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Resumen

La tortilla de maiz, esencial en la dieta mexicana, la cual, presenta un contenido de humedad del 45-
50% y una a,, de 0.94-0.98, condiciones que favorecen la proliferacién de mohos y bacterias. Ademas,
las practicas deficientes de manufactura y envasado contribuyen a que la tortilla tenga una vida de
anaquel corta. Esta investigacion se centrd en desarrollar una pelicula a base de polihidroxibutirato
(PHB) por extrusién con adicion de aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) (AET) para extender la
vida de anaquel de las tortillas de maiz. Se realizé una caracterizacion fisicoquimica, mecanica y
antimicrobiana de la pelicula. Los espectros FTIR mostraron la presencia de compuestos del AET en la
capa interna de la pelicula. Las propiedades mecdnicas demostraron una reducciéon del mdédulo de
Young (455.49 + 28.13 MPa), resistencia a la traccién (13.95 + 0.79 MPa) y porcentaje de deformacién
(81.01 + 4.05%). La adicién de AET redujo la tasa de WVTR (35.23 + 4.06 g mil m?2 dia) y la migracién
global no superd los limites establecidos por la legislacidn. Las tortillas envasadas en peliculas PHB con
aditivos (PHBA) y PHB con aditivos y aceite esencial de tomillo (PTM), excedieron el 2.5% de pérdida
de peso al dia 20 de almacenamiento. Se identificaron tres hongos en las tortillas de maiz, Penicillium
sp, Rhyzopus oryzae y Aspergillus niger. La pelicula con AET logré inhibir mohos y levaduras al igual
gue bacterias mesdfilas aerobias. El AET demostrd ser eficaz para E. coli con un halo de inhibicidn de
4.14+1.04 cm.

Palabras clave: co-extrusion, pelicula, polihidroxibutirato, tortillas de maiz, aceite esencial de

tomillo.
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Abstract

Corn tortillas, essential in the Mexican diet, have a moisture content of 45-50% and an a,, of 0.94-0.98,
conditions that promote the growth of molds and bacteria. In addition, poor manufacturing and
packaging practices contribute to a short shelf life. This research focused on developing a
polyhydroxybutyrate (PHB)-based film by extrusion with the addition of thyme (Thymus vulgaris)
essential oil (TEO) to extend the shelf life of corn tortillas. A physicochemical, mechanical, and
antimicrobial characterization of the film was performed. FTIR spectra showed the presence of oil TEO
compounds in the inner layer of the film. Mechanical properties showed a reduction in Young's
modulus (455.49 + 28.13 MPa), tensile strength (13.95 + 0.79 MPa) and strain percentage (81.01
4.05 %). The addition of TEA reduced the WVTR (35.23 + 4.06 g mil m2 day) and overall migration did
not exceed the limits established by European legislation. Tortillas packaged in PHB film with additives
(PHBA) and PHB with additives and thyme essential oil (PTM), exceeded 2.5% weight loss at day 20 of
storage at 5 °C. Three fungi were identified in the corn tortillas, Penicillium sp, Rhyzopus oryzae and
Aspergillus niger. The film with TEO was able to inhibit molds and yeasts as well as aerobic mesophilic
bacteria. TEA proved to be effective for E. coli with an inhibition zone of 4.14 + 1.04 cm.

Keywords: co-extrusion, film, polyhydroxy butyrate, corn tortillas, thyme essential oil.
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Introduccion

La tortilla de maiz (Zea mays sp.) desempefia un papel fundamental en la dieta mexicanay,
ademds, encarna un profundo significado cultural arraigado en la historia del pais (Torres Sombra,
2018). La tortilla de maiz se elabora tradicionalmente con maiz blanco, por un proceso de
nixtamalizacidn. La nixtamalizacién abarca el remojo de los granos de maiz en una solucidn de
hidroxido de calcio (Ca (OH),), reposo, lavado, molienda, moldeado de la tortilla y finalmente el
horneado por ambos lados en un comal (Rooney y Serna Saldivar, 2016). Segun datos de la Secretaria
de Agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion (2017), se estima que el consumo
diario promedio de tortillas por persona es de aproximadamente 217.9 g (equivalente a 8 tortillas) en
areas rurales y 155.4 g (equivalente a 6 tortillas) en las zonas urbanas (Espejel Garcia et al., 2016). Sin
embargo, las caracteristicas intrinsecas de las tortillas, como su contenido de humedad (45-50%) y
actividad de agua (0.94-0.98), junto con practicas de manufactura y envasado deficientes, las
convierten en un medio propicio para la proliferacién de hongos y bacterias (Martinez Flores et al.,
2004). lbarra Valenzuela (2019), ha identificado microorganismos como Escherichia coli, Aspergillus
nigery Penicillium sp. en las tortillas de maiz. Para mitigar el crecimiento de estos microorganismosy
extender la vida util de las tortillas de maiz, la industria alimentaria ha recurrido a la adicidon de
conservantes como el propionato de sodio, sorbato de potasio, hidroxido de calcio, propil parabenoy
acido fumdrico, entre los mas comunes (Martinez Flores et al., 2004). Sin embargo, el consumo de
conservantes en concentraciones elevadas plantea preocupaciones sobre la salud, lo que ha llevado a
una creciente preferencia de los consumidores por productos con niveles mas bajos de estos aditivos.
En respuesta a esta demanda, en los uUltimos afios se ha explorado el potencial antimicrobiano de
extractos naturales derivados de tallos, hojas y flores, como es el caso de los aceites esenciales (AE)
(Vignola et al., 2020). Los componentes responsables de la actividad antimicrobiana en los AE, como
aldehidos, fenoles y terpenoides oxigenados, han sido objeto de investigaciones previas (Carpena et

al., 2021; Chouhan et al., 2017). En particular, el aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) se destaca



12

por su combinacion de monoterpenos con propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
antiespasmadicas y antibacterianas (Hosseinzadeh et al., 2015). En el estudio realizado por Meléndez
Pastrana et al. (2021), se comprobd que la adicidn de aceite esencial de tomillo fue mas eficaz al
alargar la vida de anaquel de tortillas de maiz en comparacién con el propionato de sodio.
Anteriormente los AE formaban parte de la formulacidn del alimento. En un enfoque mas amplio, se
han desarrollado envases activos, que incorporan materiales absorbentes o emisores capaces de
interactuar con el entorno interior del envase para mejorar la vida de anaquel de los alimentos, sin
necesidad de modificar la formulacion del producto (Bhargava et al., 2020). En la mayoria de los casos,
estos envases son fabricados de pldsticos convencionales de un solo uso, como polietileno de baja
densidad (PEBD), polietileno lineal de baja densidad (PELBD), polietileno de alta densidad (PEAD) y
tereftalato de polietileno (PET), entre los mas comunes (Géngora, 2014). Actualmente, la industria
alimentaria busca abordar la problematica de la contaminacién ambiental derivada de los envases de
un solo uso. Esto ha llevado al desarrollo de envases activos antimicrobianos biodegradables que
utilizan materiales como almidén termoplastico, coldgeno, zeina, acido polilactico,
polihidroxialcanoatos (PHAs), entre otros (Asgher et al., 2020). Dentro de los PHAs estd el
polihidroxibutirato (PHB), termopldastico biodegradable, biocompatible y respetuoso con el medio
ambiente (Kavitha et al., 2018). Es un tipo de polihidroxialcanoato sintetizado por microorganismos
(Pawary Purwar, 2013). Por lo tanto, esta investigacion se centrd en disefiar un envase biodegradable
a base de polihidroxibutirato por el método de extrusién, adicionado con aceite esencial de tomillo
(Thymus vulgaris) y evaluar la vida de anaquel en tortillas de maiz y evaluar sus propiedades fisicas,
guimicas y microbioldgicas. Por lo anterior, los objetivos planteados en esta investigacién fueron:

Disefiar un envase de polihidroxibutirato con la adicidn de aceite esencial de tomillo (Thymus
vulgaris).

