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RESUMEN

RESUMEN

Las peliculas comestibles elaboradas a base de biopolimeros son de facil degradacion
comparados los con empaques alimenticios sintéticos y sirven también como vehiculos de
compuestos bioactivos, obteniendo asi empaques activos; los compuestos bioactivos como
los que se encuentran en frutos y aceites esenciales presentan una gran desventaja, son
susceptibles de perder sus propiedades funcionales debido a factores ambientales tales como
luz, oxigeno y altas temperaturas, por lo que se ven beneficiados por un proceso de
encapsulacion como las nanoemulsiones. En el presente trabajo de investigacion se elabor6
una nanoemulsion de tipo agua en aceite (W/O) a partir de filtrado de xoconostle y aceite
esencial de naranja, la cual se incorporé a peliculas comestibles de gelatina en diferentes
proporciones 1:0 (control), 1:0.10, 1:0.25, 1:0.50, 1:0.75 y 1:1 (Gelatina: Nanoemulsion). Se
evalud la presencia de compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides y betalainas),
capacidad antioxidante por inhibicion de radicales ABTS y DPPH, tanto en filtrado de
xoconostle, aceite de naranja, nanoemulsion y peliculas con nanoemulsion. También se
evalu6 la estabilidad de la nanoemulsion y se llevaron a cabo pruebas mecanicas y
determinacion de color en las peliculas. En el filtrado de xoconostle se obtuvieron valores de
144.10+0.96 mg EAG/100g para fenoles, 90.01+0.76 mg QE/100g para flavonoides y 7.70
mg /100g para betalainas; en el aceite de naranja se obtuvieron 129.23+0.71 mg EAG/100g
para fenoles, 94.47+0.50 mg QE/100g para flavonoides y en la nanoemulsion se obtuvieron
174.22+0.21 mg EAG/100g para fenoles, 105.01+0.42 mg QE/100g para flavonoides y 3.70
mg/100g para betalainas. En cuanto a la actividad antioxidante medida como inhibicién del
radical ABTS los valores fueron de 125.22+0.13 mg EAA/100g para el filtrado de
xoconostle, 97.72+0.75 mg EAA/100g para el aceite de naranjay 147.65+1.13 mg EAA/100g
para la nanoemulsion. Con respecto a la inhibicion del radical DPPH se obtuvieron
91.82+2.96 mg EAA/100g en el filtrado de xoconostle, 119.34+2.14 mg EAA/100g en el
aceite de naranja y 133.48+2.78 mg EAA/100g en la nanoemulsion.
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En cuanto a la estabilidad de la nanoemulsion los pardmetros evaluados fueron el didmetro
zeta promedio de las gotas, el cual resulto ser de 125.76+3.09 nm, el potencial Z, del cual se
obtuvo un valor de 69.9+4.59 mV vy la estabilidad cinética, presentando al tiempo 0 un
diametro zeta promedio de 118.80+£5.50 nm, hasta alcanzar un diametro zeta promedio de
300.16+9.93 nm después de 80 horas de analisis.

La presencia de compuestos bioactivos en las peliculas dependié de la cantidad de
nanoemulsion adicionada a la matriz; para fenoles totales el tratamiento 1:1 presento
41.31+3.71 mg EAG/g mientras que el tratamiento con la menor proporcion de nanoemulsion
(1:0.10) present6 10.38+0.92 mg EAG/g, mostrando diferencia significativa (P< 0.05) entre
cada uno de los tratamientos, al igual que en flavonoides donde el valor maximo fue de
28.03+3.25 mg QE/g para el tratamiento 1:1 con la mayor proporcion de nanoemulsién. En
cuanto a la presencia de betalainas el comportamiento fue similar a fenoles y flavonoides
donde el tratamiento con la menor proporcion de nanoemulsion (1:0.10) presentd el menor
valor para Betalainas, siendo de 0.014 mg/g. Mientras que la actividad antioxidante medida
como inhibicion del radicales ABTS y DPPH, los porcentajes mayores de inhibicién los

presento el tratamiento 1:1 con 72.13% Yy 82.23% respectivamente.

Las peliculas de gelatina a las cuales se les incorporaron los compuestos nanoemulsionados
presentaron una tonalidad amarilla (coordenada b*), esta tonalidad también se vio afectada
por la proporcién de nanoemulsion, mostrando diferencia significativa (P< 0.05) entre cada

uno de los tratamientos.

Las propiedades mecanicas como la resistencia a la traccién, porcentaje de elongacién y
moédulo elastico o de Young también se ven afectadas por la proporcion de nanoemulsion
incorporada a la matriz; la resistencia a la traccion disminuye si se aumenta la concentracion
de nanoemulsion; el porcentaje de elongacion aumento cuando se aumenté la proporcién de
nanoemulsion y al aumentar la concentracion de compuestos nanoemulsionados disminuyé
la rigidez de la pelicula; por lo tanto la incorporacion de compuestos bioactivos
nanoemulsionados a peliculas de gelatina dara como resultado peliculas con mayor capacidad

antioxidante menor rigidez y mayor flexibilidad.
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ABSTRACT

Edible films made from biopolymers are complete biodegradable compared to synthetic food
packing and also they carry bioactive compounds, obtaining active packing; bioactive
compounds such as those found in fruits and essential oils have an important disadvantage,
they are easily degradable thus an encapsulation process like the one with nanoemulsions is
beneficial for it. In this research a water in oil (W/O) nanoemulsion was made from
xoconostle filtering and orange essential oil, wich was later incorporated into edible films of
gelatin in different ratios 1:0 (control), 1:0.10, 1:0.25, 1:0.50, 1:0.75 and 1:1 (Gelatin:
Nanoemulsion). The presence of bioactive compounds (total phenolics, flavonoids and
betalains), and antioxidant capacity by ABTS and DPPH free radical scavenging activity was
evaluated in xoconostle filtering, orange oil, nanoemulsion and films added with
nanoemulsion. The stability of nanoemulsions was also evaluated; mechanical test and color
in films were measured. Results about filtered of xoconostle were 144.10+0.96 mgEAG/100g
for phenolics, 90.01+0.76 mgQE/100g for flavonoids and 7.70 mg/100g for betalains; results
about orange essential oil were 129.23+0.71 mgEAG/100g for phenols, 94.47+0.50
mgQE/100g for flavonoids and results about nanoemulsions were 174.22+0.21
mgEAG/100g for phenolics, 105.01+0.42 mgQE/100g for flavonoids and 3.70 mg/100g for
betalains. Respect to the results of antioxidant activity measured as inhibition of the ABTS
free radical, the values were 125.22+0.13 mgeEAA/100g for xoconostle filtering, 97.72+0.75
mg EAA/100g for orange essential oil and 147.65+1.13 mgEAA/100g for nanoemulsion.
Results regards to DPPH free radical scavenging activity were 91.82+2.96 mgEAA/100g for
xoconostle filtering, 119.34+2.14 mg EAA/100g for orange essential oil and 133.48+2.78
mgEAA/100g for nanoemulsion.

On the other hand, the stability of nanoemulsions was evaluated base on the zeta average
droplet diameter, which resulted in 125.76+3.09 nm, the zeta potential being of 69.9+4.59
mV and the kinetic stability showing a zeta average droplet diameter of 118.80+5.50 nm size
at time 0 until reach a zeta average droplet diameter of 300.16+9.93 nm after 80 hours of

analysis.
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The presence of bioactive compounds in the films depended on the amount of nanoemulsion
added to the polymer matrix; for total phenolics the 1:1 treatment displayed 41.31+3.71
mgEAG/g while the treatment with the lowest ratio of nanoemulsion (1:0.10) presented
10.38+0,92 mg EAG/g showing a significantly statistical difference (P<0.05) in all
treatments like in flavonoids, where the maximum value was 28.03£3.25 mg QE/g for the
1:1 treatment (with the highest amount of nanoemulsion). Results in betalains showed a
similar behavior to those in phenols and flavonoids, where the treatment with the smallest
proportion of nanoemulsion (1:0.10) showed the lowest values of betalains 0.014 mg/g.
While the antioxidant activity, measured by inhibition of ABTS and DPPH free radicals,
showed the highest percentages of inhibition for the 1:1 treatment being of 72.13% and
82.23% respectively.

The gelatin films, at which the nanoemulsion was added, showed a yellow color (b*
coordinate), this color was also affected by the proportion of nanoemulsion in the film,

showing significantly statistical differences (P<0.05) in all treatments.

