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RESUMEN

La nanotecnologia es una tecnologia emergente que ha permitido lograr avances en
la aplicacion e innovacion de nuevos sistemas de conservacion de alimentos. El timol
presente en el orégano, tomillo, albahacar, etc., ha mostrado tener efecto
antioxidante y antimicrobiano; una forma de incorporarlo es en recubrimientos y
peliculas comestibles, ademas, se logra mejor efectividad a talla nanométrica
disminuyendo asi el efecto sensorial. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto
del tipo de polisacarido sobre la cinética de liberacién de timol nanoencapsulado.
Las nanoparticulas se prepararon por el método de emulsificacion-evaporacion
empleando como polimero pared poli-e-caprolactona (1 g/L) y timol (0.5 g/L), se
determiné el tamafio de particula (Tp), indice de polidispersidad (IPD), potencial
zeta (Q) y eficiencia de encapsulacion (% EE). Las dispersiones formadoras de pelicula
se preparardn con pectina 2% e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) 0.5%, y 0.16 g/L
de timol nanoestructurado. Se determiné el espesor de las peliculas y el estudio de
liberacion se llevo a cabo con 1 cm2 de pelicula que se coloco en 10 mL de etanol al
95%, se midib el cambio de absorbancia cada 30 min durante 150 min a 280 nm
contrastdndose una curva patréon. El Tp fue de 360.5 + 91.96 nm con IPD < 0.3y
de -16.7 + 7.14 mV, la %EE 66.6+4.3. El espesor de las peliculas fue de 111 + 0.39 um,
existi6 diferencia significativa (p=0.05) entre la liberacion en pectina e
hidroxipropilmetilcelulosa con 10.4 + 0.3 y 8.5 + 0.6 % después de 150 min, la
difusion del timol fue no Fickiano con “n” de 0.922 y 1.29 explicada por fenomenos
de hinchamiento, porosidad y elasticidad de las moléculas de polisacarido,
observandose una mayor difusion en pectina que en hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC). En base a estos resultados, la liberacion depende de la interaccién entre los
componentes de la pelicula y el polisacarido soporte empleado, marcando asi su

potencial empleo en alimentos.



INTRODUCCION

En los ultimos afios se han desarrollado recubrimientos comestibles biodegradables
como una forma de proteccion, funcionalizacién como barreras bioactivas (Falguera
et al., 2011), surgiendo como una alternativa prometedora para conservar la calidad
de los alimentos (Arnon-Rips & Poverenov, 2018). Los recubrimientos han sido
incorporados con sistemas de talla nanométrica, estas, tienen tamanos de entre 1-
1000 nm (Mora-Huertas et al., 2010) y a esta talla se modifican las propiedades de
los sistemas, se distribuyen homogéneamente en la superficie de alimentos,
disminuyendo la proporcién de sustancia activa a utilizar con efecto positivo en la
conservacion de alimentos, estos modifican las propiedades mecanicas y de
transporte de los recubrimientos, las principales nanoestructuras incorporadas son
nanoparticulas poliméricas, lipidicas, proteicas y mezclas (Zambrano-Zaragoza et
al., 2018). Dependiendo de las caracteristicas deseadas del producto final, y del
polimero de encapsulacion, es la técnica de elaboracion empleada, las cuales se
pueden clasificar en métodos fisicos y quimicos, dentro de los métodos quimicos
encontramos emulsificacion-evaporacion con disolvente, éste es utilizado para la
elaboracion de nanoparticulas poliméricas. Las nanoparticulas poliméricas han sido
ampliamente utilizadas en el 4rea farmacéutica y de alimentos como sistemas de
liberacion de principios activos, principalmente, debido a que pueden mejorar la
estabilidad, la biodisponibilidad, y el direccionamiento para fines especificos
(Galdino-Rodriguez et al., 2004) la obtencion de nanoparticulas se logra a través de
métodos, entre los mas comtinmente utilizados se encuentran aquellos basados en
la formacién de una emulsion (Mohanraj & Chen, 2006), tal es el caso del método
emulsidon-evaporacion, en esta técnica primero se disuelve el polimero de pared y el
principio activo en una solucién organica totalmente inmiscible en agua,
posteriormente es emulsificada en una solucién acuosa que contiene al estabilizante,
la dispersion obtenida se pasa a un homogeneizador que reduce la talla hasta un
tamano nanométrico e inmediatamente después se eliminan los residuos del
solvente organico (Mosqueira et al., 2000). La implementacién de nanoparticulas

poliméricas permite introducir compuestos activos de caracteristicas hidrofobicas

Vi



sin afectar sus propiedades de interés, de manera que, los recubrimientos hechos con
base en polisacaridos han sido ampliamente utilizados por sus propiedades
mecéanicas de adhesividad y flexibilidad en la superficie de los productos alimenticios
(Meza, 2006). El timol, es un compuesto clasificado como mono terpeno tiene
propiedades como inhibidor de patégenos alimentarios (antimicrobiano,
antifangicos), y antioxidante que contribuye a retardar las reacciones de deterioro
promoviendo un incremento de vida til, retencion de textura, agente organoléptico
y reductor de toxicidad, antiespasmoédico, antiviral (Wu et al., 2012). Desde el punto
de vista tecnologico, la cinética de liberacion es estudiada a través de sistemas de
liberacién, estos sistemas estan constituidos por una plataforma o soporte que
modulan la rapidez o sitio de liberacién del principio activo (Fathi et al., 2014). De
manera que en el presente trabajo se demuestra que es posible preparar
nanoparticulas poliméricas con tamafio de particula nanométrico, monomodal y con
muy buena eficiencia de encapsulacion, ya que se obtuvo eficiencia de encapsulacion
por arriba a las reportadas en la literatura en los altimos afios, ademaés, de acuerdo
con los modelos cinéticos de liberaciéon el modelo que mejor describié la velocidad
de liberacién de timol fue el de orden cero, mostrandose ademas que el mecanismo
de liberacion es asociado al hinchamiento tanto de la pectina como del HPMC,
siendo mayor la velocidad de liberacion cuando se emplea pectina como polimero
matriz, este analisis de comportamiento es util e importante para la aplicaciéon de
timol como sistema antioxidante y antimicrobiano para el recubrimiento de

diferentes tipos de alimentos.
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CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. Generalidades del timol

1.1.1. Propiedades fisicas y quimicas del timol

Los aceites esenciales son volatiles, naturales y son metabolitos secundarios
sintetizados a través de complejas rutas metabdlicas (Rai et al., 2017), estan
compuestos por terpenos, fenoles y compuestos aromaéticos, su composicién varia
dependiendo de las caracteristicas edafoclimaticas de las plantas (Ribeiro et al.,

2007).

El timol (C:10H140) es un compuesto sélido y cristalino con masa molar 150.22 g/mol,
clasificado como mono terpeno debido a que en su estructura contiene 10 &tomos de
carbono (Figura 1), de acuerdo con Friedman (2014), su punto de fusiéon y ebullicién
es 51.5 °Cy 232.5 °C respectivamente, con densidad de 0.965 g/cm3 a 25°C e indice
de refraccion igual a 1.5227, el timol es extremadamente soluble en alcoholes,
disolventes orgéanicos y en soluciones acuosas alcalinas debido a la des protonaciéon
del fenol, la maxima radicacién UV que puede ser absorbida por timol son 274 nm

(Norwitz, 1986).

Wade y Reynolds (1997), postularon que la solubilidad del timol es muy alta en
alcoholes y otros disolventes organicos, pero poco soluble en agua a pH neutro. De
manera general los aceites esenciales son substancias aromaticas producidas como
metabolitos secundarios por una especie de planta especifica, es considerado como
producto del metabolismo secundario de las plantas que lo contienen (Bandoni,

2009).
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Figura 1. Estructura quimica de timol (Hyldgaard et al., 2012).

Se clasifica como Generalmente Reconocido como Seguros, “GRAS” por la Agencia
de medicamentos y alimentaciéon, FDA (Burts, 2004) es considerado un extracto
hidrof6bico. Tiene propiedades como; inhibidor de patégenos alimentarios
(antimicrobiano, antifingicos), potenciador de vida 1til (antioxidante), promotor de
textura, agente organoléptico y reductor de toxicidad, antiespasmddico, antiviral,
(Lucera et al., 2012), es decir, es un agente bioactivo natural. Por todas las
propiedades, se han reportado el uso de timol en productos farmacéuticos,

aplicaciones alimenticias y cosméticos debido a la alta calidad del aceite esencial.
1.1.1 Propiedades antioxidantes del timol

Los compuestos extraidos de plantas son apreciados por sus propiedades
antioxidantes que contribuyen a disminuir la accion de los radicales libres. El timol,
exhibe una excelente capacidad antioxidante gracias a su rica fuente de compuestos
fenolicos (Tohidi et al., 2017), es decir, el efecto antioxidante se debe a la presencia

de grupos hidroxilo en los compuestos fenoélicos (Shahidi et al., 1992), esta acciéon



antioxidante es limitada a temperaturas elevadas debido a su alta volatilidad. De
manera que la estructura fenoélica del timol le da actividad antioxidante notable,
tiene una gran capacidad de neutralizacion de radicales en su forma libre o
encapsulada, Rojano et al., (2008), atribuyen que la propiedad antioxidante del
timol destaca la capacidad de regular las alteraciones relacionadas con el estrés
oxidativo inducido por las especies reactivas de oxigeno (ROOS) y radicales libres
(RL).

1.1.2 Propiedades antimicrobianas del timol

El timol tiene actividad antimicrobiana contra bacterias Gram+*, Gram- asi como
contra hongos y levaduras (Campos et al., 2015). Lambert et al., (2001) demostraron
también efectos antimicrobianos sobre bacterias, hongo y levaduras. El mecanismo
de accidon del timol contra los microorganismos se basa en la ruptura de la membrana
citoplasmatica, el dafio de la membrana provoca la fuga de componentes

intracelulares (Li et al., 2017) y con ello la desregulaciéon de funciones celulares.

1.1.3 Fuentes de extraccion de timol

El timol es un compuesto fen6lico mono terpeno presente en diversos aceites
esenciales en especial en el aceite esencial de orégano y tomillo, ambos
pertenecientes a la familia Lamiaceae cuyo género es origanum y thymus
respectivamente. Existen dos tipos de orégano: Orégano Europeo nativo de la region
mediterranea y orégano americano de Suramérica y México (Vernin et al., 2001). Se
sinteriza en pequenas cantidades y no de forma generalizada, la sintesis viene dada
por la ruta del mevalonato, el cual se forma en las plantas a partir de la condensacion
de tres moléculas de acetil coenzima A (Friedman, 2014). La produccion industrial
del timol se lleva a cabo mediante diferentes metodologias como arrastre de vapor
(Jiang et al., 2011), hidrodestilacion, solventes organicos, disolventes verdes y con
fluidos supercriticos como CO>, que es la mas reciente técnica para extraer

compuestos naturales (Milovanovic et al., 2005).



1.2. Recubrimientos comestibles: definiciones y clasificacion

Dentro del desarrollo de sus funciones, los envases pueden dividirse en; primarios,
que tienen contacto directo con el alimento, secundarios; que contienen uno o varios
envases primarios, y terciarios; que sirven para distribuir, unificar y proteger al
producto a lo largo de la cadena comercial. Dentro de los primeros se encuentran los
envases flexibles que abarcan a los recubrimientos comestibles, utilizados para
proteger productos alimenticios. Los recubrimientos, son una alternativa para

mejorar y prolongar la calidad de los alimentos (Espino et al., 2010).

Una alternativa para la conservacion de alimentos es la utilizacién de recubrimientos
comestibles los cuales pueden elaborarse con ingredientes basicos adecuados al
producto para brindarle la proteccion de barrera deseada y ademaés, sirven como
vehiculos para incorporar componentes bioactivos especificos que refuerzan su
funcionalidad (Martin-Belloso et al., 2005), es decir, se usan para proporcionar una
barrera fisica entre el ambiente y los alimentos con el proposito de controlar el

transporte de masa y extender la vida de anaquel (Acevedo et al., 2017).

Los recubrimientos comestibles son una capa de material que proporciona una
barrera para la humedad, mientras que selectivamente intercambia gases de efecto
importante como el oxigeno, diéxido de carbono y etileno, que estan implicados en
el procesos de respiracion de los tejidos vivos como frutas y verduras, el proposito
de los recubrimientos comestibles es retardar los cambios fisiol6gicos y proveer una
atmosfera modificada, de manera que se logra disminuir la velocidad de respiracion
con el fin de retardar la senescencia de las células durante almacenamiento
(Embuscado et al., 2009). Quintero et al. (2010) definieron a los recubrimientos
comestibles, como una delgada matriz continua que se deposita alrededor del
alimento, por inmersién o aspersion en una solucion formadora del recubrimiento,
estos pueden formularse con polisacaridos, proteinas, lipidos o una mezcla de estos.
Los recubrimientos hechos con base en polisacaridos han sido ampliamente

utilizados por sus propiedades mecanicas de adhesividad y flexibilidad en la



superficie de los productos alimenticios (Meza, 2006). Las peliculas y
recubrimientos comestibles son capas delgadas de materiales comestibles aplicados

en los productos alimenticios, pueden ser diferenciados por:

a) Las peliculas comestibles son ldminas solidas que ha sido preelaboradas y
luego se aplican en la superficie o entre componentes de los alimentos.

b) Los recubrimientos comestibles forman una pelicula directamente en la
superficie del producto, en una o mas capas, considerandose parte del producto final

(Corbo et al., 2015).