Evaluar las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de las peliculas de polihidroxibutirato

con la adicion de aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris).
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Identificar los principales microorganismos presentes en la tortilla de maiz, responsables de
deteriorar la vida de anaquel.

Evaluar el efecto de las peliculas de polihidroxibutirato con aceite esencial de tomillo (Thymus
vulgaris) en la inhibicién del crecimiento de los microorganismos en tortillas de maiz, con el fin de

evaluar su vida util durante el almacenamiento.
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Materiales y Métodos

Ubicacion del Estudio

La extrusién de las peliculas y los analisis fisico, quimicos, mecanicos y microbiolégicos
se llevaron cabo en el Laboratorio de Envases del Centro de Investigacidn en Alimentacién y Desarrollo
(CIAD), ubicado en la ciudad de Hermosillo, Sonora, México. Los andlisis microbioldgicos de halo de
inhibicidon se efectuaron en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LMAZ)
ubicado en la Escuela Agricola Panamericana Zamorano, Km 30 carretera de Tegucigalpa a Danli, Valle

del Yeguare, Municipio de San Antonio de Oriente., Francisco Morazan, Honduras.

Materiales

Los pellets de PHB comercializados bajo el nombre de TVB-x103 Resin y los aditivos (AB1 y
SLO5) utilizados en la fabricaciéon de las peliculas, fueron obtenidos de la empresa canadiense
TerraVerdae Bioworks Inc®. El aceite esencial de tomillo comercial utilizado en el estudio fue de las
marcas Young Living® y HBNO®. Se empled buffer de fosfato, caldo soya tripticasa de la marca una
escala de McFarland, todos de la marca Liofilchem (ltalia). Se usaron agar cuenta estandar y agar rosa
de bengala de la marca Sigma®. El nitrato de magnesio marca Fermont® (Monterrey, México) y las

tortillas comerciales fueron adquiridas en una tortilleria del centro de la ciudad de Hermosillo, Sonora.

Etapa 1

Esta etapa comprende la fabricacion y caracterizacién de las peliculas como se muestra a

continuacion.

Formulacion y Co-extrusion de Peliculas PHB

Para la produccién de peliculas bicapa, se llevaron a cabo formulaciones en las cuales se

emplearon pellets de PHB que fueron sometidos a un pretratamiento de secado a 60°C por 24 horas.
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Se agregaron AB1 (erucamida) y SLO5 (carbonato de calcio) en diferentes concentraciones para la capa
externa, como se detalla en el Cuadro 1.
Cuadro 1

Formulaciones para extrusion de capa externa de la pelicula soplada.

Formulacién PHB (%) AB1 (%) SLO5 (%)
1* 100 0 0
2%* 86 10 4
3 85 10 5
4 86 12 2
5 84 14 2
6 80 16 4
7 81 16 3
8 82 16 2

Nota. * Formulacién 1: Pelicula testigo (PHB). ** Formulacion 2-8: Pelicula con Aditivos (PHBA). AB1. Nombre comercial del aditivo

erucamida. SLO5. Nombre comercial del aditivo carbonato de calcio.

En la capa interna, se emplearon los mismos materiales, con la adicidon del aceite esencial de
tomillo (AET), lo que resultd en las formulaciones detalladas en el Cuadro 2. La fabricacion de las
peliculas se realizd mediante dos extrusores de la marca Beutelspacher® (México, C.D), ambos
disefiados con un solo husillo para la técnica de extrusidon por soplado. Estos extrusores estaban
conectados a una matriz que insuflaba la pelicula resultante (Figura 1). La capa externa se generd
utilizando el extrusor 1, con condiciones éptimas que incluyeron una velocidad de husillo de 29 rpm y
un perfil de temperaturas especifico: 115°C en la zona de alimentacién, 140°C en la zona de transicidn,
140°C en la zona de bombeo y 145°C en la zona de moldeo de la pelicula soplada monocapa. Por otro
lado, en la capa interna, debido a la incorporacidn del AET, se realizaron ajustes en las condiciones del
extrusor 2, que comprendieron una velocidad de husillo de 106 rpm y temperaturas de 145°C en la
zona de bombeo y 155°C en la zona de moldeo. Con el fin de garantizar un espesor uniforme en toda
la pelicula, los dispositivos de traccion y enrollado operaron a velocidades constantes de 72y 75 rpm,
respectivamente. Una vez obtenidos los rollos de la pelicula coextruida, se envasaron en bolsas de

polietileno estériles, se etiquetaron y se almacenaron a una temperatura de -20°C hasta su utilizacion.
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Se seleccionaron peliculas similares a las comerciales y se establecieron condiciones de procesamiento

ideales para futuras réplicas experimentales. Siendo estas: peliculas de PHB, peliculas de PHB con

aditivos (PHBA) y peliculas de PHB con aditivos y con aceite esencial de tomillo (PTM).
Cuadro 2

Formulaciones para extrusion de capa interna de la pelicula soplada.

Formulacién PHB (%) AB1 (%) SLO5 (%) AET (%)
1 79 10 4 7
2 78 10 5 7
3 79 12 2 7
4 77 14 2 7
5* 73 16 4 7
6 74 16 3 7

Nota. *Formulacidn 5: Pelicula con aditivos y aceite esencial de tomillo (PTM). PHB. Polihidroxibutirato. AB1. Nombre comercial del aditivo

erucamida. SLO5. Nombre comercial del aditivo carbonato de calcio. AET. Aceite esencial de tomillo.

Figura 1l

Esquema de un coextrusor.