The mechanical properties such as tensile strength, percentage of elongation and elastic
modulus or Young’'s are also affected by the proportion of nanoemulsion added to the
polymer matrix; the tensile strength decreased when the concentration of nanoemulsion was
increased; the elongation percentage increased as the proportion of nanoemulsion was
increasing; therefore the incorporation of nanoemulsions to gelatin films will result into less

rigid and more flexible films with antioxidant capacity.



INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

Actualmente existe una alta demanda por empaques inteligentes que no sélo sirvan como
recipientes del alimento sino que estos mismos le aporten una funcionalidad y ademas sean
amigables con el medio ambiente. Por tal motivo, la elaboracion de peliculas comestibles y

empaques activos son una opcion segura para cumplir con estas exigencias.

Las peliculas comestibles son capas delgadas de materiales que pueden ser ingeridos y
totalmente biodegradables que se utilizan como empaques alimenticios, juegan un papel
importante en la conservacién del alimento porque protegen al mismo de posibles dafios
mecanicos, oxidativos y microbioldgicos. Para que las peliculas comestibles actien como
proteccion a dafios del alimento es necesario agregar a la matriz estructural algin aditivo
como extractos de frutos y aceites esenciales. Dichos aditivos sirven para mejorar las

propiedades de barrera de las peliculas.

La matriz estructural de las peliculas comestibles estd conformada principalmente por
biopolimeros, los cuales pueden ser de origen marino (quitina/quitosano), agricola (lipidos y
grasas e hidrocoloides: proteinas y polisacaridos), microbiano (acido polilactico) y origen
animal (colageno/ gelatina). Ademas, las peliculas comestibles pueden actuar como
vehiculos de aditivos que brinden una funcion antioxidante y/o antimicrobiana,
nombrandoles empaques activos (Falguera et al., 2011; Villada et al., 2007; Tharanathan,
2003).

Es importante conocer las propiedades de las peliculas comestibles adicionadas con algin
aditivo para predecir el tipo de alimento sobre el cual se puede aplicar. Las propiedades de
las peliculas ayudan a seleccionar las caracteristicas del alimento como humedad, peso,
vulnerabilidad a reacciones de oxidacion, compatibilidad sensorial, la temperatura a la que
se debe almacenar, entre otros; esto con la finalidad de lograr el principal objetivo de una
pelicula comestible que es mantener la calidad y prolongar la vida de anaquel del producto

alimenticio (Sanchez-Aldana et al., 2015).
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Ademaés de la matriz estructural de biopolimero es necesario incorporar a la misma algin
plastificante, el cual es una sustancia que ayuda a modificar las propiedades fisicas y

mecanicas de las peliculas comestibles (Stevens 1993).

Otros aditivos empleados para mejorar las propiedades funcionales de las peliculas
comestibles pueden incluir agentes antioxidantes, aceites esenciales y antimicrobianos para
formar empaques activos o inteligentes, que brindan al alimento atributos funcionales (Talja
et al., 2007). Algunos de los compuestos bioactivos que pueden incorporarse a la matriz de
la pelicula que daran propiedades funcionales son los que se encuentran de manera natural
en plantas y frutos, como los presentes en el género Opuntia, el cual se desarrolla en zonas
aridas y semiaridas de México; abarca alrededor de 1500 especies de cactus y muchos de
ellos producen frutas acidas como el xoconostle, el cual es una fuente de fibra, vitamina C,
calcio, hierro, compuestos fendlicos y betalainas las cuales le confieren su color caracteristico
rojo-rosa. El xoconostle ha sido utilizado desde tiempos prehispanicos como ingrediente en
la elaboracién de alimentos o también puede ser consumido en fresco, pero no ha sido
aprovechado ampliamente de manera industrial (Garcia et al., 2002; Reyes et al., 2006;
Torres-Maravilla et al., 2014).

Otra fuente de compuestos antioxidantes son los aceites esenciales, liquidos aromaticos que
se extraen de diferentes partes de las plantas como las hojas, cortezas, flores, semillas y
cascaras. De acuerdo a la fuente de la que son extraidos los aceites esenciales presentan
diferentes caracteristicas las cuales los hacen susceptibles de ser utilizados como aditivos
alimentarios 0 como compuestos activos en materiales de empaque, mejorando las
propiedades de barrera al vapor de agua debido a su naturaleza hidrofobica. Los aceites
esenciales citricos como el de naranja son extraidos de las céscaras, las cuales son
consideradas producto de deshecho en empresas de jugos; estos aceites presentan una elevada
actividad antioxidante debido a la presencia a-tocoferol y flavonas (Tongnuanchan y
Benjakul 2013; Vargas-Arispuro et al., 1998).
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La principal desventaja que presentan los compuestos bioactivos como los presentes en el
xoconostle y el aceite esencial de naranja es su facil degradacion, por lo que se ven
beneficiados por un método de encapsulacién como las nanoemulsiones, las cuales son
sistemas termodindmicamente inestables, presentan un tamafio de gota de 20-100 nm, y son
transparentes o transllcidas; ya que las nanoemulsiones no se producen de manera
espontanea, se emplean en la formacion de estas métodos de alta energia como el ultrasonido,
el cual permite la reduccion del tamafio de la gota en volimenes pequefios (McClements
2010; Solans et al., 2005).
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2 MARCO TEORICO

2.1 Peliculas comestibles

Las peliculas comestibles pueden definirse como capas delgadas de biomateriales que son
utilizadas como empaques de alimentos actuando como barrera contra dafios de oxidacion,

microbioldgicos y fisicos (Guilbert et al., 1995; Krochta y De Mulder, 1997).

Los empaques alimenticios desempefian un papel fundamental sobre la conservacion,
distribucion y algunas de sus funciones son contener el alimento, y protegerlo de la accién
fisica, mecénica, quimica y microbioldgica. Las peliculas comestibles surgen como una
nueva tecnologia en empaques la cual ayudara a disminuir la contaminacién generada por los
empaques alimenticios elaborados con materiales sintéticos, ya que tan solo entre 2003 y
2011 la generacion de Residuos Solidos Urbanos (RSU) producidos en México crecio un
25%, como resultado principalmente del crecimiento urbano, el desarrollo industrial, las
modificaciones tecnoldgicas y los cambios en los patrones de consumo. De las 112.5 mil
toneladas de Residuos Sélidos Urbanos (RSU) generados diariamente durante el 2011, el
10.9% corresponde a los deshechos plasticos, dentro de estos se encuentran presentes los
empaques alimenticios, por lo que este nuevo concepto de empaques conservara de manera
integral el alimentos de tal forma que el empaque, el producto, y el medio ambiente
interacttan para mantener la calidad del producto alimenticio, asi como para incrementar el
tiempo de vida y ser totalmente amigables con el ambiente porque son de origen natural
(Avila 2012; SEDESOL 2011; Suppakul et al., 2003; Vifia et al., 2007)

Las peliculas comestibles contribuyen a mantener la calidad del producto, mejoran las
propiedades sensoriales, aumentan su seguridad e incrementan la vida util de productos
actuando como un conjunto para mejorar la calidad del alimento y mejorar la eficiencia

econdmica de los materiales de empacamiento.
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Se producen a partir de biopolimeros, plastificantes y algunos otros aditivos tales como
agentes antioxidantes, compuestos fendlicos, aceites esenciales y antimicrobianos (Beverlya

et al., 2008). Algunas de las funciones que desempefian las peliculas comestibles son:
a).- Reducir la pérdida de humedad.

b).- Reducir el transporte de gases (CO2, Oy).

¢).- Reducir el transporte de solutos.

d).- Mejorar las propiedades mecanicas.

e).- Proveer integridad estructural a los alimentos.

f).- Retener los compuestos volatiles.

0).- Pueden contener aditivos (Falguera et al., 2011).

Para que una pelicula comestible sea considera un buen material de embalaje debe cumplir

con las siguientes caracteristicas:
1.- Permitir la respiracion lenta pero controlada del alimento.

2.- Crear una atmdésfera modificada regulando el proceso de maduracion, extendiendo la vida

atil del alimento.
3.- Disminuir la migracion de lipidos.
4.- Mejorar la manipulacién mecéanica.

5.- Servir como vehiculo en la incorporacion de aditivos (saborizantes, colorantes,

antioxidantes, agentes antimicrobianos).

6.- Evitar el deterioro microbiano durante el almacenamiento prolongado (Kader 1989).
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El uso de las peliculas comestibles se puede dar en alimentos que no estdn empaquetados
individualmente por razones précticas como peras, frijoles, nueces y fresas. También pueden
aplicarse en el interior de los alimentos, entre las diferentes capas de los componentes,
pueden adaptarse para evitar asi el deterioro por humedad como en los pasteles; o bien
aplicarse en la superficie del alimento para controlar la velocidad de difusion de sustancias
de la superficie del alimento hasta el interior del mismo.

