipo Niveles Valores
Tratamiento Fijo 6 Blanco,
Control,

NC's A. Limdén/Etilcelulosa,
NC’s A. Limbén/PCL,
NC’s Curcumina/Etilcelulosa,
NC’s Curcumina/PCL

Dia Fijo 8 0, 3, 5, 7, 10, 12, 14, 17

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamiento 5 0.021983 0.004397 20.24 0.000
Dia 7 0.021925 0.003132 14.42 0.000

Error 125 0.027147 0.000217
Falta de ajuste 33 0.025540 0.000774 44.30 0.000
Error puro 92 0.001607 0.000017

Total 137 0.066870
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Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Tratamiento

NC’s Curcumina/PCL

NC’s Curcumina/Etilcelulosa
NC’s A. Limdén/Etilcelulosa
Control

NC’s A. Limén/PCL

Blanco

Las medias gque no comparten una letra son

N
24
24
24
21
24
21

O O OO OO

Media

.09432
.08773
.08666
.08592
.08023
.05761

Agrupacién

g

B

significativamente diferentes.
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A.ll. Andlisis de deseabilidad

La Tabla 9 presenta las funciones de deseabilidad de las variables de respuesta medidas en

el proceso de optimizacion.

Optima Potencia Caroteno PCL
D: 0.9062 Alto 76.8179 284.0896 334.0896
o Actual  [54.7338] [284.0896] [165.9104]
Bajo  43.1821 115.9104 165.9104

.pe \__,_.—/_
Deseabilidad -

compuesta
D: 0.9062

IPD
minimo

y = 0.0540 =
d = 0.88390
¢ (mv) /\\
minimo - - A = - /- - = = 1T - - - = T
y = -25.4186 /\
d = 1.0000

TP (nm)
y = 227.8411

minimo
EE (%)
minimo =A== — — = N

y = 78.2264
d = 0.86440

Figura 30: Grafica de deseabilidad para la formacion de nanocapsulas usando como
variables independientes la potencia de ultrasonido, la cantidad de PCL y B-caroteno. IPD:
indice de polidispersidad; {: potencial zeta; TP: tamafio de particula; EE: eficiencia de

encapsulacion.

Se determinan las funciones cuadraticas de cada variable independientes en funcion de las
variables de respuesta. Con estos modelos matematicos es posible determinar las funciones
de deseabilidad. Estas funciones evaltan que tan bien una combinacién de variables satisface
las metas que se definieron para las respuestas. La deseabilidad tiene un intervalo de 0 a 1,
donde 1 representa la situacion ideal; cero indica que una o mas respuestas estan fuera de los

limites aceptables.
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A.111. Disposicion de residuos de esta investigacion

Los residuos de los disolventes organicos usados en este trabajo como el acetato de etilo, el
ciclohexano, el hexano, la acetona y las sustancias amortiguadoras de fosfatos o citrato
fosfato fueron depositados en contenedores de vidrio de un volumen de 4 L. Para su posterior
disposicion en la zona que la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM tiene
acondicionada para el acopio de los residuos provenientes de los laboratorios de

investigacion y docencia.

Los residuos de las papayas, como los trozos que no fueron utilizados, asi como las cascaras
y las semillas, fueron colocados en bolsas plasticas para después depositarlos en los

contenedores de residuos organicos.

Los residuos de la papaya que fue usada para las determinaciones de la actividad PME fueron
tirados a la tarja del laboratorio, ya que se encontraban en un estado liquido y Unicamente
fueron tratados con NaCl (0.2 M).
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AB S T-R:-A:CT

The aim of this study was to determine the optimal processing conditions for preparing nanocapsules by
the emulsification-diffusion method using ultrasound in the homogenization step. -carotene (300 g/L)
was used as the active compound core and central composite design (CCD) to establish optimal condi-
tions of ultrasound power (W), encapsulated B-carotene (mg/L), and poly-¢(caprolactone) content (PCL;
mg/L). Desirability functions were used to explain the behavior of the independent variables, which
included particle size (PS), the polydispersity index (PDI), zeta potential (£), and encapsulation efficiency
(EE). Overall desirability was used to ascertain the optimum processing conditions for nanocapsules
preparation. Results showed that the optimal conditions were 54.73 W of ultrasonic power, 1291 mg/L of
B-carotene, and 755 mg/L of PCL, since they produced values for PS, PDI, ¢, and EE of 228 nm,
0.054, —25.42 mV, and 78.23%, respectively. Density studies confirmed the formation of capsular sys-
tems. To verify the design, lemon oil, rosemary oil and curcumin were assayed as encapsulating oils with
PCL and ethyl cellulose as the membrane polymers. This produced a PS of 107—157 nm, a PDI of 0.138
—0.207, a £ of —7.58 to —3.08 mV, an EE of 27.17-92.29%, and densities of 1.004—1.029 g/mL for the

different oils.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Today, nanotechnology is recognized as an effective tool in many
areas of science. In food-processing, it has become important for
preserving alimentary products and fortifying their nutritional
properties. Nanoparticles are defined as solid dispersed particles of
sub-micron size. There are two types of architecture: nanocapsules
and nanospheres. The former consists of a liquid oily core sur-
rounded by a polymeric membrane, while the latter are solid
matricial particles. The nanoencapsulation of food additives is used
to protect bioactive compounds such as polyphenols, enzymes,
nutraceuticals or antioxidants by generating a vectorization to a
specific site coupled with the controlled release of the additive
(Ezhilarasi, Karthik, Chhanwal, & Anandharamakrishnan, 2013;