Los recubrimientos pueden ser elaborados a partir de una gran variedad de
polisacaridos, proteinas y lipidos, solos o en combinaciones que logren aprovechar
las ventajas de cada grupo, las formulaciones pueden incluir, conjuntamente
plastificantes y emulsificantes de diversa naturaleza con la finalidad de ayudar a
mejorar las propiedades finales del recubrimiento (Ribeiro et al., 2007), es decir, tal
como lo senalan Cazoén et al. (2017), los materiales obtenidos a partir de fuentes
naturales renovables que se han utilizado para producir pelicula comestible incluyen
principalmente proteinas, lipidos, polisacaridos y todas las combinaciones posibles
entre ellos y en ocasiones, incorporacion de aditivos encaminados a mejorar las

propiedades de la pelicula.

Krochta et al. (1994) mencionan que los componentes de los recubrimientos
alimenticios se clasifican en tres categorias: Hidrocoloides (incluye polisacaridos y
proteinas), lipidos (ceras y acidos grasos) y mezclas (con componentes lipidicos e
hidrocoloides), de manera que los recubrimientos comestibles son considerados
como “tecnologia amigable con el medio ambiente” para extender la vida 1til de los
productos alimenticios a través de la reduccion en la perdida de humedad, evitando
dafio fisico y mejorando la apariencia del producto (Dantas et al., 2015). A

continuacion, se especifica la clasificacion con respecto a su composicion:



a) Recubrimientos con base en polisacaridos

Los polisacaridos son ampliamente utilizados en la industria alimentaria como
estabilizantes, espesantes y gelificantes; gracias a sus propiedades formadoras de
matriz polimérica, que en su mayoria tiene la caracteristica de ser polimeros de
cadena larga (Santiago-Santiago, 2015). Los polisacaridos son extensivamente
empleados en la nanoencapsulacion, para ingredientes alimenticios como soporte de
encapsulamiento, dentro de este amplio grupo destacan los almidones,
maltodextrinas y gomas (Murta et al., 2009) se caracterizan por ser insipidos y no
alterar las propiedades organolépticas del alimento, pero pueden tener un efecto
pronunciado en el gusto y sabor de alimentos, son solubles, de baja viscosidad,
poseen caracteristicas de emulsificacion y son muy versatiles para la mayoria de los

métodos de encapsulacion (Madene et al., 2006)

b) Recubrimientos con base en proteinas

Las proteinas utilizadas en la formacion de recubrimientos comestibles se dividen
en dos grupos, de origen animal y vegetal, dependiendo del origen muestran una
amplia variedad de caracteristicas moleculares teniendo caracteristicas de
flexibilidad, estabilidad térmica y peso molecular (Aguilar-Méndez & San Martin,
2012). Las proteinas son ampliamente utilizadas como nano encapsulantes en la
formulacion de recubrimientos, por ejemplo: proteinas alimenticias como caseinato
de sodio, proteina de lactosuero, aislados de proteina de soya (Madene, Scher &
Desobry, 2006), de acuerdo con Favaro et al. (2010) se utilizan proteinas por sus
buenas propiedades de emulsificacion, formacién de peliculas, solubilidad de agua y
biodegradabilidad.

c) Recubrimientos con base en lipidos

Los lipidos se caracterizan por ser hidrofébicos y no poliméricos, presentando
excelentes propiedades de barrera frente a la humedad, reducen la absorcién en la

manipulacion posterior de los alimentos asi como el brillo y apariencia (Valdés &
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Banos, 2015), dentro de los principales agentes nano encapsulantes de caracter
lipidico estan: grasa lactea, lecitinas, ceras, acido estearico, monoglicéridos,
diglicéridos, parafinas, aceites hidrogenados como el aceite de palma, algodon y
soya; son excelentes formadores de peliculas capaces de cubrir las particulas

individuales, proporcionando una nanoencapsulacion uniforme (Yanez et al., 2002).
d) Recubrimientos con base en mezclas

Forman redes moleculares cohesionadas por una alta interacciébn entre sus
moléculas, estas les confieren buenas propiedades mecanicas y de barrera a gases
(Oz2 y CO2), los sistemas multicomponentes se mezclan con el proposito de
complementarse y aumentar sus capacidades (Guilbert, 1986), los que se busca es
mejorar las propiedades mecénicas. Si bien existen diferentes tipos de
recubrimientos, estos pueden dividirse en recubrimientos y peliculas, se diferencias
principalmente en la forma de aplicarlos en el alimento (Sharma & Rao, 2015), las
peliculas son una capa delgada, se forma por separado sobre una superficie nivelada,
posteriormente se coloca sobre el alimento, un recubrimiento, se aplica sobre la
superficie de un alimento, ya sea por inmersién en una disoluciéon o por aspersion

(Arredondo-Ochoa, 2012).

1.3. Propiedades de los recubrimientos con sustancias

activas

Los recubrimientos nanoparticulados tienen potencial en su aplicacién como
transportadores de entidades con actividad biolégica (sustancia activa), desde el
punto de vista de la nanotecnologia, la incorporaciéon a las membranas poliméricas
que recubre un centro con el compuesto de interés alimenticio hace posible
promover una liberacion controlada, asi como proteccién a los compuestos de los
cambios principalmente ambientales. El desarrollo de recubrimientos comestibles
con compuestos activos para alimentos (principalmente frescos) ha cobrado interés

pues es considerado como tecnologia segura y de bajo impacto ambiental por el



potencial que ofrecen contra perdida de alimentos. Existe un gran nimero de
componentes alimentarios que no se pueden incorporar en los alimentos de forma
directa y requieren ser encapsulados en algun tipo de sistema de liberacion antes de

ser introducidos en la matriz del alimento (McClements, 2012).

Los recubrimientos comestibles con base en polisacaridos tienen caracteristicas
fisicas y mecanicas similares a los envases no degradables, pero con la ventaja de
funcionar como barreras activas bioactivas, ya que, mediante la adicién de extractos
vegetales o sustancias activas, pueden presentar actividad antimicrobiana,
proteccidn contra la luz UV y visible, servir como acarreadores de antioxidantes y/o
colorantes, mejorando con esto las caracteristicas visuales del producto (Solano et

al., 2018).

La adicion de sustancias activas no altera las caracteristicas organolépticas de los
alimentos, en particular ejercen una actividad antimicrobiana y antioxidante que
forma la base de sus aplicaciones como aditivo natural en el procesamiento y
conservacion de alimentos, son eficientes para reducir enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA’S) y al mismo tiempo alargar la vida atil del mismo (Corona,

2018)

El timol ha sido incluido en diferentes tipos de peliculas o recubrimientos como
envase activo para extender la vida 1til de los productos alimenticios (Kuorwel et al.,
2001). Los sistemas nanocompuestos en la actualidad han sido ampliamente
utilizados en el recubrimiento de alimentos con la intencion de incrementar la vida

atil y disminuir los riesgos de contaminacion de los productos.



1.4. Cinéticas de liberacion y vida til

1.4.1. Mecanismos de liberacion

De acuerdo con Madene et al. (2006) la liberacion puede ser definida como un
método por el cual agentes o ingredientes estdn disponibles en sitios y tiempos
especificos. Existen varios mecanismos por los cuales pueden liberarse diferentes
principios activos a partir de matrices poliméricas, uno de ellos es sin duda la
“difusion”. La cual ocurre cuando un agente activo atraviesa el polimero que formo
las nanoparticulas, la liberacion del principio activo se produce por simple difusion
a través de la matriz polimérica y hacia un ambiente externo, si el proceso de
liberacién es contintio, la cantidad sustancia activa dentro de la matriz polimérica
normalmente disminuye con el paso del tiempo (Escobar, 2002). Chavez et al.
(2002) indican que, del estudio de la liberacion de sustancias incluidas en

nanoparticulas resultan dos variantes:

a) Liberacion dada por proceso de difusion.

b) Liberacion dada por un proceso de erosion y ruptura de la pared polimérica.

En la mayoria de los sistemas de liberacion, la sustancia activa, se introduce en el
interior de los que se denomina transportador, siendo en muchos casos material
polimérico, la velocidad de liberacion de la sustancia deseada esta practicamente
controlada por las propiedades del polimero, aunque, por otra parte, existen otros
factores de menor influencia, tales como el pH y temperatura, del medio en el que se

libera (Hernaez et al., 2004).

El comportamiento de liberaciéon de agentes bioactivos en el resultado del fen6meno
de difusion en el polimero y de restricciones de transferencia de masa en la interfase
polimero y el liquido (Peppas, 1983), cabe destacar que, el coeficiente de difusion del
agente bioactivo a través del polimero depende de los parametros estructurales y

morfologicos del mismo (Reinhart et al., 1981). Kreuter et al. (1994) mencionan que



el mecanismo de liberacion, coeficiente de difusion, velocidad de biodegradacion y
medio biologico son los factores principales que determinan la velocidad de
liberacién del activo. Para lograr con éxito la liberaciéon deben tenerse en cuenta los
siguientes aspectos: seleccion de la membrana polimérica, naturaleza quimica,
morfologia, temperatura de transicion, el grado de hinchamiento y de cruzamiento
también influyen en la difusion de la membrana, aunque pueden disminuir la

velocidad de liberacion (Yanez et al., 2002).

Los métodos de liberacion se pueden llevar a cabo por disolucién normal en agua,
por esfuerzos de cizalla, temperaturas, reacciones quimicas y enzimaticas o por
cambios en la presion osmotica, de modo que la eficiencia de la liberacion depende
principalmente de la composicién y estructura de la pared, pero también de las
condiciones de operaciéon durante la elaboracion y uso de las nanoparticulas

(temperatura, pH, presion, humedad) (Fuchs et al., 2006; Vos et al., 2009).

El mecanismo de liberacion a partir de un sistema polimérico nanocompuesto (nano
pelicula) depende principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero
si el mecanismo de liberacion se da por difusion, de modo que existen tres etapas

globales en el proceso de liberacion por difusion:

1. Alinicio, el agua o disolvente, disuelve el principio activo que se encuentra en
la superficie causando su liberacion inmediata. El disolvente penetra la matriz
a través de los poros de la pelicula y da lugar a la formacion de la capa de gel.
La velocidad de penetracion en este estado depende de la porosidad del
sistema y la formacion del gel no constituye necesariamente una capa
continua, especialmente cuando las particulas de los polimeros son
relativamente largas.

2. En el segundo estado (Fase estacionaria), el disolvente penetra
continuamente al sistema, al mismo tiempo que el gel se expande. Durante
esta fase la liberacién es controlada por el proceso de difusiéon y no por la

disolucién del principio activo.
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3. La tltima etapa comienza cuando el agua alcanza el centro del sistema y la
concentracion del principio activo desciende, este estado se caracteriza por la

reduccidn de la velocidad de liberacion.

1.4.2. Cinéticas de liberaciéon

La cinética de liberacion de un agente bioactivo a partir de una nano pelicula puede
ocurrir debido a varios mecanismos aislados o combinados, como disolucion,
particion y difusion del compuesto de interés en la matriz, hinchamiento,

degradacion e incluso disolucién del polimero (Carson et al., 2015).

Desde el punto de vista tecnologico, la cinética de liberacién es estudiada a través de
sistemas de liberacion, estos sistemas estan constituidos por una plataforma o
soporte que modulan la rapidez o sitio de liberacién del principio activo (Cruz, 2013).
Las principales etapas involucradas en el proceso de liberaciéon son: 1) difusion del
compuesto activo a la superficie 2) mecanismo de transporte desde la superficie de
la matriz al medio y 3) disoluciéon del compuesto activo en el medio circundante

(Pothakamury et al., 1995; Siepmann, et al., 2012).

La liberacion de compuestos bioactivos es el resultado del fendmeno de difusion en
el polimero y de restricciones de transferencia de masa en la interfase
polimero/liquido (Kaunisto et al., 2011). La migracion del compuesto activo al medio
de liberacion puede darse directamente a través de la estructura molecular del
polimero o bien a través de macro o microporos existentes en la matriz polimérica
(Siepmann & Siepmann, 2012). Los perfiles de liberacion de los sistemas
encapsulados se pueden analizar mediante diferentes modelos matematicos semi
empiricos, es decir, la cinética de liberacion se analiza a través de ecuaciones de

modelos matematicos.

El modelo méas comiin para estudiar la difusion es el propuesto en las leyes de Fick:

la primera Ley de Fick establece que, en estado estacionario, la velocidad de
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transferencia de una sustancia que difunde a través de la unidad de area de una

seccion es proporcional al gradiente de concentracion:

ac

J=-D (5) Ec. (1)

Donde J es la velocidad de flujo por unidad de area, D se le conoce como coeficiente
de difusion, su valor depende de las substancias particulares con el que estemos
trabajando, la C se refiere a la concentracién del compuesto que difunde, x es la

direccién espacial.

La segunda Ley de Fick establece que, en estado no estacionario, el flujo de difusion

y el gradiente de difusién varian con el tiempo a través de la siguiente ecuacién:

ac 0%C . 9%C . 93%C
—=D'|—=4+—=+— Ec. (2
at (OX2 + dy? + 622) c. (2)

Donde C es la concentracion de la especie que difunde, t es tiempo, D es coeficiente

de difusion y x, y, z coordenadas espaciales (Fick, 1995).

