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RESUMEN

En la placa dental se pueden encontrar microorganismos responsables de ocasionar
caries o mal aliento, para prevenir estos problemas surgen productos como peliculas
orales refrescantes, a las cuales se les adicionan componentes como medicamentos,
vitaminas y actualmente agentes antioxidantes. Los agentes antioxidantes pueden
neutralizar o inhibir la propagacién de radicales libres que conducen a la degeneracion
celular. Por lo tanto, se elabord una pelicula oral refrescante a base de gelatina (2 %),
maltodextrina (1 %) y tween 80 (0.5 %); con actividad bioactiva mediante la
incorporacion de extracto de jugo de granada a diferentes concentraciones (3,4 y 5
ml) y aceite esencial de menta (2 %).

Se evaluaron sus propiedades fisicoquimicas y funcionales. Encontrando espesores
de 0.037 + 0.005 mm a 0.047 £ 0.001 mm, valores de pH en las peliculas orales de
6.830 £ 0.260 a 3.557 £ 0.384, lo que sugiere peliculas delgadas con un pH acido. En
cuanto a color, se presentaron valores para L* 87.518 + 1.034 a 74.858 + 1.424 y para
el croma a* de 0.402 £ 0.183 a 14.612 £ 1.002 y para el croma b* 5.408 £ 0.244 a
1.250 £ 0.201, indicando peliculas luminosas con colores rojizos y con tendencia a
colores amarillos. El tiempo de disolucion en las peliculas se encontr6 entre 28.333 +
3.512 s a 52.333 £ 3.055 s, ocasionados por la naturaleza hidrofilica de las peliculas
orales. Las propiedades térmicas indicaron una baja estabilidad en la matriz
polimérica, ocasionado a compuestos hidrofilicos. El analisis de FTIR revel6 que no
existio la presencia de nuevos picos en las formulaciones de las peliculas, revelando
grupos funcionales de los componentes ocupados para las formulaciones. Los
ensayos de ABTS y DPPH indicaron actividad antioxidante en las peliculas orales,
ademas se encontro la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas.
Las peliculas orales presentaron un tiempo de disolucion corto y actividad antioxidante,

encontrando que el jugo de granada influencio en las caracteristicas de las mismas.

Palabras clave: peliculas orales, biopolimeros, granada, actividad antioxidante.



ABSTRACT

Microorganisms responsible for causing cavities or bad breath can be found in dental
plaque. To prevent these problems, products such as refreshing oral films emerge, to
which components such as medications, vitamins and currently antioxidant agents are
added. Antioxidant agents can neutralize or inhibit the spread of free radicals that lead
to cellular degeneration. Therefore, a refreshing oral film was made based on gelatin
(2%), maltodextrin (1%) and tween 80 (0.5%); with bioactive activity by incorporating
pomegranate juice extract at different concentrations (3, 4 and 5 ml) and mint essential
oil (2%).

Their physicochemical and functional properties were evaluated. Finding thicknesses
of 0.037 £ 0.005 mm to 0.047 + 0.001 mm, pH values in the oral films of 6.830 + 0.260
to 3.557 £ 0.384, suggesting thin films with an acidic pH. Regarding color, values were
presented for L* 87.518 £ 1.034 to 74.858 + 1.424 and for chroma a* from 0.402 +
0.183 to 14.612 + 1.002 and for chroma b* 5.408 + 0.244 to 1.250 + 0.201, indicating
luminous films with reddish colors and with a tendency to yellow colors. The dissolution
time in the films was found between 28,333 + 3,512 s to 52,333 + 3,055 s, caused by
the hydrophilic nature of the oral films. The thermal properties indicated a low stability
in the polymer matrix, caused by hydrophilic compounds. The FTIR analysis revealed
that there was no presence of new peaks in the film formulations, revealing functional
groups of the components occupied for the formulations. The ABTS and DPPH assays
indicated antioxidant activity in the oral films, and the presence of phenolic compounds,
flavonoids and anthocyanins was also found. The oral films presented a short
dissolution time and antioxidant activity, finding that pomegranate juice influenced their

characteristics.

Keywords: oral films, biopolymers, pomegranate, antioxidant activity.



Introduccion

1 INTRODUCCION

Enfermedades orales, como caries dental o mal aliento, estan asociadas a la
presencia de microorganismos en la placa; para prevenir ello, es ideal seguir
medidas preventivas como el cepillado de dientes, el uso de hilo dental y enjuague
bucal (Fernandez Valdés et al., 2015; Nasseripour et al., 2022)

En la actualidad han surgido diversos productos para tratar problemas leves de mal
aliento que presenta la mayoria de la poblacién, como gomas de mascar, aerosoles
y peliculas orales refrescantes (Xu et al., 2002).

A principios del afio 2002, surgen las peliculas orales refrescantes, que son aquellas
gue contienen un agente refrescante que, al entrar en contacto con la saliva, este
se libera dejando un aliento agradable y fresco. Estas peliculas se convirtieron en
una alternativa a las gomas de mascar ya que debido al alto contenido de azucar
pueden llegar a ocasionar caries, ademas de ser un problema ambiental, ya que
estan elaboradas de material no degradable (Himani et al., 2022).

Una pelicula oral refrescante, es una capa delgada y flexible, tiene un espesor de
5-50 um, su principal caracteristica es que se desintegra y disuelve rapidamente al
entrar en contacto con la saliva (20-30 segundos), debido a que se encuentran
elaboradas con polimeros de naturaleza hidrofilica, entre los que destacan pululano,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa, maltodextrina, gelatina, entre otros
(Dixit & Puthli, 2009).

La gelatina es un importante polimero formador de peliculas orales, la cual es una
proteina natural, derivada de la hidrolisis parcial de colageno, el cual puede ser
obtenido de huesos, tendones y pieles de animales como bovinos, porcinos, ovinos,
aves, peces, insectos (Calixto et al., 2018). Esta proteina es ocupada en la
elaboracion de peliculas, debido a su biodegradabilidad, no toxicidad, su solubilidad
en agua, asi como su biocompatibilidad (Shaikh et al., 2021). La gelatina por si sola
presenta buenas propiedades de formacion de peliculas, sin embargo, se pueden
incorporar a ellas otros ingredientes que le permitan proporcionar propiedades

funcionales, como lo es agentes refrescantes (Jovanovic et al., 2021).



Introduccion

Existen diversos agentes refrescantes ocupados en el cuidado bucal, dentro de los
cuales, se encuentran extractos de menta, hierbabuena, canela, etc (Karki et al.,
2016).

A pesar de que las peliculas orales, se elaboraron en un principio con agentes
refrescantes, en la actualidad han surgido diversas investigaciones sobre peliculas
orales a las cuales se les ha adicionado diversos ingredientes activos, entre ellos
destacan medicamentos, vitaminas, asi como compuestos antimicrobianos y
antioxidantes, que pueden ser obtenidos de diversas fuentes de plantas y frutas
como la granada (Himani et al., 2022).

La granada (Punica grannatum L.) presenta una buena calidad nutrimental, debido
a sus aportes de vitaminas, minerales y compuestos bioactivos. De estos ultimos,
predominan polifenoles, como antocianinas, flavonoles y taninos, los cuales son los
principales responsables de brindar actividad antioxidante (Uzuner, 2020).

Es por ello que en este trabajo se elabor6 una pelicula oral refrescante a base de
gelatina con propiedades antioxidantes, esto con ayuda de jugo de granada y asi

determinar sus propiedades fisicoquimicas y funcionales.
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2. Antecedentes
Las peliculas orales se introdujeron en el mercado como refrescantes de aliento
mediante una compaiiia farmacéutica (Pfizer) y las nombraron como Listerine®
pocket packs™. Estas peliculas estan elaboradas a base de pululano, como
polimero formador, su caracteristica principal es que se disuelven instantaneamente
al entrar en contacto con la saliva y matan el 99% de microorganismos que causan
el mal aliento, derivado de una mezcla de aceites esenciales con actividad
antimicrobiana, entre ellos mentol (Xu et al., 2002).
A partir de este producto surgieron diversos tipos de peliculas orales que
incorporaban ingredientes activos, como vitaminas, medicamentos y extractos de
hierbas (Dixit & Puthli, 2009).
Abruzzo et al. (2012) disefiaron peliculas orales a base de gelatina y quitosano para
administrar clorhidrato de propranolol, encontrando una buena relacién entre
ambos, ademas, de obtener un menor tiempo de disolucién (10 min) al aumentar la
concentracion de gelatina. Estas peliculas resultaron adecuadas para su
compatibilidad con la microflora bucal.
Zhang et al. (2019) elaboraron una pelicula oral automicroemulsionante de
disolucion rapida para pacientes lactantes, la cual estaba elaborada con
metilcelulosa como polimero formador de pelicula y vitamina D3 como ingrediente
activo, la cual presentd buenas propiedades mecanicas y su tiempo de disolucion
fue de 18 + 1.23 segundos.
Ahmed et al. (2020) desarrollaron una pelicula oral como base para posteriormente
adicionar farmacos, esta pelicula se encontraba elaborada a base de gelatina y
carboximetilcelulosa sddica a diferentes concentraciones, obteniendo una pelicula,
en color blanco, sin embargo, sus propiedades mecanicas fueron pobres debido al
plastificante ocupado (glicerol) y su tiempo de disolucién fue de 16 segundos.
Jovanovic et al. (2021) crearon una pelicula oral a base de gelatina de piel porcina
y otra con gelatina de piel bovina, a ambas se le agregé clorhidrato de propranolol.
Encontrando una buena relacién entre la gelatina de piel porcina y el medicamento,

ademas de presentar un mayor modulo elastico, resistencia a la traccion y dureza.