L s B

Jalador
I
4
Embohinzdor Zona de
Columna alimentaciar
tubular
Talva EI‘[Im_WMv
i N7
i
'\__I ,.r,- b= 4

Zona de ransicion

-

Tormille sin fin & huslle

-

Zona de
Caheralo
maldea
dado
Boguilla

Unidad de
zopla



17

Medicion de Espesor

El espesor de las peliculas se determind usando un micrometro digital marca E.J. Cady &
Company (Wheeling, IL). Se muestrearon en 10 posiciones aleatorias a lo largo de las peliculas y los

valores medidos se reportaron en unidad de mils.
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformadas de Fourier (FTIR)

Para el andlisis de los grupos funcionales caracteristicos de los componentes de interés del
AET presentes en la capa interna de la pelicula, se utilizé un espectrofotémetro de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR); marca Nicolet, modelo iS50 FT-IR. Los espectros se registraron en el
intervalo de 4000 a 500 cm™ con una resoluciéon de 4 cm™ sobre 64 barridos. Los espectros se

registraron en modo de transmitancia.
Transmision de Vapor de Agua (WVTR)

La tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) se determind a una temperatura de 24°C +
0.1 siguiendo el método establecido por la norma ASTM E96/E96M-10 (American Society for Testing
Materials [ASTM], 2010). Para ello, se procedio a llenar cdpsulas con 30 + 0.2 g de cloruro de calcio
(CaCly) deshidratado (0% HR). Muestras cuadradas (10 cm X 10 cm) de los tres tipos de peliculas se
colocaron sobre las capsulas: peliculas de PHB, peliculas de PHB con aditivos (PHBA) y peliculas de PHB
con aditivos y con aceite esencial de tomillo (PTM), con espesores de 2.0, 1.8 y 2.3 mils,
respectivamente. Las muestras se aseguraron a las cdpsulas colocando tornillos sobre el anillo
externo. Una vez selladas, las capsulas se dispusieron en desecadores que contenian una solucidn
sobresaturada (50% HR) de nitrato de magnesio (NOs). Durante un periodo de 10 dias, las muestras
fueron sometidas a un proceso de pesado diario y la ganancia en peso se graficd contra el tiempo. La
pendiente de la recta se determiné por regresion lineal y la WVTR se calculé mediante la ecuacion 1y

la WVTR,, hormalizada haciendo uso de la ecuacién 2.

_aw_ g
WVTR = At~ (m2?xdia) [1]
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WVTR, = =2+ E = i * mils 2]

Donde:

AW': cambio de masa (g)

A: 4rea expuesta (m?)

t: tiempo (dia)

E': espesor (mils)

Este experimento se realizd por quintuplicado, para calcular la media, deviacion estandar y

coeficiente de variacion de cada pelicula.

Migracion Global

El andlisis de migracion global se llevd a cabo utilizando el simulante A, que consiste en una
solucién de etanol al 10% (v/v) en agua Mili-Q, para simular alimentos acuosos. Se procedié a cortar
peliculas cuadradas de 10 x 10 cm y se colocaron sobre las celdas de migracidn, se aseguré el anillo
para permitir que 0.28 dm? de las peliculas estuvieron en contacto con 38 mL de simulante, debido a
las dimensiones de la parte superior de la celda de migracion. Posteriormente, las celdas fueron
invertidas, de modo que la tapadera quedara hacia abajo y las peliculas quedaran en contacto directo
con el simulante. Las celdas se sometieron a una temperatura de 70°C en un horno de conveccion
forzada durante dos horas (Anexo A). Este ensayo experimental representa las peores condiciones de
uso para este alimento, segln el Reglamento sobre materiales y objetos plasticos destinados a entrar
en contacto con alimentos. (2011). Después de la incubacidn, el simulante contenido en las celdas se
pasé a capsulas de porcelana para ser evaporado a 115°C, se pusieron a peso constante, y la cantidad
de residuos resultante fue determinada por método gravimétrico. Para la determinacién de los
blancos, el simulante estuvo en contacto con un circulo de vidrio que hacia de tapa. Para cada una de
las muestras se realizaron 5 repeticiones y 4 para los blancos. La migracién global fue calculada en mg

dm?y mg kg™ usando las ecuaciones 3y 4.
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M = |(mq —myp)|/A [3]

Donde M es la migracién global del simulante, (mg dm?); m, es la masa del residuo del
espécimen después de la evaporacion del simulante (mg); m;, es la masa del residuo del blanco (sin
muestra) (mg); y A es el area de la superficie del espécimen (dm?).

M = |(mq —my)|/B [4]

Donde M es la migracion global del simulante, (mg kg™); m, es la masa del residuo del
espécimen después de la evaporacion del simulante (mg); m;, es la masa del residuo del blanco (sin

muestra) (mg); y B es el peso inicial del simulante que contenia el espécimen (kg).

Propiedades Mecdnicas

Las propiedades mecanicas de tensidn se determinaron con un texturémetro TA-XT plus c. Se
evaluaron tres propiedades: resistencia a la tensién, elongacion a la ruptura y mdédulo de elasticidad
en las tres muestras de peliculas fabricadas: PHB, PHBA y PTM. Se cortaron probetas en forma de
hueso con 20 mm de longitud, 5 mm de ancho de seccidn reducida y 15 mm de ancho de la seccion de
sujecion. Las pruebas mecanicas se efectuaron en direccion maquina de acuerdo con la norma ASTM
D882-12 (ASTM, 2012), utilizando una velocidad de estirado de 34.8 mm min. El espesor de las
peliculas se midié con un micrémetro digital E.J. Cady & Company. Los valores de resistencia a la
tensién, elongaciéon a la ruptura y mdédulo de elasticidad, se calcularon de la gréafica de esfuerzo-

deformacién de cada muestra ensayada (con cuatro réplicas).

Etapa 2

La etapa 2 corresponde a la identificacién de hongos en las tortillas de maiz, determinacion

de vida de anaquel y evaluacién antimicrobiana.
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Halo de Inhibicion

La evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de tomillo frente a Escherichia
coli (ATCC 2535) (E. coli) se llevé a cabo mediante un ensayo de halo de inhibicién en el Laboratorio
de Microbiologia de la Escuela Agricola Panamericana Zamorano. En primera instancia, se aislé la cepa
de E. coli en agar cuenta estandar (ACE) usando la técnica de Frobisher, y se incubd a una temperatura
de 37°C durante un periodo de 24 horas. A continuacion, del caldo que contenia E. coli, con una
concentraciéon de cultivo bacteriano en los inéculos de 10® UFC mL?, correspondiente a la
concentracidn tipica encontrada en alimentos contaminados, y estandarizada en la escala McFarland
0.5 (EI-Naggar et al., 2020; Suppakul et al., 2011), se procedidé a sembrar de manera uniforme en placas
previamente solidificadas con agar cuenta estandar. Luego en cada plato se colocaron dos discos de
papel filtro de 0.5 cm de didmetro, previamente impregnados con una gota de aceite esencial de
tomillo (HBNO ®), cada una con un peso de 0.0501 g. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas, y
posteriormente se midié en centimetros el didmetro en la zona transparente mas amplia de la placa
(Figura 11), que se conoce como halo de inhibicién. Se realizé cuatro réplicas y todas las mediciones
se promediaron. Este procedimiento se realizd siguiendo el método de difusién en disco de agar

descrito por Turki et al. (2023).

Vida de Anaquel

Para este experimento, se envasaron 18 bolsas de tortillas para cada uno de los envases
correspondientes a los dos tratamientos PHBA y PTM. Para este experimento se agregd un
tratamiento mas, correspondiente a los envases comerciales utilizados para vender y almacenar
tortillas de maiz denominado polietileno de alta densidad (PEAD). En cada bolsa se envasaron 15
tortillas. Luego, se almacenaron en una cdmara Binder® LCR-735T® con temperatura (5 + 3°C) y
humedad relativa (80-85%) controladas durante 30 dias o hasta que se termind la vida de anaquel.