Su aplicacion como material de empaqgue de alimentos multicapa puede ser en combinacion
con algun material sintético, en este caso las peliculas comestibles formaran parte de las capas
internas del empaque que se encuentran en contacto directo con el alimento (Kester y
Fennema 1986).

En la actualidad, las investigaciones acerca de empaques se enfocan en la formacién de
matrices poliméricas incorporando en ellas ingredientes bioactivos mediante el empleo de
encapsulacion. Las peliculas comestibles pueden actuar como vehiculos para agentes

antioxidantes o antimicrobianos, hablando asi de empaques activos.

2.2 Empaques activos

Los empaques activos son definidos por la Regulacion Europea (No. 450/2009) como
sistemas que incorporan componentes que se liberan o se absorben dentro o fuera del
alimento empacado o el medio ambiente que lo rodea, para ampliar el tiempo de conservacién
0 mejorar el estado de los alimentos empacados, por lo que el empaque activo hace méas que
simplemente proporcionar una barrera a factores externos nocivos que perjudiquen la calidad
del alimento (Gomez-Estaca et al., 2015; Lépez-Rubio et al., 2006).

Los principales objetivos de los empaques activos pueden agruparse en:

1.- Aumentar la vida atil del alimento manteniendo condiciones Optimas, protegiendo el

alimento de agentes responsables de la alteracion biologica, enzimatica, quimica y fisica.
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2.- Facilitar el proceso y el consumo del alimento disefiando empaques a medida de acuerdo
a las necesidades de los productos alimenticios; disminuyendo la adicion de aditivos (Alvarez
2000).

Adicionar compuestos antioxidantes al empaque para obtener un empaque activo tiene una
gran ventaja sobre la adicion de aditivos de manera directa al alimento, ya que al ser parte
del empaque estos antioxidantes son liberados de manera gradual y controlada, lo que ayuda
al alimento a mantener su inocuidad durante el almacenamiento; para que el empaque otorgue
una capacidad antioxidante al alimento no necesariamente tiene que entrar en contacto
directo con el mismo sino que esta capacidad se da por eliminacion de radicales en el espacio

superior del empaque (Mastromatteo et al., 2010).

El compuesto antioxidante que se adiciona debe ser totalmente compatible con el material
del empaque (biopolimero) con el fin de lograr una distribucién homogénea; la eleccién del
compuesto dependera también del tipo de alimento al cual se aplicard el empaque. Para

alimentos con un alto contenido de lipidos es adecuado un compuestos apolar (Decker, 1998).

En la actualidad la nanotecnologia es utilizada como una opcion viable para la encapsulacion
de compuestos bioactivos los cuales al ser incorporados a los empaques, actuaran como
portadores de los mismos, mejorando asi las propiedades de barrera; por lo que es necesario
evaluar las propiedades de los empaques activos tales como estabilidad microbioldgica,
solubilidad, color, propiedades mecanicas y sensoriales asi como la permeabilidad al vapor
de agua; al conocer estas propiedades se podra optimizar su elaboracion y su aplicacion
(Falguera et al., 2011; Korhonen, 2002; Rojas-Grau et al., 2009).
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2.3 Biopolimeros

Los biopolimeros son generados por sistemas bioldgicos o pueden ser sintetizados a partir de
materiales renovables, por lo que su caracteristica principal es que su degradacion llega a ser
de un par de semanas 0 pocos meses (Shimao, 2001). Pueden clasificarse de acuerdo a la
fuente de la que son extraidos: origen marino (quitina/quitosano), origen agricola (lipidos e
hidrocoloides: proteinas y polisacaridos), origen microbiano (goma xantana) y origen animal
(colageno/gelatina) (Tharanathan, 2003). Adicionalmente las proteinas (biopolimeros de
origen agricola) que se han utilizado para la elaboracion de peliculas pueden clasificarse de

acuerdo a su origen en proteinas de origen vegetal y de origen animal.

Las peliculas elaboradas a base de proteina de origen vegetal como las que se han
desarrollado a base de zeina (fraccion proteica del maiz) son peliculas duras y menos
resistentes al vapor de agua, impermeables a la grasa y son practicamente insolubles en agua
debido a la gran cantidad de aminoacidos no polares que posee; mientras que las peliculas
obtenidas a base de proteina de suero de leche son peliculas flexibles, con buenas propiedades
de barrera al oxigeno, lipidos y aromas. Las peliculas a base de colageno se caracterizan por
ser claras, flexibles e impermeables al oxigeno, pero no presentan buena permeabilidad al
vapor de agua por su naturaleza hidrofilica (Pérez-gago y Krochta, 2001; Ryu et al., 2002;
Tharanathan, 2003).

Desde un punto de vista practico, los biopolimeros tienen dos ventajas principales sobre los
polimeros sintéticos utilizados en empaques: son biodegradables y estan disponibles a partir
de fuentes renovables (Johansoon et al., 2012). Dependiendo del tipo de biopolimero y su
procedencia, forman estructuras continuas ya sean cristalinas o amorfas, por lo que son
utilizados para la elaboracién de empaques actuando como barrera frente a sustancias que se
desean entren en contacto con el alimento que contienen, estos empaques obtenidos a partir
de compuestos naturales y dependiendo del tipo de biopolimero el empaque presentara
caracteristicas distintivas (Guilbert y Gontard, 2005).
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2.4 Colageno

Es una proteina dura y fuerte que forma parte principal del tejido conectivo como huesos,
piel, tendones cartilago y los ligamentos de los animales; constituye alrededor de un tercio
de la proteina corporal total en mamiferos y su fuerza se deriva de su estructura de
“superhélice” (Figura 1) la cual esta constituida por polipéptidos helicoidales hacia la derecha
entrelazados para formar una cadena helicoidal triple hacia la izquierda. Cada cadena tiene

un longitud de 300 nm y un didmetro de 1.5 nm aproximadamente.

La triple hélice esta estabilizada por numerosos puentes de hidrogeno e interacciones
intermoleculares de Van der Waals asi como también por algunos enlaces covalentes (Sisken
et al., 1993; Seymour y Carraher, 1995).

Figura 1 Estructura de “superhélice” del colageno que constituye un tercio de la proteina

corporal total de los mamiferos (Seymour y Carraher, 1995).

Hay diferentes tipos de colageno. Cada tipo tiene su propia secuencia de aminoacidos, pero
todas contienen una cantidad significativa de estructura triple helicoidal; pero debido a sus
propiedades y disponibilidad (hueso, cartilago, tenddn) el colageno tipo | es el utilizado como
biomaterial (Sisken et al., 1993; Seymour y Carraher, 1995).
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El colageno tipo | estd compuesto por 2 cadenas de 1050 aminoacidos aproximadamente por
cadena; contiene alrededor de /5 de Glicina, no contiene triptéfano y es muy bajo en histidina
y tirosina. Es el Unico tipo de colageno que puede ser utilizado para la elaboracidn de gelatina
la cual puede ser obtenida de diferentes recursos como bovino, porcino, piel de pescado y
patas de pollo. Sin embargo la composicion de aminoacidos varia tnicamente un poco como
por ejemplo las gelatinas obtenidas de la piel o huesos de cerdo no contienen cistina, pero al
mismo tiempo las gelatinas de piel de pescado y sus huesos contienen menos glicina que las

hechas con recursos mamiferos (Seymour y Carraher, 1995).

El colédgeno se utiliza para hacer las peliculas de proteinas comestibles mas exitosos
comercialmente. Las peliculas elaboradas a partir de colageno ofrecen varias ventajas: son

biocompatibles y no tdxicas (Hood et al., 1998).

2.4.1 Gelatina

La gelatina es una proteina extraida del coldgeno de los animales, derivado de la piel de cerdo
huesos y pieles de bovino; tiene diferentes propiedades, es el tnico hidrocoloide que es una
proteina y que se funde de forma reversible por debajo de la temperatura corporal (Anal y
Shing 2007); la gelatina contiene un gran namero de aminoacidos tales como la alanina,

glicina, prolina, 4-hidroxiprolina, entre otros.

La estructura tipica de la gelatina se muestra en la figura 2 es -Ala-Gly-Pro-Arg-GlyGlu-
4Hyp-Gly-Pro-. Puede ser facilmente entrecruzada, ademas de ser totalmente biodegradable.
El entrecruzamiento puede llevarse a cabo por medio de varias técnicas quimicas, incluyendo
glutaraldehido, entre otros quimicos. ElI peso molecular de la gelatina varia de 15.000 a
250.000 g/mol; es soluble en agua, acido acetico y en la mayoria de los disolventes organicos
(Chavez y Martinez, 2010).