* Corresponding author.
E-mail address: luz.zambrano@unam.mx (M.L. Zambrano-Zaragoza).

http://dx.doi.org/10.1016/j.lwt.2017.09.008
0023-6438/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Galindo-Pérez, Quintanar-Guerrero, Mercado-Silva, Real-Sandoval,
& Zambrano-Zaragoza, 2015).

The emulsification-diffusion method is a preferred technique for
nanocapsules preparation because it is robust, reproducible, gen-
erates high encapsulation efficiency (>70%), and easily scalable
(Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2010). It consists in forming a
primary emulsification generated using conventional stirrers or
such high-efficiency devices as rotor-stator systems, micro-
fluidizers or high-pressure homogenizers. The use of ultrasonic
devices is a novel option for nanocapsules preparation that has
been used to make oil-in-water emulsifications or nano-
emulsifications. Furthermore, it has been used to prepare other
kinds of nanoparticles including polymeric nanoparticles and solid
lipid nanoparticles in order to formulate drug carriers and contrast
agents (Igbal, Fessi, & Elaissari, 2016). Igbal, Valour, Fessi, and
Elaissari (2014), evaluated different parameters such as the
amount of polymer and stabilizer, the outer aqueous phase volume
and the time and amplitude of homogenization by ultrasound in
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the preparation of biodegradable PCL nanoparticles via double
emulsion solvent evaporation process. Ultrasonic homogenization
has several advantages, including shorter operating times and the
production of homogeneous dispersions that can be used in
continuous processes in large-scale applications. In addition, it of-
fers substantial financial benefits and short payback (Bermudez-
Aguirre, Mobbs, & Barbosa-Canovas, 2011; Soria & Villamiel, 2010).

It is also important to note that the materials used in the
emulsification-diffusion method have low or null toxicity, since the
poloxamer 407 is a non-toxic block copolymer. Poly e-caprolactone
is a biodegradable polymer used in the preparation of delivery
systems (dos Santos, Flores, de Oliveira Rios, & Chisté, 2016). In the
field of food-processing, it has been used to produce z-tocopherol
and carotenoid nanocapsules (da Silva et al., 2016; Noronha et al.,
2013). Ethyl cellulose, meanwhile, is a non-biodegradable,
biocompatible polymer with GRAS status from the FDA. It has
been used to produce curcumin nanospheres (Suwannateep et al.,
2011) and astaxanthin nanocapsules (Tachaprutinun, Udomsup,
Luadthong, & Wanichwecharungruang, 2009).

Response surface methodology (RSM) has been used to optimize
the preparation conditions of nanocapsules designed for alimen-
tary applications. In this context, Noronha et al. (2013), optimized
the conditions for preparing nanocapsules that contain a-tocoph-
erol using a Box-Behnken design and the nano-precipitation tech-
nique. Esmaeili and Ebrahimzadeh (2015), used two experimental
designs —a one factor-at-a-time method and an optimization
method— to produce avocado oil nanocapsules, while Zambrano-
Zaragoza, Mercado-Silva, Gutiérrez-Cortez, Castano-Tostado, and
Quintanar-Guerrero (2011), applied a CCD design to optimize the
emulsification-diffusion method to produce nanocapsules con-
taining various edible oils.

The development of nanocapsules is a new, well-tested strategy
for transporting food additives such as essential oils. Rosemary oil
is an edible lipid used all over the world as a flavoring agent. It is
extracted from Rosmarinus officinalis and contains several useful
compounds, such as carnosol, rosmanol, isorosmanol, rosmadiol,
carnosic acid, rosmarinic acid and methyl carnosate. Also, it shows
antioxidant, antibacterial and antifungal activity (Bozin, Mimica-
Dukic, Samojlik, & Jovin, 2007; Ojeda-Sana, van Baren, Elechosa,
Judrez, & Moreno, 2013). Essential lemon oil is extracted from Citrus
lemon L. It contains a mixture of terpenes and terpenoids whose
main compound is #-limonene. It has shown antibacterial, anti-
fungal and antioxidant activity (Viuda-Martos, Ruiz-Navajas,
Fernandez-Lopez, & Perez—Alvarez, 2008). Both of these essential
oils have GRAS status from the FDA. Curcumin, in turn, is composed
of (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-
3,5-dione, and is used as a spice, coloring agent and preservative. It
has a wide variety of food benefits, including antioxidant, radical-
scavenging, antibacterial, antifungal and antiviral effects
(Moghadamtousi et al., 2014). Recent studies show that incorpo-
rating lemon oil, rosemary oil and curcumin into foods improves
quality and increases shelf-life (Burt, 2004; Dhital et al., 2017;
Fisher & Phillips, 2008). Therefore, the main aim of this research
was to optimize the emulsification-diffusion method using ultra-
sonic homogenization in the emulsification step to prepare nano-
capsules. The essential oils evaluated were rosemary oil, lemon oil
and curcumin, all of which may have valuable implications for
preserving foods and increasing their quality and shelf life.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Food grade B-carotene (300 g/L of B-carotene in corn oil) was
acquired from DSM Nutritional Products (Guadalajara, Mexico). The