Para determinar la vida de anaquel basadas en el crecimiento microbiano en la tortilla de maiz, se
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cuantificaron bacterias meséfilas aerobias, hongos y levaduras. Cada 5 dias se muestrearon tres bolsas
de tortillas de cada tratamiento, (Figura 2). Adicionalmente, se envasaron 5 bolsas de tortillas para
cada uno de los tratamientos PEAD, PHBA y PTM (15 en total), cada bolsa con 15 tortillas. Se
almacenaron en las mismas condiciones y cada paquete se pesé diariamente. Se graficé el peso (% de
pérdida de peso) contra el tiempo para observar el dia en que los paquetes perdieron 2.5% de peso.
El término del experimento se dio cuando las tortillas alcanzaron un crecimiento bacteriano para
Bacterias Mesdfilas Aerobias el equivalente a 1000 unidades formadoras de colonias por gramo de
tortillas (UFC g) (NOM Norma Oficial Mexicana-093-SSA1-1994, 1994) y la vida de anaquel fue el
tiempo correspondiente al muestreo anterior. O bien, la vida de anaquel termind el dia previo al que

alcancen 2.5% de pérdida de peso, lo que ocurrié primero.

Pérdida de Peso

Las tortillas envasadas se pesaron con la ayuda de una balanza modelo AND GX-6000, una vez
al dia durante todo el almacenamiento. Se realizd una grafica por regresion lineal en donde se
evidencio, una relacion pérdida de peso (eje y) por dia transcurrido (eje x). La vida de anaquel termind

el dia de muestreo previo al que alcanzo el 2.5% de pérdida de peso.



Figura 2

Proceso de muestreo para determinar vida de anaquel en tortillas de maiz en almacenamiento a 5°C.
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Los datos de vida de anaquel se analizaron mediante un disefio de medidas repetidas en el
tiempo. Las pruebas mecanicas, que incluyen el médulo de Young, la resistencia a la tension y el
porcentaje de deformacidn, se evaluaron utilizando un disefio completamente al azar, al igual que los
analisis fisicos, con la excepcién de WVTR, que se analizé mediante una comparacidon de medias
utilizando la prueba t de Student. Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el paquete estadistico
SAS® (Statistical Analysis System) version 9.4. Cuando se observaron diferencias significativas (P<0.05),
se realizaron comparaciones multiples de medias utilizando el método de Tukey. Cabe destacar que
los tratamientos se envasaron en envases de PEAD, PHBA y PTM, y todos los analisis se realizaron en

triplicado.

Aislamiento e Identificacion de Hongos en las Tortillas de Maiz

Los hongos que crecieron en las tortillas de maiz envasadas para la determinacién de vida de
anaquel fueron seleccionados, inoculados en medio agar papa dextrosa (PDA) y se incubaron a 25°C
durante 7 dias. Cada aislado fue resembrado tres veces para evitar contaminacién. Se tomd una
colonia pura y se realizé una tincién con azul de lactofenol utilizando la técnica de cinta adhesiva
(Antonio et al., 2018). Las muestras fueron observadas en el microscopio éptico Amscope B020c® a
40X. Para la identificacién, se compararon las estructuras encontradas con las reportadas en la

bibliografia (Abarca, 2000; Maldonado et al., 2017).

Cuantificacion de Bacterias Mesofilas Aerobias (BMA) Totales en Tortillas de Maiz

Para el analisis microbioldgico de BMA se siguié el proceso descrito en la NOM Norma Oficial
Mexicana-092-SSA1-1994 (1995). El contenido de cada envase se triturd en una licuadora, se tomd
una muestra representativa de 10 g, se afladieron 90 mL de buffer de fosfato a pH neutro y en conjunto
se homogenizaron en un vortex Genie 0236 por 5 minutos. Posteriormente se realizaron diluciones
seriadas como lo indica la NOM Norma Oficial Mexicana-110-SSA1-1994 (1994). Se tomo un mL de la

mezcla homogenizada y se le agregd nueve mL de buffer de fosfato. Luego, un mL de cada indculo se
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agrego a placas estériles con 15 mL de Agar Triptona Extracto de Levadura (Plate Count). Se incubd a
37°C por 48 horas, luego se identificaron placas con intervalo de 50 a 250 colonias, los resultados se

reportaron en UFC g%

Cuantificacion de Mohos y Levaduras en Tortillas de Maiz

Para la cuantificacién de mohos y levaduras se siguid el procedimiento descrito en la NOM
Norma Oficial Mexicana -111-SSA1-1994 (1995). Las muestras se prepararon igual que para
cuantificacion de BMA, siguiendo la NOM Norma Oficial Mexicana-110-SSA1-1994 (1994) para
preparar diluciones. Para este analisis se usé el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) acidificada.
Las placas se incubaron a 25°C por 72 horas. Se identificaron las diluciones en las que las colonias
tuvieron un minimo de colonias de 50 y maximo de 250 UFC por placa, los resultados se reportaron

en UFC gt
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Resultados y Discusion

Etapa l

Apariencia de los Envases Usados en este Estudio

Las bolsas de PEAD, PHB, PHBA y PTM para envasar tortillas de maiz en este trabajo, se
muestran en la Figura 3.

Figura 3

Apariencia de las bolsas usadas en este estudio.

Nota. (A) Bolsa comercial de PEAD. (B) Bolsa PHB (PHB). (C) Bolsa de polihidroxibutirato con aditivos-PHBA. (D) Pelicula activa de

polihidroxibutirato con aditivos y aceite esencial de tomillo-PTM.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformadas de Fourier (FTIR)

En las Figuras 4 y 5, se han identificado picos que son caracteristicos de las terminaciones de
polihidroxibutirato (PHB). El pico en 1712 cm™ corresponde a una vibracion que ha sido previamente
reportada por Garrido (2018) y atribuida a los grupos carbonilos (-C=0) de este polimero, tal como lo
indicaron Biradar et al. (2018). Asimismo, alrededor de 1270 cm™, se observaron vibraciones que
podrian ser generadas por el enlace C-O del grupo éster. Astudillo y Olmedo (2021), han sefialado en
su estudio que las vibraciones de estos grupos se encuentran normalmente en la regién cercana a
1000 y 1300 cm™. En relacién a los grupos metileno (-CH,-) y metilo (-CHs), se han observado que las

bandas que se sitian entre 2850y 3000 cm™ se relacionan con los estiramientos de C-H, corroborando
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lo expresado por Astudillo y Olmedo (2021) y Rivas et al. (2017). No obstante, los picos que se
muestran en la Figura 5 no presentan diferencias con las bandas de reflexién de PHB. Esto podria
atribuirse a la estrecha similitud de la mayoria de los picos del aceite esencial de tomillo que coinciden
con los del PHB, dificultando su identificacion (Topala y Tataru, 2016). O bien, podria ser resultado de
lo documentado por G. Garde (2013), quién demostré que los compuestos de los aceites esenciales,
tienden a perderse durante la formacion de peliculas o laminas, debido a las temperaturas de
procesamiento. Su investigacion indica que las condiciones de procesamiento pueden afectar la
retencién de los compuestos volatiles en las peliculas, lo que posiblemente haya influido en Ia
ausencia de diferencias discernibles en las bandas observadas en la Espectroscopia de Infrarrojo con
Transformadas de Fourier (FTIR).

Figura 4
Espectro de FTIR (500-4000 cm™) de la capa externa de la pelicula de polihidroxibutirato con aditivos

y aceite esencial de tomillo (PTM).
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Figura 5
Espectro de FTIR (500-4000 cm™) de la capa interna de la pelicula de polihidroxibutirato con aditivos

y aceite esencial de tomillo (PTM).