Generalmente, el proceso de difusiéon de solutos desde sistemas en equilibrio de
hinchamiento cumple con las leyes de Fick. Esta es cuantitativa y describe diversos
casos de difusiéon de materia y energia en un medio en el que inicialmente no existe
equilibrio quimico o térmico, afirmando, ademés, que la densidad de flujo de
particulas es proporcional al gradiente de concentraciéon. Sin embargo, en sistemas
donde no existe equilibrio, la difusién puede ser o no de tipo Fickiano y en ocasiones
la migracién en estos sistemas ha sido atribuida a la existencia de fenémenos de
relajacion macromoleculares lentos. Esta relacionado con los tiempos finitos que
necesitan las cadenas del polimero, para responder a la presiéon de hinchamiento
osmoético y ordenarse, con el fin de acomodar las moléculas del disolvente que
penetran en el sistema. Por consiguiente, dependiendo de la velocidad de relajacion
del polimero en el proceso de hinchamiento, la migracién del soluto puede ser o no

de tipo Fickiano (Grenier & Gonzales, 1994).
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Los mecanismos de transporte, difusiéon, hinchamiento y erosion contribuyen a la
velocidad de transporte. Existen varios modelos de cinética que describen la
libracion, dichos modelos se basan en diferentes funciones matematicas, tales como
liberacién con modelos de orden cero; ampliamente utilizado para sistemas que
liberan lentamente el compuesto activo, para este modelo, se asume que el area no
cambia considerablemente y que no se forman condiciones de equilibrio material,

este es expresado a partir de la siguiente ecuacion
Mt = MO + kot EC. (3)

Donde Mt es la cantidad de compuesto activo disuelto en un tiempo t, Mo es la
cantidad de compuesto activo inicialmente en la disolucién y ko corresponde a la
constante de liberacion de orden cero (velocidad de liberacién) (Singhvi & Singh,

2011).

El modelo de primer orden establece una dependencia de la velocidad de liberacion
del compuesto activo con su concentracion, la cinética de liberaciéon de compuesto
activo que sigue la cinética de primer orden puede ser expresada por la ecuaciéon

adaptada de Hixson & Crowell como:

SE=K(Mo—Mt) Ee.(4)
Donde Mt es la concentracion al tiempo t, Mo es la concentracion de saturacion en
el medio y K es la constante de primer orden expresada en unidades de tiempo .1, la

ecuacion anterior puede ser expresada en logaritmos decimales como:

K
logM; = logM, — 2.31;3 Ec. (5)

Donde Mo es la concentracion inicial del compuesto activo, K es la constante de

porosidad y t es tiempo, de esta forma, una grafica del logaritmo decimal de la
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cantidad liberada contra el tiempo seria lineal. Es utilizada principalmente para
describir la absorcion y la liberacion de los compuestos activos desde matrices

porosas.

En muchos casos, los sistemas se ajustan a la ecuacioén propuesta por Higuchi (1963),
la cual describe el proceso de liberaciéon a partir de una de las caras de la matriz en
condiciones de sumidero. Higuchi, también demostré que la fraccion de compuesto
activo liberado es funcion de la raiz cuadrada del tiempo y puede representarse de la

siguiente forma:

M — kvt Ec. (6)

Moo

Misma ecuacién que se puede transformar en:

L =kt/?  Ee.(7)

[ce]

Donde; Mt es la cantidad absoluta del compuesto activo liberado, tiempo es igual a
t, Moo representa la cantidad total liberada a un tiempo infinito y k es la constante

de velocidad de liberacién y t1/2 representa tiempo

Una aproximacion que también se utiliza con frecuencia para el analisis de liberaciéon
de compuestos activos es la ecuaciéon propuesta por Korsmeyer-Peppas (1983). Esta
ecuacion emerge de buscar explicar mecanismos de liberacién de compuestos activos

donde se presenta erosion o disolucion de la matriz que se expresa como:

Mi; = kt" Ec. (8)

Donde k es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas

del sistema de liberacion y n es el exponente que indica el mecanismo de liberacion

del compuesto activo.
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Cuando n es igual a 0.5 la liberacion del farmaco sigue un mecanismo de difusiéon de
tipo Fickiano o transporte caso 1, una difusiéon anémala o no Fickiana se produce con

valores mayores a 0.51 e iguales a 1.

Es decir, los perfiles de hinchamiento, esta controlados por un mecanismo Fickiano,
que se describen a través de: Sin = 1 la cinética del sistema de liberacién es de orden
cero y el proceso de liberacion es controlado por la relajacion de las cadenas
poliméricas. En este caso el mecanismo de transporte es particularmente
interesante, debido a que la difusion se produce a velocidad constante, si no cambia

la geometria del sistema durante el proceso de liberacion.

En los casos donde el sistema de liberacion es un material poroso, la constante n
puede tomar valores < 0.50, puesto que se combinan los mecanismos de difusién
parcial a través de una matriz hinchada y a través de los poros llenos de agua
(Korsmeyer et al., 1983). Ademas, valores de n < 0.50 denotan la existencia de otro

proceso simultaneo al proceso de difusion.

1.5. Nanoparticulas poliméricas

1.5.1. Definicion

La nanotecnologia es la ciencia emergente que se centra en los objetos de
milmillonésima parte de un metro (109 m) (Bouwmeester et al., 2014), es decir,
poseen un tamano de entre 10 y 1000 nm (Llabot, 2008; Oropesa & Jauregui, 2012;
Pinto et al., 2006) son un puente entre las estructuras atémicas o moleculares y los
materiales a granel (Henglein, 1993), formadas por materiales macromoleculares en
las que el principio activo se disuelve, engloba, encapsula, se adsorbe y/o se libera

en distintas formas (Kreuter, 2014).

La nanoencapsulacion y la aplicacién de materiales portadores desarrollados a

nanoescala (<0,2 um) no solo mejoran la eficiencia de encapsulacion y la estabilidad
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fisica y quimica debido a la homogeneidad inducida, sino que también mejoran la
liberacion controlada (Alvarez-Henano et al., 2018; Barnekow et al., 2007) Como
consecuencia de su tamafio, muestran diferentes propiedades fisicoquimicas con sus
respectivos materiales a granel, incluyendo cambios en las propiedades opticas,
comportamiento térmico, resistencia del material, solubilidad, conductividad, asi

como actividad catalitica (Rive, 2002).

El interés cientifico por sintetizar, manipular, caracterizar y aplicar nanoparticulas
poliméricas o lipidicas se debe a que estas particulas presentan propiedades
mejoradas e incluso diferentes a las de tamafio macro. Las nanoparticulas presentan
gran superficie especifica y alta actividad superficial (Lu, 2013), Existe una amplia
gama de materiales y compuestos con importancia, la cual radica en su
incorporacion como sustancias funcionales activas como antimicrobianos,

antioxidantes, anti humectantes, saborizantes, colorantes (Naseer et al., 2018)

1.5.2. Métodos de preparacion de nanoparticulas

La formacion de sistemas nanocompuestos poliméricos ha sido descrito por
diferentes metodologias donde la elecciébn del método particular depende de la
solubilidad de los polimeros compuestos activos. Los métodos de preparaciéon de
nanoparticulas pueden ser clasificados en dos grandes categorias; polimerizacion
emulsion de monoémeros o dispersion de un polimero preformado, Los métodos

pueden ser clasificados en cuatro tipos (Quintanar-Guerrero et al., 1999):

L Emulsificacion-evaporacion
IL. Nanoprecipitacion
III.  Desplazamiento de disolvente

1V. Emulsificacion-difusion

o La emulsificacion fue el primer método desarrollado para preparar
nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros preformados, durante la

evaporacion, el disolvente se difunde a través de la fase acuosa o fase continua de la
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emulsion, dando lugar a la formacion de las nanoparticulas poliméricas (Rao &

Geckeler, 2011).

o La nanoprecipitacion esta basada en la separacién de un disolvente miscible
en agua de una solucidon acuosa mediante un efecto de precipitacion salina (Fathi et
al., 2014), el disolvente y el agente salino pueden ser eliminados mediante filtracion

contraflujo (Mendoza-Mufioz et al., 2012).

. Desplazamiento de disolvente, este método también es conocido como
nanoprecipitacion, se basa en la deposicion interfacial de un polimero después de
desplazar el disolvente organico de una solucién lipofila a una fase acuosa, el
polimero se disuelve en un disolvente miscible en agua de polaridad intermedia y
esta solucion se afiade a un medio acuoso con agitaciéon constante, ya sea de un solo

disparo o con velocidad controlada gota a gota (Agular, 2015),

. Emulsificacion-difusion utiliza disolventes parcialmente solubles en agua los
que se saturan mutuamente para asegurar el equilibrio termodinamico entre ambo
liquidos, el polimero y el compuesto activo se disuelven en la fase organica
previamente saturada con agua, mientras que un estabilizante es disuelto en la fase
acuosa, las dos fases son emulsificadas con agitaciéon vigorosa (Moras-Huertas et al.,

2011).

1.5.3. Caracterizacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas se caracterizan por poseer propiedades fisicas y quimicas muy
particulares y dnicas, como: agregacion de particulas, fotoemision, conductividad
eléctrica y calorifica, asi como actividad catalitica, entre otras (Lui, 2006). Su
caracterizacion se divide de acuerdo con el tipo de propiedad de las nanoparticulas
que se desea conocer: morfologia, caracteristicas estructurales, tamano,
distribucion, concentracion y caracteristicas electromagnéticas, aplicando diferentes

técnicas y métodos (Khan et al., 2007).
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Propiedades como la dureza, elasticidad, conductividad térmica, magnética y
eléctrica mejoran al estar ubicadas en la escala nanométrica, mismas que se estudian
para caracterizar al sistema ante factores intrinsecos y extrinsecos al formar y aplicar
el sistema sobre un alimento, dicha caracterizacion es necesaria para estandarizar y
satisfacer la calidad requerida para su uso. Dentro de las técnicas que se realizan a

los sistemas nanoparticulados encontramos:

Tamano de particula e indice de polidispersion:

Para determinas el tamafio y la dispersion de las nanoparticulas cominmente se
utiliza la técnica de dispersiéon de la luz dinamica. La dispersion de luz dindmica
(DLS; por sus siglas en inglés) también se conoce como espectroscopia de correlacion
de fotones. Esta técnica es uno de los métodos mas populares utilizados para
determinar el tamafio de particulas. Radica en hacer brillar un haz de luz
monocromatica, como un laser, sobre una solucién con particulas esféricas en
movimiento browniano provoca un desplazamiento Doppler cuando el haz de luz
golpea la particula en movimiento, cambiando la longitud de onda de la luz entrante.

Este cambio esta relacionado con el tamano de la particula (Sartor, 2000).

De acuerdo con Harding & Jumel (1998), es una técnica que mide principalmente el
movimiento browniano de macromoléculas en solucion que surge debido al
bombardeo de moléculas de disolvente, y relaciona este movimiento con el tamaiio
de particulas, dicho movimiento de las macromoléculas depende de su tamano,
temperatura y viscosidad del disolvente. La relacion entre el tamafio de una particula
y su velocidad debido al movimiento browniano se define con la ecuacion de Stokes-

Einstein (Xu, 2015).

Sartor (2000), menciona que la DLS se utiliza para medir macromoléculas y
particulas pequefias en suspension diluidas, los sistemas comerciales operan
principalmente con un haz de luz con angulo de 90° y 675 nm, cuando el haz de luz

monocromatico encuentra una soluciéon que contiene nanoparticulas, la luz se
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dispersa en todas direcciones en funcion del tamano y la forma de las

macromoléculas.

Estabilidad fisica:

La estabilidad fisica del sistema indica la perdurabilidad de las nanoparticulas,
manteniendo sus caracteristicas iniciales como el tamano de particula. La
estabilidad y disponibilidad de un principio activo es de gran interés en muchas areas
del conocimiento, incluida la ciencia de los alimentos. Para lograr que los sistemas
nanocompuestos que perduren con las caracteristicas deseadas a través de un
determinado tiempo depende entre otros factores de la composicion (emulgentes)
(Kosegarten-Conde & Jiménez-Munguia, 2012). Los problemas de estabilidad
pueden seguir una serie de cambios dependiendo de su composiciéon y estructura
(Kumar et al., 2012). En la Tabla 1, se describen los fen6menos de inestabilidad y sus
mecanismos de migracion que se presentan en los sistemas nanoestructurados y su

representacion en la Figura 2.

Para evaluar la estabilidad de los sistemas nanoparticulados se emplea el equipo
Turbiscan, este equipo es un analizador Optico que predice la desestabilizacion
potencial de los sistemas coloidales (sedimentacion, cremado, floculacion y

coalescencia) mediante el analisis de dispersion de luz multiple (Cosco et al., 2015).
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Figura 2. Fenémenos de inestabilidad (Estrada, 2013).
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El principio de medicion se basa en la deteccion de los cambios en la transmision y

la retro dispersion de la luz en funcion del movimiento de las particulas dentro del

sistema.

Tabla 1. Fenomenos de inestabilidad Mengual et al., (1999).

Fenémeno

Sedimentacion

Cremado

Floculacion/Coalescencia

Potencial Zeta:

Mecanismo de migracion de particula

La densidad de la fase dispersa es mayor que la
densidad de la fase continua, por lo que la fraccion
de volumen disminuira en la parte superior de las
celdas y aumentaré en la parte inferior.

La fase dispersa tiene una densidad menor que la
fase continua, por lo que la fracciéon de volumen
aumentarda en la parte superior de la fase
continua.