Antecedentes

Himani et al. (2021) formularon peliculas orales a base de maltodextrina, quitosano
y pululan, en diferentes concentraciones, ademas, adicionaron extracto de clavo
como agente antioxidante y su tiempo de disolucion de las peliculas fue de 51

segundos.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Peliculas orales
Las peliculas orales son una capa de polimeros delgada y flexible, tienen un espesor
de 5-150 uym y un area de 1-20 cm?, al entrar en contacto con la saliva se disuelven
rapidamente en alrededor de 20-60 segundos (Bala et al., 2013). Debido a su rapida
disolucion, son ideales para administrar ingredientes farmacéuticos a pacientes
pediatricos y geriatricos, ademas de aquellos que presentan problemas para ingerir
tabletas, capsulas o jarabes (Karki et al., 2016).
Surgieron como una forma de dosificacion rapida de agentes refrescantes, a principios
del afio 2002 fue lanzada al mercado la primera pelicula oral como un refrescante bucal
para atender a pacientes con problemas de mal aliento y siendo una alternativa a
gomas de mascar, las cuales suelen presentar poca aceptacion para algunas personas
(Himani et al., 2022). En consecuencia, en el aio 2003 se ofert6 la primera pelicula
oral que contenia benzocaina como tratamiento al dolor de garganta y tiempo después
surgieron otras peliculas orales que contenian farmacos para tratar nauseas o vomitos,
entre otros (Tian et al., 2023).
En paises asiaticos se han incorporado productos farmacéuticos naturales en peliculas
orales, debido a que poseen actividad antiinflamatoria, anticancerigena, anestésica,
antibacteriana y antioxidante (Visser et al., 2017).
Para la formulacién de las peliculas orales se involucran materiales como polimeros,
plastificantes, ingredientes activos, edulcorantes, estimulantes de saliva, saborizantes,

colorantes, estabilizadores (Tabla 1) (Jain et al., 2018).
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Tabla 1. Principales ingredientes en la elaboracion de peliculas orales.

Ingrediente Funcién Ejemplos Referencia
Polimeros Solubles en  agua, Hidroxipropil (Kalyan &
solubles en pueden ser ocupados metilcelulosa, Bansal, 2012)
agua solos 0 en combinacion, pululan, pectina,

de acuerdo a las gelatina.

Plastificantes

Agentes
endulzantes

Estimulantes
de saliva

Colorantes

Ingredientes
activos

propiedades deseadas.

Aumentar la flexibilidad
y disminuir la transicion
vitrea del polimero,
reduciendo la friabilidad
de la pelicua vy
aumentan la resistencia
a la traccion.

Aumentan el sabor de
las peliculas orales.

Incrementan la
secrecion de la saliva
para que se disuelvan y
desintegren facilmente.

Mejoran la apariencia de
la pelicula.

Deben dejar una buena
sensacion en la boca,
ser solubles al estar en
contacto con la saliva y
tener una buena relacion
con los polimeros.

Sorbitol, polietileno
glicol, manitol,
glicerol.

Sacarina,
ciclamato,

aspartamo, manitol,
glucosa, galactosa,
manosa.

Acido citrico, acido
malico, acido
lactico, acido
ascorbico.
Colorantes

aprobados por la
Administracion de
alimentos y
medicamentos de
los Estados Unidos.
Agentes
refrescantes
aliento,
medicamentos,
vitaminas, agentes
antimicrobianos vy
antioxidantes.

de

(Saini et al.,

2012)

(Himani et al.,
2022)

(Dixit & Puthli,
2009)

(Siddiqui et al.,
2010)

(Seving
Ozakar &
Ozakar, 2021)

Se han introducido diversos ingredientes activos en las peliculas orales, que van desde

agentes refrescantes (mentol) hasta medicamentos (anticancerigenos, antiepilépticos,
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cardiovasculares, analgésicos, anti alergénicos, sedativos, entre otros), estos
ingredientes, son ocupados en bajas dosis, deben dejar una buena sensacién en la
boca, ser solubles al estar en contacto con la saliva y tener una buena relacion con los

polimeros ocupados para realizar las peliculas (Seving Ozakar & Ozakar, 2021).

2.2 Polimeros utilizados en peliculas orales
La seleccidn de los polimeros en la elaboracion de peliculas, se debe a los parametros
necesarios para lograr las propiedades deseadas de dichas peliculas (Ghodake et al.,
2013). Un polimero ideal para la elaboracién de peliculas orales debe cumplir con las

siguientes caracteristicas:

o No debe ser toxico e irritante.

o No debe contener impurezas.

o Debe tener suficientes propiedades humectantes.

o Debe presentar suficiente tension y resistencia a la traccion.

o Debe ser accesible y de bajo costo.

o No debe causar infecciones secundarias en las areas dentales o mucosa oral.
o Debe tener una buena sensacion en la cavidad bucal.

o No debe ser un impedimento para el tiempo de desintegracion (Dixit & Puthli,

2009; Nagar et al., 2011).

Se pueden elaborar peliculas orales a base de uno o una combinacion de polimeros,
con el objetivo de reforzar las propiedades de estos (Sharma et al., 2015). En la tabla
2 se presentan los polimeros mas utilizados en la elaboraciéon de peliculas orales, asi
como algunas de sus cualidades (Seving Ozakar & Ozakar, 2021). Por ejemplo, el
pululan se usa para preparar peliculas delgadas con alta resistencia mecanica y
disolucion, estable en una amplia gama de temperatura; en cambio, la gelatina

presenta peliculas brillantes y atractivas (Karki et al., 2016; Siddiqui et al., 2010).
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Tabla 2. Polimeros mas utilizados en la elaboracion de peliculas orales (Bala et al.,
2013; Dahiya et al., 2009; Seving Ozakar & Ozakar, 2021)

Clase Nombre Solubilidad en agua pH Humedad (%)
Pululano Agua fria y caliente 5-7 6
(4 -90°C)
_ Pectina Agua caliente 6- 10
Carbohidratos (85-90°C) 7.2
Maltodextrina  Agua fria y caliente (4 - 4-7 6
90°C)
Proteina Gelatina Agua caliente 3.8- 10
(35-90°C) 6

2.2.1 Proteinas

Los materiales que se encuentran a base de proteinas consisten en redes
macromoleculares, ordenadas y de baja humedad. Las peliculas de proteinas tienen
la caracteristica de adherirse facilmente a superficies hidréfilas, sin embargo, su
desventaja es su sensibilidad a los cambios de pH, por lo cual es necesario determinar
las condiciones oOptimas de formacion. Entre las proteinas mas utilizadas en la
elaboracion de peliculas orales de rapida disolucion, se encuentra la gelatina (Zhang
et al., 2018).

2.2.2 Gelatina

La gelatina puede obtenerse a partir de la desnaturalizacion térmica del colageno, el
cual puede ser extraido de piel, huesos, tendones y tejidos de animales, como bovinos,
cerdos, pollos, peces, insectos, etc. La gelatina tiene un peso molecular que oscila
entre 20-250 kDa, consta de 19 aminoacidos, de los cuales predominan glicina, prolina
e hidroxiprolina (Figura 1) (Calixto et al., 2018; Shaikh et al., 2021).
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Figura 1. Estructura basica de la gelatina. Tomado de Kommareddy et al. (2007).

La gelatina forma soluciones coloidales con el agua, por lo que ha sido utilizada en la
industria alimentaria, debido a su valor nutricional y por su multifuncionalidad. Las
propiedades nutricionales y fisiologicas de la gelatina estan relacionadas a la
secuencia de aminoacidos, su conformacion espacial, distribucion de la masa
molecular, pH, fuerza idénica y su reaccion con otros componentes (Schrieber & Gareis,
2007).

La gelatina es una sustancia incolora o ligeramente amarilla, disponible en granulos,
laminas, escamas o polvos solidos, transparentes, quebradizos, inodoros e insipidos,
solubles en agua caliente, glicerol y acido acético e insoluble en disolventes organicos.
La gelatina se hincha y absorbe de 5 a 10 veces su peso en agua para formar un gel.
Se usa ampliamente como ingrediente alimentario y como agente gelificante que forma
geles termorreversibles elasticos transparentes al enfriarse por debajo de 35°C
(Calixto et al., 2018).

Las aplicaciones de la gelatina dependeran de la fuente del colageno de donde se
obtiene y su método de extraccién (acido o alcalino) (Aguirre-Alvarez et al., 2012).

Dentro del proceso para la obtencion de gelatina destacan tres pasos importantes:

1. Consiste en el lavado de la fuente de colageno y el pretratamiento con alcali,
acido o enzimas (por ejemplo, pepsinas).
2. Calentamiento a través de agua (temperaturas arriba de 45°C) que

comprende la extraccion real de gelatina.
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3. La filtracion y secado de la gelatina, triturando en un polvo sélido (Al-Nimry
et al., 2021).

Con ayuda de un pretratamiento quimico se romperan los enlaces no covalentes, lo
que desorganizara la estructura de la proteina, ocasionando una hinchazon y
solubilizacién del colageno. El tratamiento térmico permite romper los enlaces de
hidrogeno y covalentes, lo que desestabiliza la triple hélice, dando como resultado una
transicion de hélice a espiral y asi convirtiendo el colageno en gelatina soluble. De
acuerdo al pretratamiento acido o alcalino, se pueden obtener dos tipos de gelatina, la
gelatina tipo A (con un punto isoeléctrico a pH ~ 8-9) y la gelatina tipo B (con un punto
isoeléctrico a pH ~ 4-5) (Gomez-Guillén et al., 2011).

Las propiedades funcionales de la gelatina se pueden dividir en dos, el primero, de
acuerdo a su poder de gelificacién, que esta asociado a la fuerza del gel, temperatura
de fusién y viscosidad y el segundo, relacionado al comportamiento superficial de la
gelatina, como la formacion y estabilidad de espumas y emulsiones, sus propiedades
adhesivas y su comportamiento de disolucién (Schrieber & Gareis, 2007).