—r
iy w-w| Lu'-,'
200! Wi
| b7 4
I T e
180, b | i
- é - e
= | ra
Wik i
| h o,
140: lI r o ey
P i .
120- B L3y
| o %[I ]
for ! i : (T em,
100 o A | ;
E | o | w o | ,.ﬂ‘
S Tl
s a3 1My3
95| 38
ol =
o0 ‘ g | fE8
[ T iz o
2z k
i i S35 i
. _ | g
20 o T
fcd -
[ | & =
o S 8 |§
o il o
| ~ i
20 T o
4000 3500 3000 2500 2000 1500 " 1000 500

em-1

Transmision de Vapor de Agua Normalizado (WVTRn)

Los resultados obtenidos de las mediciones de transmision de vapor de agua (WVTR) revelan
diferencias significativas (P<0.0082) entre los tres tratamientos (Figura 6). En particular, la pelicula
100% PHB (PHB) exhibié una tasa de transmisién de 60.98 + 11.14 g mil m? dia™. Este resultado es
muy cercano a lo reportado por Modi et al. (2011) en donde evaluaron polihidroxibutirato en
diferentes concentraciones para posibles aplicaciones de envasado y los valores de WVTR normalizado
oscilaron entre 63.1 y 440 g mil m? dia. La alta tasa de WVTR es posible debido a que las cadenas
poliméricas se deslizan causando un aumento en el volumen del polimero generando espacios y a su
vez permite la difusion de las moléculas de agua (Modi et al., 2011). Por otro lado, la pelicula
denominada PHBA presentd diferencias estadisticas significativas (P<0.05) con los tres tratamientos,
siendo la WVTR (50.13 + 2.86 g mil m2 dia), menor a la pelicula PHB. Esto puede estar directamente
relacionado con la presencia de aditivos dentro de la pelicula. Segin Kuusipalo (2000), los aditivos y

plastificantes disminuyen la densidad de los poros de los envases puesto que estos migran a las zonas
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amorfas de la pelicula rellenando estos espacios, lo que a su vez impide en gran parte la penetracion
de moléculas de liquidos. Esto también se puede ver evidenciado en la pelicula con tomillo que
presentd diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre los tres tratamientos y una transmision
(35.23 + 4.06 g mil m? dia) alin menor que los dos tratamientos. Estas observaciones resaltan
claramente la influencia distintiva de las composiciones de las peliculas en la tasa de transmisién de
vapor de agua. En el contexto de los envases para tortillas de maiz, una elevada tasa de WVTR indica
una mayor permeabilidad al agua, lo que conduce a una rapida pérdida de humedad en las tortillas de
maiz, es decir, su deshidratacidn. Esta es la razén por la cual las bolsas de PEAD son ampliamente
utilizadas en el envasado de tortillas, puesto que ofrecen una eficaz barrera contra la humedad, con
una tasa de WVTR, oscila que generalmente oscila entre 14-20 g mil m? dia® como lo menciona
Esparza (2008).

Figura 6

WVTRn de cuatro peliculas PEAD, PHB, PHBA y PTM.
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Nota. *Pelicula PEAD, dato tomado de Esparza (2008). Pelicula 100% PHB (PHB). Pelicula de polihidroxibutirato con aditivos (PHBA).
Pelicula de polihidroxibutirato con aditivos y aceite esencial de tomillo (PTM). Letras diferentes representan diferencias estadisticas

significativas.
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Migracion Global

La migracion es un proceso de transferencia de masa que implica la liberacién de sustancias
de baja masa molecular desde el envase hacia el alimento, ocupando un lugar crucial en el envasado
de alimentos. Este proceso puede tener un impacto significativo en la calidad sensorial de los
productos, ademds de potencialmente inducir efectos adversos, incluso la toxicidad, si se produce la
transferencia de sustancias indeseables (J. A. Garde et al., 2001). Por otro lado, en el contexto de
envases activos, la migracion global (MG) adquiere un caracter ventajoso. Los resultados del Cuadro
3 muestran que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) en la migracién
global de sustancias entre la pelicula testigo, PHB con aditivos y peliculas con aditivos y aceite esencial
de tomillo. Los resultados demuestran que estan muy por debajo del limite maximo de MG (10 mg
dm de superficie de contacto o 60 mg kg de alimento), establecido por el Reglamento sobre
materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos. (2011). Estos resultados
tienen implicaciones significativas, ya que demuestran que la incorporacion de un 7% de aceite
esencial de tomillo no solo cumple con los estandares regulatorios, sino que también sugiere la
viabilidad de emplear porcentajes mayores de esta adicion. Ramos et al. (2014), han evaluado la
liberacién y actividad antioxidante de carvacrol y timol, los compuestos mayoritarios en el aceite
esencial de tomillo, en peliculas de polipropileno. Esta investigacion sugiere que la cantidad migrada
esta relacionada con la polaridad del simulante y la solubilidad intrinseca del compuesto. Sin embargo,
aun no se han reportado estudios que indiquen la migracion de estos compuestos en matrices

poliméricas biodegradables o compostables, como es el caso del polihidroxibutirato.
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Cuadro 3
Migracidn global (mg dm™2y (mg kg2) para pelicula de PHB y PHB con aceite esencial de tomillo

después de 2 horas a 40°C de exposicion a etanol al 10%.

Tratamiento MG (mg dm?) +D. E MG (mg kg) £ D. E
Pelicula testigo (PHB) 1.70+0.86 13.18 £ 6.62
Pelicula con aditivos y aceite esencial de tomillo (PTM) 2.65+0.76 20.58 £5.93
Probabilidad 0.8255 0.8347

Nota. MG: migracidn global. D. E: Desviacion Estandar. Probabilidad: P < 0.05 indica diferencias significativas en la misma columna.

Propiedades Mecdnicas

El médulo de Young y esfuerzo maximo son pardmetros que evallan la tenacidad y rigidez de
los materiales, asi como su capacidad elastica (Castro et al., 2021). De tal manera que, un mdédulo
mayor implica una mayor rigidez del material, mientras que valores mas bajos son mas propensos a
flexionarse bajo una carga. Resulta indispensable resaltar que el médulo de Young es el resultado de
la relacion entre la tension que experimenta un material y la deformacidn por unidad, y refleja su
rigidez antes de enfrentar una carga (Pal et al., 2022). El Cuadro 4 muestra el comportamiento
mecanico de las peliculas PHB, PHBA y PTM. Los resultados obtenidos del andlisis del médulo de Young
en esta investigacion muestran que el tratamiento de PHB con aditivos y aceite esencial de tomillo
presenté diferencias estadisticamente significativas (P<0.0001) en comparacién con la pelicula PHB y
PTM. Tanto el testigo (PHB) como el Tratamiento 1 (PHBA) exhiben valores elevados de mdédulo de
elasticidad en comparacién con el Tratamiento 2 (PTM). Ambos tratamientos muestran similitudes
estadisticas, registrando valores de 855.83 + 23.68 MPay 812.10 £ 57.25 MPa, respectivamente. Estas
observaciones podrian atribuirse a las caracteristicas intrinsecas de rigidez inherentes al PHB, lo que
sugiere, a su vez, que una mayor concentracion de polimero estad asociada con un aumento en la
elasticidad, como se menciona en un estudio realizado por Garrido (2018). Estos resultados son
cercanos a lo reportado por Moura et al. (2017), en donde evaluaron las propiedades mecdanicas de
PHB puro obteniendo valores cercanos a 1000 MPa. Sin embargo, en PHB reforzado con fibras de coco