En este fenomeno puede cuando dos o més gotas
se asocian entre si manteniendo su identidad
individual, se trata de un fenémeno de
floculacién; mientras que se denomina
coalescencia al mecanismo por el cual las gotas se
unen para formar una tUnica gota de mayor

tamano

El potencial zeta () se define como el potencial en el plano de cizalla en la doble capa

eléctrica (Furusawa & Uchiyama, 1998), es decir, es una propiedad de los materiales

que miden el potencial electrocinético en sistemas coloidales en la quimica coloidal

(Gileadi et al., 1975).

El potencial zeta es la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa

estacionaria unido a la particula dispersada. Desde un punto de vista fisico, el
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potencial zeta es el potencial eléctrico en la doble capa interfacial; es el punto donde

se unen la capa difusa y la de Stern.

La capa liquida que rodea la particula existe como dos partes: una regiéon interna,
llamada capa de Stern, donde los iones estan fuertemente ligados y una region
externa, capa difusa, donde estdn menos unidos, tal como se muestra en la Figura 3.
Dentro de la capa difusa hay un limite teérico dentro del cual los iones y las particulas
forman una entidad estable (Cano-Sarmiento et al., 2018), es decir, la doble capa es
dividida en una parte compacta adyacente a la superficie y una parte difusa. En la
parte difusa los iones son méviles y obedecen a leyes de mecanica estadistica, los

contraiones son atraidos a través de la superficie (Ennis & Anderson, 1992).

——— Potencial superficial
capa difusa

capa de stern — Capa de Stern

e - coloide
negativo

— Potencial Zeta

ﬂiﬁlsa

Distancia de coloide

Potencial

Figura 3. Potencial Z de una particula dispersa (Weiner et al., 1993).

Esta ubicado cerca al plano de corte, en el limite de la capa difusa y representa la
ubicacion efectiva de interfaz so6lido liquido (James et al., 1992), su importancia
radica en que su valor puede estar relacionado con la estabilidad de las dispersiones
coloidales. El potencial zeta indica el grado de repulsion entre particulas adyacentes,

cargadas en una dispersion (Furusawa & Uchiyama, 1998).

Para las moléculas y particulas que son lo suficientemente pequenas, un alto
potencial zeta le confiere estabilidad, es decir, la solucion o dispersion se resistira a
la agregacion. Cuando el potencial es bajo, se tiene atraccion entre las particulas, se

supera a la repulsion y se forman floculos, en lugar de dispersion. Por lo tanto, los
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coloides de alto potencial zeta se estabilizan eléctricamente, mientras que, los
coloides con bajos potenciales zeta tienden a coagular o flocular (Brian et al., 2004).
También la estabilidad de las dispersiones depende del balance entre las cargas
electrostaticas repulsivas en la particula coloidal y las fuerzas de atraccion de van der

Waals (Hu et al., 1999).
Eficiencia de encapsulacion:

La encapsulacion es una tecnologia ampliamente utilizada en la industria
alimentaria para la proteccion de compuestos bioactivos que son sensibles a la luz,
oxigeno, humedad, calor y otros agentes ambientales (Katouzain & Jafari, 2016) es
una metodologia de donde un compuesto lipofilico de interés es protegido por
interaccion con un surfactante y/o agente encapsulante o material de pared,
permitiendo preservarlo en el tiempo, especialmente cuando debe incorporarse en

una matriz alimentaria (McClements, 2016; Ghani et al., 2017).

Existen varias razones por las cuales los compuestos bioactivos se deben encapsular,
por ejemplo, para anadirse en los alimentos sin afectar los atributos de calidad, para
protegerlos contra degradacion quimica, fisica o biol6gica; para enmascarar sabores,
para liberarse en algin sitio de accién en particular, para mejorar sus condiciones de
almacenamiento, manejo y utilizaciéon, ademas de extender su vida util (Fang &

Bhandari, 2012)

De acuerdo con Piacentini (2016), la %EE se define por la concentracion del material
incorporado (tales como principios activos, farmacos, fragancias, proteinas,
pesticidas, agentes antimicrobianos, etc.) detectados en la formulaciéon sobre la
concentracion inicial utilizada para elaborar la formulacién. La eficiencia de

encapsulacion se calcula con la siguiente ecuacion:

EE (%) :%x 100 Ec. (9)
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Donde W, representa la concentracion de compuesto bioactivo retenido y W;

representa la concentracion inicial de compuesto bioactivo

1.6. Nanoparticulas en recubrimientos

1.6.1. Polisacaridos soporte propiedades y funcion

El efecto de las nanoparticulas sobre las propiedades mecanicas de las peliculas ha
sido estudiado ampliamente, ya que exhiben varias propiedades, que en general
muestran propiedades mejoradas en la mecanica de soporte (Hardwick, 1987). Se ha
utilizado un amplio tipo de nanoparticulas basadas en polisaciridos para la
encapsulacion de conservantes naturales con funciones biolégicas. Los polisacaridos
han sido ampliamente considerados como polimeros versatiles en el desarrollo de
sistemas de micro y nanoencapsulacion como material de pared debido a sus
caracteristicas, que incluyen biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja toxicidad
(Jang & Lee, 2008). Con el fin de mejorar las propiedades fisicoquimicas del timol
(susceptibilidad a la oxidacién, solubilidad), la aplicaciéon de la nanotecnologia es un

enfoque eficiente y adecuado (Shah et al., 2012).

Las sustancias activas, como el timol, que se encuentra dentro de los aceites
esenciales, son agentes antimicrobianos y antioxidantes, sin embargo, su volatilidad,
baja solubilidad en agua y susceptibilidad a la oxidacién limita su uso, por lo que la
encapsulacion de éstos es una de las opciones para reducir estos efectos y mejorar su
actividad biologica (Ribeiro et al., 2017), dejando las gotitas de lipidos incrustadas
en la matriz polimérica (Chiralt & Atar, 2016). Las nanoparticulas preparadas con
poliméricos tienen ventajas que incluyen biocompatibilidad, estabilidad mejorada,

liberacion y eficacia mejorada (Kumari et al., 2010).

Los polisacaridos de soporte forman redes moleculares cohesionados por una alta

interaccion entre sus moléculas, estas le confieren buenas propiedades mecanicas y
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barrera de gases (O2y COx2) por lo que retardan la espiracion y el envejecimiento de

productos alimenticios frescos, alargando su vida util (Valdés & Banos, 2015)

1.6.2. Poli-e-caprolactona en recubrimientos comestibles,

propiedades y funciones

La poli-e-caprolactona (PCL) puede obtenerse mediante la polimerizacién por
apertura de la e-caprolactona (Poli-e-caprolactona), es un polimero flexible y
biodegradable, no toxico, hidréfobo y facil de procesar (John et al., 2002), posee
propiedades mecénicas semejantes a la del polietileno de menor densidad, también
posee una alta permeabilidad al CO-, agua y oxigeno (Aradilla et al., 2012) como se

muestra en la Figura 4.

O
Catalyst ﬁ

. + Heat . o —(CHQ)S—C
~__/ A

g-Caprolactone PolyCaprolactone

Figura 4. Polimerizacion de PCL (Pinos, 2018).

La poli(e-caprolactona) (PCL) es un poliéster alifatico lineal y semicristalino, tiene
su temperatura de fusién (Tm) alrededor de 60°C y su temperatura de transicion
vitrea (Tg) alrededor de -60°C y se obtiene a partir de la e-caprolactona. La
repeticion molecular de la estructura de homopolimeros de PCL consiste en 5 grupos
metilenos apolares y un éster con propiedades polares. Esta estructura le brinda a la
PCL propiedades unicas, con propiedades mecanicas similares a las poliolefinas

debido a su semejanza estructural (Brode et al., 1972).

Es uno de los poliésteres biodegradables hidr6fobo (aunque el agua puede penetrar

en las cadenas del polimero), semicristalino aprobado por la FDA, que han atraido
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especial atencion para ser utilizado en la liberacién controlada de ingredientes
activos debido a que no es toxico, lento para degradarse en medios acuosos e
inofensivo en el medio ambiente (Sahoo et al., 2010). Dos Santos et al. (2016) indican
que la PCL presenta innumerables ventajas sobre otros polimeros, como: bajo costo,
facilidad de conformacion y fabricaciéon que permite tamanos de poro adecuados que

producen la liberacion controlada de los componentes activos encapsulados.

Entre sus aplicaciones primordiales estan adhesivos, suturas, revestimientos
superficiales entre otros (Aradilla, et al., 2012). De acuerdo con la Administraciéon
de Medicamentos y Alimentos (FDA) la poli-e-caprolactona ha sido aprobada para
su utilizacion en contacto con alimentos (Sanchez-Garcia et al., 2008). En la
industria alimentaria la PCL se ha utilizado para la fabricacion de envases para
alimentos, por ejemplo, se han fabricado peliculas con aceites esenciales para el

control de patégenos y alargar vida 1til del alimento (Martinez-Abad et al., 2013)

1.6.3. Importancia de plastificante en recubrimientos

comestibles

En la mayoria de los casos, se requiere la adicion de plastificantes para obtener
peliculas a base de proteinas y polisacaridos. Sin plastificante agregado, las peliculas
obtenidas de varios polisacaridos son quebradizas generalmente debido a
interacciones entre cadenas de polimeros (Han, 2014). Los plastificantes reducen la
cohesion dentro de la red de la pelicula al debilitar las fuerzas intermoleculares entre
las cadenas de polimero adyacentes (Espitia et al., 2014). De esta forma, los
plastificantes modifican o mejoran las propiedades mecanicas, reducen la tension de
deformacion, dureza, densidad y viscosidad y aumentan la flexibilidad de la cadena
del polimero, asi como la resistencia a la fractura (Vieira, da Silva, dos Santos, &
Beppu, 2011). En materiales hidrofilos, los plastificantes modifican las propiedades
de barrera y generalmente aumentan la permeabilidad al vapor de agua. Por el
contrario, la adicion de plastificantes hidréfobos podria resultar en una disminuciéon

en la absorcion de agua (Espitia et al., 2014).
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Algunos plastificantes cominmente usados son polioles (glicerol, sorbitol y
polietilenglicol), azacares (glucosa y sacarosa) y lipidos (monoglicéridos,

fosfolipidos y tensoactivos) (Espitia et al., 2014).

1.6.4. Importancia de la distribucion de activo en el

recubrimiento y efecto del polisacarido soporte

En los sistemas nanocompuestos, el compuesto activo es incorporado a un soporte
que generalmente es un material polimérico o una combinacion de varios y la rapidez
de liberacién del compuesto activo, viene determinada por las propiedades del
propio polimero, su interaccion con el bioactivo y en algunos casos factores como
pH, la temperatura, entre otros (Saez, 2002). Desde el punto de vista de los
materiales de soporte la tendencia es obtener sistemas inteligentes (Peppas et al.,
2006), cargados con el principio activo, que responda para el caso de los alimentos
a estimulos del ambiente y puedan liberar su carga en el lugar, tiempo y velocidad
necesaria. Es asi como los polisacaridos han recibido atencién para su uso como

polisacaridos de soporte (Langer et al., 1983)

La nanoencapsulacién o la inclusion de los activos en matrices s6lidos o dispersiones
sirve para proteger a los compuestos activos de las condiciones ambientales
desfavorables como: oxidacion, cambios de pH, degradacion enzimatica, entre otros

(Augustin & Hemar, 2009).

La liberacion de agentes antimicrobianos en los recubrimientos se lleva a cabo por
mecanismos antimicrobianos, estos se dividen en dos grupos: el primero, de
migracion de compuestos activos, que pasan parcial o totalmente al alimento o a la
superficie y el segundo mediante mecanismos no migratorios, que contienen
compuestos con actividad antimicrobiana en la superficie de la pelicula o cubierta
(Vazquez-Briones & Guerrero-Beltran, 2013), por tal razon al distribuir la sustancia
activa de manera uniforme en el recubrimiento, se asegura un control adecuado en

toda la superficie del alimento.
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CAPITULO II. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

2.1. Objetivos

2.1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del uso de hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) y pectina citrica

sobre las cinéticas de liberacion y propiedades de nano-recubrimientos cargados con

timol como compuesto activo para establecer que polisacarido obtiene sistemas de

liberacion con mayor eficiencia para alargar la vida 1til de los alimentos.

1.

2.1.2. Objetivos particulares

Elaborar nanoparticulas poliméricas cargadas con timol mediante el método
emulsificacién-evaporacion determinando sus propiedades para garantizar
un sistema de talla nanométrica estable y funcional.

Caracterizar los sistemas de nanoparticulas poliméricas a través del estudio
de sus propiedades fisicas y quimicas para determinar las condiciones en las
que se encuentra el sistema para su posterior empleo en peliculas cargadas
con compuesto activo.

Analizar las cinéticas de liberacion del compuesto activo a través de diferentes
modelos matematicos tales como cinética de orden cero, primer orden,
Higuchi y Korsmery y Peppas para establecer el modelo con coeficiente de

determinaci6on mas cercano a 1.