En la actualidad la gelatina ha sido muy estudiada por su capacidad para formar
peliculas orales de disolucion rapida, debido a que presenta buena elasticidad,
estabilidad, ademas de un bajo costo, biocompatibilidad y biodegradacion (Shaikh et
al., 2021). Existen diversos métodos para elaborar peliculas a base de gelatina, entre
ellos destacan extrusion de fusion en caliente, fundicion semisdlida, extrusion de
dispersion soélida y el mas utilizado que es el casting o método de fundicion con

solvente (Khairnar et al., 2009).

2.2.3 Formacion de peliculas orales por el método de casting

Este método es el mas utilizado para elaborar peliculas orales, debido a que es factible,
su proceso de fabricacion es sencillo y de bajo costo. En este método se deben tomar
en cuenta las propiedades reoldgicas de la mezcla de biopolimeros ya que pueden
afectar la velocidad de secado, el espesor de la pelicula, su morfologia y uniformidad.
En el casting, la mezcla biopolimérica puede presentar burbujas de aire, es por ello

que la desaireacién es un requisito previo para obtener un producto homogéneo. La
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etapa final del casting, que es el secado, permite que el solvente se evapore, dejando
una pelicula oral lista (Borges et al., 2015; Ghodake et al., 2013; Karki et al., 2016).

2.3 Propiedades fisicoquimicas en peliculas orales

2.3.1 Espesor
El espesor de una pelicula oral define la uniformidad de la misma, este oscila entre 5-

50 ym, son peliculas ultrafinas (Bhyan et al., 2011).

2.3.2 Color

El color de las peliculas esta influenciado por el tipo y concentracion del material
agregado. Esta caracteristica deber ser atractiva para los consumidores. La
transparencia y opacidad del biopolimero se debe a la morfologia o estructura quimica

relacionada a su peso molecular (Fai et al., 2016).

2.3.3 pH
El pH de la pelicula es importante, pues puede ocasionar efectos secundarios en la
mucosa oral. Un pH demasiado acido o basico puede favorecer a disminuir el tiempo

de desintegracién de las peliculas orales (Bala et al., 2013; Nair et al., 2013).

2.3.4 Disolucion de la pelicula oral
El tiempo de disolucion puede variar dependiendo de la formulacion de la pelicula,

tipicamente el rango va desde 20 a 60 segundos (Prajapati et al., 2018).

2.4 Incorporacioén de ingredientes bioactivos en peliculas orales
En la actualidad, se han incorporado agentes con actividad antioxidante, como
flavonoides y compuestos fendlicos a las peliculas orales (Briassoulis & Giannoulis,
2018). A los compuestos fendlicos se les han atribuido propiedades antioxidantes,
debido a su capacidad para inhibir la formacion y propagacién de radicales libres que
pueden causar reacciones de oxidacion. La figura 2 muestra la capacidad de los

compuestos fendlicos para estabilizar radicales libres via donacion de hidrégeno o de
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electrén; su actividad antioxidante esta dada por el numero y localizacion de sus
grupos hidroxilos en el anillo aromatico (Abril-lbarra, 2021).
Existen un gran numero de compuestos fendlicos que pueden obtenerse de extractos

de plantas o frutas como los presentes en la granada.

Radlcales
libres %%
@ Antioxidante

Radical libre

Los radicales libres O neutralizado

danan el DNAy
otras biomoléculas

Figura 2. Capacidad de los compuestos antioxidantes para neutralizar radicales
libres mediante la donacién de electrones y proteger biomoléculas del dafo oxidativo.
Tomado de (Abril-Ibarra, 2021).

2.5 Granada (Punica granatum)

P. granatum (granada) es una planta y fruta antigua, su nombre proviene del latin
Malum granatum, que significa “manzana granulada”; este fruto se obtiene de un arbol
perteneciente a la familia Punicaceae. Es originaria del norte de la India e Iran, el fruto
fue traido a América por espanoles durante la conquista y logro adaptarse en algunas
zonas calidas y aridas de Estados Unidos y México (Holland et al., 2009; Prasad &
Kunnaiah, 2014; Ward & Cheryl, 2003).
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2.5.1 Produccién de granada a nivel mundial

Hasta el dia de hoy los principales productores y exportadores de granada son India,
Iran, China, Turquia y Estados Unidos, seguidos de Chile, Perud y México
(Alberto Coronado-Reyes et al., 2020). En México la produccion de granada, para el
afio 2020 fue de 8,769.36 ton, siendo Morelos el estado con mayor produccion,
seguido de Hidalgo y Oaxaca. En Hidalgo, su produccién en el afio 2020 fue de
1,501.36 ton, de la cual Tasquillo ocupa el primer lugar en donde se produjeron 556.80
ton, como se puede observar en la figura 3 (SIAP, 2020). La época en la cual se
recolecta la granada en México es en los meses de junio-septiembre (Coronado-Reyes
Jesus Alberto, 2021).

600
500
400
300
200
100

0

Chilcuautla Ixmiquilpan Metztitldan San Agustin - Tasquillo Tecozautla Zimapan
Metzquititian

Superficie sembrada (ha) Superficie cosechada (ha) Produccion (Ton)

Figura 3. Produccion de granada en el afio 2020 (SIAP, 2020).

2.5.2 Usos de la granada

El cultivo de granada (P. granatum) es considerado uno de los mas importantes
comercialmente para su consumo en fresco y para su procesamiento industrial de
alimentos. Actualmente se ocupan los extractos de granada de cascaras, semillas y
hojas como tratamiento de la reduccién de la tumorogénesis mamaria, enfermedades
del corazdén, quimioprevencion del cancer y quimioterapia, asi como en disenteria,
diarrea y patologias respiratorias, todo ello gracias a sus componentes bioactivos y

nutrientes beneficiosos (Ferrazzano et al., 2017; Longtin, 2003).
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La granada, en la actualidad, se consume como fruta fresca, jugos frescos y
fermentados, mermeladas y como agente saborizante y colorante en alimentos y
bebidas (Fawole et al., 2012). Los cultivos de granada se pueden clasificar de acuerdo
a su sabor (dulce, agridulce y agrio), al tiempo de cosecha (temprana, media y tardia)

y de acuerdo a su consumo (jugo o fruta de mesa) (Uzuner, 2020).

2.5.3 Composicion morfolégica

La P. granatum (granada) es un arbusto grande que crece de 12 a 16 pies, su fruta
madura mide aproximadamente 5 pulgadas de ancho con una piel coriacea de color
rojo oscuro, contiene muchas semillas separadas por pericarpio membranoso blanco,
cada semilla se encuentra rodeada de jugo agrio y rojo (Holland et al., 2009). El
arbol/fruto se puede dividir en varios compartimentos anatémicos: semilla, jugo,
cascara, hoja, flor, corteza y raices, aproximadamente el 50% del peso de la fruta
consiste en partes no comestibles, es decir la membrana y la cascara, mientras que la
mitad restante consiste aproximadamente el 20% de las semillas y 80% de arilos, en
la figura 4 se muestra la composicion del fruto de granada (Uzuner, 2020). Los arilos
contienen el 85% de agua, 10% de azucares (fructosa y glucosa), 1.5% de pectina y
acidos organico; como acido ascorbico, acido citrico y malico, compuestos bioactivos;

como compuestos fendlicos y antocianinas (Jamroz & Kopel, 2020).

Figura 4. Composicién del fruto de granada, tomado de (Alkhatib et al., 2022).
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2.5.4 Composicion quimica

La granada posee compuestos bioactivos a partir de extractos de corteza y
membranas carpelares, entre ellos, polifenoles, flavonoides, elagitaninos,
proantocianidinas, asi como minerales, tal es el caso de calcio, fosforo, magnesio,
potasio y sodio; al igual que azucares como glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa;
al igual que proteinas, fibra cruda, acidos grasos, acidos organicos, y alcaloides,

como se muestra en la tabla 3 (Jamréz & Kopel, 2020; Pirzadeh et al., 2021).

Tabla 3. Componentes quimicos y su bioactividad de diferentes partes del arbol de
granada (Prasad & Kunnaiah, 2014).

Parte de la planta Componente quimico Bioactividad

Jugo de granada Antocianinas Antiateroscleroticas
Glucosa Antihipertensivas
Acido ascérbico Antienvejecimiento
Acido elagico Antioxidantes
Acido galico
Acido cafeico
Catequina
Epigalocatequina
Quercetina
Rutina
Hierro
Aminoacidos

Aceite de semilla Acido punicico Nefroprotectoras
Esteroles

Pericarpio (cascara y Taninos (Punicalaginas)  Antioxidante

semilla) Flavonas Antimicrobiana
Flavanoles Antiinflamatoria
Antimutagénica
Antifungica
Hojas de granada Taninos (Punicalina y Antioxidantes

Punicafolina)
Glucodsidos de flavonas
(luteolina y apigenina)

Flores Acido ursdlico Antioxidantes

Triterpenoides (&cido Hepatoprotectoras
maslinico y acido asiatico)
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Raices y corteza Elagitaninos Antihelminticas
Alcaloides de piperidina Vermifugas

Existen diversos estudios en los cuales se ha demostrado la actividad
antimicrobiana de las cascaras, semillas y jugo de granada contra diversas bacterias
transmitidas por alimentos, debido a sus compuestos fendlicos (Al-Zoreky, 2009).
La composicién fitoquimica de las diferentes partes de la granada pueden llegar a
variar, esto depende de diversos factores geograficos y ambientales que pueden

afectar el nivel de bioactividad de los metabolitos secundarios (O’Grady et al., 2014).
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3 Justificacion

Las gomas de mascar, son excelentes aliados para aminorar el mal aliento, sin
embargo, presentan altos contenidos de azucar, que podrian ocasionar problemas
de caries. Ademas, son un foco de contaminacion, pues la mayoria estan
elaboradas a base de polimeros sintéticos derivados del petréleo que pueden tardar
a degradarse en aproximadamente 30 a 50 afnos. De acuerdo al INEGI, en el ano
2019 se produjeron alrededor de 92,000 toneladas siendo un problema para el
medio ambiente. Por lo tanto, han surgido alternativas a las gomas de mascar, como
peliculas orales refrescantes.