poloxamer 407  (Pluronic®  F-127),  poly-e-caprolactone
(MW = 80,000), B-carotene powder (>97%), lemon oil (from Citrus
limon), rosemary oil (from Rosemarinus officinalis L.) and curcumin
(from Curcuma longa) were all purchased from Sigma-Aldrich®
(USA). Analytical grade ethyl acetate was obtained from Fermont
(Mexico City, Mexico). All other reagents used were of at least
analytical grade.

2.2. Nanocapsules preparation

Nanocapsules were prepared by the well-known emulsification-
diffusion method, replacing the mechanical stirring (Quintanar-
Guerrero, Allémann, Doelker, & Fessi, 1998; Zambrano-Zaragoza
et al,, 2011) by ultrasonic devices (Igbal et al,, 2014). Briefly, ethyl
acetate and water were saturated to equilibrium, then the stabi-
lizers —Pluronic® F-127 and sodium octenyl succinate starch (OSA-
starch), both at a concentration of 12 g/L— were dissolved in the
aqueous phase. The polymer (PCL) and f-carotene were dissolved
in the organic phase at the concentrations established in the
experimental design shown in Table 1. Next, the two solutions were
emulsified to obtain an oil-in-water dispersion using an ultrasonic
homogenizer (UP200HT; Helshier; Teltow, Germany) with a 14 mm
diameter titanium sonotrode and the homogenization power
established in the CCD. Dispersion/homogenization time was
2 min. An external ice bath was used to maintain the temperature
of the sample. After that, 180 mL of water were added to the
emulsification to diffuse the solvent and generate polymer aggre-
gation, and the system was sonicated for 2 min. Finally, the excess
solvent was removed using a rotavapor (HB10; [KA® Works, Inc.;
Wilmington, USA) at 40 °C under reduced pressure (66.66 kPa).

2.3. Particle size (PS) and the polydispersity index (PDI)

PS and PDI were determined by the dynamic light-scattering
technique using a Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd;
Worcestershire, UK) at a detector angle of 90° and a wavelength of
633 nm. All measurements were performed in triplicate
(Zambrano-Zaragoza et al., 2011).

24. Zeta potential (7)

¢ was determined with a Malvern Zetasizer Nano ZS90, based on
the electrophoretic motion of particles in dispersion using a stan-
dard polystyrene dispersion ({ = —55 mV) as reference. All mea-
surements were performed in triplicate (Galindo-Pérez et al., 2015).

2.5. Density (p)

Density determinations for the nanoparticles formed were used
to confirm the link between polymer and oil. This was performed
by isopycnic gradient separation using a silica colloidal technique
(Percoll®; Sigma-Aldrich, USA). According proposed methodology
by Zambrano-Zaragoza et al. (2011). The bands generated by the
nanoparticles and markers were measured with a Vernier caliper
from the meniscus to the middle of each buoyant band. A graph of
the density given by each marker as a function of distance was
plotted to obtain the polynomial equation. The densities of the
nanoparticle dispersions were obtained by interpolation.

2.6. Encapsulation efficiency (EE)

EE was determined by applying an indirect methodology based
on quantifying the unencapsulated active compound. Briefly, 2 mL
of each colloidal dispersion were centrifuged at 21420 x g for
60 min to separate the nanocapsules and stabilizer. The
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Table 1
Characterization of the nanocapsules prepared according to CCD.

Power B-carotene PCL (mg/L) PCL/B-carotene Particle PDI Standard {(mV) EE (%) Density (g/mL)
(w) (mg/L) ratio size (nm) Deviation