y polvo de madera de Mezilaurus itauba encontraron que el médulo de Young superé los 2000 MPa
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(Moura et al., 2017). Lo anterior difiere de los resultados obtenidos en esta investigacién para el
Tratamiento 2 (PTM), debido a la adicidn de aceite esencial de tomillo, lo que posteriormente mostro
una disminucion significativa (P<0.0001) del médulo de elasticidad (455.49 + 28.13 MPa). Sin embargo,
en el estudio realizado por Castro et al. (2021), encontraron que la incorporacion de aceite de arbol
de té en peliculas compuestas de quitosano y alcohol polivinilico condujo a una disminucién en la
elasticidad de las peliculas, porcentaje de deformacion y la resistencia a la traccién.

La incorporacion de aceite esencial de tomillo y aditivos presenté una influencia significativa
en la propiedad de resistencia a la traccion siendo estadisticamente diferentes los tres tratamientos
(P<0.0026). En el Cuadro 4 se muestran los resultados de la fuerza de tension del testigo (18.34 + 0.52
MPa). Ademas, se evidencia una disminucidn de la resistencia de las peliculas PHBA (15.84 + 0.43 MPa)
y PTM (13.95 + 0.79 MPa). Esto puede estar relacionado a la adicién de carbonato de calcio, que
combinado con aceite esencial de tomillo pasa de actuar como plastificante a contribuir en la rigidez
de las peliculas. Por otro lado, se evidencia un aumento en la deformacién de la pelicula con aditivos
(95.93 + 0.82), demostrando que los aditivos presentes en estd formulacion cumplieron el papel de
plastificantes (Safari y van de Ven, 2015) y una disminucién en el porcentaje de deformacién del
tratamiento testigo y PHB con aceite esencial de tomillo (89.36 + 3.41 y 81.01 + 4.05,
respectivamente). Para el Tratamiento 2 (PTM), la adicidén de aceite esencial de tomillo se tradujo a
un menor mddulo de Young, resistencia a la traccion y porcentaje de deformacidn. Esto puede estar
relacionado a las temperatura del proceso de fabricacién, puesto que como mencionan Safari y van
de Ven (2015), a temperaturas de cristalizacion superiores a 50°C existe la probabilidad de prevalencia
de nuevas grietas y las propiedades mecanicas como la resistencia y el médulo de Young comiencen
a degradarse. Ademas, Castro et al. (2021) en su investigacion pudo definir que la adicion de aceite
esencial de arbol de té a la matriz polimérica debilité las uniones de hidrégeno, provocando una menor
resistencia a la fractura. Rodriguez y Andino (2022), encontraron resultados similares al reforzar con

aceite esencial de romero peliculas a partir de quitosano extraido de exuvia de Hermetia illucens.
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Cuadro 4
Propiedades mecdnicas de peliculas a base de polihidroxibutirato con incorporacion de aditivos y

aceite esencial de tomillo.

Tratamiento Mddulo de Young (MPa) Esfuerzo maximo (MPa) Deformacion (%)
PHB 855.83 + 23.68° 18.34 +0.52° 89.36 +3.41°
PHBA 812.10 £ 57.25° 15.84 + 0.43° 95.93 +0.82°
PTM 455.49 + 28.13° 13.95+0.79¢ 81.01 £ 4.05°¢
(A 4.89 4.53 2.34

Nota. Diferentes letras en la misma columna indican diferencias significativas. D.E (desviacidn estandar). C.V.: Coeficiente de variacin.

Etapa 2

Aislamiento e Identificacion de Hongos en Tortillas de Maiz

De las muestras de tortillas que se tomaron durante el estudio de vida de anaquel y después
del periodo de incubacidn, se observaron colonias que mostraban tonalidades que iban desde el café
oscuro al negro y verde, por lo que se sospeché la presencia de Penicillium sp o Aspergillus sp (Figura
7). Para confirmar la identificacidn, se llevé a cabo una tincidn con azul de lactofenol, un colorante
ampliamente utilizado en micologia que actia como agente aclarante debido a la accién combinada
del fenol y el acido lactico. Esta tincidon permitié observar la morfologia microscépica de cada hongo,
resaltando las estructuras de las hifas y los conidios (Gémez et al., 2018). Ademas, el fenol cumple la
funcion de inactivar enzimas que podrian dafiar las células. Por otro lado, el azul de metileno se
adhiere a la quitina presente, lo que facilita la visualizacidn clara de cada parte del hongo. Finalmente,
el glicerol se utiliza para mantener la tincién himeda durante la observacién (Ibarra Valenzuela, 2019).
Después de la tincién con azul de lactofenol, cada hongo aislado fue observado en un microscopio a
40X. Segun Martinez et al. y (Cabrera Meraz et al.; 2003), las siembras de maiz estan expuestas a
condiciones climaticas adversas, lo que da lugar a la inevitable la presencia de aflatoxinas causadas
por diversos hongos durante la cosecha, transporte, almacenamiento y procesamiento. En estudios

anteriores han documentado una invasién de hongos fitopatdgenos en granos de maiz,
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pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Hernandez et al., 2007). Por lo
anterior, se prevé el desarrollo de hongos de alguno de estos géneros en las tortillas de maiz.
Figura 7

Hongos aislados de tortillas de maiz.

Nota. Hongos aislados de tortillas envasadas en diferentes peliculas y sembrados en PDA. Hongo aislado de la tortilla envasada en la pelicula
comercial de polietileno de baja densidad, pelicula a base de polihidroxibutirato (PHB) y PHB con adiciéon de AB1 y SLO5; A, By C,

respectivamente.

Durante las observaciones de las tinciones, se logré identificar la presencia de hifas hialinas,
conidiéforos y conidios de configuracidn circular, los cuales rodeaban las vesiculas. Un género
ampliamente conocido por estas particularidades es Aspergillus sp. En este género, los conidiéforos,
gue son un tipo de especializado de hifas septadas, alojan las células conididgenas, las cuales dan
origen a los conidios o esporas. Abarca (2000), enfatiza que las colonias de tonalidad oscura,
particularmente negro o marrén oscuro, colonias densas y compactas corresponden a Aspergillus
niger. Ademas, dentro de las caracteristicas microscdpicas resalta la forma de cabezas conidiales
dispuestas en forma biseriadas y radialmente, asi como vesiculas casi esféricas. Las métulas cubren
toda la superficie de la vesicula, culminando en conidios de forma esférica, tefiidos en marrén y
tipicamente texturizados con crestas irregulares y protuberancias, tal como se observa en la Figura 8.

Con base en esta revisién, se concluye que el género de hongo presente en las tortillas de maiz,
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envasadas en peliculas de polietileno de alta densidad, denominada pelicula comercial, es Aspergillus
niger.

Figura 8

Aspergillus niger observado en microscopio dptico.