La gelatina es uno de los polimeros naturales mas utilizados en la elaboracion de
peliculas orales debido a su solubilidad en agua, ademas de ser una buena base
polimérica para adicionar extractos naturales.

Es por ello que en esta investigacion se elabord una pelicula a base de gelatina con
jugo de granada, con el objetivo de aprovechar sus compuestos fendlicos, ademas
de su sabor y color. Al mismo tiempo se adicion6 aceite esencial de menta como

agente refrescante.
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4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Desarrollar una pelicula oral refrescante a base de gelatina con actividad bioactiva
mediante la incorporacion de jugo de granada (Punica granatum L.) y aceite esencial

de menta.

4.1.1 Objetivos especificos

e Obtener y caracterizar el jugo de granada, mediante un analisis quimico
proximal y determinar su actividad antioxidante, para su posterior uso en la
elaboracion de las peliculas orales.

e DisefAar la formulacion ideal de las peliculas orales a base de gelatina con
jugo de granada y aceite esencial de menta.

e FEvaluar propiedades fisicoquimicas, tiempo de desintegracion in vitro y
actividad antioxidante de las peliculas orales.

e Evaluar propiedades térmicas de las peliculas por medio de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) y realizar analisis de espectroscopia infrarroja

por transformada de Fourier (FTIR).
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5 Hipoétesis

La adicién de jugo de granada y aceite esencial de menta en la formulaciéon de
peliculas orales refrescantes a base de gelatina proporcionan propiedades

bioactivas y aceleran el tiempo de desintegracion de las mismas.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales
Se utilizo gelatina de piel de cerdo de 275° Bloom (Wilson Porcin Skin), maltodextrina
(Mi granero, México), tween 80 (Meyer, México), aceite esencial de menta comestible
(Naturaly, México) y granadas de la variedad Wonderful obtenidas del municipio de

Tasquillo, Hidalgo para la obtencién del jugo.

6.2 Obtencidon del jugo de granada
Las granadas fueron lavadas y sanitizadas, se cortaron por la mitad y se separaron las
partes comestibles de la cascara. El jugo de granada fue obtenido de forma manual,
colocando los arilos en un extractor de jugos convencional, mediante la aplicacion de
presion. Una vez obtenido el jugo, se pasteurizé a 65°C por 30 min éste se en botellas
ambar, estas fueron almacenadas a -8 £ 2°C hasta su posterior uso (Khaksar et al.,
2019).

6.3 Caracterizacion del jugo de granada

6.3.1 Analisis quimico proximal jugo de granada

¢ Determinacion de humedad
Se determind el porcentaje de humedad gravimétricamente de acuerdo al método
925.45 (AOAC, 2005) colocando 5 g de jugo de granada en capsulas de aluminio
(puestas previamente a peso constante) y secando en horno a una temperatura de
105 + 2°C por 24 h, hasta mantener su peso constante. El porcentaje de humedad (%)
se obtuvo por diferencia de peso antes del secado (peso inicial) y después del secado

(peso final), de acuerdo a la siguiente formula:

eso inicial — peso final
% humedad=" —P x100
peso inicial
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e Determinacién de proteina
Se colocd 0.5 mL de jugo de granada con un catalizador (10 partes de K2SO4 por una
parte de CuSOa4) y 15 mL de H2SO4 concentrado, en un tubo de digestion Kjeldahl. El
tubo se colocd en un digestor y este se mantuvo en ebullicion durante 2-3 horas hasta
que quedd un color verde turquesa transparente, posteriormente este se enfrié a
temperatura ambiente. El contenido del tubo fue trasladado a destilacién, adicionando
15 ml de agua destilada y colocando en un matraz Erlenmeyer 50 mL de acido borico
(4%) con 3 gotas de rojo de metilo, para recibir el destilado de la muestra. Finalmente,
la muestra destilada se titul6 con HCI 0.1 N (AOAC, 2005). El porcentaje de proteina

bruta se obtuvo mediante la siguiente ecuacion:

1.4 (V4-Vo) N
P
% Proteina= % Nitrégeno x F

% Nitrogeno =

Donde:

P= Peso en g de la muestra

V1= Volumen de HCI consumido en la valoracién (ml)

N= Normalidad de HCI

Vo= Volumen de HCI consumido en la valoracién de un blanco (ml)

F= Factor de conversion para pasar de un contenido de nitrégeno a contenido en

proteinas, la mayoria de las proteinas contiene un 16% de N2 (100/16=6.25)

e Determinacion de lipidos
Se determiné mediante extraccién por Soxhlet de acuerdo el método 920.39 (AOAC,
2005). Se pesaron 5 g de muestra y se colocaron en un cartucho de celulosa el cual
fue puesto en la boca de un vaso Buchi (previamente puesto a peso constante) el cual
contenia 50 ml de hexano. Posteriormente el vaso Buchi se coloco en el equipo de
extraccion de grasa, el cual calienta el hexano hasta volatilizarlo y condensarlo sobre
la muestra, la cual queda sumergida con el disolvente en el fondo del vaso Buchi. Una

vez terminado el proceso, los vasos son retirados y se colocan en estufa para evaporar
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el solvente y posteriormente pesarlo. El contenido de grasa se determina por diferencia
de peso:

peso inicial vaso buchi — peso final vaso buchi
X

peso inicial vaso buchi 100

% grasa=

e Determinacion de cenizas
El porcentaje de cenizas se determiné con ayuda del método 940.26 (AOAC, 2005),
pesando 2 g de jugo de granada en un crisol (puesto a peso contante), posteriormente
el crisol con el jugo se secaron a 105 £ 2°C por 24 h en horno, pasado el tiempo la
muestra se calciné en mufla a 550°C hasta que las cenizas fueron color gris o blancas;
se dejaron enfriar los crisoles en un desecador para poder ser pesados. El porcentaje

de cenizas se calculo por diferencia de peso:

peso muestra seca (cenizas)
X

100
peso muestra fresca

% cenizas=

e Determinacion de fibra
Se pesaron 2 g de jugo de granada y se transfirid a un vaso de Berzelius, se anadio
200 ml de solucion de acido sulfurico 0.255 N, el vaso fue calentado en el condensador
por 30 minutos. Posteriormente, la solucion fue filtrada a través de tela de lino y se
realizaron lavados hasta alcanzar un pH neutro con agua destilada caliente, se recogi6
el residuo y se transfirid a un vaso de Berzelius, se afiadié 200 ml de hidroxido de sodio
0.313 N y se coloco en el condensador por 30 min. Mas tarde, se filtré y lavo con 25
ml de solucién de acido y 3 porciones de 50 ml de agua destilada caliente. Se anadié
25 ml de etanol, se recogio el residuo y transfirid en un crisol, se seco6 en estufa por 2-
3 h. Pasado el tiempo, se enfrié en desecador y se peso, se dejo calcinar en mufla a
550°C durante 30 min, se enfrié en desecador y se pes6 (AOAC, 2005). El porcentaje

de fibra se determindé mediante:

peso de crisol con residuo seco-peso crisol con ceniza
peso de muestra

% fibra =( )*100

24



Materiales y métodos

e Determinacion de carbohidratos totales
La determinacion de carbohidratos totales se realizé por el método 101.92 (AOAC,
2005), el cual fue calculado por diferencia al restarle a 100% la suma de los
porcentajes de humedad, proteina, lipidos, cenizas y fibra, como se indica en la

siguiente ecuacion:

% carbohidratos =100 %- (% humedad + % proteina + % lipidos + % cenizas + % fibra)

e Determinacién de °Brix
Utilizando un refractometro digital colocando una gota del jugo de granada en el
prisma, posteriormente se cerrd y se leyeron los °Brix utilizando la escala del
refractometro (AOAC, 2005).

e Determinacion de pH
Se midié el pH del jugo de acuerdo al método 981.12 (AOAC, 2005), utilizando un

potencidmetro, las determinaciones en cada muestra se llevaron a cabo por triplicado.

6.3.2 Actividad antioxidante del jugo de granada

e Determinacion de la actividad antioxidante por inhibiciéon del radical 2,2’-
azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS).

La actividad antioxidante del jugo de granada se estableci®é por medio de la
metodologia de Re et al. (1999), el radical ABTS 7 uM se reaccion6 con persulfato de
potasio (K2S20s) 2.45 uM, mezclando los dos reactivos a una proporcion 1:1, y
dejandolos en oscuridad con agitacion constante y a temperatura ambiente por 16 h.
A continuacion, se estabilizé el ABTS diluyendo la solucion con etanol al 20 %, para
obtener una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734 nm utilizando un espectrofotometro. Para
evaluar la actividad antioxidante, se mezclaron 2 ml de la solucién estabilizada con
200 pl de la muestra del jugo de granada, se dejo reaccionar en oscuridad por 6 min a

temperatura ambiente, para posteriormente realizar las mediciones de las
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absorbancias en las muestras utilizando un espectrofotometro a 734 nm. Se calculé el

% de inhibicién del radical libre ABTS mediante la siguiente ecuacion:

L Absorbancia inicial-Absorbancia final
% Inhibicion = x 100

Absorbancia final

e Determinacién de la actividad antioxidante por inhibiciéon del radical 1,1 -
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH).