50 682 909 133 313+15 0.061 +0.005 4650 —23.84+1.39 67.06 £3.12 1.028 + 0.002
70 682 909 133 317+ 14 0.105 = 0.003 5238 —23.93 £ 0.52 66.40 £ 4.10 1.023 + 0.002
50 1136 909 0.80 283 + 11 0.085 = 0.005 75.62 —22.57+1.20 69.84 £7.52 1.030 + 0.003
70 1136 909 0.80 335+9 0.156 + 0.009 4778 —21.43 £0.10 7417 £ 1.85 1.012 £ 0.010
50 682 1364 2.00 265+10 0.135 + 0.006 61.78 —23.90 £ 024 53.55 +3.57 1.029 + 0.001
70 682 1364 2.00 230 +24 0.101 + 0.006 5593 —23.23+0.76 52.13 £0.89 1.037 £ 0.013
50 1136 1364 12 298 + 14 0.063 + 0.002 8424 —24.04 £ 052 7362123 1.020 + 0.001
70 1136 1364 12 289 +20 0.076 + 0.002 67.38 —21.65 +0.36 66.13 £2.13 1.019 + 0.001
43 909 1136 125 374+9 0.089 + 0.002 8235 —25.10+£0.10 69.16 + 1.82 1.017 £ 0.004
77 909 1136 125 335+18 0.105 = 0.002 7027 —2444 + 083 4964 +370 1.022 + 0.007
60 527 1136 2.16 245+ 13 0.099 = 0.003 90.49 —23.53 +147 8730 £426 1.032 = 0.002
60 1291 1136 0.88 262+7 0.075 = 0.002 133.36 -21.70 + 1.67 8529 +£348 1.012 = 0.001
60 909 755 0.83 297 +6 0.090 = 0.001 144.59 —21.50 + 057 92.86 +5.16 1.002 + 0.002
60 909 1518 1.67 2609 0.049 £ 0.001 11212 -21.89+072 80.20 + 228 1.033 £ 0.006
60 909 1136 1.25 298 + 26 0.151 £ 0.003 10441 —18.45 £ 053 9191 +138 1.021 + 0.001
60 909 1136 1.25 279+ 8 0.103 + 0.003 60.29 —18.17 £ 040 7551 £2.03 1.026 + 0.004
60 909 1136 1.25 387+ 15 0.040 + 0.002 52.77 —17.92 + 052 7026 +3.90 1.019 + 0.002
60 909 1136 1.25 304 + 11 0.098 + 0.002 47.01 —15.96 + 0.34 64.25 + 1.19 1.023 + 0.002
60 909 1136 1.25 306 + 14 0.180 + 0.001 5592 —16.07 +0.34 64.59 + 346 1.021 + 0.003
60 909 1136 1.25 294+ 16 0.068 +0.002 56.55 —18.45 +0.30 6473 £229 1.023 + 0.002

Data are reported as mean + standard deviation, n = 3.

supernatant was eliminated, and 1 mL of cyclohexane was added to
the pellet obtained to dissolve the unencapsulated f-carotene, but
not the polymer. f-carotene determination was performed by
spectrophotometry at 455 nm (Genesys 10 S; Thermo Scientific;
Massachusetts, USA) using a calibration curve. All measurements
were performed in triplicate and the encapsulation efficiency was
calculated using the following relationship:

(mg of carotene added — mg of unencapsulated carotene)

EE (%) =
%) mg of carotene added

2.7. Experimental design

The SRM was used to establish the optimal conditions for
nanocapsules preparation using ultrasonic homogenization with
the systems prepared as described above. The independent vari-
ables were power (X;), and the concentrations of f-carotene (X;)
and PCL (X3) added to the nanoparticle preparation. The EE (Y1), PS
(Yz), PDI (Y3), £ (Y4), and density (Ys) of the dispersions were
evaluated as response variables. The experiment was performed
following a CCD with a full factorial 2* approach with three repli-
cates performed in random order for each experiment. A second-
order polynomial equation was used to express the response vari-
ables as functions of the independent variables, as follows:

Yi= o+ 01X + 02X + B5X3 + 811 X3 + BnX3 + 33X3
+ B12X1 Xz + B13X1 X3 + G23%X3 (2)

where Yi represents the response variable, § is a constant, and f;
Gii and @; are the lineal, quadratic and interactive coefficients,
respectively. The coefficients of the response surface equation were
determined and an analysis of variance (ANOVA) was applied to
determine significant differences between the independent vari-
ables using Minitab® version 17 (Minitab® Inc. Pennsylvania, USA).

2.8. Optimizing the process of nanocapsules preparation

An overall desirability function was considered to determine the
optimum conditions for preparing nanocapsules. The optimum
formulation conditions are represented by a combination of
different levels of independent variables according to this equation:

X100 (1)

D= (dy.dy...d)"* (3)

where dy is an individual desirability function for each k response.
Here, D is a function of the encapsulation efficiency (Y,), particle
size (), polydispersion index (Y3), zeta potential (Y4), and nano-
capsules density (Ys).

2.9. Comparison between mechanical homogenization and
ultrasound

In order to compare the ultrasonic homogenization and me-
chanical homogenization, nanocapsules of f-carotene, lemon oil,
rosemary oil and curcumin were prepared at optimum oil and PCL
conditions; using ultrasonic homogenization at the optimum con-
ditions for two minutes, while those obtained with mechanical
homogenization were prepared to the homogenization conditions
previously optimized by Zambrano-Zaragoza et al. (2011). The
nanoparticles obtained were characterized determining their PS,
PDI, ¢ and EE.