10



MARCO TEORICO

0 9 0 1 o
0 0
*Fn\»-NH\\/\\ {‘JALNH \ /\H/NH @*NH\\}N
CH3 NH OHO
Alanina(Ala) HO=, 0

HN
Glicina (Gl NH rolina (P
(Gly) Rf 2 HidroxProina(@Hyp)  Froina (Pro)

Prolina(Pro) Acido Glutamico (Glu) Glicina (Gly)
Arginina (Arg)
Glicina (Gly)

Figura 2 Estructura general de la gelatina (Chavez y Martinez, 2010).

El comportamiento fisicoquimico de la gelatina se determina principalmente por la secuencia
de aminoacidos que presenta, la estructura resultante espacial, la distribucién de masa
molecular, asi como a diferentes condiciones como pH, fuerza idnica y reaccion con otros

componentes.

Las propiedades funcionales de la gelatina se pueden dividir en dos grupos. El primero tiene
propiedades que se asocian con su propiedad gelificante, por ejemplo, resistencia de gel, el
tiempo de gelificacion, la temperatura de fusion y la viscosidad. El segundo grupo se refiere
al comportamiento de la superficie de la gelatina, por ejemplo, la formacion y estabilizacion

de espumas y emulsiones.
Las propiedades mas importantes de la gelatina son:
Propiedades asociados con su propiedad gelificante:

- Laformacion de gel
- De textura

- El engrosamiento vinculado al agua
Efectos de superficie:

- Formacion de la emulsién y estabilizacién

11
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- Funcion de coloide protector
- Laformacion de espumay la estabilizacion
- Formacion de pelicula

- La adhesion / cohesion

Para poder medir las propiedades de gelificacion de la gelatina se utiliza la escala en grados
Bloom. Para las gelatinas comerciales los valores en grados Bloom se encuentran dentro del
intervalo de 50 a 300.

La gelatina con un alto valor de grados Bloom tienen caracteristicamente un punto de fusion
y un punto de gelificacion mayor; asi como los tiempos de gelificaciobn més cortos en el
producto final, su color y olor son mas neutrales y un poder de gelificacion mas fuerte lo que
significa que se requieren cantidades més pequefias de gelatina para lograr la firmeza deseada
en los productos finales (Schrieber y Gareis, 2007).

Gracias a sus propiedades y caracteristicas de gelificacion (Tabla 1) la gelatina es unos de
los primeros biomateriales usados para la formacion de peliculas a base de biopolimeros y
continda siendo usada debido a su gran abundancia y a su bajo costo de produccién, a su alta
disponibilidad y principalmente a sus excelentes propiedades para formar peliculas; estas
peliculas son claras, flexibles, fuertes y presentan una alta permeabilidad al oxigeno (Baldwin
etal., 2011).

Tabla 1 Uso y funciones de la gelatina en la industria alimentaria (Schrieber y Gareis,
2007).

Tipo de
Aplicacién Gelatina Concentracion Funcién principal Funcion adicional

200-260
Postres Bloom 1.5-3.0% Formacion de gel  Textura, Brillo

200-280 Textura, elasticidad,
Gomitas Bloom 6.0-10% Formacion de gel  brillo

12
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160-200
Malvaviscos Bloom
180-220
Turrones Bloom
160-220
Pastillas Bloom
140-200
Caramelos Bloom
220-260
Yogurt Bloom

Postres de 180-240

leche Bloom

Gelatina de 180-240

leche Bloom
Carne 220-260
salchichas  Bloom

1.0-3.0%

1.5-3.0%

1.0-2.0%

0.5-2.5%

0.2-1.0%

0.3-3.0%

1.0-2.0%

0.5-2.0%

Formacion de

espuma

Formacion de

espuma

Agente ligante

Emulsificante,
formacion de

espumas

Estabilizante

Formacion de

espuma

Formacién de gel

Estabilizante de

emulsién

Estabilizador de espuma,

formacion de gel

Estabilizador de espuma,
formacion de gel

Textura, mejora de las
propiedades de fusion en
la boca

Masticabilidad

Textura cremosidad

Textura, estabilizante

Textura, cremosidad

Retencidn de agua

2.5 Plastificante

Son sustancias no volatiles de bajo peso molecular que se adicionan a un material polimérico

para modificar propiedades fisicas y mecanicas (Stevens, 1993). Un plastificante tiene como

efecto principal abatir la temperatura de transicién vitrea (Tg). La temperatura de transicion

vitrea se define como la temperatura a la cual las propiedades mecanicas cambian debido a

los movimientos internos de las cadenas polimeéricas. Para que un plastificante pueda ser

utilizado debe cumplir dos requisitos, tener una temperatura de

13
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transicion vitrea baja y debe ser completamente miscible en el biopolimero. La Tg de un
biopolimero plastificado es una funcion del contenido de plastificante. La Tg es importante
al almacenar una pelicula a una cierta temperatura, ya que si la temperatura de
almacenamiento es menor a la Tg de la pelicula se obtendria una pelicula rigida y si es mayor,

una pelicula flexible (Bustamante-Montes et al., 2001).

VAA Mezclado V\/L?v\/? 80
0 @
@)
N\ + é OO 0 — O 0 0 00
00 © 00
O O
> @@ @ ©
Polimero
rigido Plastificante Polimero plastificado

Figura 3 Accion de un plastificante (Bustamante-Montes et al., 2001).

La adicion de plastificantes permite la obtencién de peliculas menos fragiles y mas flexibles
y ddciles (Figura 3), dado que estos compuestos debilitan las interacciones moleculares del
biopolimero incrementando asi su flexibilidad y favoreciendo la formacion de una red
estructural mas homogénea lo que permite una mejor distribucién de las sustancias
hidrofobicas (Guilbert et al., 1995; Yang y Paulson, 2000).

El uso de los agentes plastificantes no siempre es necesario 0 deseado ya que una de las
propiedades que se ve afectada por la incorporacién de estos agentes en las soluciones
formadoras de peliculas es la permeabilidad a los gases. Se ha observado un incremento en
la permeabilidad al vapor de agua, CO2 y O de las peliculas a base de polisacaridos y

proteinas, a medida que la concentracion de plastificante aumenta (Yang y Paulson, 2000).

Con excepcion del agua que es considerado como un plastificante natural en la mayoria de

las peliculas elaboradas a base de hidrocoloides los mas utilizados son los polioles como el

14
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propilenglicol, glicerol y sorbitol. Todos los agentes plastificantes deben ser compatibles con
el polimero (Maté y Krochta, 1996).

El sorbitol y el glicerol son los agentes plastificantes mas comunmente utilizados en las
peliculas elaboradas a partir de gelatina, puesto que son compuestos hidrofilicos (Figura 4)

de bajo peso molecular.

El glicerol es un liquido viscoso, incoloro, inodoro y de sabor dulce, su formula quimica es
C3HgOs3, su peso molecular es de 92.1 g/mol y también se le conoce con el nombre de
glicerina, alcohol glicilico o también 1,2,3-Propanotriol. Dentro de su estructura contiene
grupos hidroxilo (OH) (Figura 3) lo que lo hace una sustancia hidrofilica. Es un producto
valioso por el gran nimero de aplicaciones, porque fisiologicamente es inocuo y puede

utilizarse para la elaboracion de diferentes productos.

Al utilizarlo como plastificante en peliculas elaboradas a partir de gelatina debido a su bajo
peso molecular y su naturaleza hidrofilica el glicerol se fija facilmente a la red de proteinas
y forma puentes de hidrégeno con los grupos reactivos, produciendo asi interacciones
plastificante-proteina; dando lugar a peliculas sensibles al agua, menos rigidas y mas
extensibles (Cuq et al, 1997).

HO OH
OH

Figura 4 Férmula general del glicerol, debido a la presencia de grupos hidroxilo lo
convierten en un plastificante hidrofilico (Cuq et al, 1997).

2.6 Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son sustancias quimicas que se encuentran en plantas y alimentos

como frutas, verduras, nueces, aceites y granos integrales (Instituto Nacional del

15
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cancer de Estados Unidos). La funcién principal de los compuestos bioactivos es inhibir o
impedir las reacciones de oxidacion evitando asi el dafio oxidativo (Venereo-Gutiérrez,
2002).

El dafio o estrés oxidativo se define como la exposicion de la materia viva a diversas fuentes
que producen una ruptura del equilibrio que debe existir entre las sustancias o factores pro-
oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies quimicas,
ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la produccion de

especies reactivas del oxigeno (Ames et al., 1993).