Se determind la actividad antioxidante del jugo de granada por inhibicion del radical
DPPH de acuerdo a Brand-Williams et al. (1995), se prepard una solucién madre de
DPPH 6.1x10-°> M diluida en metanol al 80%, para obtener una absorbancia de 0.7 +
0.02 a una longitud de onda de 515 nm. Para evaluar la actividad antioxidante se
mezclaron 2.7 mL de la solucion de DPPH estabilizada con 300 ul de jugo de granada
y se dejé reaccionar por 30 min. El % de inhibicion del radical libre DPPH se calcul6

mediante la siguiente ecuacion:

L Absorbancia inicial-Absorbancia final
% Inhibicion = x 100

Absorbancia final

e Determinacion de Fenoles totales

De acuerdo al método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999), se tomaron 500 ul de
jugo de granada y se mezclaron con 2.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu diluido en agua
destilada (1:10), se dejaron reposar por 5 min. Después se agregaron 2.5 mL de una
solucion de carbonato de sodio al 7.5%, la solucion resultante se dejé reposar por 2 h
en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, se tomaron las absorbancias
de las soluciones en un espectrofotometro a una longitud de onda de 760 nm. Se
prepard una curva de calibracién previamente usando diferentes concentraciones de
acido galico. El contenido de fenoles totales fue expresado por mg equivalentes de
acido galico/ L de jugo de granada mg EAGIL.
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¢ Determinacion de Antocianinas
Se realiz6 por el método de diferencia de pH (Giusti & Wrolstad, 2001). Se prepararon
dos buffers, el primero a pH 1 con cloruro de potasio (0.025 M) y el segundo a pH 4.5
con acetato de sodio (4 M). Se tom6 500 yL de jugo de granada diluido en agua (1:10)
y se mezclo con 2 mL del buffer a pH 1 y 2 mL de buffer a pH 4.5, respectivamente, en
tubos separados. Los tubos fueron agitados y se dejaron reposar por 15 min,
posteriormente se midid la absorbancia para ambos buffers a 510 y 700 nm. Se calculd

la absorbancia final a partir de:

A=(As10nm-A700nm)pH1 — (As10nm=A700nm)pH4.5
Los resultados obtenidos se expresaron como mg/L, con ayuda de la siguiente
ecuacion:
mg

Antocianina monomeérica (T)

_ A*PM*FD*100
- £*1

Donde:

A= Diferencia de absorbancias pH 1- pH 4.5

PM= Peso molecular de Cianidina-3 (449.2 g/mol)
FD= Factor de dilucion

€= Absortividad molar (26,900 L/cm/mg)

e Determinacion de Flavonoides
Se prepard una solucion de tricloruro de aluminio (AICl3) al 2 % en metanol, siguiendo
la metodologia de Arvouet-Grand et al. (1994). Se colocaron 2mL de jugo de granada
diluido en agua destilada (1:10) con 2mL de AICIs previamente preparado, se dejé
reposar 20 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Al finalizar el tiempo de reposo,
se obtuvieron las absorbancias con ayuda de espectrofotdmetro a 415 nm. Se preparé
una curva de calibracion usando Quercetina a diferentes concentraciones. Los
resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de Quercetina (mgEQ/L)

de jugo de granada.
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6.4 Elaboracion de las peliculas orales refrescantes
Las peliculas orales se prepararon por el método de casting siguiendo la metodologia
de Borges et al. (2016) con algunas modificaciones. Se ocupé gelatina y maltodextrina
de acuerdo a las concentraciones que se muestran en la tabla 4, se disolvieron en
agua destilada a 60°C por 10 min, formando la solucién A. Por otra parte, se realizo la
solucion B, que consistié en mezclar Tween 80 y aceite esencial de menta, disueltos
en agua destilada de acuerdo a las concentraciones presentadas en la tabla 4,
manteniéndose a 40°C con agitacion constante por 10 min. Ambas soluciones se
enfriaron a 35°C y se mezclaron, para agregar jugo de granada, de acuerdo a las
concentraciones mostradas en la tabla 4, manteniéndose en agitacion constante por
10 min a 35°C. La solucion se coloco en cajas Petri (diametro 9 cm) y se dejaron secar
a una temperatura de 25 + 2 °C por 24 h. Después del tiempo de secado, las peliculas

se despegaron de la placa, y se mantuvieron en un desecador con silica.

Tabla 4. Formulaciones de las peliculas orales.

Peliculas Gelatina Maltodextrina Tween  Menta Jugo de Agua

orales (%) (%) 80 (%) granada destilada
(%) (mL) (mL)
Blanco 2 1 0.5 2 -- 10
OF1 2 1 0.5 2 7
OF2 2 1 0.5 2 4 6
OF3 2 1 0.5 2 5

6.5 Propiedades fisicoquimicas de las peliculas orales refrescantes

6.5.1 Analisis proximal de peliculas orales
Se determiné humedad, el contenido de proteina, grasa, cenizas y carbohidratos de

acuerdo a las metodologias mencionadas en la seccién 6.3.1.
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6.5.2 Espesor
Se cortaron las peliculas en tiras de 2 cm x 3 cm, el espesor se midi6 en 6 puntos
diferentes de la pelicula con ayuda de un micrometro digital (Mitutoyo, Japon), se

obtuvo el espesor medio de las peliculas orales refrescantes (Cilurzo et al., 2008).

6.5.3 pH de la pelicula
Se tomod una pelicula y se humedecié en 25 ml de agua destilada durante 2 min. El pH
se midié tocando el electrodo de un medidor de pH con la superficie de la pelicula

humedecida. Se realizo por triplicado (Irfan et al., 2016).

6.5.4 Color
Para la determinacion de color, de acuerdo a la metodologia por Himani et al. (2021),
se utilizdé un colorimetro CM-508d (Minolta, Tokio, Japon), de las cuales se analizaron

los parametros L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul).

6.5.5 Tiempo de disolucidon de las peliculas orales refrescantes

La solubilidad y liberacién de compuestos bioactivos se determiné de acuerdo a Himani
et al. (2021) con modificaciones. Se utilizo un buffer de fosfato (2.38 g NazHPO4, 0.19
g KH2PO4 y 8 g NaCl por litro de agua destilada ajustada con HCI a pH 6.8). Se
colocaron peliculas de 2 x 3 cm con 25 ml de buffer de fosfato y se mantuvo en
agitacion suave a 37 £ 0.5 °C. Se cronometré el tiempo en que la pelicula comenzo a

romperse hasta que se disolvié por completo.

6.5.6 Propiedades térmicas por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La estabilidad térmica de las peliculas orales refrescantes, se determiné en atmdsfera
de nitrégeno, acondicionada mediante un equipo de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) serie Q 2000 con intercooler RCS 90 (TA Instruments; New Castle, Delaware,
EE. UU.). Se peso6 5 + 0.1 mg de la muestra y configurando una capacidad de flujo
constante de nitrégeno de 10 ml/min de 25-200 °C con una velocidad de calentamiento
de 10 °C/ min. Para calibrar el DSC con Indio (punto de fusion de 156.6°C, AH=28.5

J/g) como metal patron. La temperatura de transicion vitrea (Tg) se determiné tomando
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la primera derivada de los termogramas. Tg indicé la linea de base del grafico DSC en

la transicion vitrea y es el punto medio de los pasos (Nair et al., 2013).

6.5.7 Analisis de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
El analisis espectral de la pelicula delgada oral se visualizé usando FTIR equipado con
un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) para un mejor contacto éptico entre
los componentes. Se realizaron 16 escaneos en el rango espectral de 400 a 4000 cm-

1 con una resolucién de 2 cm™ a temperatura ambiente (Himani et al., 2021).

6.6 Determinacion de actividad antioxidante

6.6.1 Extraccion de compuestos bioactivos de las peliculas orales

Se realizé de acuerdo a la metodologia de Espino-Manzano et al. (2020). Se disolvié
1 g de pelicula en 10 ml de agua destilada, se someti6é a bafo ultrasonico a 20°C por
30 min y posteriormente se centrifugd a 11,000 rpm a 4°C durante 20 min; el
sobrenadante se mantuvo en un tubo de ensayo con tapén protegido de la luz. El
sobrenadante fue utilizado para evaluar su accion antioxidante ante la determinacion
de fenoles, flavonoides, antocianinas, e inhibicion de radicales ABTS y DPPH,

mediante las metodologias mencionadas en la seccién 6.3.2.

6.7 Andlisis estadistico
Se utilizé un experimento de disefno aleatorio considerando tres repeticiones por
experimento. El analisis estadistico utilizo un ANOVA y pruebas de Tukey (p<0.05).

Los datos fueron procesados con el software SPSS v25.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion del jugo de granada

7.1.1 Caracterizacion quimico proximal del jugo de granada

Los resultados del analisis quimico proximal se muestran en la tabla 5. Se obtuvieron
valores de 90.63 £ 2.28 % de humedad, 0.42 + 0.12 % de proteina, 0.18 £ 0.01 % de
grasa, 0.20 £ 0.03 % de cenizas y 8.52 + 2.36 de carbohidratos. Estos valores se
encuentran cercanos a los valores reportados por Uzuner (2020), quien obtuvo 85.95%
de humedad, 0.15% de proteina, 0.29% de grasa, 0.1% de fibra y 12.65 % de
carbohidratos en un analisis fisicoquimico para cultivares de granada. Cabe destacar
qgue no se detectd contenido de fibra en el jugo de granada obtenido, esto se pudo
deber a que la fibra en frutas se encuentra principalmente en la cascara y el jugo fue
obtenido a partir de los arilos de la granada, influyendo al determinar este parametro
(Berdeja et al., 2019).

El jugo de granada presentdé un pH de 2.91 £ 0.02 y ° Brix de 15.72 £ 0.07,
encontrandose dentro del rango de pH 2.8-3.6 y 13-16 °Brix reportados por P. Kandylis
and E. Kokkinomagoulos (2020) en jugo de granada de la variedad Wonderful.

Las variaciones en los resultados obtenidos se pueden deber a la etapa de maduracién
de la fruta y el tipo de extraccién del jugo son factores que pueden interferir en las

caracteristicas finales del jugo (Ejjilani et al., 2022).
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Tabla 5. Caracterizacion del jugo de granada.

Parametro Contenido
pH 2.91+0.02
°Brix 15.72 £+ 0.07
Humedad (%) 90.63 £ 2.28
Proteina (%) 0.42+0.12
Grasa (%) 0.18 £ 0.01
Fibra (%) N/D
Cenizas (%) 0.20 £ 0.03
Carbohidratos (%) 8.52 + 2.36

7.1.2 Actividad antioxidante del jugo de granada

La actividad antioxidante del jugo de granada fue determinada mediante la inhibicion
del radical ABTS y DPPH, asi como la determinacion de Fenoles totales, Flavonoides
y Antocianinas, los valores obtenidos se presentan en la tabla 6.