3. Results and discussion
3.1. Design analysis

Table 1 shows the batches of nanoparticles prepared according
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Table 2

ANOVA analysis and regression coefficients of the dependent variables studied as a function of the independent variables.
Term Particle size PDI Zeta potential Encapsulation efficiency Density

Coef p-value Coef p-value Coef p-value Coef p-value Coef p-value

Constant 291.23° 0.000 0.548° 0.000 -17.515° 0.000 64.39° 0.000 1.023° 0.000
Power 347" 0.729 -0.019° 0.000 0.769° 0.007 —6.14° 0.000 —9.98 x 1074 0.116
Carotene 17.13™ 0.092 0.057° 0.000 1.026° 0.000 9.20° 0.000 —0.006° 0.000
PCL -151.92° 0.000 -0.072° 0.000 0.051™ 0.851 1.44m 0.236 0.004* 0.000
Power*Power 49.90° 0.004 0.041° 0.000 -7.027° 0.000 -11.93° 0.000 -0.003° 0.008
Carotene“Carotene —43.80° 0.010 0.003™ 0.693 —5.544° 0.000 6.73° 0.001 0.004° 0.002
PCL*PCL -139.90° 0.000 0.024° 0.002 —-3.999° 0.000 3.88™ 0.054 0.005° 0.000
Power*Carotene -83.50° 0.000 -0.026° 0.011 0.242™ 0.688 6.13° 0.024 —-0.008° 0.000
Power*“PCL —27.00™ 0224 0.018™ 0.070 —0.088™ 0.883 —11.15° 0.000 0.010° 0.000
Carotene*PCL 20.50™ 0.355 —-0.032° 0.002 —1.208° 0.049 —-0.13™ 0.962 —0.007° 0.000
R? 8731 90.98 89.73 77.01 85.86

® significant term (p < 0.05).
™ not significative term (p > 0.05).

to independent variables at different levels of variation given by the
CCD, together with the quantitative results of the dependent vari-
ables measured; namely, PS, PDI, £, EE and p.

3.2. Statistical analysis and model-fitting

An ANOVA analysis was performed to determine the signifi-
cance of the independent variables and their interaction with each
response variable, Table 2 summarizes the results of the ANOVA for
the response variables and their significance at 95% confidence
level, along with the correlation coefficient which indicates that the
independent variables had a significant effect on the dependent
variables when the p-value was less than 0.05 (Myers,
Montgomery, & Anderson-Cook, 2016). The lineal term carotene
was significant for PDI, £, EE and p, while the lineal term power was
significant for PDI, { and EE. Moreover, the lineal factor PCL was
significant only for PS, PDI, and p. The quadratic terms for PCL and
carotene were the most important factors, due to they were sig-
nificant in the majority of response variables, indicating that the
behaviors have good fitting to a second-order function. In addition,
the R? coefficients of determination for PS, PDL, %, EE and p were
fitted acceptably into the mathematical model as a function of the
behavior of the data obtained (Lundstedt et al., 1998).

3.3. Optimal conditions for obtaining nanocapsules

The determination of the optimum conditions for preparing
nanocapsules was performed using desirability analysis (Tengse,
Priya, & Kumar, 2017). This approach considered the following
parameters to optimize processing by introducing the largest
possible amount of f-carotene into the nanocapsules: the mini-
mum PS required to create nanometric systems; a minimum PDI
where the distribution of PS was narrow and tended towards
average; an absolute minimum value of { to obtain stable sub-
micron systems; and maximum EE. The desirability functions for
the independent variables and the overall desirability under the
optimal conditions are shown in Table 3. The optimum conditions

Table 3
Desirability functions of the independent variables under the optimal
conditions.

Independent variable Desirability function

Encapsulation efficiency 0.864
Particle size 0.883
Polydispersity index 0.884
Zeta potential 1.000
Overall desirability 0.906

obtained were as follows: 54.73 W of power in the ultrasonic de-
vice, 1291 mg/L of B-carotene, and 755 mg/L of PCL. These condi-
tions made it possible to obtain values for PS, PDI, { and EE of
228 nm, 0.054, —25.42 mV and 78.23%, respectively, which indicate
excellent overall desirability (D = 0.906). We can conclude, there-
fore, that the emulsification-diffusion method using ultrasound is
an excellent tool for preparing colloidal systems of sub-micron size
that achieve good incorporation of active compounds.

34. Particle size

Table 1 shows the PS, in general, sizes are within the sub-micron
range. There are reports that the mean PS obtained through the
emulsification-diffusion process ranges from 200 to 500 nm,
depending on several factors, including the type and concentration
of the polymer, stabilizer and oil that are encapsulated (Quintanar-
Guerrero et al., 1998; Zambrano-Zaragoza et al., 2011). Fig. 1 shows
the response surface graph of PS as a function of power and the PCL/
f-carotene ratio used in formulating the nanocapsules. Clearly, PS
decreased as the PCL/B-carotene ratio increased. This behavior can
be explained by an increase in viscosity due to the high f-carotene
content in the organic phase, which impedes diffusion. Similar
results were observed by Esmaeili and Ebrahimzadeh (2015), when
they prepared nanocapsules with A. vera using polyamide as the
membrane polymer. They affirmed that as the polymer/oil ratio
increased, PS diminished. Likewise, Moinard-Checot, Chevalier,
Briancon, Beney, & Fessi (2008), showed that PS is affected by the
concentration of oil added to the organic phase during the prepa-
ration of nanocapsules that have Mygliol® 812 as the oily core and
PCL as the wall polymer. The smallest PS was 212 nm for 67.07 W of
power and a PCL/B-carotene ratio of 2.16 with a desirability func-
tion of d = 0.976. At lower homogenization potencies, nanoparticles
with a hydrodynamic diameter above 300 nm were obtained with
the lowest desirability function, at just 0.3. An increase in PS was
found at the power conditions at the axial points with a desirability
function below 0.7. This can be attributed to the lower level of
cavitation, which decreased the emulsifying capacity. Statistical
analyses using ANOVA (Table 2) showed that the amounts of PCL
and quadratic terms were the key factors that affected PS, though
the factor of power did not influence this parameter. In any case, at
a homogenization time of 2 min, sub-micron size colloidal systems
were obtained.