El oxigeno puede ser reducido por menos de cuatro electrones durante el metabolismo para
producir metabolitos reactivos de oxigeno parcialmente reducidos. Muchas de estas especies

reactivas son los radicales libres, los cuales contienen un nimero impar de electrones.

Los radicales libres son pequefias moléculas difusibles que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la cadena de
transporte de electrones a nivel microsomal y las reacciones de oxidacion, por lo que
producen dafio celular (oxidativo), al interactuar con las principales biomoléculas del

organismo. Las principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes son:

- Radical hidroxilo (HO)+

- Perdxido de hidrégeno (H-0:)
- Anidn superdxido (O2)

- Oxigeno singlete (:0z)

- Oxigeno nitrico (NO)

- Perdxido (ROO)

- Semiquinona (Q)

- Ozono

16
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Los radicales libres se generan a nivel intracelular y extracelular (Venereo-Gutiérrez, 2002).

Para impedir o retrasar esta oxidacion existen moléculas que se unen al oxigeno al reaccionar
mas rapido con los radicales libres del oxigeno; estas sustancias son conocidas como

“antioxidantes”.

Tabla 2 Clasificacion de los antioxidantes de acuerdo a su naturaleza; y su accién

antioxidante (Venereo-Gutiérrez, 2002).

Origen Accion

1. Exdgenos
Neutraliza el oxigeno singlete
Vitamina E Captura radicales libres hidroxilo
Captura O

Neutraliza peréxidos

Neutraliza el oxigeno singlete

Vitamina C Captura radicales libres hidroxilo
Captura O2
Regenera la forma oxidativa de la
vitamina E

Betacarotenos, Neutraliza el oxigeno singlete

Polifenoles y Licopenos

17
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2. Enddgenos
Enzimaticos

Proteccion contra el anion
Superdxido  dismutasa superoxido, dismutan el oxigeno

(SOD) para formar Peroxido de hidrégeno.

Actla en presencia de altas
Catalasa (CAT) concentraciones de peroxido de
hidrogeno.

3. No enzimaticos

Glutation peroxidasa Barreras fisioldgicas que enfrenta

(GPx) el oxigeno a su paso desde el aire
hasta las células

Coenzima Q Transportadores de metales

2.6.1 Polifenoles

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con actividad antioxidante que
incluye a los fenoles acidos y flavonoides. La actividad antioxidante de los polifenoles se ha
relacionado con su capacidad para prevenir falla cardiaca, ateroesclerosis y enfermedades

cardiovasculares.

Los compuestos fendlicos poseen una estructura quimica especialmente adecuada para
ejercer una accion antioxidante actuando como captores de radicales libres neutralizando
peligrosas especies reactivas de oxigeno e iones metalicos quelantes (Figura 5a). Ademas,
debido a su reactividad, se encuentran en la mayoria de los casos combinadas con un acido

organico, un azucar o bien, con ellas mismas para formar un polimero.
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Figura 5 Estructura de compuestos fendlicos: Fenoles (a) y Flavonoides (b) los cuales poseen
una estructura quimica adecuada para ejercer una accion antioxidante actuando como

captores de radicales libres (Nijveldt et al., 2000).

Los flavonoides, son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-pirano. Poseen
varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares, Cs-C3-Cs, (Figura 5b).
Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion del anillo pirano central pueden
subdividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas, flavanos y antocianinas. Las
flavonas, como la quercetina, se encuentran en la cebolla y lechuga, otra flavanona
denominada fisetina esta presente en citricos (Mattila y Kumpulainen, 2002; Nijveldt et al.,
2000).

Las frutas, constituyen una de las principales fuentes de compuestos fenolicos en la dieta. En
ellas es frecuente encontrar derivados de los acidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos,

antocianinas, flavonoides, entre otros (Macheix y Fleuriet, 1990).

2.7 Xoconostle

La familia de las cactaceas esta integrada por alrededor de 2000 especies distribuidas por
lugares de clima desertico o0 muy seco, principalmente en América Central y del Sur. En

México se conocen alrededor de 100 especies de cactaceas. Entre la enorme riqueza de
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México en plantas cactéceas destaca el nopal tunero, la pitaya y el xoconostle, las cuales han
sido domesticadas hasta convertirse en cultivos especializados.

El término xoconostle se deriva de los vocablos nahuatl nochtli=tuna y xoco=agria tuna &cida
0 agria (pH de 3.7 a 4.5) y su fruto se consume fresco o procesado, es una fruta consumida
desde tiempos prehispanicos especialmente en la region semiarida del centro de México. En
el Estado de Hidalgo la produccion de xoconostle se encuentra en los municipios de Pachuca,
Zempoala, Villa de Tezontepec, Cuautepec y la region del Valle del Mezquital incluido el
municipio de Tezontepec de Aldama; este fruto es utilizado como condimento en salsas y
algunos platillos de la cocina tipica mexicana; asi como en la elaboracion de dulces, jaleas y
bebidas. El fruto puede permanecer en la planta durante meses sin sufrir deterioro y puede
permanecer en ambientes secos Yy frescos sin perder su sabor color o humedad durante varias

semanas (Maldonado et al., 2009).

Pericarpio Endocarpio

Mesocarpio

&/

Figura 6 Composicién general del fruto xoconostle Opuntia joconostle spp (Reyes-Aguero
y Valiente-Bannuet, 2006).

El xoconostle se caracteriza por piel o pericarpio el cual tiene un grosor de 1.0 - 3.0 mm de
grueso lo que equivale al 14.5 % del fruto con un color rojo-rosa, con un mesocarpio
suculento con un grosor de 1.0-1.3 cm lo que equivale al 70% del fruto y un profundo
endocarpio color rojo que contiene pequefias semillas color marron (Figura 6). Estas semillas

estdn empaquetadas dentro de una estructura mucilaginosa la cual es un polisacérido
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complejo formado principalmente por arabinosa y xilosa como se muestra en la figura 7
(Maldonado et al., 2009; Reyes-Aguero y Valiente-Bannuet, 2006).

Figura 7 Las semillas del xoconostle se encuentran empaquetadas dentro de una estructura
mucilaginosa conformada principalmente por arabinosa y xilosa (Reyes-Aglero y Valiente-
Bannuet, 2006).

El xoconostle contiene gran variedad de minerales entre los que destacan el calcio, hierro,
aluminio, magnesio, potasio, silice, sodio, manganeso, sulfatos y fosfatos; ademas de ser una
rica fuente de compuestos antioxidantes como acidos fendlicos y betalainas (Osorio-Esquivel

et al., 2011; Scheinvar y Manzanero, 2009).

En Meéxico, al xoconostle se le atribuyen propiedades medicinales por la cantidad de
compuestos bioactivos que contiene como las betalainas; como la prevencién y tratamiento
en enfermedades de tipo gastrointestinales, obesidad, control de diabetes, enfermedades
coronarias, diabetes, reduccion en los niveles de colesterol, triglicéridos y glucosa en sangre

(Scheinvar y Manzanero, 2009).

2.7.1 Betalainas

Son pigmentos de origen natural solubles en agua derivados del &cido betalamico;

dependiendo de la naturaleza de la adicion de los residuos de acido betalamico,
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las betalainas se puede dividir en dos grupos: las betacianinas (Figura 7a) y las betaxantinas
(Figura 7b).

b)

a) R
Rl . /'1’-\"‘*\ + ,'l'/__/ N
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{ / ] SN COOH
- :::C;\\‘ T, R

Figura 8 Estructura quimica de las betalainas las cuales estan conformadas por una fraccion
de Betacianinas (a) y Betaxantinas (b); las cuales son derivadas del &cido betalamico
(Stintzing et al., 2005).

De las betacianinas que dan una coloracion rojo-parpura su principal representante es la
betanina presente en un 70-95%; mientras que en las betaxantinas que dan coloracion
amarilla se encuentra en mayor proporcion la vulgaxantina | en un 95%. La estabilidad de
estos pigmentos naturales depende de factores como la temperatura, luz, pH presencia de

oxigeno y actividad de agua (Stintzing et al., 2005).
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2.8 Aceite esencial de naranja

La naranja dulce pertenece a la familia de las Rutaceas, familia que contiene unas 1700
especies de plantas; dentro de esta familia las plantas mas conocidas son los citricos; dentro
de este género Citrus encontramos a la naranja comun Citrus sinensis, la naranja china Citrus
japonica, la naranja amarga Citrus aurantium, la mandarina Citrus reticulata, el limon Citrus
limon, el pomelo Citrus paradisi, la lima Citrus aurantifolia y la toronja Citrus medica
(Weiss 1997). Los citricos crecen en lugares con clima calido y templado; en México los
principales estados productores de naranja son Sonora, Nuevo Le6n y Tamaulipas (Cruz et
al., 1997). Los citricos se caracterizan por sus frutos grandes que contienen cantidades
abundantes de acido citrico [C3H4OH(COOH)s], el cual les proporciona el caracteristico

sabor 4cido.