Para el caso de inhibicién con el radical ABTS, se encontré 99.10 + 0.33 %, este valor
fue superior al obtenido por Bopitiya and Madhuijith (2015) quienes reportaron una
inhibicidn del 72.73-93.1% para extractos de jugo de granada obtenidos de arilos para
diversos cultivares de Asia. Para el método de inhibicién del radical DPPH se encontro
90.58 *+ 2.98%, el cual resultd6 mayor a lo presentado por Kaoutar et al. (2022)
obteniendo 53% en jugos de granada de la variedad “Sefri” y “Wonderful” obtenidos
mediante arilos congelados. La capacidad antioxidante del jugo de granada se debe al
contenido de compuestos fendlicos, dentro de los cuales se pueden encontrar a
flavonoides, como taninos hidrolizables y antocianinas (Fernandes et al., 2017).

El contenido de fenoles totales fue de 1117.33 £ 5.00 mg GAE/L, este valor se
encuentra dentro del rango obtenido por Gozlekgi et al. (2011) reportando de 784.4 a
1551.1 mg GAE/L en jugos de granada a partir de arilos. Sin embargo, el valor obtenido
en esta investigacion fue inferior a lo indicado por Hmid et al. (2017) quienes realizaron
una comparacion del contenido de compuestos fendlicos en diferentes cultivares de
granada, obteniendo 1284 a 9476 mg GAE/L.
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Para flavonoides, totales se obtuvo 572.47 £ 17.09 mg EQ/L, lo cual fue similar a lo
reportado por El Kar et al. (2011), los cuales encontraron de 135 a 636 mg EQ/L en
jugos de granada de diversas variedades en el Mediterraneo.

El contenido de antocianinas fue de 177.92 +7.14 mg C3G/L, este valor fue similar a
lo encontrado por Hmid et al. (2017) con 178.79 mg C3G/L en jugo de granada de la
variedad Wonderful. Sin embrago, presenté un menor contenido de antocianinas a lo
reportado por Gil et al. (2000), 387.4 mg C3G/L en jugos de la misma variedad.

La variacién en los resultados obtenidos, se pudo deber a la variedad y maduracion de
la fruta. Autores como Labbe et al. (2016) en su investigacion encontraron que la
variedad de granada tuvo influencia con respecto a propiedades fisicoquimicas y
actividad antioxidante en comparacion a la etapa de madurez de la fruta.

Asi mismo, el método de extraccion del jugo puede interferir en la capacidad
antioxidante, pues al prensar la fruta completa se pueden extraer compuestos
bioactivos de la cascara (Hmid et al., 2017). Gozlekgi et al. (2011) indican una mayor
cantidad de compuestos fendlicos en jugos de granada obtenidos del fruto completo.
La mayor capacidad antioxidante del jugo de granada se le atribuye a la punicalagina
(que es un elagitanino, un compuesto fendlico), la cual se encuentra principalmente en
la cascara (Gil et al., 2000).

Tabla 6. Evaluacién de actividad antioxidante del jugo de granada (P. granatum)
obtenido por método de prensado manual.

Evaluacion antioxidante Contenido

Inhibicion radical ABTS 99.10 £ 0.33 %

Inhibicién radical DPPH 90.58 + 2.98 %

Fenoles totales 1117.33 £ 5.00 (mg GAE/L)
Flavonoides totales 572.47 + 17.09 (mg EQI/L)
Antocianinas totales 177.92 + 7.14 (mg C3G/L)

33



Resultados y Discusion

7.2 Propiedades fisicoquimicas de las peliculas orales refrescantes

7.2.1 Analisis proximal en peliculas orales

Las peliculas orales fueron sometidas a un analisis proximal (Tabla 7). Con respecto
al contenido de humedad, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en los
diferentes tratamientos, encontrando un mayor porcentaje de humedad para OF3
0.176 £ 0.017 % con respecto al Blanco, quien obtuvo el menor porcentaje con 0.017
1+ 0.001. Destacando que conforme se aumenta el contenido de jugo de granada en
las formulaciones de las peliculas orales, el contenido de humedad va incrementando,
esto podria deberse a un mayor contenido de compuestos hidrofilicos que presenta el

jugo (Panagiotis Kandylis & Evangelos Kokkinomagoulos, 2020).

Tabla 7. Analisis proximal en peliculas orales.

Peliculas % % % % %
orales Humedad Proteina Grasa Cenizas Carbohidratos
Blanco 0.017+0.0019 31659+04982 1.661+0.1162 0.657 +0.003P 66.007 + 0.586 ¢
OF1 0.103+0.009°¢ 13.955+0.642P 1.706+0.1172 1.222+0.1112  83.015+0.809 P
OF2 0.144 £ 0.127° 11.000+0.191¢ 1.856+0.1182 1.293 + 0.096 2 85707 +0.211 2
OF3 0.176 +0.0172 10.134+0.118°¢ 1.712+0.1192 1.232+0.1082 86.746 + 0.260 @

a.b.¢.d indican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).

En cuanto al contenido de proteina, se presentaron diferencias significativas (p<0.05)
en los diferentes tratamientos, encontrando un mayor contenido de proteina para el
Blanco con 31.659 + 0.498 % y un menor para OF3 con 10.134 + 0.118 %. Cabe
destacar que la pelicula con mayor porcentaje de proteina fue el tratamiento Blanco,
el cual se encuentra elaborado de gelatina, de acuerdo a Aykin-Dinger et al. (2017) el
contenido de proteina en gelatina bovina comercial oscila entre 88.45 %, lo cual
concuerda con los valores obtenidos. Es importante resaltar que, al adicionar jugo de
granada a las diferentes formulaciones, se noté un decrecimiento en el contenido de
proteina, esto pudiera deberse a una desnaturalizacién de la proteina ocasionada por
el pH del jugo de granada. El pH afecta a las proteinas ocasionando una ruptura de

los enlaces no covalentes en su estructura, causando una perdida en la funcion de la
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proteina en las cadenas de gelatina debido al pH que presenta el jugo de granada
(Kishore et al., 2012).

Para el contenido de grasa, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en
los diferentes tratamientos, sin embargo, se pueden observar valores entre 1.661 +
0.116 % y 1.856 + 0.118 % para Blanco y OF2 respectivamente. Los valores obtenidos
para los tratamientos con OF1, OF2 y OF3, se pudieron ver influenciados por el
contenido de grasa que presento el jugo de granada (0.18 %). Ademas, estos valores
se le pueden atribuir a la presencia de acidos grasos presentes en el aceite esencial
de menta.

Para el contenido de cenizas no se observaron diferencias significativas (p>0.05) en
los tratamientos con jugo de granada, pero si con respecto al blanco, quien presento
el menor porcentaje de cenizas con 0.657 £ 0.003 %, destacando que al incrementar
el contenido de granada el porcentaje de cenizas fue mayor 1.293 + 0.096 % para OF2.
Esto valores se pueden ver afectados por el contenido de minerales que presenta el
jugo de granada (0.20 + 0.03 %), asi como en la gelatina. De acuerdo a Aykin-Dinger
et al. (2017), en gelatina de bovino se encuentra 1.22 % de contenido de ceniza, lo
cual concuerda con los datos obtenidos.

El contenido de carbohidratos fue mayor para los tratamientos con jugo de granada,
encontrando un mayor contenido para OF3 con 86.746 + 0.260 % y para el blanco se
encontrd el menor con 66.007 + 0.586 %, estos valores se vieron influenciados por el
contenido de carbohidratos que presenta el jugo de granada (8.52 £ 2.36%), ademas
de la incorporaciéon de maltodextrina, la cual es un carbohidrato (Hofman et al., 2016).
Los valores obtenidos fueron similares a los encontrados por Rodriguez et al. (2020)
quienes caracterizaron peliculas comestibles a base de papaya con Moringa oleifera
y acido ascérbico, quienes evidenciaron el poder nutricional en sus peliculas debido a
la incorporacion de compuestos antioxidantes y altos porcentajes de carbohidratos,

que oscilaron entre 71 y 85 %.
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7.2.2 Espesor

En la tabla 8 se presentan los valores obtenidos con respecto a la caracterizacion
fisicoquimica en las peliculas orales. Se observaron diferencias significativas (p<0.05)
entre el Blanco y los tratamientos con jugo de granada. Los espesores fueron de 0.037
+ 0.005y 0.047 £ 0.001 mm para el Blanco y OF3, respectivamente. Estos valores se
encuentra dentro del rango ideal para peliculas orales de acuerdo a Bala et al. (2013)
quienes mencionan que deben de ser de 0.005 mm a 0.2 mm. Asi mismo, mencionan
que, en peliculas con espesores bajos, las moléculas de agua pueden entrar con
mayor facilidad en la matriz polimérica beneficiando a la desintegracion de la pelicula.
La presencia de variaciones en los espesores al adicionar de jugo de granada, se
puede deber a una separacion en los enlaces intermoleculares ocasionada por solidos
presentes en el jugo de granada. Un comportamiento similar fue observado por Lim
and Hadinoto (2021) en peliculas a base de almidén adicionadas con diferentes
concentraciones de curcumina. Los espesores reportados fueron de 0.3 mm a 0.35
mm indicando una acumulacién de curcumina en las cadenas poliméricas de la

pelicula.

Tabla 8. Caracterizacion fisicoquimica de las peliculas orales.

Peliculas orales Espesor (mm) pH

Blanco 0.037 + 0.005® 6.830 + 0.260 2
OF1 0.046 +0.001 2 3.557 +0.384 P
OF2 0.047 +0.001 2 3.800 + 0.040 P
OF3 0.047 +0.001 2 4.000 +0.040 ®

a.b indican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).