3.5. Polydispersity index

The PDI is a measure of the distribution of PS in a colloidal
system. Values between 0.1 and 0.3 indicate a narrow Ssize
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Fig. 1. Surface graph of the particle size of the nanocapsules as a function of ultrasonic power and the PCL/B-carotene ratio.
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Fig. 2. Surface plot of the PDI obtained for f-carotene nanocapsules under the different conditions of ultrasonic power and PCL/B-carotene ratios.

distribution, while values above 0.5 reflect a broad variation in size
(Wu, Zhang, & Watanabe, 2011). The nanoparticles containing -
carotene in our study showed distributions in the range of
0.061-0.156 (Table 1). When Zambrano-Zaragoza et al. (2011),
prepared nanocapsules with different oils for food applications
they found a PDI of 0.03—0.15 after 10 min of homogenization using
arotor-stator system. Fig. 2 shows the surface graph of PDI obtained
as a function of ultrasonic power and the PCL/B-carotene ratio,
while the results of the ANOVA presented in Table 2 show only the
quadratic term of p-carotene and the interaction power*PCL were
not significant. This indicates that an increase in the amount of the
active compound in the formulation significantly increased the PDL.
This behavior arises from the fact that f-carotene has a plasticizing
effect in PCL (De Paz et al., 2013) that produces greater flexibility in
the polymeric barrier during diffusion, thus generating a system
with a higher PDI. At high PCL/B-carotene ratios, a larger amount of
PCL was used. As a result, a higher PCL concentration in the su-
persaturation region produced greater polydispersity, as reflected
in the lower desirability index of 0.161. The lowest PDI —0.019— was
achieved under the conditions of 76.81 W and a PCL/B-carotene
ratio of 0.8 with a desirability function of 1.0; however, under
optimal PDI conditions, a PDI of 0.054 was generated with a good
value for the desirability function (d = 0.884) and a PS of 227.84 nm.
Table 1 also shows the values of standard deviations for the size

distributions, this parameter ranged from 46.5 to 144.59 and was
observed that the value increased when a greater amount of f-
carotene was used. In addition, an increase in ultrasonic power
slightly reduced the standard deviation; however, EEs lower than
70% were obtained. For B-carotene nanocapsules prepared at op-
timum conditions, standard deviations around of 51.55 were ob-
tained, indicating low dispersity of the samples.

3.6. Zeta potential

The s a quantitative value of the potential generated in diffuse
double layer of nanoparticles. { values furthest from zero indicate
greater stability of the particles in dispersion due to superficial
electrostatic repulsion (Retamal Marin, Babick, & Hillemann, 2017),
but this is dependent on the chemical nature and concentration of
the polymer and stabilizers (Mora-Huertas et al., 2010). Fig. 3 shows
the { of the batches produced with the CCD in relation to (1) ul-
trasonic power and (2) the PCL/B-carotene ratio. The negative
values of £ obtained in this study are a consequence of the PCL-
stabilizing relationship, where the PCL contributes the negative
charge through the terminal carboxyl groups in the polymer chains
(Mora-Huertas, Fessi, & Elaissari, 2011). The behavior of those
batches, or treatments, reached their maximum level around a
central point of the design, with a maximum  value of —20 mV. It is
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Fig. 3. Surface plot of the { obtained for the nanocapsules prepared under different conditions of ultrasonic power and PCL/B-carotene ratios.

important to emphasize that it was under these conditions that the
nanoparticle systems presented the highest encapsulation values
(>70%). Minimum ¢ values were obtained at a potency of 43.18 W
and a PCL/B-carotene ratio of 2.15, conditions that generated a value
for the desirability function of 1.0. In contrast, the maximum £ value
(—18.92 mV) was obtained under the conditions of 60.84 W and a
PCL/B-carotene ratio of 1.29. Here, the desirability function was
calculated at 0.658. At higher or lower power levels, the central
point of the { of the nanoparticles decreased to values
below —29 mV of the powers at the axial points, with a desirability
of 1.0 in both cases. This behavior can be correlated with low EE,
since a smaller amount of encapsulated f3-carotene produces lower
interaction affinity between the active compound and the polymer
(De Paz et al, 2013), thus increasing the exposure of terminal
carboxyl groups in the PCL molecule and decreasing the surface
potential of the nanoparticles. Under optimal conditions, a { value
of —25.41 mV with a desirability function of 1.0 was obtained,
indicating that those nanoparticle systems were electrically-stable,
since absolute { values distinct from zero indicate the degree of
electrostatic repulsion between adjacent nanoparticles (Galindo-
Perez et al, 2015). The ANOVA showed that the independent
term corresponding to the amount of PCL and all interactions be-
tween the variables had no significant influence on ¢, while power

and the amount of f-carotene proved to be the most significant
factors that affect this parameter.