De la cadena productiva de citricos se obtienen productos como jugos, concentrados,
néctares, purés, pulpas, jaleas y mermeladas. Los subproductos en la industria de jugos,
constituidos por céscaras, semillas, membranas y vesiculas de jugo, representan
aproximadamente el 50% del peso de la fruta entera original; estos subproductos pueden
utilizarse en alimentacion animal, pero los precios no son los suficientemente rentables asi
que el desarrollo de productos alternativos de mayor valor agregado como los aceites

esenciales es una muy buena alternativa (Marin et al., 2007).

Los aceites esenciales se forman en las partes verdes (con clorofila) del vegetal y al crecer la
planta son transportadas a otros tejidos o a los brotes en flor. Algunas de sus funciones son
repelentes de insectos nocivos, atraer a insectos para la polinizacion o simplemente son un

producto metabolico intermedio (Arze et al., 2005).

Los aceites esenciales son liquidos volatiles, en su mayoria insolubles en agua, pero
facilmente solubles en alcohol, éter y aceites tanto vegetales como minerales. Por lo general,
no son oleosos al tacto. Sus compuestos derivan biolégicamente del acido mevalonico y se

les cataloga como terpenos, siendo los mas abundantes los monoterpenos (Cw) y los
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sesquiterpenos (C:s) que son ingredientes basicos en la industria de los perfumes y se utilizan

también en jabones, desinfectantes y productos similares.
Para la extraccion de los aceites esenciales los métodos mas utilizados son:

- Prensado mecénico: el material vegetal es exprimido mecanicamente para liberar el

aceite y este es recolectado y filtrado; es utilizado en los casos de citricos.

- Hidrodestilacion: la muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos
pequerios, se coloca en un recipiente cerrado y sometida a una corriente de vapor de
agua sobrecalentada, la esencia arrastrada es posteriormente condensada, recolectada
y separada de la fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada debido a su alto
rendimiento y alta pureza del aceite obtenido (Gutiérrez y Villegas, 2013; Martinez,
1996).

La cascara de naranja contiene 5.436 kg de aceite de los cuales aproximadamente el 90% es
de d-limoneno. El aceite esencial de naranja tiene una marcada estabilidad antioxidante que
se atribuye a la presencia de a-tocoferol y d-limoneno; pero esta actividad antioxidante no
solo puede atribuirse exclusivamente a a-tocoferol sino a una actividad sinergista de todos
los compuestos antioxidantes como las flavonas que tiene este aceite (Vargas Arispuro et
al., 1998; Waters et al., 1976).

La biodisponibilidad oral de compuestos bioactivos como los que se encuentran presentes
en los aceites esenciales puede verse aumentada cuando se encapsulan dentro de los sistemas
de liberacién que contienen particulas pequefias, aunque este fenbmeno probablemente

dependera de la composicion y estructura del sistema (McClements et al., 2007).
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2.9 Emulsiones

Una emulsion es un sistema disperso constituido por la homogeneizacion o dispersion de dos
0 mas fluidos no miscibles, en el que una de estas fases se encuentra distribuida en otra de
forma discontinua, una de las fases suele ser agua o una disolucién acuosa y la otra una
sustancia organica. En general, una emulsion consiste en al menos dos liquidos inmiscibles
(generalmente aceite y agua), donde uno de los liquidos se dispersa en forma de pequefias

gotas esféricas en la otra (McClements, 2010; Solans et al., 2001).

2.9.1 Clasificacion de emulsiones

La clasificacion de las emulsiones en funcion del tamafio de particulas dispersa en la fase

continua:

a).- Macroemulsiones: tamafio de gota 1-100 pum.

b).- Miniemulsiones o nanoemulsiones: tamafio de gota 20-500 nm.
¢).- Microemulsiones: tamafio de gota inferior a 100 nm.

La principal diferencia entre las macroemulsiones y las microemulsiones es que las
macroemulsiones o emulsiones propiamente dicho no son sistemas termodinamicamente

estables; mientras que las microemulsiones si lo son (Solans et al., 2005).

2.9.2 Clasificacion de las emulsiones en base a la fase dispersa

Las emulsiones pueden clasificarse dependiendo de cuél sea el liquido que compone a la fase

dispersa:

e Aceite-en-agua (o/w) gotas de aceite dispersas en agua.
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e Agua-en-aceite (w/0) gotas de agua dispersas en aceite.
e Aceite-en-agua-en aceite (o/w/0) emulsion doble.

e Agua-en-aceite-en-agua (w/o/w) emulsion doble

La aplicacion de las emulsiones multiples a alimentos ofrece interesantes posibilidades ya
que aparece como una estrategia potencialmente Gtil en procesos de reduccion de energia,
enmascaramiento de sabores y mejora de las propiedades sensoriales de los productos o
liberacion controlada y proteccion de ingredientes labiles durante el procesado. Con tales
posibilidades, la aplicacion de emulsiones multiples se presenta como una herramienta
interesante en el disefio y desarrollo de alimentos funcionales ya que pueden emplearse como
un producto intermedio (como ingrediente alimentario) dentro de las estrategias empleadas

en la optimizacién de la presencia de compuestos bioactivos (Dickinson, 2011).

Para la formacién de emulsiones es necesaria la presencia de tensoactivos o también llamados
emulsificantes, surfactantes, emulsivos o emulgentes; estas sustancias estabilizan las mezclas
de liquidos inmiscibles, evitando la sinéresis o separacion de fase ya que actlan en la
interfase de la emulsion. Estos tensoactivos reducen la tension superficial y hacen que las

dos fases se estabilicen al lograr un contacto estrecho.

Los emulsionantes son agentes anfifilicos constituidos por dos fracciones diferentes: una

parte hidréfila que se solubiliza en agua, y otra hidr6foba o lipofila, que lo hace mejor en los

lipidos (Figura 9).
o\:\ @
/1\\ Va \
6 Grupo hidrofilico Cadena hidrofobica

Figura 9 Estructura de un tensoactivo que presenta una fraccion hidrofilica y una fraccion
hidrofobica (Badui, 2006).
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La eficacia de los tensoactivos esta ligada a su solubilidad en cada fase y para ejercer una
mejor accién debe ser méas soluble en la fase continua; por ejemplo, una emulsion aceite en
agua requiere un emulsionante mas hidrosoluble. Sin embargo, esta regla se modifica por
efecto de la temperatura; entonces, si un emulsionante se solubiliza facilmente en agua fria,

es probable que al aumentar la temperatura lo haga mejor en los lipidos (Badui, 2006).

2.10 Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones son sistemas transparentes o traslucidos con un tamafio de particula que
va de 20 a 200 nm, son termodindmicamente inestables, para evitar que coalescan o floculen
es necesaria la presencia de tensoactivos los cuales acttan sobre el radio de adsorcion de la
gota; pueden perder su transparencia con el tiempo como resultado del incremento del tamafio
de gota. La formacion de las nanoemulsiones al ser sistemas no equilibrados no pueden
formarse de forma espontanea; por lo tanto es necesario la aplicacion de energia mecéanica
para su formacion. Algunos de los métodos de alta energia utilizados para la formacién de
nanoemulsiones son: agitacion de alta cizalla, altas presiones de homogeneizacién y
ultrasonido (Tadros et al., 2004; Walstra, 1993).

2.10.1 Estabilidad de nanoemulsiones

Las nanoemulsiones de tipo agua en aceite (W/O) no son considerados sistemas
termodindmicamente estables ya que tienden a romperse como resultado de la gravedad,
separacion y floculacion; debido a que el tamario de particula de las nanoemulsiones es muy
pequefio estas le confieren estabilidad contra la sedimentacion alargando su vida de anaquel;
tienden a ser turbias u opacas debido a que el tamafio que presentan las gotas es similar a la
longitud de onda de la luz, lo que significa que las particulas suspendidas en un liquido no

son estacionarias sino gque se encuentran en constante movimiento debido al movimiento
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browniano que es el movimiento de las particulas que se encuentran inmersas en un fluido
(McClements, 2010; Tadros et al., 2004).