2.2. Justificacion

Los alimentos se pierden o desperdician a lo largo de la cadena alimentaria, desde la

produccion inicial hasta el consumo final en los hogares, de acuerdo con la SAVE

FOOD (2015), alrededor de un tercio de la producciéon de los alimentos destinados

al consumo humano se pierden en todo el mundo lo que equivale a 1 300 millones
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de toneladas al afo, con el proposito de alargar la vida 1til de los alimentos de
manera “natural” surge como alternativa prometedora peliculas y recubrimientos
que estan constituidos por finas capas de polimeros naturales biodegradables por lo
que es una tecnologia amigable con el medio ambiente que ademas responde la
demanda actual de los consumidores hacia alimentos naturales, seguros y saludables
(De Arcos et al., 205). Una de las tecnologias mas conocidas es la formaciéon de
peliculas en las que se puedan transportar diferentes materiales y/o sustancias de
gran impacto en la vida til de los alimentos. Ademas, los materiales pueden ser de
forma nanoestructurada lo que les confiere propiedades diferentes, en este sentido
las nanoparticulas han resultado atractivas en el envasado de alimentos que mejoran
la resistencia mecanica y propiedades de barrera, al estar cargadas con principios
activos poseen actividades antimicrobianas y antioxidantes (Gonzalez-Reza et al.,
2018). El uso de timol como principio activo en la formacién de nanoparticulas se ha
utilizado recientemente midiendo la estabilidad, permeabilidad al vapor de agua
(Xijuxiu et al.,, 2020), actividad antioxidante (Lukic et al., 2020) cinética de
liberacién en peliculas (Torres et al., 2014) entre otros, de manera que en el siguiente
proyecto de investigacion se utilizo timol como principio activo para recubrimientos
midiendo la cinética de liberacion, eficiencia de encapsulacion, tamaio de particula,

potencial z, para alargar la vida util de diferentes alimentos.

2.3. Materiales

Para la preparacion de las nanoparticulas se emplearon polimeros y reactivos de la
marca Sigma-Aldrich, Inc., Poly-e-caprolactona (p= 1.145 g/mL a 25°C; Mn 80,000;
Timol (PM= 150.22 g/mol, >98.5%, Pv= 1 mmHg a 64°C, soluble en etanol a 50
mg/mL); pectina citrica (con acido galacturonico > 74%);
Hidroxipropilmetilcelulosa (u=~15 mPa*s en H,0 a 25°C); Glicerol (Pm= 92.09
g/mol, pH= 5.5-8, p=1.25 g/mL a 20°C, Pv < 1 mmHg a 20°C). Acetato de etilo y
todos los reactivos utilizados fueron grado analitico obtenido de Sigma-Aldrich, Inc
(México)
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2.4. Preparacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas fueron preparadas por el método de emulsificacién-evaporacion,
consistente en dos fases una acuosa y otra organica inmiscible en agua, el principio
activo y el polimero que formara la matriz de las nanoparticulas se encontré en la
fase organica (Lee et al., 2016), el principio activo utilizado fue el timol. Para la
preparacion de la fase organica se adicionaron 0.02 L de acetato de etilo con poli-¢-
caprolactona (1 g/L), una vez disuelto se agreg6 a la dispersion timol (0.5 g/L). La
fase acuosa se realiz6 vertiendo en 0.05 L de agua a temperatura de 70°C, 25 g de
alcohol polivinilico con agitacién. La formacién de las nanoparticulas se realiz6 con
0.04 L de fase acuosay el total obtenido de la fase organica, posteriormente se realiz6
la emulsificacion a través de un rotor-estator a 4000 rpm durante 10 min para lograr
homogenizar la dispersiéon, se pas6 a un rotavapor para eliminar del sistema

nanoestructurado por arrastre de vapor el acetato de etilo.

2.5 Caracterizacion de nanoparticulas.

2.5.1 Tamaiio de particula e indice de polidispersion

El tamano de particula y el indice de polidispersion fueron determinados por la
técnica de dispersion dinamica de luz usando un Malvern Zetasizer Nano — ZS90
(Malvern® Instruments LTD, RU) con un angulo de determinacion a 90°. Un
mililitro de cada dispersiéon con nanoparticulas fue diluido hasta 10 mL con agua
destilada para obtener una dispersion diluida. Las mediciones se hicieron por

triplicado (Galdino-Pérez et al., 2018).

2.5.2 Potencial Z ({)

El potencial zeta fue determinado usando un Malvern Zetasizer Nano —SZ9o0
(Malvern® Instruments LTD, RU), basado en el movimiento electroforético de las

particulas en dispersion, este parametro indica el grado de repulsion entra las
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particulas adyacentes. Las mediciones se realizaron por triplicado (Gonzalez-Reza et

al., 2018).

2.5.3 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion fue determinada usando un método indirecto que se
basa en cuantificar el compuesto activo no encapsulado, donde 2 mL de dispersion
con nanoparticulas fueron centrifugados a 13,000 rpm por 60 min para separar las
nanoparticulas y eliminar el estabilizante en el sobrenadante, al sedimento se le
adiciono 1 mL de acetato de etilo para disolver el timol no encapsulado fue
determinado usando un espectrofotometro (Geneys- 105 UV-Vis Thermo Scientific,
EEUU) a 290 nm. Las mediciones fueron realizadas por triplicado y la eficiencia de

encapsulacion se determind con la siguiente ecuaciéon (Galdino-Pérez et al., 2018):

mg Timol afiadido—mg timol no encapsulado

EE% = x 100 Ec. (10)

mg timol afiadido

2.6 Preparacion de sistemas formadores de pelicula

En la preparacion de los sistemas formadores de pelicula se empled
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) al 0.5% o pectina citrica al 2%, estas se
solubilizaron por separado en agua a 80°C con agitacién magnética, se mantuvieron
en refrigeracion dejando reposar por 48 h para la total hidratacion de los
polisacaridos, hasta su uso para la formacion de las peliculas. Las peliculas contenian
concentracion de 0.16 g/L de timol nanoestructurado, es decir, 0.008 L de
dispersion con nanoparticulas, adicionando 0.001 L de glicerol como plastificante y
0.0415 L de cada polisacarido, la dispersion se vertio sobre placas de teflon de 15 cm
de didmetro con 0.050 L de dispersion a 25 °C dejando secar por 48 h sobre una

superficie plana.
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2.7 Cinéticas de liberacion

Para el estudio de cinética de liberacion se cortaron 3 cuadros de 1 cm2 utilizando un
molde y tijeras de cada una de las peliculas, se emple6 como simulante tipo A
(alimentos hidrofilicos) 10 mL de etanol. Se determino la cantidad de timol liberada
con un espectrofotometro Genesys 10s a una longitud de onda de 280 nm, y se
realizaron las mediciones por triplicado, midiendo cada hora durante 10 h para cada
polisacarido, la determinacién de timol liberado se realiz6 tomando 2 mL de etanol
que se tomd del tubo de ensaye y se reemplazaron con nuevo etanol. El modelo de
liberacion de orden cero aplica generalmente para sistemas que no se disgregan y
liberan lenta y constantemente el compuesto activo (Cascone, 2017), se considera
que la velocidad de liberacion es independiente a la concentracion. La cinética de
liberacion de primer orden se utiliza para describir sistemas solubles que liberan el
compuesto activo desde matrices porosas. Higuchi, desarrollo un modelo que
estudia la liberacion de compuestos activos a través de matrices semisolidas y
solidas, describiendo las particulas de compuesto activo dispersas en la matriz
uniforme que se comporta como medio en difusion (Siepmann, 2011). El modelo
descrito Korsmeyer-Peppas describen el fenomeno de liberaciéon del compuesto
activo en sistemas hidrofébicos con la capacidad de formar poros durante la

liberacion (Cascone, 2017).

2.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados para establecer las diferencias entre
tratamientos a través de un andlisis de varianza utilizado para comparar las
varianzas entre las medidas de los modelos matematicos y asi determinar si existe
alguna diferencia. De esta manera se implement6 el analisis de los coeficientes de
determinacion (R2), para determinar qué tan cerca estan los datos entre si y el
modelo con valor méas cercano a 1 es el que mejor se ajusta para los modelos

estudiados, orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmery y Peppas, de manera que
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indica que el modelo explica toda la variabilidad de los datos de respuesta en torno

a su media.
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CAPITULO III. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Caracterizacion de nanoparticulas de timol

La incorporaciéon de compuestos bioactivos naturales en soportes poliméricos
permite administrar con mayor facilidad aceites esenciales o alguno de sus
componentes como el timol de tal manera que protege el agente bioactivo con un
mejor control de la liberacion, logrando con ello potencializar su efecto durante el
tiempo de almacenamiento de los alimentos, logrando asi el incremento de la vida
atil y contribuyendo a incrementar los tiempos de distribuciéon y comercializacion
con la ventaja de provenir de productos naturales (Tonyali et al., 2020). A
continuacioén, se muestran los resultados de la caracterizacion de los sistemas
nanoestructurados en funciéon al tamano de particula, indice de polidispersidad,
potencial zeta y eficiencia de encapsulacién, de tal manera que es posible evidenciar
la encapsulacion de la sustancia activa y sus propiedades con la finalidad de tener

estructuras de talla nanométrica.
3.1.1. Tamaiio de particula e Indice de polidispersidad

La primer evidencia de formacion de estructuras de talla nanométrica se determina
en funcion al tamano de particula, de tal forma que en este trabajo se buscaron las
condiciones de proceso que lograran reduccion al minimo el tamafio de particula,
siendo el indice de polidispersidad una forma de establecer la amplitud del tamafio
de particula en relaciéon a una distribuciéon normal, considerando que cuando esta
es<0.3 se tendra una distribuciéon de tamanos de particula estrechos (Galindo-Pérez
et al., 2018), es decir, que el tamano de las particulas es aproximadamente igual, de
tal forma que la determinacién del tamafio de particula indicara si los sistemas
desarrollados corresponden a nanoparticulas con tamano menor a 1000 nm y de
preferencia <500 nm, esto para mayor estabilidad (Mora-Huertas et al., 2010,

Zambrano-Zaragoza et al., 2018).
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Para determinar el tamafio de particula, la dispersion de la luz dinamica tiene en
cuenta la variacion de la intensidad de dispersion en el tiempo. Es una técnica
fisicoquimica empleada para la determinacion de la distribucion de tamanos de

particulas en suspension (Foord et al., 1970).

En la Tabla 2, se muestra el tamano de particula e indice de polidispersidad de
nanoparticulas de timol, observindose que corresponde a una distribuciéon
monomodal con un solo pico con tamano de particula promedio de 360.5 + 91.96
nm e intensidad del 21.1%, lo que implica que las muestras tuvieron un tamafio <
500 nm con lo que se incrementa la probabilidad de interaccién con los componentes
de un alimento cuando estas sean utilizadas para lograr la conservacion de estos,
logrando distribuirse mas homogéneamente e incrementando asi el efecto
antimicrobiano y/o antioxidante (Pharm et al., 2017), este comportamiento se
visualiza en la Figura 5, observandose que el tamafios de particula corresponde a un
comportamiento que se puede atribuir a una distribucién que evidencia la formacion
de un sistema nanoestructurado con un indice de polidispersidad de 0.148 lo que
implica que las particulas presentan una distribuciéon normal y estrecha, como
podemos observar, las muestras 2 y 3 resultaron sobrepuestos, con el mismo tamano
de particula y la misma intensidad, cabe mencionar que cuanto mas estrecho es el
pico del tamafio de particula (amplitud de grafica), el tamafio de las nanoparticulas
son similares entre si. En este sentido Pharm et al. (2017) aseguran que el tamafio
de particula esta relacionado con la concentracion de emulsionante, de manera que
a cantidades bajas de emulsionante hay una disminucion de la viscosidad lo que
provoca gotas minimamente agregadas, caso contrario a cantidades de emulsionante
que aporten viscosidad a los sistemas, por otro lado, la influencia de la agitacion en
la emulsificacidon puede provocar el fenémeno “maduraciéon de Ostwald” cuando no
se realiza a condiciones de proceso adecuadas, provocando sistemas con tamafios de
particula no homogéneos; sin embargo, como se observo en los resultados en este
trabajo no ocurri6 el fenémeno de Oswald y por ende se asegura que el método de
emulsificacién-evaporacion dio como resultado particulas de tamafio nanométrico,
el uso del emulsionante en la concentracion utilizada, favoreci6 a la formacion de los

sistemas nanoestructurados.
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Tabla 2. Tamano de particula e indice de polidispersidad de nanoparticulas de timol

Tamano de Particula (nm) 360.5 £ 91.96
IPD (-) 0.148
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Figura 5. Tamaifio de particula nanoparticulas de timol.

Los resultados obtenidos empleando poli-e-caprolactona coinciden con los
reportados por Cakir et al. (2020) quienes desarrollaron nanoparticulas de
quitosano funcionalizadas con timol que mostraron tamafos de particula de 354 nm
y que se atribuyeron a la proporcion de emulsificante empleado, con lo que se asevera
que el polimero biodegradable es capaz de incorporarse en el desarrollo de sistemas
de envasado de alimentos (Cakir et al. 2020). Por otro lado, Tonyali et al. (2020)
quienes encapsularon aceites esenciales como el timol con soluciones salinas
encontraron que tamafios de particula promedio de 190 + 10 nm resaltando que
estos mostraron un comportamiento monomodal, por otro lado Salgado y Abugoch
(2019) en su trabajo con nanoparticulas de quitosano cargadas con timol como
compuesto activo, obtuvieron 287.2 + 10.6 nm, logrando tamano nanométrico,
demostrando de la misma forma, se obtuvo un tamano de particula estrecho
(tamanos de particula precisos), los valores de tamano de particula son afectados por
la aplicacion de energia mecénica, variaciones en tiempo de tratamiento,

concentracion de compuesto bioactivo, asi como de la temperatura a la que se
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realizaron los sistemas (Lang et al., 2008; Fan et al., 2012). Guiyun et al. (2021) en
laincorporaciéon de nanoparticulas de zeina/timol para formar un recubrimiento con
gelatina como polisacarido de soporte reporta tamanos de particula de 300 + 100
nm, mostrando estructura esférica y sin separacioén de fases, con comportamientos

semejantes a los obtenidos en este trabajo.