Nota. Morfologia de Aspergillus niger. (A) Conjunto de hifas hialinas de Aspergillus niger a 40X. (B) Estructura visible de conidiéforo y

conidias.

Para el segundo hongo, durante los primeros dias de incubacién, los micelios exhibieron
tonalidades blanquecinas, que pasados los cinco dias evolucionaron a colores grises y negros
cubriendo la totalidad de la placa como se muestra en la Figura 7B. Entre las caracteristicas
microscopicas mas notables, se destacan las hifas gruesas que carecen de septos, una columnela de
forma ovoide y una profusiéon de rizoides grandes, todos estos rasgos en concordancia con las
caracteristicas propias de hongos del género Mucor sp. segun lo sefialado por Cruz Lachica et al.
(2017). La Figura 9A ejemplifica esporangios grandes de color café lo que descarta la posibilidad de
gue se trate del género Mucor, al mismo tiempo que confirma el crecimiento del hongo Rhizopus
oryzae (Cruz Lachica et al., 2017; Rios et al., 2023). Este género ha sido registrado como parte del
complejo de hongos presentes en las tortillas de maiz, segiin se documentd en un estudio realizado

por Tejeda et al. (2017).
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Figura 9

Rhyzopus oryzae en tincion con azul de lactofenol.

Nota. (A) Rhyzopus oryzae en diferentes fases observado a 40X. (B) Estructura de esporangioforo y esporangio a 100X.

No se pudo obtener una observacion microscépica nitida de la estructura del tercer hongo
debido a una contaminacidon por esporas de otros hongos. Sin embargo, la Figura 7C muestra micelios
de color verde opaco con bordes blancos, lo cual coincide con el estudio realizado por Elgarhi et al.
(2020). Se destacan la presencia de tonalidades verde azuladas en el micelio, con bordes blancos
algodonosos, caracteristicas distintivas de los géneros Penicillium sp. Ademas, Allende Molar et al.
(2013) describe que los hongos del género Penicillium se caracterizan por presentar conidiéforos
septados que conectan a métulas en forma de ramilletes y fidlides. De cada fidlide brotan conidios
gue, una vez maduros, se convertiran en nuevos conidiéforos (Figura 10) (Hemath et al., 2010). En
total, de las tortillas de maiz se aislaron e identificaron tres hongos: Aspergillus niger, Rhizopus oryzae

y Penicillium sp.
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Figura 10

Estructuras de Penicillium sp.

Nota. (A) Estructura de Penicillium sp. con tincion azul de lactofenol aislado de las tortillas de maiz. (B) Métulas y fidlides, objetivo 40X.

Fuente: (Hemath et al., 2010).

Halo de Inhibicion

En la Figura 11 se muestran los resultados de inhibicién del aceite esencial de tomillo con
pureza de 99.3%. Las zonas claras representan la inhibicidn del crecimiento de E. coli producido por
un disco que contiene el agente antimicrobiano, aceite esencial de tomillo. En promedio las zonas de
inhibicidon fueron de 4.14 £ 1.04 cm y dos repeticiones mostraron un halo en toda la placa impidiendo
su medicién (Anexo A). Segun Turki et al. (2023), la existencia y el tamafio de la region de inhibicion
reflejan la sensibilidad de las bacterias al aceite esencial. Si las zonas de inhibicion tienen un didmetro
menor de 0.7 cm, se considera que una muestra no tiene actividad contra las bacterias. Por otro lado,
un didmetro de la zona de inhibicidn que supere los 1.2 cm sefala un efecto inhibidor satisfactorio.
Los hallazgos de este estudio coinciden con los resultados reportados Turki et al. (2023), quienes
observaron que la zona de inhibicién para E.coliy S. aureus oscilé en un rango de 1.74 a 4.13 cm, sin
tener diferencias significativas entre ambos microorganismos. Segun Rodriguez y Andino (2022), el

aceite esencial de romero tuvo mayor efecto en bacterias gram positivas, esto debido a que la



7 membrana externa hidrofilica presente en las bacterias gram negativas impide la penetracién de
los aceites de naturaleza hidrofébica. Otros estudios ratifican la inhibicién efectiva tanto en
bacterias gram positivas y negativas (Aguirre et al., 2013; Hosseini et al., 2015; Marqués et al.,
2015). Lo que sugiere que no solo los compuestos, sino la matriz de la que se liberan tiene un papel
importante en la efectividad antimicrobiana del film (Marqués et al., 2015).

Figura 11

Muestra del halo de inhibicion del aceite esencial de tomillo frente a E.coli.

Nota. Halos de inhibicidn aceite esencial de tomillo con pureza de 99.3%.

Capacidad Antimicrobiana

En el dia O, se realiz6 un conteo por triplicado de mohos y levaduras a las tortillas de maiz
justo antes de ser envasadas (Figura 12). Debido a que no hubo crecimiento microbiano durante 56
dias, se dedujo que la masa de las tortillas contenia conservantes, por lo que no fue posible seguir el
plan de muestreo definido inicialmente (Figura 2). No obstante, en el dia 59, se presume que el efecto
del conservante llegé a su fin, ya que se evidencié el primer crecimiento de mohos y levaduras en las
tortillas de los tres tipos de envases, pero no para BMA en el envase activo (PTM) (Figura 13). En el
caso de MYL (Mohos y Levaduras) en las tortillas envasadas en la pelicula PTM solo hubo crecimiento
en una de las placas analizadas al mostrar un crecimiento superior a las otras placas y no cumplir con

los rangos de conteo establecidos por la norma NOM Norma Oficial Mexicana -111-SSA1-1994 (1995),
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se asume que se trata de una contaminacion. En la Figura 12 se muestra el crecimiento de MYL en las
tortillas envasadas en los envases PEAD, PHBA y PTM. A los 59 dias, las tortillas contenidas en las
bolsas de PEAD presentaron menos crecimiento de MYL que las tortillas en PHBA en comparacion con
el dia cero. Mientras tanto, las tortillas envasadas en las bolsas PHBA registraron un aumento de MYL.
Para el dia 80, las tortillas envasadas en bolsas de PEAD y PHB presentaron una mayor evidencia de
colonias de Mohos y levaduras en comparacién con las tortillas empacadas en la pelicula activa, como
se ilustra en la Figura 14.

Figura 12
Comparacion del efecto de la adicion de AETM en peliculas sobre el crecimiento de mohos y levaduras

en tortillas envasadas en bolsas de PEAD, PHBA y PTM.
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Nota. PEAD (Polietileno de alta densidad), tratamiento testigo. PHBA-polihidroxibutirato con aditivos, primer tratamiento. PTM

Polihidroxibutirato con adicidn de aceite esencial de tomillo, tratamiento 2. **placa contaminada.