3.7. Encapsulation efficiencies

Fig. 4 shows the behavior of EE as a function of power and the
PCL/B-carotene ratio for nanocapsules production. The maximum
EE was 85%, achieved under the following conditions: 58.25 W and
a PCL/B-carotene ratio of 0.80, with a desirability of d = 1.0. While
these parameters indicate the best conditions for maximizing EE,
they are not the optimal processing conditions because they do not
take into account the other response variables. EE has also been
seen to decrease as the PCL/B-carotene ratio increases under all
power conditions. For example, an EE of 84.95% is obtained with a
PCL/B-carotene ratio of 0.80 and a homogenization power of 60 W,
which produces a desirability function of 0.75. However, the EE
decreases to 73.8% when the PCL/B-carotene ratio is raised to 2.15
under the same power conditions. Here, the desirability function
obtained is only 0.50. Park, Balakrishnan, and Yang (2013), observed
a similar behavior in nanocapsules produced by the emulsification-
diffusion method using polylactide as the polymeric barrier and
cyclosporine as the oily core. Under those conditions, the EE
decreased from 91.7% to just 72.4% when the polymer/oil ratio was

PCL/p-carotene ratio

Fig. 4. Surface plot of the encapsulation efficiency of the prepared nanocapsules as a function of ultrasonic power and the PCL/B-carotene ratio.
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increased from 0.2 to 0.8. Similarly, Md et al. (2014) reported a
slight decrease in the EE —from 88.5 to 80.48%— when the poly-
lactide co-glycolide/oil ratio was raised from 1:1 to 1:10 during
formation of nanocapsules with donepezil. Moreover, in relation to
the ultrasound power applied to achieve homogenization, the
study established that there was a curve at the central point that
correlated with the highest EE, since the axial points —where low
EE occurred— correspond to potencies of around 43 W. This sug-
gests that the p-carotene was not incorporated into the polymer
with a 68% of EE. Hence, the desirability at the axial points was less
than 0.411. In contrast, at the maximum power applied (76.82 W) in
the emulsification process, cavitation power can decrease due to
various factors, including an increase in system temperature, or the
formation of a large bubble that causes a damping effect on sound
waves (Raso, Manas, Pagan, & Sala, 1999). In addition to decreasing
cavitation power, these factors reduce the amount of carotene that
is incorporated into the emulsification globules, thus decreasing
the EE to below 60% and producing desirability function values
below 0.236. Under the optimum conditions, in contrast, a good
desirability function of 0.864 was obtained, together with an EE of
78.23%, compared with the experimental EE obtained for nano-
capsules of p-carotene prepared with the emulsification-diffusion
methodology using 1291 mg/L of p-carotene, 755 mg/L of PCL and
a rotor-stator system, an EE of 70.24% was obtained. The results of
the ANOVA in Table 2 show that the factors of power and the
amount of p-carotene exert the greatest influence on the EE. In this
study, nanocapsules with an EE above 70% were produced using the
emulsification-diffusion method coupled with ultrasonic
homogenization.

3.8. Density (p)

Table 1 also shows the results for the density of the nanocapsule
systems, where we determined values that were intermediate be-
tween those of a nano-emulsion with p-carotene and polymeric
nanospheres without active compound. The densities found ranged
from 1.002 to 1.037 g/mL. These results indicate the formation of
capsular structures with good coupling between the p-carotene
and the barrier polymer. Quintanar-Guerrero et al. (1998), found
density values of 1.018—1.084 g/cm’ for nanocapsules with mygliol
and polylactic acid at different concentrations, while the nano-
capsules that Zambrano-Zaragoza et al. (2011) prepared with
different food oils produced densities between 1.017 and 1.022 g/
cm’. ANOVA analysis showed that homogenization power did not
influence nanocapsules density, and that the amounts of f-carotene
and PCL are the most important factors affecting this parameter.

3.9. Encapsulation of active oil compounds under optimal
conditions

To verify the optimal conditions for obtaining polymeric nano-
particles using the emulsification-diffusion method with ultra-
sound, nanocapsules containing different oily active compounds

were developed. In this phase of the experiment, curcumin, rose-
mary oil, lemon oil and two water immiscible polymers —PCL and
ethyl cellulose— were used to obtain sub-micron size dispersions
that may be useful in food preservation or fortification. Table 4
shows the PS, PDI, Z, EE and p of the nanocapsule systems pre-
pared. The nanoparticles with ethyl cellulose that contained cur-
cumin, rosemary oil and lemon oil had lower PS than the ones
prepared with PCL, as they were below 115 nm. In all cases, the PDI
were below 0.21, indicating a narrow size distribution. The { ob-
tained were above —10 mV, while encapsulation efficiencies sur-
passed 70%, except for the curcumin nanocapsules, where this
index fell below 30% (Jagannathan, Abraham, & Poddar, 2012). The
densities of the nanoparticles made with PCL that encapsulated
curcumin, rosemary oil and lemon oil were 1.018,1.027 and 1.021 g/
m L respectively, all within the range of nanocapsular systems, as
has been observed for nanocapsules made with other edible oils
(Zambrano-Zaragoza et al., 2011).