De acuerdo con Marcet et al. (2018) en la produccion y caracterizacion de
nanoparticulas de PLA cargadas con timol, obtuvieron tamanos de particula de 240
+ 20 nm, asegurando que en cuanto mayor es la concentracion del polimero en la
fase organica, mayor es el tamafio medio de las nanoparticulas obtenidas, este
fenémeno se debe al aumento de la viscosidad, atribuido que aportan los polimeros
al formar moléculas grandes, es decir, que se asegura que cuando un sistema tiene
una mayor viscosidad, se tendran tamanos de particulas mayores. Cuando el tamano
de particula tiene valores aproximados entre si y el polimero utilizado aporto
viscosidad al sistema. El método de emulsificacion es el factor clave para la

dispersion adecuada de la fase organica.

Resultados similares con respecto a este comportamiento monomodal fueron
reportados por Médelin-Marques et al. (2016), para la preparacion de
nanoparticulas lipidicas cargadas con carotenoides por la metodologia emulsion-
evaporacion, reportando el mismo comportamiento monomodal con intensidad de
17%. Cuadros-Moreno et al., (2014), describen en su trabajo con el uso de quitosano
y timol como compuesto activo, resultados bimodales y trimodales, asegurando que
estas diferencias se obtienen debido a factores como; interacciones de los polimeros
dadas por los tratamientos previos a la formacion de las nanoparticulas como la
hidratacion, asi como la cantidad de compuesto bioactivo no encapsulada mismo que

se mantienen suspendido en la solucion.

En la Tabla 2 se muestra el valor de indice de polidispersidad obtenido para las
nanoparticulas preparadas y funcionalizadas con timol, con un valor de 0.148
indicativo de un sistema estable con una distribucién de tamano estrecha y con

comportamiento monomodal, estos resultados coinciden con los reportados por
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Salgado et al. (2019) en la preparacion de nanoparticulas de quitosano-timol quienes
reportaron indices de polidispersidad <0.4; por otro lado, Zambrano-Zaragoza et al.
(2011) en su trabajo sobre la optimizacion la preparacion de nanoparticulas por el
método de emulsion-difusion preparadas con poli-g-caprolactona y aceite de girasol,
B-caroteno o a-tocoferol, ellos reportaron indices de polidispersidad de entre 0.03 a
0.15 después de una homogenizaciéon en un sistema similar al empleado en la
preparacion de las nanoparticulas que aqui se reportan, de tal manera que es posible
establecer que el método de emulsificacibn-evaporacion funciona para la
preparacion de nanoparticulas poliméricas cargadas con timol, dando como

resultado sistemas de talla nanométrica.

El uso de alcohol polivinilico (PVA) influye de manera directa en el tamafno de
particula por sus cadenas hidrocarbonadas que se agregan a la superficie, generando
estabilizacion por efecto estérico como lo mencionan Piorkowshi & Mc Clements
(2014). De esta manera el tamano de particula e indice de polidispersidad
constituyen evidencia de la estabilidad del sistema de nanoparticulas porque indica
cémo se distribuyen las particulas en medio acuoso, la composicion del sistema se ve

afectado positivamente por el uso de agentes estabilizantes en la formulacion.

3.1.2. Potencial zeta (§)

El £ es una medida de magnitud de la repulsién o atraccién electrostatica entre las
particulas, generalmente se conoce como el potencial electrostatico en sistemas
coloidales. En la Tabla 3 se muestra el potencial zeta para nanoparticulas de timol,
estas tienen un valor de -16.7 mV. En la Figura 6, se muestra la distribucién del
potencial zeta durante la medicion asociada al movimiento electroforético de las

particulas, observandose un solo pico de medicion.
El ¢ se indica como el potencial eléctrico en el borde de la doble capa eléctrica frente
al potencial eléctrico general. En los sistemas coloidales, el potencial ¢ se usa

ampliamente como indicador para reflejar la estabilidad, de acuerdo con Morfesis,
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et al. (20009) el valor 6ptimo para mayor estabilidad reflejado por potencial zeta es
igual a 0 y entre mas cercano este se asegura estabilidad del sistema. Los valores de
potencial ¢ altos estan asociados con fuertes repulsiones electrostaticas entre

particulas coloidales, lo que simultaneamente evita que las particulas se agreguen.

Tabla 3. Potencial zeta para nanoparticulas de timol

Potencial zeta (mV) -16.7 + 7.14

Zeta Potential Distribution
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Figura 6. Potencial zeta en muestras de nanoparticulas de timol.

De esta manera, el potencial zeta es importante ya que indica la carga superficial de
las particulas, reflejando la interaccion de las particulas entre si (Lee & Moon, 2004).
La determinacion del potencial zeta de -16.7 + 7.14 mV indica que existi6 una
repulsion media entre las particulas lo que es otro indicio de que con ello se evita la
agregacion del sistema (Galindo-Pérez et al., 2018; Mozafari et al., 2013). 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., 2010).
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De manera que los valores mas alejados a cero indican mayor estabilidad de las
particulas en dispersion debido a la repulsién electrostatica superficial (Retamal et
al., 2017), sin embargo, esto depende de la naturaleza quimica y la concentracion del
polimero y los estabilizantes (Moras-Huertas et al., 2010). En general, las particulas
con valores mayores de potencial zeta |30| mV se consideran estables (Sulivan et al.,
2018), por lo tanto, son menos sensibles a la aglomeraciéon y a la fuerza de
desestabilizacion como las fuerzas de Van der Waals, el movimiento browniano o las
interacciones particula-particula considerando siempre la concentracion del

estabilizador.

Galdino-Pérez et al. (2018) en la elaboracion de nanoparticulas cargadas con
compuestos activos por el método de emulsificacion-difusion con poli-e-
caprolactona describe que con valor maximo de -20 mV se encontraron los sistemas
de nanoparticulas eléctricamente estables, ya que el valor absoluto de potencial zeta
indica grado de repulsion entre particulas adyacentes. Por otro lado, Moras-Huertas
et al. (2010) afirmaron que, los valores de potencial zeta inferiores a -10 mV, permite
predecir una buena estabilidad coloidal debido a la barrera de alta energia entre las
particulas. Los valores negativos pueden explicarse en el caso de PCL por su
naturaleza hidrofébica, en consecuencia, las cadenas del tensoactivo interactiian con
las regiones hidrofobicas de la pared de PCL y la cabeza del tensoactivo frente a la
fase acuosa, lo que induce valores de potencial zeta negativos en funcién de su

naturaleza quimica (Joo et al., 2008).

3.1.3. Eficiencia de encapsulacion (EE)

La EE define la cantidad del compuesto que fue cargado, relacionada con la
concentracion inicial utilizada. En la Tabla 4, se muestran los resultados de eficiencia
de encapsulacion de timol, el resultado mostrado corresponde al porcentaje que se
encapsulo en esta experimentacién, siendo un parametro de suma importancia para
evaluar sistemas nanoparticulados empleados como sistemas de liberacion de

compuestos activos. En alimentos es importante considerar el activo encapsulado ya
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que contribuye a incrementar la vida util del producto al liberarse durante el

almacenamiento (Zambrano-Zaragoza et al., 2017).

Tabla 4. Eficiencia de encapsulacion de timol

Eficiencia de

Concentracion .
Nanoparticulas encapsulacion
(mg/L)
(%)
Muestra 1 666.88 66.68
Muestra 2 667.51 66.75
Muestra 3 667.58 66.76
b 667.32 66.73
2 0.3855 0.043
C.V% 5.78 4.32

La eficiencia de encapsulacion fue de 66.7 + 4.3, el resto del compuesto bioactivo se
fue en la fase continua, sin embargo este porcentaje de encapsulacién sigue siendo
mayor a el valor reportado por Gong et al. (2021) describiendo valores en su estudio
realizado con nanoparticulas de zeina y diferentes concentraciones de timol reportan
un maximo de 60.7 + 3.56% de encapsulacion; explicando la importancia del uso de
polimeros en la eficiencia de encapsulacién radica en retrasar eficazmente la

volatilidad del timol durante el almacenamiento.

Salgado-Ramirez & Abugoch (2019), en el sistema de nanoparticulas de quitosano
cargado con timol como compuesto activo por el método pulverizacion-congelacion,
reporta eficiencia en encapsulaciéon 37 + 0.91 asi como 56.53 + 0.31 por el método
gelificacion ionica, de manera que se demuestra que la eficiencia de encapsulacion
en éste sistema es mayor ya que de acuerdo con lo reportado aun aplicando dos
métodos se obtienen resultados con menor eficiencia de encapsulacion que en este
trabajo lo que contribuye a que el sistema mantenga propiedades antimicrobianas,

antioxidantes y antifingicas por tiempos mas prolongados.
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Por otro lado, Nobeta (2014) trabajé la encapsulacion de timol en nanoparticulas
mediante el método de pulverizacion-congelacion en liquido de las soluciones,
obtuvo un valor de eficiencia de encapsulacién igual a 49.78%, explicando que los
valores bajos obtenidos son producto de la perdida de timol durante el proceso de
elaboracion, lo que indica que el método de emulsificacion-evaporacion es un
método eficaz para la encapsulacién de compuestos activos. Resultados similares
fueron reportados por Cakir et al (2020) en nanoparticulas de quitosano cargadas
con timol, con 66.4% el tratamiento con mayor eficiencia de encapsulacion, dicho
valor es relacionado con baja viscosidad del sistema, ya que al aumentar la viscosidad
se forma un gel suave, que afecta la eficiencia de encapsulacion disminuyendo la
capacidad de atrapamiento de timol, demostrando que la eficiencia de encapsulacion
alcanzada fue mayor para el sistema nanoestructurado estudiado, Wang et al.,
(2022) donde los valores de eficiencia de encapsulacion oscilan entre 24.56+9.34%,
Macet et al. (2018) en la produccion y caracterizaciéon de nanoparticulas de PLA
cargadas con timol reporta que a valores de eficiencia de encapsulacién menores a
40% se debe a proporciones pequeiias de polimero, ya que produce nanoparticulas

de intensidad interna baja y alta porosidad, siendo incapaces de retener el timol.

Por otro lado, Galdino-Pérez et al. (2015) alude que la adicidon de poli-e-caprolactona
a la formacién de las nanoparticulas aumenta sustancialmente la eficiencia de
encapsulacion ya que demostré visualmente que la presencia de PCL forma una

pelicula lisa alrededor de las nanoparticulas que contiene el compuesto activo.

3.2. Espesor de las peliculas

Las peliculas comestibles pueden ser consideradas envases activos ya que pueden
incorporar en la matriz polimérica aditivos naturales como antimicrobianos,
antioxidantes, reafirmantes de la textura, nutrientes o ingredientes bioactivos con el
objetivo de incrementar la seguridad y las caracteristicas sensoriales, nutricionales y
funcionales, tal es el caso de los sistemas nanocompuestos funcionalizados con timol
para la formacion de peliculas formuladas con pectina citrica e HPMC. En la Tabla 5

se muestran los resultados obtenidos del espesor de las peliculas formadas, que es
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un parametro importante en el estudio de fenémenos de difusiéon y funcién de

recubrimientos y peliculas comestibles.

Tabla 5. Espesor de peliculas cargadas con timol

Medicién Espesor (mm) Espesor (mm)
pelicula con HPMC pelicula Pectina

1 0.039 0.111
2 0.041 0.111
3 0.043 0.111
4 0.041 0.110
5 0.041 0.111
6 0.041 0.111
7 0.041 0.111
8 0.043 0.111
9 0.045 0.111
10 0.041 0.111
11 0.041 0.111
12 0.041 0.112
13 0.041 0.111
X 0.0415 0.111

) 0.0015 0.0003
% CV 3.5 0.35

Enla Tabla 5, se observan variaciones en el espesor de las peliculas como una funciéon
del tipo de polisacarido matriz empleado, siendo mayores en las peliculas preparadas

con pectina citrica, tal como Nadjat et al., (2021) explican, el espesor de las peliculas
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con pectina es mayor debido al contenido de solidos atrapados en la matriz del
polisacarido, es decir, la pectina sufre un hinchamiento y atrapa mayor contenido de
agua, en comparacion al HPMC, donde su estructura permite que el agua este mas
disponible para evaporarse al formar las peliculas. Asi, la variacién en el espesor de
un material puede afectar sus propiedades mecanicas y de barrera, comprometiendo

el rendimiento del embalaje (Sarantoulos, 2002).

Trujillo-Rivera (2014) en su trabajo con peliculas biodegradables a partir de
almidén, menciona que una variante que modifica el espesor en las peliculas es el
uso de glicerol como plastificante gracias a sus interacciones, de la misma manera
Shimazu et al. (2007) reportan espesores de tamafio de 0.07 mm cuando en la
formulacion no se utilizé plastificante, mientras que al adicionarlo las peliculas el
valor aumenta a 0.1 mm, asi mismo Vazquez-Briones, Guerrero-Beltran (2017),
determinaron que el espesor de las peliculas se increment6 al incrementar la

concentracion de plastificante obteniendo valores de 0.1 mm.

La mayoria de las peliculas comestibles son de naturaleza hidrofobica y se ha
encontrado una relacion dependiente positiva entre la permeabilidad al vapor de
agua y el espesor de las peliculas (Genadios et al., 1993), el espesor de la pelicula
tiene especial relacion con la viscosidad de los polisacaridos debido a que
gradualmente se hincha y se va formando particulas gelificadas, al tener diferente
viscosidad siendo mayor o menor capacidad de retencion de agua dentro de la

pelicula al secarse (Garin et al., 2012).