En el dia cero, se analizaron por triplicado las tortillas justo antes de ser envasadas. Al llegar
al dia 59, se encontré que la reduccion de BMA fue similar para los tres tratamientos (P >0.05) como

se muestra en la Figura 13. A pesar de que no se registraron diferencias significativas entre los
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tratamientos en ese momento, se pudo observar una clara disminuciéon en comparacion con los
niveles del dia 0. En estudios anteriores se han reportado que la adicién de aceites esenciales inciden
en el crecimiento MYL al igual que en bacterias mesdfilas aerobias (Ibarra Valenzuela, 2019; Turki et
al., 2023). En el estudio realizado por Ibarra Valenzuela (2019), demostrd la inhibicion de Escherichia
coli, Penicillium sp y Aspergillus niger en tortillas de maiz logrando extender la vida de anaquel en 8 a
10 dias. Por otro lado, se prevé que el aceite logrd desestabilizar la membrana celular, lo que facilitd
aprovechar la propiedad lipofilica de los aceites en la interaccion con las moléculas de la membrana
del hongo. Las moléculas presentes en la pared celular, como la quitina, los glucanos y las proteinas,
pueden interactuar con los aceites esenciales al formar puentes de hidrégeno. Esta interaccidn podria
alterar la estructura de la pared celular, lo que a su vez podria interferir con el intercambio de iones
necesarios para el crecimiento fungico, resultando en la muerte de la célula (Maertens y Boogaerts,
2003; Pereira et al., 2020). Se ha propuesto que los aceites esenciales podrian actuar en bacterias a
través de un mecanismo en el cual sus grupos funcionales interactian con proteinas de la membrana
celular. Esto podria resultar en un aumento en la permeabilidad de la célula y la reduccién de
componentes intracelulares vitales para el crecimiento bacteriano. Concentraciones elevadas de
compuestos terpénicos podrian causar dafio genético significativo, impidiendo la sintesis de
elementos cruciales para la supervivencia de las bacterias y, en ultima instancia, conduciendo a la lisis
celular (Oliveira et al.,, 2014). Otra hipdtesis de la reduccidén en la tasa de crecimiento de
microorganismos en la tortilla de maiz empaquetada en peliculas de PHB con aceite esencial de tomillo
se debe al efecto de migracidén que ocurre desde el envase hacia el alimento segun Ibarra Valenzuela
(2019). Cuando se trata de aceites esenciales, la presencia del grupo hidroxilo en los compuestos
terpénicos de estos aceites facilita la migracidn gracias a su caracter polar y su alta volatilidad; aunado
a esto la afinidad con las moléculas de agua de las tortillas de maiz (Gastaldi, 2018; Ibarra Valenzuela,

2019).
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Figura 13
Comparacion del efecto de la adicion de AETM en peliculas sobre el crecimiento de bacterias
mesodfilas aerobias en tortillas envasadas en bolsas de PEAD, PHBA y PTM los dias 0y 59 a 5°C.
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(Polihidroxibutirato con adiccion de aceite esencial de tomillo). PTM* no se registré crecimiento de BMA.

Figura 14
Crecimiento de microorganismos en tortillas de maiz empacadas en envases de PEAD, PHBA y PTM al

dia 80 de almacenamiento a 5°C.

Nota. A (PEAD-Polietileno de alta densidad), tratamiento testigo. B (PHBA-Polihidroxibutirato con adiccién de aditivos), tratamiento uno. C

(PTM-Polihidroxibutirato con adiccion de aceite esencial de tomillo), tratamiento dos.
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Pérdida de Peso

En la Figura 15 se presenta el porcentaje de pérdida de peso de las tortillas de maiz envasadas
en tres tipos de peliculas: PEAD, PHBA y PTM. Las tortillas envasadas en la pelicula PEAD hasta el dia
40 de muestreo, mantuvieron una pérdida de agua inferior al 2.5%. Mientras que, las tortillas
envasadas en las bolsas PHBA y PTM, superaron este limite al dia 20 del muestreo. Para las tortillas
envasadas en PEAD, con la ayuda de la ecuacidn de la recta (Anexo C) fue posible estimar que al dia
52 de almacenamiento en refrigeracion superaria el 2.5% de pérdida de su peso. Esta pérdida de peso
se relacioné directamente con la baja WVTR del PEAD, que limita la transferencia de humedad desde
y hacia el entorno exterior. Esto sugiere que a menor WVTR en el material de envasado, las tortillas
tienen una mayor capacidad para conservar su textura y retardar la retrogradacién. En el proceso de
retrogradacion las cadenas de almiddon presente en el maiz, que fueron gelatinizadas durante la
coccidn para formar una masa flexible y suave, comienzan a recristalizar y recuperar su estructura
original durante el enfriamiento o almacenamiento de la tortilla. Este proceso de retrogradacion
puede hacer que la tortilla se vuelva mas rigida y pierda su textura suave y flexible original (Wang et
al., 2015). Siguiendo este criterio, y sin tomar en cuenta el crecimiento microbiano, se deduce que la
vida de anaquel de las tortillas en PHBA y PTM almacenadas a 5°C fue de 22 y 25 dias, respectivamente.

Mientras que, las tortillas envasadas en PEAD fue mayor a 50 dias en refrigeracion.
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Figura 15

Pérdida de peso de las tortillas de maiz envasadas a 5°C.
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tomillo. La palabra linear indica la linea de tendencia de cada curva.
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Conclusiones

Se desarrolld6 un envase activo tipo bolsa con propiedades antimicrobianas y
biodegradables de polihidroxibutirato con aditivos y aceite esencial de tomillo para envasar
tortillas de maiz.

La incorporacidon del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) en la pelicula PTM
mejord sus propiedades de barrera y mantuvo la migracion global dentro los limites permitidos,
lo que resultd en una vida de anaquel de 20 dias para las tortillas envasadas en peliculas PHBA y
PTM. Existié una disminucién en las propiedades mecanicas de la pelicula PTM respecto a PHB,
sin embargo, las bolsas fabricadas no presentaron roturas, agrietamientos ni deformaciones.

Los microorganismos aislados de las tortillas de maiz evaluadas fueron los hongos
Penicillium sp, Rhyzopus oryzae y Aspergillus niger.

La adicion de aceite esencial de tomillo a las peliculas PTM demostré ser eficaz en la

inhibicién del crecimiento de mohos y levaduras y bacterias meséfilas aerobias.



44

Recomendaciones
Realizar un analisis sensorial de las tortillas de maiz empacadas con los tres envases para
determinar la aceptacion general.
Evaluar y contrastar el tamafio del halo de inhibicién en bacterias gram positivas y hongos
ante variadas concentraciones del aceite esencial de tomillo.
Evaluar la capacidad antimicrobiana con discos de las peliculas fabricadas.
Fabricar peliculas utilizando mayores concentraciones de aceite esencial de tomillo.

Asegurar que las tortillas en las que se prueben las bolsas no contengan agentes conservantes.
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Anexos
Anexo A

Proceso para determinar migracion global de compuestos desde el envase hacia el alimento.
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Zona de inhibicion de discos de papel filtro impregnados con gotas de aceite esencial de tomillo

Anexo B

frente a E. coli.
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Halo de inhibicién de E. coli

R1
R2
R3
R4

Halo de inhibicién cm £ D. E
4.80+0.72
3.15+0.07

El halo se mostré en toda la placa
El halo se mostré en toda la placa

Nota. Cm: centimetros. D.E.: Desviacion estandar.



Anexo C

Ecuacion de la recta obtenida con regresion lineal para cada tratamiento
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Tratamiento Ecuacion de la recta R2

PEAD y = —0.0473x + 100.05 0.9449

PHBA y = —0.0934x + 99.708 0.9442

PTM y = —0.0885x + 99.824 0.9665
Nota. R2. Explica variabilidad de los datos.
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