Otro parametro a considerar para la evaluacion de la estabilidad de las nanoemulsiones es el
potencial Z. El desarrollo de una carga neta en la superficie de la particula afecta a la
distribucion de iones en la region interfacial que la rodea, lo que resulta en un aumento de la
concentracion de iones de carga opuesta a la de la particula cerca de la superficie (Figura 10).
La capa de liquido que rodea la particula existe como dos partes; una region interior, llamado
la capa de Stern, donde los iones estan fuertemente ligados y una regién exterior o difusa,
donde estan menos firmemente unidos los iones; por lo tanto existe una doble capa eléctrica
alrededor cada particula. Si todas las particulas en suspension tienen un gran potencial zeta
negativo o positivo, entonces tienden a repelerse entre si y no floculan; sin embargo, si las
particulas tienen valores de potencial zeta bajos, entonces no hay fuerza para impedir la
particulas que se unan (Malvern, 2013).

De acuerdo al valor del Potencial Z variara la estabilidad de las nanoemulsiones, siendo
menos estables y presentando aglomeraciones las nanoemulsiones que muestren valores de -
5a-10 mV; moderada estabilidad de -41 a -50 mV; muy buena estabilidad de -51 a -60 mV;
de excelente estabilidad de -61 a -80 mV y de una maxima estabilidad de -81 a -125 mV
(Schramm, 2006).
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Co-lon Negativo
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ga .)V Q
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Figura 10 Esquema general del potencial Z en una particula (Malvern, 2013).
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Las nanoemulsiones tienen un comportamiento como cualquier coloide y sus particulas que
se encuentran en suspensién estan cargadas en mayor o menor medida lo cual provoca que
exista entre ellas repulsion, entre mayor sea esta repulsion la nanoemulsion sea mas estable
(McClements et al., 2009).

2.10.2 Ventajas y limitaciones del uso de nanoemulsiones en alimentos

e Ventajas.
1.- Son faciles de preparar en comparacion con sistemas de emulsiones mas estructurados.
2.- Utiles cuando se requiere claridad 6ptica en un producto.

3.- Por lo general tienen buena estabilidad a la separacion gravitacional, floculacion y

coalescencia.

4.- Son utiles cuando se requiere la liberacion y/o absorcion rapida de componentes

funcionales debido a su pequefio tamafio y gran area superficial.
e Desventajas.
1.- Hay so6lo un numero limitado de emulsionantes disponibles de grado alimenticio.

2.- Se requiere una concentracion relativamente grande de emulsionante para cubrir todas las
superficies de las gotitas formadas durante la homogeneizacion, elevando los costos (Qian y
McClements., 2011).

2.10.3 Formacioén de nanoemulsiones

La formacion de las nanoemulsiones no puede darse de forma espontanea; por lo tanto es

necesario la aplicacion de energia mecanica para su formacion.

29



MARCO TEORICO

Algunos de los métodos de alta energia utilizados para la formacion de nanoemulsiones son:

agitacion de alta cizalla, altas presiones de homogeneizacion y ultrasonido.

El método de ultrasonido es una técnica no destructiva, rapida y fiable, una superficie sélida
que vibra, agita la emulsion premezclada en frecuencias ultrasénicas, tipicamente 20 kHz o

mayor, y alta potencia, causando un gran cizallamiento y cavitacion que rompe las gotas.

Puesto que el area de sonido emitido es no homogénea, en la mayoria de los sistemas, es
necesario recircular la emulsion a través de la regién de alta energia de manera que todas las
gotas deben experimentar la alta velocidad de cizallamiento. Para obtener una gota de tamafio
razonablemente uniforme, es necesario que el sistema sea recirculado muchas veces a través
de la regién de alta cizalla; la nanoemulsificacion por sonicacion presenta problemas en
términos de reproducibilidad debido a la dificultad de controlar los nucleos de cavitacion
(Mason et al., 2006).
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3 ANTECEDENTES

La necesidad de disminuir la produccion de empaques a base de materiales sintéticos en los
ultimos afios ha impulsado la investigacion para crear empaques totalmente biodegradables
y para lograrlo se estan elaborando empaques a base de biopolimeros, como colageno que es
de origen animal y se obtiene de huesos, cartilago y pieles. Por ser de origen natural los
biopolimeros presentan deficiencias para ser aplicados como empaques alimenticios, por lo
que es necesario incorporar a ellos sustancias que mejoren sus propiedades fisicas y
mecénicas como plastificantes y compuestos bioactivos, obteniendo empaques activos que

no solo contienen el alimento y son biodegradables sino que aportan un beneficio extra.

Los empaques activos ofrecen muchas posibilidades en la conservacion de alimentos, por lo
que es importante conocer la interaccion que tienen los compuestos bioactivos con el
biopolimero, para optimizar la formulacion de los empaques. La incorporacién de
compuestos bioactivos como los que se encuentran presentes en los aceites esenciales o
extractos de frutos en cantidades Optimas ayudara a garantizar que se esta elaborando un
empaque activo (Debeaufourt et al., 1998, Rodriguez et al., 2001, Shimao et al., 2001,
Tharanathan, 2003).

La tendencia actual para utilizar la gelatina (proteina extraida del colageno) como material
de empagues en alimentos se centra en el desarrollo de peliculas con mejores propiedades
mecanicas, permeabilidad, transparencia y capacidad antioxidante; estas propiedades se
veran influenciadas por la incorporacion de sustancias que favorezcan y potencialicen las
propiedades de la pelicula como los son los extractos naturales obtenidos de plantas y frutos
como fuentes de compuestos antioxidantes (Ahmad et al., 2012; Gomez-Guillen, et al.,
2011).

Tongnuanchan et al., (2012) incorporaron a matrices de gelatina de piel de pescado aceites
esenciales citricos de lima y limén, usando como plastificante glicerol y como tensoactivo

tween 20; la incorporacion de los aceites citricos afectd las propiedades mecanicas,
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su permeabilidad al vapor de agua, color y transparencia, asi como su capacidad antioxidante,
este cambio dependio del tipo de aceite esencial citrico y la concentracién del mismo

adicionada a la matriz polimérica.

Genskowsky et al., (2015) incorporaron extracto de Aristotelia chilensis o maqui, al 1% v/w
a peliculas elaboradas a base de quitosano utilizando como plastificante glicerol, obteniendo
peliculas con resaltada actividad antioxidante y antimicrobiana, la cual se atribuye a los

acidos fendlicos, flavonoides o las antocianinas procedentes del extracto del fruto.

Una manera de potencializar los compuestos bioactivos como los presentes en el xoconostle
y el aceite de naranja es encapsulandolos, por tal motivo la nanoencapsulacién podria ser una

alternativa para evitar las pérdidas de compuestos volatiles en la etapa de secado de peliculas.
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4 JUSTIFICACION

La elaboracion de peliculas comestibles a base de biopolimeros ha tomado una gran
importancia durante las ultimas décadas debido a la alta contaminacion producida por los
residuos contaminantes como los empaques elaborados a partir de compuestos sintéticos
dado que su descomposicion llega a tardar varios afos, por otro lado la elaboracion de
empaques a partir de compuestos naturales totalmente biodegradables es una alternativa para
poder sustituir de manera paulatina los empaques sintéticos. Una de las grandes ventajas que
se tiene en los envases de origen natural es que se puede incorporar a ellos compuestos

bioactivos que dan al empaque una funcionalidad adicional y son amigables con el ambiente.

Los aditivos como los compuestos antioxidantes que se incorporan a la matriz polimérica al
ser de origen natural pueden ser asimilados en el organismo, permitiendo que no solo el
producto sea beneficiado al usar la matriz polimérica como proteccidn sino que da al alimento

una nueva version del mismo.
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S) OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

« Determinar el efecto de la incorporacion de nanoemulsiones tipo agua en aceite
(W/O) conteniendo compuestos bioactivos de xoconostle y aceite de naranja en las

propiedades fisicoquimicas y mecéanicas de peliculas comestibles a base de gelatina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar la formulacion de la pelicula de gelatina adicionada con compuestos

nanoemulsionados de filtrado de xoconostle y aceite de naranja.

» Determinar compuestos bioactivos (Betalainas, Fenoles y Flavonoides) en filtrado

de xoconostle, nanoemulsion y peliculas de gelatina con nanoemulsion.

« Evaluar la capacidad antioxidante por porcentaje de inhibicion de radicales ABTS y
DPPH de las peliculas de gelatina adicionadas con la nanoemulsion de tipo agua en

aceite.
« Determinar el color en las peliculas de gelatina adicionadas con nanoemulsion.

« Evaluar las propiedades mecénicas de la pelicula comestible a la cual se le aplicé la

nanoemulsion.
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6 HIPOTESIS

La adicion de compuestos bioactivos de filtrado de xoconostle y aceite de naranja
nanoemulsionados otorgaran a la pelicula de elaborada a base de gelatina capacidad
antioxidante asi como propiedades mecanicas distintivas de acuerdo a la concentracion de

nanoemulsion incorporada a la matriz.