McHugh et al. (1993) consideraron que a medida que el espesor de la pelicula
aumenta, se incrementa la resistencia a la transferencia de masa a través de ella, de
ahi la importancia de regular el espesor de pelicula. Por otra parte, los polisacaridos
utilizados para la elaboracion de las peliculas tienen diferente capacidad de ligar
agua dentro de ésta, de manera que al ser diferente cada uno tiene capacidad para
permitir una salida de agua durante el secado de la pelicula y por consiguiente una
diferencia en el espesor (Garcia-Figueroa et al., 2019). El espesor de la pelicula es un

factor importante en el intercambio de agua y de gases con el ambiente. El control
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en el espesor de la pelicula permite entonces aumentar o disminuir la tasa de

difusion (Pavlath & Orts, 2009).

3.3. Cinéticas de liberacion

Existen diversos modelos cinéticos que describen la liberacién de compuestos
activos, éstos de acuerdo con las diferentes formulaciones puede afectar la manera
de liberacion del compuesto, asi como su rendimiento (Jiménez, 2017), de manera
que para describir los modelos de liberacion se utilizan diferentes modelos que
describen el perfil en difusion y/o liberacion del compuesto activo desde la matriz
del recubrimiento, lo que permite evaluar los perfiles dependiendo de los
parametros derivados del mismo. Entre los modelos se incluy6 el modelo de cinética
de orden cero, modelos de cinética de primer orden, modelo de cinética de Higuchi,

y modelo Korsmeyer y Peppas (Dash et al., 2010).

La seleccion del material de la pared, el compuesto activo a encapsular y la matriz de
soporte para desarrollar el recubrimiento comestible est4 directamente relacionada
con la cinética de liberacion del compuesto contenido en la matriz formadora
(normalmente con polimeros), otra consideracion importante son las diferentes
barreras que la sustancias bioactiva debe atravesar para interactuar con la superficie
del alimento y cumplir la funci6on principal de aumentar la vida de anaquel
manteniendo las caracteristicas y/o propiedades, de manera que el establecimiento
y estudio de la cinética de liberaciéon de materiales bioactivos funcionalizados es
nanoestructuras es de gran importancia ya que permite analizar la cinética y

relacionarla con el aumento de la vida 1til (Dan, N. 2016).

En la cinética de liberacion se debe tener en cuenta parametros como la humedad, la
temperatura, pH y el hinchamiento de la matriz, entre otras condiciones que pueden
afectar la difusividad de las sustancias (Quir6s-Sauceda et al., 2014), la liberacion
controlada de compuestos activos a partir de una matriz polimérica depende de
muchos parametros como la movilidad de las moléculas, que viene determinada por

el tamano de particula, el peso molecular y la geometria de los compuestos (Quiros-
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Sauceda et al., 2014), otros paramentos importantes que controlan la liberacion de
los compuestos son su solubilidad, difusividad a través de la matriz en pH, la
temperatura, la estructura del polimero, la viscosidad, la tensién mecanica, el tiempo

de contacto y si es el caso, la composicion del alimento (Huang, Li, Zhou, 2015)

3.3.1. Cinéticas para HPMC

En la Figura 7, se observa la cinética de liberaciéon en funcion al porcentaje
acumulado de timol liberado, observamos que la liberacién de timol se da con
velocidad rapida en las primeras horas y posteriormente disminuye el porcentaje de
timol liberado, es decir, es mas lenta. Por lo anterior, el sistema mantuvo una
liberacion sostenida en las primeras horas y posteriormente la liberacion fue

constante.

En las primeras horas se observa una liberacion sostenida, donde la tasa de
liberacion alcanza 35.4 % y en esta primera etapa puede implicarse la difusion del
timol unido a la superficie de las particulas, en la segunda etapa la tasa de liberacion
disminuyo significativamente en comparaciéon con la liberacién inicial; finalmente
se encontr6 una proporcionalidad donde la concentracion total de timol liberada en
esta fase fue de 39.4 %.y conforme el sistema encontro6 el equilibrio osmético, la
liberacion permanecié constante. Lo anterior se puede explicar con base en lo
planteado por Wang et al. (2022) en su estudio con nanoparticulas de quitosano
cargadas con timol, encontrando valores de liberacion inicial de 17.4 % y liberaciéon
total de 38.4 %, donde las peliculas de celulosa con timol disminuyeron su velocidad
en la segunda etapa por resultado de la difusion del timol entre las nanoparticulas y
la disminucién del gradiente de concentracion. Para el caso de las peliculas
formuladas con de HPMC como polimetro matriz, se obtuvo en esta

experimentacion, velocidad de liberacion de 0.187 ht
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Figura 7. Cinética de liberacion de timol desde pelicula de HPMC.

3.3.1.1 Cinética de orden cero HPMC

La liberacion de orden cero es aquella en la que el compuesto activo se libera a una
velocidad constante, la liberacion de orden cero se describe en la Figura 8, donde se
observa un comportamiento en la liberaciéon de manera casi lineal lo que es un
indicador de que el polisacarido que rodea las nanoparticulas cargadas con timol
permite que el compuesto activo se difunda a través de las redes del polisacarido
produciendo una liberacion constante, es decir, la fraccién de soluto que se libero es

proporcional al tiempo transcurrido.
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Figura 8. Cinética de orden cero HPMC.

Conforme al valor obtenido por el coeficiente de correlacion (R2), describe al sistema
conforme al modelo de liberacién orden cero, en el que se asegura que la de
liberacion de timol esta relacionado al hinchamiento del polisacérido, es decir, que
la matriz polimérica inicialmente se encontré en estado cristalino, sufri6 una
transicion vitrea y se formé un hidrogel, que a su vez se relaciona con la mayor

distancia que tiene que recorrer el timol dentro de la matriz para su liberacion.

3.3.1.2 Cinética de primer orden HPMC

En la Figura 9, se observa que el valor de correlacion es lejano a 1, por lo que este
mecanismo no describe a la liberacion del compuesto activo, es decir, que el
compuesto depende de la concentracion de este en el sistema, esto, de acuerdo con
Chavez et al. (2022), se pude atribuir al uso de plastificante y éste le confiri6 mayor
resistencia a la pared nanocapsular, con lo que se retraso la ruptura de dicha pared

polimérica.
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Figura 9. Cinética de primer orden HPMC.

Este modelo de liberacién, no se ajusta al modelo matematico conforme al valor
obtenido de R2, ya que se requiere que el timol sea liberado de manera proporcional
a la cantidad de timol que esté en el interior de la matriz polimérica, Dash et al.
(2010) mencionan que el modelo mateméatico debe contener agentes bioactivos en
matrices porosas (ya sea poliméricas) y que puedan sufrir hinchamiento, y aunque
se cumplen estas caracteristicas en la formulacion de las peliculas, la liberacion no

fue proporcional a la cantidad de timol agregada inicialmente.

3.3.1.3 Cinética Higuchi HPMC
La Figura 10, postula que la difusién se lleva a cabo en una sola dimension; que la

disolucion y el hinchamiento de la matriz son despreciables, en este sentido, el valor

de correlacion nos describe compuesto activo poco soluble en medios acuosos.
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y = 0.5503x - 0.3498
0.8 R?=0.9601

0 0.5 1 15 2 2.5
tiempo 70.5

Figura 10. Cinética Higuchi HPMC.

Para que el modelo de Higuchi se apegue a un coeficiente de correlacion cercano a 1,
debe cumplir con caracteristicas como: liberaciéon de los compuestos activos, para
este caso timol, se debe producir debido a la acciéon de difusion, que es proporciona
a la raiz cuadrada del tiempo. Observamos que el modelo no se ajusta ya que, en las

primeras horas, la fraccion de timol liberado no es proporcional al tiempo.

3.3.1.4 Korsmeyer y Peppas HPMC
Tal como se muestra en la Figura 11, se muestra que el ajuste del modelo se asocia al
mecanismo de liberacion del compuesto activo se realizd a partir de erosiéon y/o

disolucion de la matriz. Este modelo matematico es ampliamente utilizado en

sistemas nanoestructurados poliméricos.
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Figura 11. Cinética Korsmeyer y Peppas HPMC.

Para este modelo matematico, el valor de “n”, igual a 0.922, indicando un mecanismo
de liberacion descrito por la ley de Fick (no Fickiano), es decir, se atribuye a la
existencia de fenomenos de relajacion lentos y esta relacionado con los tiempos
finitos que necesitan las cadenas del polisacarido, para responder a la presion de
hinchamiento osmotico y ordenarse, con el fin de acomodar las moléculas del

disolvente que penetra en el sistema.

3.3.2 Cinéticas para pectina

En la Figura 12, se observa la cinética de liberacién en funcion al porcentaje
acumulado de timol liberado, observamos que, como en la cinética de liberaciéon con
HPMC, sucede la misma forma de liberacién. en la pectina la liberacion de timol se
da con velocidad rapida en las primeras horas y posteriormente disminuye el

porcentaje de timol liberado, es decir, es mas lenta.

En las primeras horas se observa una liberaciéon proporcional, donde la tasa de
liberacién alcanza 29.5 % y en esta primera etapa puede implicarse la difusion del
timol unido a la superficie de las particulas, en la segunda etapa la tasa de liberacién

disminuyo significativamente en comparacion con la liberacién inicial; finalmente
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se encontr6 una proporcionalidad donde la concentracion total de timol liberada en
esta fase fue de 30.2 %. Observandose que las nanoparticulas de timol en matriz de
pectina tienen menor velocidad de liberacion en comparacién den las de HPMC con
valores de 35,4 % y 39.4 % respectivamente. La liberacion de un compuesto de bajo
peso molecular a partir de una red polimérica se considera resultado de difusion,
relajacion y contra difusion. Observamos que la liberacion se mantuvo sostenida
hasta el que el sistema encontro6 el equilibrio osmotico, posterior a eso, se mantuvo

una liberacién constante.
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Figura 12. Cinética de liberacion de timol desde pelicula de pectina.

La cinética de liberacion depende de la morfologia, la naturaleza y la interaccion con
el medio que determina la absorcidon de agua y la erosion del portador (Holy et al.,
1999), el estudio de mecanismos de liberacion proporciona informacion cuantitativa
sobre la tasa de migracién del compuesto bioactivo con la matriz del polimero y el
medio de contacto (Pilati et al., 2013). La liberacion del componente activo desde la
cadena polimérica en el liquido circundante puede implicar tres diferentes formas
de liberacion: difusion del liquido en el polimero, difusion del componente activo
por hinchamiento del polimero y erosion del polimérico al degradarse (Milovanovic
et al., 2016). Cabe sefialar que para el modelo de orden cero, la velocidad de difusion

es proporcional al tiempo, y es independiente de la concentracion de compuesto
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activo, para el modelo de primer orden, la velocidad de difusién en funcién de la
concentracion del compuesto activo, en el modelo de Higuchi, la liberaciéon depende
de algunos factores como el peso molecular, la solubilidad en la matriz polimérica,
el area superficial y le geometria y para el modelo de Korsmeyer —Peppas el valor de

n describe el mecanismo de liberacién del compuesto activo.

3.3.2.1 Cinética de orden cero en pectina

La cinética de liberacion de orden cero para la pectina se muestra en la Figura 13,
debe estudiarse aplicando regresion lineal ya que, el modelo esta propuesto para
describir liberacién del compuesto activo en el que la velocidad es constante en el
tiempo, se observa en la Figura 13, que la liberacién a pesar de no ser constante, se
apega a valores cercanos a 1, el valor de 0.9795, es debido a que la fraccion de
compuesto activo liberado no fue proporcional al tiempo en las primeras horas, al

paso de la tercer hora, sufre nuevamente la un aumento de liberacion.

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Mt/Ma.

y =0.1777x - 0.0252
R?=0.9795

01 0 1 2 3 4 5 6
tiempo (h)

Figura 13. Cinética de liberacion de timol desde pelicula de pectina.

Podemos observar que la liberacién del compuesto activo en la cual el coeficiente de
correlacion es menor al de HPMC, se explica por factores como la hidratacion,
gelificacion e hinchamiento que estuvieron involucrados en el proceso para cada uno

de los polisacaridos.
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3.3.2.2 Cinética primer orden pectina

En la Figura 14, se observa que el modelo para la cinética de liberacion de primer
orden no se ajusta, esto en base al valor del coeficiente de correlacion, el cual no es
cercano a 1, tal como en el caso de HPMC, el uso de plastificante influye en la ruptura

de la red polimérica para la liberacion del compuesto activo.

0.5
0
0 1 2 3 4 5 6
-0.5
o y =0.591x - 2.6716
3 R?=0.8312
=
= -1.5
=
5
-2
2.5
-3
3.5

Figura 14. Cinética de primer orden en pectina.

En la cinética de primer orden no se ajusta a la cantidad de timol liberado ya que no
se apega a una liberacion proporcional al tiempo. Este modelo sugiere que las
matrices porosas, logran liberaciéon constante, de acuerdo con Alvarez &
Huenchuiiir (2008) al graficar aplicando Ln disuelto contra el tiempo, se obtiene

una recta.
3.3.2.3 Cinética Higuchi pectina

La Figura 15, revela que la disolucion de la matriz es despreciable, en este sentido, el

valor de correlacion nos describe compuesto activo poco soluble en medios acuosos.
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Figura 15. Cinética Higuchi en pectina.

El modelo planteado por Higuchi, indica que la liberacién del compuesto activo sdlo
ocurre desde una de las caras de las peliculas y para su estudio, se aplico el inverso
de la raiz cuadrada al tiempo. Los resultados denotan no se apega a este modelo de
liberacion ya debe difundirse por medio de liberacién controlada en un proceso de

difusion y se aplica a matrices granulares con la correlacion de tiempo.