7.2.3 pH de la pelicula oral

En cuanto al parametro pH, las peliculas no mostraron diferencias significativas
(p>0.05) entre los tratamientos que contenian jugo de granada. Sin embargo, el blanco
reportd un valor de pH mas alto de 6.830 £ 0.260. La adicion de jugo de granada

disminuyo el pH a 3.557 £ 0.384, esto se pudo ver afectado por el bajo pH que presenta
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el jugo de granada, pues su pH oscila entre 2.8 - 3.6 (Panagiotis Kandylis & Evangelos
Kokkinomagoulos, 2020). Pimparade et al. (2017) reportaron pH de 2.9-3.4 en
peliculas adicionadas con acido citrico, indicando que un pH bajo podria generar un

mayor flujo salival, ocasionando una rapida desintegracion en las peliculas orales.

7.2.4 Color

La determinacion de color en peliculas es un factor importante, ya que influye en la
aceptacion del consumidor (Seving Ozakar & Ozakar, 2021). En la tabla 9 se observan
las coordenadas del espacio de color. El parametro L* indica la luminosidad en las
peliculas, valores mas cercanos a 100 nos indica una mayor luminosidad. Se
encontraron valores de 87.518 + 1.034 para el blanco y conforme se adiciono jugo de
granada, los valores fueron disminuyendo, de 83.294 + 1.133 a 74.858 + 1.424 para
OF1Y OF3, respectivamente. Para croma a*, que indica colores verdes a rojizos, se
encontraron valores positivos, indicando colores rojizos. Con respecto al croma b*, que
indica colores azules a amarillos, se encontraron valores positivos indicando una
tendencia al color amarillo. Se puede notar que la luminosidad en las peliculas
disminuyo con la adicion de jugo de granada y que el color rojo predomino. Esto se
puede deber a la presencia de antocianinas en el jugo de granada, estos polifenoles
son responsables de colores naranjas, morados Yy rojizos en frutas y plantas (Hanani
et al., 2019).

Se puede apreciar que las peliculas orales presentaron colores rosados casi
transparentes, valores similares fueron los reportados por Kumar et al. (2019), para

peliculas a base de quitosano y pululano adicionada con cascara y jugo de granada.
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Tabla 9. Determinacion de color en peliculas orales.

Peliculas L* a* b*
orales
d
Blanco 87.51+1.03" 0.40 + 0.18 5.40+0.24
b c b
OF1 83.29 + 1.13 7.95+ 1.31 4.24 +0.50
c b c
OF2 77.37 £0.97 10.13 + 0.67 3.19 + 0.50
d a d
OF3 74.85 + 1.42 14.61 + 1.00 1.25+0.20

a.b,¢.d indican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).

7.2.5 Tiempo de desintegracion

Las peliculas orales se administran en la cavidad oral, al entrar en contacto con la
saliva estas se hidratan y se disuelven rapidamente, liberando compuestos activos que
pueden ser absorbidos por la mucosa oral (Speer et al.,, 2018). Es importante la
desintegracién completa de las peliculas orales en tiempos cortos para evitar una
asfixia y proporcionar una buena sensacion en la boca (Low et al., 2015).

En la figura 5 se muestra el tiempo de disolucion de las peliculas orales, en donde se
observaron diferencias significativas (p<0.05) en las diferentes formulaciones. Se
encontré un menor tiempo para OF3 con 28.333 + 3.512 s y un mayor tiempo para el
Blanco con 52.333 + 3.055 s. El tiempo de desintegracién puede verse afectado tanto
por el espesor en las peliculas, asi como a su naturaleza hidrofilica (Pimparade et al.,
2017). Cabe destacar que, al aumentar la concentracion de jugo de granada, el tiempo
de desintegracion fue menor, esto se puede deber a un incremento de compuestos
hidrdéfilos en la interaccion de la matriz polimérica, debilitando los puentes de hidrogeno
formados, beneficiando la disolucién de las peliculas (Dixit & Puthli, 2009).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion fueron inferiores a los obtenidos
por Himani et al. (2021), quienes encontraron tiempos de desintegracién de 44-48 s en
peliculas a base de maltodextrina, quitosano y pululano con extracto acuoso de ajo.
Sin embargo, Borges et al. (2016) encontré tiempos de desintegracion de 18.9 a 25.3
s para peliculas orales de lecitina, gelatina y colageno hidrolizado con extracto
etandlico de propodleo, estos valores fueron inferiores a los encontrados en esta

investigacioén, atribuyendo este comportamiento a la hidrofilia y bajo peso molecular
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del colageno hidrolizado. De igual forma, Prajapati et al. (2018) encontraron menores
tiempos de desintegracion que van de 16.40 a 24.23 s para peliculas orales a base de
pululano con zolmitriptan, destacando que el pululano es un polimero con una alta
solubilidad ademas de la adicion de plastificante que mejor la desintegracion en la

pelicula.
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Figura 5. Tiempo de desintegracion en peliculas orales.
a.b indican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).

7.2.6 Propiedades térmicas por Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La figura 6 muestra el termograma de las peliculas orales, mostrando una temperatura
de transicion vitrea de 93.89 °C para Blanco y para los tratamientos con jugo de
granada 53.26 °C, 58.06 °C y 63.07 °C para OF1, OF2 y OF3, respectivamente. La
transicion vitrea indica un cambio de estado vitreo a gomoso en la estructura de las
peliculas, lo que puede tener una relacion con el estado amorfo de la matriz polimérica.
Ademas, se puede observar un cambio en el pico endotérmico bien definido para
Blanco con una temperatura de fusién de 101.95 °C. Sin embargo, este pico fue menos
pronunciado para los tratamientos OF1, OF2 y OF3 con temperaturas de fusion de
63.83 °C, 64.79 °C y 78.61 °C, respectivamente. A este evento se le podria atribuir la
pérdida de agua estructural, debido a la naturaleza hidrofilica que presentan las
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peliculas orales (Panraksa et al., 2020). De acuerdo a AH se obtuvieron valores de
5.17 J/g para Blanco y 2.29 J/g, 1.63 J/g y 0.29 J/g para OF1. OF2 y OF3,
respectivamente, lo que nos indicaria que se requiere menos energia para destruir la
estructura cristalina de la pelicula para las peliculas con jugo de granada con respecto
al Blanco. Las peliculas con jugo de granada presentan una menor estabilidad en la
matriz polimérica, debido a la mayor presencia de compuestos hidrofilicos,
beneficiando la solubilidad de las peliculas orales. Ademas de corroborar la
fragmentacion de los enlaces no covalentes en las cadenas poliméricas, debido al pH
acido del jugo, ocasionando un estado amorfo en las peliculas orales (Kishore et al.,
2012).

Un comportamiento similar fue observado por Kumar et al. (2021) para peliculas a base
de quitosano con extracto de cascara de granada, en donde la Tg en las peliculas
disminuyo al adicionar extracto de cascara de granada, la disminucion en la Tg nos
indica que se requiere un menos calor para que las cadenas poliméricas pasen de un

estado rigido a uno amorfo, mejorando la solubilidad de las peliculas.
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Figura 6. Propiedades térmicas por calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en
peliculas orales.

7.2.7 Analisis por FTIR

La figura 7 se muestran los espectros por FTIR de las peliculas orales, en ella se puede

observar que no existio la presencia de nuevos picos en la formulacion de las peliculas,

sin embargo, si presentaron variaciones en las intensidades de absorcion en los

diferentes tratamientos. Las peliculas elaboradas con jugo de granada mostraron una

disminucion en la intensidad de las bandas, esto pudo ser causado por una

interferencia en los enlaces ocasionada por el jugo de granada (Bodini et al., 2020).

Se observan las bandas caracteristicas de la gelatina en los cuatro tratamientos, los

picos entre 3269 y 3275 cm™' corresponden al estiramiento del grupo amino (-NH) de

la amida A, a 2927 y 2932 cm™" que se deben al estiramiento de CH y NH3, a 1636 y

1647 cm™ se presentan vibraciones de estiramiento de grupo carbonilo C=0
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caracteristico de la amida |, a 1544 y 1554 cm™' se asocia a vibraciones de flexion de
grupos N-H y vibraciones de estiramiento de grupo C-N pertenecientes de la Amida Il
y a 1239 y 1244 cm™ indican vibraciones en C-N y N-H o vibraciones de grupo CHz de
la glicina pertenecientes a la amida lll. Bhatia et al. (2023) en peliculas a base de
gelatina de porcinos y bovinos adicionadas con aceites esenciales, encontraron picos
similares a los reportados en esta investigacién, a 3292 cm" asociado a la amida A, a
3070 cm™ para la amida B, a 1640 cm™ la amida I, a 1549 cm™' la amida Il y a 1239
cm™' la amida Il

En la region de 1200 a 900 cm™! se encontraron bandas asociadas a los carbohidratos.
Los picos mas intensos ubicados entre 1022 y 1030 cm-! corresponden a la vibracion
de estiramiento del enlace C-O en el grupo C-OH vy al estiramiento del enlace C-C en
la estructura de carbohidratos como glucosa y fructosa, que se encuentran presentes
en la maltodextrina y jugo de granada. Matwijczuk et al. (2022) en su investigacion
para estimar mediante FTIR portadores como maltodextrina para obtener miel en polvo
secada por aspersion, ubicaron picos similares en la region cercana a 1027 cm-’
atribuyéndolo a la estructura de los carbohidratos. Corripio et al. (2017) desarrollaron
peliculas a base de quitosano y jugo de granada, encontraron en el analisis de FTIR
picos entre 1034 y 1080 cm™', asi como en 1063 cm™y entre 1055 y 1138 cm™,
asociando estos a azucares como glucosa, fructosa y sacarosa del jugo de granada.
En la regidn entre 1337 y 1449 cm' se encontraron picos que revelan la presencia del
grupo =CH2 de algunos terpenos en el aceite esencial de menta. Agatonovic-Kustrin
et al. (2020) evaluaron la calidad y pureza de aceites esenciales mediante
espectrometria FTIR, ubicando entre 1330 y 1410 cm™ componentes de los aceites
esenciales. Los picos observados entre 2927 y 2932 cm-!, también podrian indicar la
presencia de aceites esenciales como la menta, debido al estiramiento de C-H y CHz,
caracteristico en estos. De acuerdo a Taylan et al. (2021) encontro vibraciones a 2921
cm™', 2870 cm™ y entre 1700 a 700 cm™ para aceite esencial de menta de tres
variedades.