3.10. Comparison between ultrasonic and mechanical
homogenization

Fig. 5 shows the PS distributions for nanocapsules of -carotene,
lemon oil, rosemary oil and curcumin, using PCL as a barrier
polymer obtained with ultrasonic and mechanical homogenization,
while the characterization of nanocapsules manufactured with
ultrasound and mechanical homogenization is shown in Table 5.
The PS for the nanocapsules prepared with ultrasound ranged from
159 to 196.4 nm, whereas those obtained with mechanical ho-
mogenization had PS between 361.5 and 442 nm, observing that
with two minutes of ultrasonic homogenization smaller PS were
prepared, having a monomodal behavior. Likewise, the standard
deviations for the PS distributions of the nanocapsules prepared
with ultrasound were lower than 60, whereas for the ones prepared
with mechanical homogenization had values between 70 and 170,
indicating a narrower distributions for nanocapsules formed with
ultrasound. The { were less than —20 mV for nanocapsules of p-
carotene and curcumin and greater than —12 mV for nanocapsules
of lemon oil and rosemary oil. The EE for lemon oil, rosemary oil
and curcumin were comparable to the EE obtained with ultrasound
and PCL as barrier polymer shown in Table 4.

4. Conclusions

The emulsification-diffusion method using ultrasound as the
dispersion system was optimized founding that under the optimal
conditions (54.73 W of ultrasonic power, 1291 mg/L of B-carotene
and 755 mg/L of PCL), sub-micron size nanocapsules with narrow
polydispersity, high absolute value of { and an EE greater than 70%
were obtained. Meanwhile, the density analysis conducted with
colloidal silica showed that encapsulation of -carotene or the oil-
soluble additive formed by the polymer wall did indeed occur and
integrated one sole band. Also, it was observed that an increase in
ultrasound power produces a decrease in the PDI and standard

Table 4

Design comparison using different encapsulated oils and PCL and ethyl cellulose as polymers.
Polymer 0il core Ps (nm) PDI {(mvV) EE Density (g/mL)
PCL Curcumin 157.16 + 2.95° 0.151 £0.01* ~3.08+ 028 27.17 +2.40° 1.018 +0.002*
PCL Rosemary oil 15028 + 8.60° 0.138 +0.022 ~7.06 + 035" 8153 +1.52° 1.027 + 0.003°
PCL Lemon oil 141.83 +4.93° 0.169 + 0.02* ~4.82+061° 9229 +1.21¢ 1.021 + 0.002°
Ethyl cellulose Curcumin 11046 + 5.82° 0207 +0.01° -5.7 + 0.34¢ 3003 + 6.73¢ 1.029 + 0.005¢
Ethyl cellulose Rosemary oil 1148 £3.72° 0.188 + 0.01° ~7.58 £ 053¢ 7069 + 4.97¢ 1.030 + 0.002¢
Ethyl cellulose Lemon oil 107.01 £4.22° 0.170 £ 0.01° ~7.21+ 064" 8251 +4.10 1.004 +0.001°

The nanocapsules were prepared under optimal conditions.

Each value is the mean + standard deviation of the mean of three replicates. Different letters indicate differences (p<0.05) between oil core.
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Fig. 5. Size distributions for nanocapsules prepared with emulsification-diffusion method using ultrasound or a rotor-stator system.
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Table 5

Characterization of nanocapsules with different oil cores prepared by emulsification-diffusion method using a rotor-stator system.
Polymer Oil core Ps (nm) PDI {(mV) EE
PCL B-carotene 365.66 + 19.01* 0.260 + 0.05* ~26.86 + 2.64° 7024 +2.03*
PCL Lemon oil 478.7 + 43.26° 0.191 + 0.04° ~11.46 + 0.61° 79.09 +2.93°
PCL Rosemary oil 408.37 + 40.62° 0.155 + 0.06° -8.84 +0.34° 80.59 + 2.11¢
PCL Curcumin 4344 + 3346° 0.230 + 0.06° —22.83 + 0.65° 27.79 +5.73¢

Each value is the mean + standard deviation of the mean of three replicates. Different letters indicate differences (p<0.05) between oil core.

deviation of nanocapsules and significantly decreases in the £ and
EE of f-carotene. Therefore, the emulsification-diffusion method
coupled with ultrasonic homogenization has the ability to create
nanocapsular systems that contain rosemary oil, lemon oil and
curcumin and may have applications in processes of food conser-
vation and supplementation. The advantages of this development
include reducing homogenization time to 2 min —well below the
time that rotor-stator devices require— easy scalability, and appli-
cations in on-line processing for large-scale production.
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