3.3.2.4 Korsmeyer y Peppas Pectina

En la Figura 16, muestra una correlacién de 0.9872, de esta manera se sugiere que
la liberacion es controlada por la relajacion de las cadenas poliméricas generando
penetracion del medio de disoluciéon en la matriz formando poros y erosionandola

(Yarce et al., 2016).

54



-0.5
=
3
S -1.5 y=1.2911x-2.1053
= R2=0.9827
2 2
c
—
75
-3
-3.5

Ln(t)

Figura 16. Cinética Korsmeyer y Peppas en pectina.

En este modelo, la difusion se describe por liberaciéon en sistemas poliméricos que
presentan hinchamiento, y el mecanismo es descrito por la ley de Fick (no Fickiano)
y la liberacion se convierte en orden cero, y el proceso de liberacion es controlado
por la relajacion de las cadenas poliméricas, la liberacion de timol se realiza a
velocidad constante, siempre y cuando la geometria no cambie durante el proceso de

liberacion.

3.3.3 Analisis comparativo de modelos y mecanismo de

liberacion

Segtn Ritger & Peppas (1987), el valor de n del modelo Korsmeyer-Peppas con valor
por debajo de 0.5 sugiere que el proceso de liberacién de timol sigue el mecanismo
de difusion Fickiano, mientras que para los valores superiores a 0.5 el mecanismo de
liberacion de timol es anomalo descrito por la ley de Fick (no Fickiano), mecanismo

que describe la relajacion de las cadenas poliméricas.

En la Tabla 6, se muestran los resultados relativos a los parametros obtenidos de los
modelos cinéticos empleados, la preferencia del modelo de liberacion se basé en el

coeficiente de correlacion (R2) para los parametros estudiados, y se selecciona el
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coeficiente de correlacion més cercano a 1 para la seleccién del modelo que mayor se

ajusta a la liberacion.

Tabla 6. Anélisis comparativo de modelos y mecanismos de liberacion de Timol

Primer . ) Korsmeyery
Pelicula Orden cero Higuchi
Orden Peppas
Ko Rz K, R2 kn Rz n k Rz
Nps- 87 0.98 8 6 6 8
0.1 0. 0. 0. 0. 0.961 0.922 1. 0.
HPMC 7 0.967 0.444 97 0.553 0.9 9 57 97
Nps-
. 0.177 0.979 0.591 0.83 0.541 0.979 1.201 2.105 0.982
pectina

Para el caso de HPMC, el valor de R2, 0.987 es el méas alto del modelo de orden cero,
mientras que para el caso de pectina, el valor de R2 mayor es el del modelo de
Kormeyer y Peppas, pero con el valor de n, el orden se convierte en orden cero, de
manera que ambas peliculas se ajustan al modelo de orden cero, el valor de la
velocidad de liberacién es mayor para las peliculas de nanoparticulas en matriz de
HPMC con velocidad de 0.187 h-1 mientras que las nanoparticulas en matriz de
pectina tuvieron una velocidad de 0.149 h-1, ademéas de acuerdo con los valores de n
obtenidos se observa que las peliculas tuvieron un mecanismo de liberacion no
Fickiano, es decir, que el proceso de liberacion esta sujeto a los procesos de difusion-
relajacion de las cadenas poliméricas, siendo importante resaltar que para el caso
del HPMC el transporte es asociado a la relajacion de las cadenas de polimero
relacionada con la flexibilidad de los grupos carboxilo presentes, mientras que para
el caso de las peliculas de nanoparticulas con pectina el valor de n es >1.0 lo que es
indicativo de un proceso de trasporte asociado al hinchamiento y relajacion del
polimero lo que ademés muestra un ajuste a la ecuacion de Higuchi ya que hay
combinacion de mecanismos de liberacion lo que hace que esta se retarde un poco

mas (Li et al., 2019; Zambrano-Zaragoza et al., 2017).

De manera que la liberacion del compuesto activo se produce por difusion a través

de la matriz polimérica hacia un ambiente externo, el proceso de liberacion es
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continuo, la cantidad de compuesto dentro de la matriz polimérica normalmente
disminuye en funcion del tiempo. Tal como Revathy et al. (2018) en su estudio de la
liberacién de timol con biopolimeros, el modelo que mejor se ajusta (evaluando la
cinética a través de los mismos métodos de liberacidén) fue el de orden cero

(R2=0.904) y por el valor de n (0.43) sigue un comportamiento no Fickiano.

3.4 Liberacion en dias

La difusion de gases, vapores y liquidos sobre solidos es un proceso complejo; los
s6lidos normalmente tienen una estructura heterogénea y ello puede provocar la
interaccién con los medios de difusion, como resultado, la difusividad de moléculas
pequenas en sblidos es menor que en los liquidos, lo cual puede afectar la velocidad
de los diversos procesos fisicos y quimicos que implican transferencia de masa.
Tanto en los polimeros como con los alimentos, la difusion es frecuentemente
dependiente del gradiente de concentraciéon. El transporte de masa en sélidos
porosos puede tomar lugar via mecanismos diferentes a la difusion molecular,
dependiendo del tamafio, forma y conexiéon de los poros. En los sélidos porosos, la
difusion puede expresarse en términos de una difusividad efectiva, la cual es mas

pequena que la difusividad molecular.

La difusion de varias sustancias en medios s6lidos puede determinarse al menor por
cuatro métodos (Saracavos, 1995), de los cuales la cinética de sorciéon es el método
que se apega a los resultados obtenidos, este método asume que la velocidad de
adsorcion y desorcion sigue la ecuacion de difusiéon para un régimen no estacionario
a través de una muestra de sdlido, ademas de que la resistencia superficial a la
transferencia de masa es despreciable, de manera que la solucién de la ecuacién de
difusion para régimen no estacionario trasciende a la ecuacion de Crank (1975). La
difusividad efectiva considera que no toda el area normal a la direccion de flujo esta

disponible para la difusién de las moléculas, es decir, el area de contacto es porosa.
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Podemos observar que la difusividad efectiva durante las primeras horas de
tratamiento fue menor cuando se utilizé6 como polisacarido pectina, mientras que se
difundia méas timol al utilizar HPMC hasta las primeras 72 h, para ambos la
difusividad fue disminuyendo conforme pasaba el tiempo, esto debido a factores
como la caracteristica estructural de las peliculas, el entrecruzamiento de los
polisacaridos al formarlas, posterior a este tiempo la liberacion se realiza de forma
constante, ya que en el sistema se encontr6 un equilibrio osmoético. A diferencia de
la Figura 77, donde el grafico se muestra inicamente a 72 h (3 dias), esta medicion se
realiz6 hasta 145 h, es decir que se midio el porcentaje de timol acumulado durante

6 dias (Figura 17).
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Figura 17. Liberacion en dias para HPMC y pectinas cargadas con timol.

El timol tiene una solubilidad acuosa muy baja y alta volatilidad (Garg et al., 2016),
la incorporaciéon del compuesto activo en nanoparticulas poliméricas puede
configurar una inclusion total o parcial mediante enlaces no covalentes mientras que
la superficie hidrofobica exterior ayuda a la difusion del complejo en soluciones
acuosas, (Sanguansri, Augustin, 2006), esta inclusion puede mejorar la vida util de
los alimentos al proporcionar proteccion a la oxidacion, microrganismos patoégenos

entre otros.
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Figura 18. Difusividad efectiva obtenida para las nanopeliculas.

La difusividad efectiva es un parametro de la transferencia de materia en las
reacciones fluido-sélido no cataliticas, englobando todos los procesos difusionales
que se producen en el sistema reaccionante, en la Figura 18, se observa que
inicialmente los sistemas difundieron rapidamente y posterior, disminuyeron, para
el caso de pectina, la difusion fue siempre mayor a la de HPMC, esto debido a que es
el proceso de transferencia cambia para cada polisacarido por su naturaleza. El
entrecruzamiento de los polisacaridos, es decir, las redes poliméricas son un
limitante para el movimiento y transferencia de masa. De acuerdo con Yao & Le
Maguer (1997), la difusividad efectiva explica la variacion de las propiedades fisicas

de la matriz y su influencia con las caracteristicas de difusion.
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Figura 19. Concentracion de timol en funci6n al tiempo.

En la Figura 19, se revela que, para el caso de la HPMC, existi6é una disminucion de
la liberacién de timol, de manera que se puede definir como liberacion descendiente
al tiempo, dado que la velocidad de liberacién es limitante en el proceso de
proteccion en alimentos, es decir, se busca que las peliculas liberen compuesto activo

de manera constante para asi aumentar su capacidad para conservar alimentos.

Por otro lado, al utilizar pectina como polimero matriz, tuvo mayor velocidad de
liberacion en comparacion con HPMC. Este tipo de comportamiento es ttil e
importante para la aplicaciéon que se busca; ya que el uso de las peliculas cargadas
con timol proporciona propiedades antioxidantes y antimicrobianas a los
recubrimientos que pueden ser utilizados en diferentes alimentos. En particular, el
grosor de la pelicula y la cantidad de entrecruzamientos del polisacarido, son
variables que pueden llegar a modular la liberacion de timol, tal como Mastromatteo
et al. (2009) plantean que la tasa de liberacion de timol disminuye con tiempo en la
pelicula, y caso contrario, un aumento significativo en la tasa de liberaciéon de timol

esta relacionado con el aumento de la concentracion al formar los sistemas.

El uso de la aplicacion polisacaridos como matriz y cargarlos con compuestos activos

antimicrobianos, antioxidantes modelan diferentes cinéticas de liberacion, de esta
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manera, es preferible una liberacion rapida del compuesto activo para dispositivos
médicos, por otro lado, liberacién mas lenta durante méas tiempo es deseable en
aplicaciones para algunos tipos de envases. Pilati et al. (2013) plantearon que el uso
de polimeros adecuados requiere una descripcion cuantitativa de la tasa de
migracion del agente activo en diferentes condiciones, la impregnacion de timol en

la cadena polimérica define capacidad de disponibilidad de sus propiedades.
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CONCLUSIONES

Es posible utilizar polisacaridos como HPMC y pectina citrica en la
elaboracion de pelicula con sistemas nanoestructurados cargados con timol,
es decir que, la implementacion de nanoparticulas poliméricas permite
manipular compuestos hidrofébicos sin afectar sus caracteristicas de interés,
de manera que uso de compuestos bioactivos incorporados en sistemas
nanométricos con polisacaridos es una opcién viable para aumentar la vida
de anaquel de los alimentos y su uso es una alternativa sustentable para el

medio ambiente.

Elusoy aplicacion de método emulsion-evaporacion se considero6 el adecuado
ya que se realiz6 con los materiales y equipos adecuados de manera que fue
posible elaborar sistemas de talla nanométrica, una vez formado el sistema,
la incorporacion del compuesto activo y el uso de polisacaridos para la
formacion de las peliculas se efecto de manera adecuada ya que las peliculas

se formaron.

El tamaftio de particula con timol, oscilo dentro de la clasificacion de tamafios
nanométricos con valores entre 360 + 91.96 nm, asi como IPD < 0.3 con

comportamiento monomodal y  de -16.7 + 7.14 mV.

La eficiencia de encapsulacion fue buena puesto que este porcentaje de
encapsulacion obtenido es mayor a los reportados en la literatura, de manera
que es posible encapsular porcentajes mayores a 50% aumentando asi no solo
la eficiencia de encapsulacion sino también la eficiencia del uso de peliculas
ya que entre mayor cantidad encapsulada mayor sera su capacidad para

cumplir su funcién para la conservacion de los alimentos.

Los espesores de las peliculas promedio fueron 0.0415 mm para HPMCy 0.111

mm para pectina citrica, al ser medidos en diferentes posiciones de las
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peliculas indica que est4s no son completamente lisas, debido a la porosidad
de los sistemas, la diferencia entre los espesores promedio es funcion del tipo
de polisacarido utilizado por las estructuras y entrecruzamientos que forma

en la pelicula.

La difusividad efectiva es alta en las primeras horas puesto que el timol no
encapsulado se difunde en el medio, con el paso del tiempo esta difusion
disminuye ya que el uso de polisacaridos de pared en la formacion de las
nanoparticulas y los polisacaridos en la formaciéon de las peliculas permiten
la liberacién modulada del compuesto activo teniendo de esta manera menor
difusividad.

El uso de HPMC y pectina citrica forman barreras que la sustancia bioactiva
puede atravesar para interactuar con la superficie del alimento y cumplir la
funciéon principal de aumentar la vida de anaquel manteniendo las
caracteristicas y/o propiedades, de manera que el establecimiento y estudio
de la cinética de liberacién de materiales bioactivos funcionalizados es
nanoestructuras es de gran importancia ya que permite analizar la cinética y

relacionarla con el aumento de la vida til

De acuerdo con los modelos cinéticos de liberacion el modelo que mejor
describe la velocidad de liberacién de timol fue el de orden cero esto de
acuerdo con el valor de coeficiente de correlacion, mostrandose ademas que
el mecanismo de liberaciéon es asociado al hinchamiento tanto de la pectina
como del HPMC, asi como la relajacion de estos. Por otro lado, la velocidad
de liberacion fue mayor cuando se emplea pectina como polimero matriz, este
analisis de comportamiento es 1til e importante para la aplicaciéon de timol
como sistema antioxidante y antimicrobiano para el recubrimiento de

diferentes tipos de alimentos.
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