En las bandas entre 1239 y 1244 cm™' esta asociado a los enlaces C-O donde ocurre
el estiramiento del acido y entre 918 y 931 cm™ el enlace O-H representando la

deformacion de acidos. Ademas, en los picos arrojados entre 3269 y 3275 cm™' y entre

42



Resultados y Discusion

2927 y 2932 cm™' se pueden deber a grupos OH y C-Hs, los cuales podrian indicar la
presencia de compuestos fendlicos, como flavonoides. En la region denominada
“huella dactilar’, se muestran picos entre 777 a 849 cm™', los cuales se asignan a la
vibracion de anillos aromaticos de las antocianinas (Bhushan et al., 2023; Favaro et
al., 2018). De acuerdo a Corripio et al. (2017) encontraron picos similares entre 2940

cm™' en jugo de granada.
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Figura 7. Analisis FTIR en peliculas orales.
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7.2.8 Actividad antioxidante en peliculas orales

Para esta investigacion se determind la actividad antioxidante en las peliculas orales
de mediante la eliminacion de radicales ABTS y DPPH. La figura 8 muestra el
porcentaje de inhibicidon con el radical ABTS, en donde se encontraron diferencias
significativas (p<0.05) en los tratamientos con jugo de granada con respecto al Blanco.
Se encontraron valores de 30.29 £ 1.01 % a 89.70 £ 0.54 % para Blanco y OF3,
respectivamente. Los valores altos obtenidos para las peliculas OF1, OF2 y OF3,
tuvieron relacion con la actividad antioxidante que presento el jugo de granada (99.10
%). Los valores obtenidos fueron superiores a los reportados por Hanani et al. (2019)
para peliculas a base de gelatina con diferentes concentraciones de cascara de

granada, reportando actividad antioxidante por inhibicién del radical ABTS de 80.02 a

32.01 %.
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Figura 8. Actividad antioxidante por porcentaje de inhibicion del radical ABTS en las
peliculas orales.
a.b indican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5)

Para el radical DPPH hubo diferencias significativas (p<0.5) en los cuatro tratamientos,
se puede observar en la figura 9. Se encontraron valores que van de 10.65 £ 0.54 a
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68.14 £ 1.57 % para el blanco y OF3, respectivamente. Resultados similares fueron
obtenidos por Kumar et al. (2021) para peliculas de quitosano con extracto de cascara,
reportando actividad antioxidante por inhibicién del radical DPPH que van de 23.13 a

76.84 % a diferentes concentraciones de extracto.
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Figura 9. Actividad antioxidante por porcentaje de inhibicion del radical DPPH en las
peliculas orales.
a,b.¢. dindican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).

La actividad antioxidante de las peliculas orales esta asociada a la presencia de
compuestos fendlicos que se encuentran en el jugo de granada, como taninos
hidrolizables y flavonoides (Melgarejo-Sanchez et al., 2021).

Ademas, se puede notar que el Blanco también presento actividad antioxidante, esto
se puede deber a la presencia de aceite esencial de menta y a la gelatina. De acuerdo
a Wu et al. (2019) el aceite esencial de menta, presenta actividad antioxidante debido
a monoterpenoides, dentro de los cuales se encuentran el mentol, carvonay 1,8-cineol.
Liu et al. (2020) en peliculas activas de quitosano con aceites esenciales, encontraron
actividad antioxidante con aceite esencial de menta, reportando 66.79 % mediante la

inhibicion del radial DPPH. Con respecto a la gelatina, la actividad antioxidante esta
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relacionada a péptidos bioactivos, los cuales estan relacionados a su composicion de
aminoacidos, como glicina y prolina (Gémez-Guillén et al., 2011). Bhatia et al. (2023)
reportaron actividad antioxidante mediante la inhibicion de radicales ABTS y DPPH
para peliculas comestibles de gelatina de origen porcino y bovino, atribuyendo este
hallazgo a fracciones peptidicas y aminoacidos.

El contenido de fenoles totales en las peliculas orales se muestra en la figura 10,
encontrando diferencias significativas (p<0.05) entre los diferentes tratamientos. Los
valores obtenidos van de 4.9 £ 0.67 a 43.46 £ 1.26 mg GAE/g de pelicula, estos valores
demostraron la presencia de compuestos fendlicos en mayor presencia para las
peliculas con jugo de granada, sin embrago el blanco también presenté compuestos
fendlicos, esto se puedo deber a compuestos fendlicos que se encuentran en
terpenoides y fenilpropanoides del aceite esencial de menta (Wu et al., 2019). Borges
and De Carvalho (2015) reportaron valores que van de 41.5 a 62.5 mg GAE/ g en

pelicula en peliculas orales a base de colageno hidrolizado y extracto etandlico de

propoleo.
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Figura 10. Contenido total de fenoles en peliculas orales.
a.b,¢.d indican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).
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El contenido de fenoles nos puede indicar la capacidad antioxidante que presenta
alguna fuente natural, sin embargo, es importante conocer el contenido de compuestos
fendlicos como flavonoides y antocianinas. En cuanto al contenido de flavonoides se
puede observar en la figura 11, que se presentaron diferencias significativas (p<0.05)
entre el blanco y los tratamientos con jugo de granada. Se puede destacar un mayor
contenido de flavonoides en las peliculas con jugo de granada, haciendo notar la
presencia de este grupo de metabolitos secundarios, entre los que podrian encontrarse
catequina, epicatequina, kaempferol, quercetina, luteolina, rutina y antocianinas
(Melgarejo-Sanchez et al., 2021). La pelicula control también presenté contenido de
flavonoides, pues de acuerdo a Fialova et al. (2015) se pueden encontrar flavonoides
como eriodictiol, luteolina, apigenina y sus glucdsidos en el aceite esencial de menta,
lo que pudo estar relacionado a los datos obtenidos. Mabrouk et al. (2019) encontraron
valores de 23.1 a 28.8 mg EQ/ g para el contenido total de flavonoides en peliculas a

base de pectina con extracto de cascara y semilla de granada.
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Figura 11. Contenido de flavonoides presentes en peliculas orales
a.bindican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).
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Para el contenido de antocianinas, en la figura 12 se muestran los resultados
obtenidos, encontrando diferencias significativas (p<0.5) en los tratamientos con jugo
de granada, encontraron valores que van desde 9.95 + 0.87 a 13.24 + 0.18 mg C3G/
g de pelicula, para OF1 y OF3, respectivamente, destacando que en el blanco no se
encontrd contenido de antocianinas. Las antocianinas son responsables del color rojo
caracteristico del jugo de granada y de sus semillas, ademas de ser responsables de
presentar actividad antioxidante, junto a los taninos hidrolizables y al acido elagico (Gil
et al., 2000; Melgarejo-Sanchez et al., 2021). Los resultados obtenidos en esta
investigaciéon fueron inferiores a los reportados por Otalora Gonzalez et al. (2022)
encontraron un contenido de antocianinas de 37.9 mg C3G/ g en peliculas a base de

almidon de yuca con col lombarca.
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Figura 12. Contenido de antocianinas en peliculas orales
a,b.¢. dindican diferencias significativas por prueba Tukey (p<0.5).
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8 CONCLUSIONES

Se realiz6 la elaboracién y caracterizacion de las peliculas orales refrescantes a base
de gelatina con propiedades antioxidantes, donde el analisis proximal en las peliculas
nos mostro que la incorporacion del jugo de granada en la elaboracion de las peliculas
orales afecto significativamente el valor nutricional en la pelicula, obteniendo un alto
porcentaje de carbohidratos que oscilo entre 66.007 + .0586, 83.015 + 0.809, 85.707
+0.211, 86.746 £ 0.260 en los tratamientos Blanco, OF1, OF2 y OF 3, respectivamente.
De acuerdo a la caracterizacién fisicoquimica en las peliculas orales se pudo destacar
que tanto el pH, asi como el espesor y los compuestos hidrofilicos afectan el tiempo
de desintegracion en las peliculas orales. En cuanto al color, el parametro L* las
peliculas arrojaron valores de 74.85+1.42 a 87.51+1.03, para el croma a* se obtuvieron
valores positivos entre 7.95+1.31 a 14.61£1.00 y para el croma b* de 1.25+ 0.20 a
4.24+0.50 indicando peliculas rosadas casi transparentes.

El analisis de DSC nos demostré una buena interaccién con los componentes que
forman la pelicula oral, el tratamiento Blanco exhibié una mayor Tg de 93.89 °C con
respecto a OF3 que presentd una disminucion de Tg de 63.07 °C, lo que se vio
afectado por los compuestos fendlicos del jugo de granada permitiendo una mejor
solubilizacién de la pelicula.

El analisis FTIR confirmd la interaccion en la matriz polimérica, ademas de la presencia
de los compuestos fendlicos del jugo de granada, que son el principal objeto de este
estudio.

La actividad antioxidante en las peliculas orales mostré una buena inhibicion ante el
radical ABTS con 89.70 + 0.54 % y DPPH con 68.14 + 1.57 %, para el tratamiento OF 3.
La actividad antioxidante de las peliculas se ve afectada por compuestos fendlicos, lo
cual se comprobd al encontrar un contenido fendlico total de 43.46 + 1.26 mg GAE/ g,
ademas de un contenido de flavonoides que fue de 20.06 £ 2.08 mg EQ/g y para
antocianinas de 13.24 + 0.18 mg C3G/g para la pelicula OF3, la cual tuvo una mayor

actividad antioxidante.
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