35



MATERIALES Y METODOS

7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Materiales

e Material vegetal

El xoconostle (Opuntia oligacantha C.F. Forst) que se utilizO en este proyecto de
investigacion fue de la variedad Ulapa obtenido del municipio de Tezontepec de Aldama,
Estado de Hidalgo 20°11'33"N 99°1623"0.

La gelatina que se utilizo para la formacion de las peliculas comestibles es de bovino W225
donada por el taller de Tecnologia del Cuero de la Universidad Autonoma del Estado de
Hidalgo. El aceite esencial de naranja utilizado para la formacion de las nanoemulsiones
marca CEDROSA Central de Drogas S.A. de C.V. lote nimero 1T1460214. Los tensoactivos
utilizados fueron lecitina de soya liquida marca REASOL Reactivos Analiticos-Colorantes-
Indicadores lote 9800 utilizada como tensoactivo en la nanoemulsion y lecitina de soya en
polvo que se utiliz6 como tensoactivo en la adicion de la nanoemulsion a la gelatina fundida
es de la Distribuidora Greep S.A. de C.V.

7.2 Establecimiento del experimento

Para obtener la pelicula adicionada con compuestos bioactivos primero se obtuvo el filtrado
de xoconostle por medio de un proceso mecanico enzimatico, para posteriormente utilizarlo
como fase dispersa en la nanoemulsion que tuvo como fase dispersante el aceite esencial de
naranja (W/O); la nanoemulsion se elabord por un método de ultrasonido y esta se incorpord
a la pelicula elaborada a base de gelatina para asi finalmente obtener la pelicula comestibles

con compuestos bioactivos (Figura 11).
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Figura 11 Estrategia experimental

7.3 Meétodos

7.3.1 Obtencion del filtrado de xoconostle por método mecanico-enzimatico

Se tomaron 4 piezas de xoconostle en estado de madurez fisiolégico, los frutos fueron
procesados en una licuadora industrial (Waring HGBSS, Torrington, Connecticutt, EUA),
durante 3 minutos y se filtro; al filtrado obtenido se le adiciond el compuesto enzimatico
(Rohapect B 1L) en una relacion de 100 puL por cada 200 g de filtrado obtenido, se dejé en
maceracion en vaso de precipitado protegido de la luz, durante 3 horas a 20 °C. Pasado este
tiempo, la muestra se coloco en un bafio de hielo con la finalidad de detener la actividad
enzimatica. Posteriormente la muestra fue filtrada utilizando papel Whatman No. 2,
ajustando el peso a 100 g. El permeado fue almacenado en refrigeracion a 4°C hasta su
utilizacion por un tiempo no mayor a 6 dias para evitar procesos de fermentacion (Pérez-
Alonso et al., 2015).
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7.3.2 Elaboracion de la nanoemulsién

La nanoemulsién fue del tipo agua en aceite W/O; para su elaboracién los porcentajes que se
utilizaron fueron 70% de aceite de naranja (CEDROSA Central de Drogas S.A. de C.V. lote
namero 1T1460214); 20 % del filtrado de xoconostle y tensoactivo lecitina de soya en estado
liquido como tensoactivo (REASOL Reactivos Analiticos-Colorantes-Indicadores lote 9800)
y se sometieron a ultrasonido (Ultrasonido Sonics Vibra-cell) con sonda de 6 mm de diametro
durante 20 intervalos de 59 segundos de sonicacion con periodos de descanso de 10 segundos
usando 80% de amplitud con una frecuencia de 20 kHz, una vez obtenida la nanoemulsion
se conservo en refrigeracion protegida de la luz hasta su analisis y utilizacién (Salvador,
2015).

7.3.3 Elaboracion de la pelicula comestible

Una vez que se obtuvo la nanoemulsion (extracto de xoconostle/aceite de naranja/lecitina de
soya liquida), la elaboracidn de la pelicula comestible se baso6 en lo establecido por Aguirre-
Alvarez et al., (2011) con algunas modificaciones; se inicié con pesado en una balanza
analitica (Lab-Tech modelo ADAM) de 0.76 g de gelatina W225 la cual se hidraté en 10.9
ml de agua fria y se sometio 10 min a un bafio con temperatura controlada de 60°C (Scorpion
Scientific); por otro lado 0.76 g de lecitina en polvo se hidrataron en un volumen de 9 ml de
aguay se sometieron a calentamiento por 3 minutos a 70 °C esto para permitir una hidratacion
total y evitando grumos que podrian afectar la estructura de la pelicula; ya hidratada la
lecitina se agregaron a esta 3.9 g de Glicerol (MEYER Lote 130510106) y esta mezcla
lecitina/glicerol se adicion0 a la gelatina hidratada y fundida y se sometié a agitacion en un
equipo Ultraturrax (IKA T25) a 3200 rpm durante 3 minutos; posteriormente se fue
adicionando la nanoemulsion en proporciones diferentes en relacion gelatina: nanoemulsion
como se muestra en la tabla 3, gota a gota manteniéndola en agitacion (Ultraturrax IKA T25)

a 3200 rpm por 10 minutos hasta que se incorporé en su totalidad la nanoemulsion,
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se retird del Ultraturrax y se vacio en un placa Petri limpia (100 mm x 15 mm) colocéndola
en la estufa Felisa a una temperatura de 25 °C durante 24 horas; unas vez seca la pelicula se
retird de la placa con ayuda de guantes de latex para evitar la trasferencia de residuos que
puedan afectar las caracteristicas de la pelicula final y se mantuvieron en bolsas individuales
a temperatura ambiente hasta su anélisis.

Tabla 3 Formulacion de una pelicula comestible incorporando en ella compuestos bioactivos
en forma de nanoemulsion tipo agua en aceite.

Nanoemulsion: Gelatina Agua Gelatina Glicerol Lecitinaen Nanoemulsion
(mL) (9) (9) polvo (g) (mL)
Control (1:0) 20 0.80 4.00 0.0 0.0

1:1 19.2 0.76 3.92 0.76 0.76

1:0.75 19.4 0.76 3.94 0.76 0.42

1:0.50 19.6 0.76 3.96 0.76 0.38

1:0.35 19.8 0.76 3.98 0.76 0.19

1:0.10 19.9 0.76 3.99 0.76 0.076

7.3.4 Extraccion de compuestos Bioactivos de nanoemulsion y filtrado de xoconostle

Se coloc6 1 mL de la muestra (filtrado de xoconostle, nanoemulsion) en vaso de precipitado
y se adicionaron 20 mL de una solucidn de etanol: agua (50:50), y se agit6 por 10 min en una
parrilla con agitacion magnética (Marca CORNING modelo PC-420 USA) y posteriormente
se centrifugd a 10000 rpm por 20 min a 4°C; se retiro el sobrenadante manteniéndolo en vaso
de precipitado cubierto a la luz. Al sedimento obtenido del paso anterior se adicionaron 20
mL de una solucién acetona: agua (70:30) y se sometio6 a las mismas condiciones que el paso
anterior. Se mezclaron los dos sobrenadantes y se agitaron por 5 min y se centrifugaron bajo
las mismas condiciones descritas anteriormente obteniendo asi los compuestos bioactivos,

conservando la muestra en refrigeracion y en oscuridad hasta su analisis (Morales 2012).

39



MATERIALES Y METODOS

7.3.5 Extraccion de compuestos Bioactivos de la pelicula de gelatina

Se llevé a cabo por la metodologia de Saenz et al., (2009) con algunas modificaciones, se
colocd 1g de la pelicula en tubo de ensayo con 10 ml de una solucion de etanol:agua (50:50),
se sometio a bafio ultrasénico por 30 min y posteriormente se centrifug6 a 11000 rpm a 4°C
durante 20 min, el sobrenadante se guardo en tubo de ensayo con tapon protegido de la luz y

en refrigeracion hasta su analisis por no mas de 3 dias.

7.3.6 Potencial Zeta

La nanoemulsion fue colocada en una celda acoplada a electrodos de oro como muestra la
figura 12 (Dip cell) y se introdujo a un equipo Zetasizer con una longitud de onda de 633-
650 nm (Modelo Nano-ZS2000 Malvern Instruments Ltd. Malvern, Worcestershire, Reino

Unido) para determinar el potencial zeta de la nanoemulsion.

Figura 12 Celda utilizada para la determinacion de potencial Z de la nanoemulsion (Malvern,
2013).
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7.3.7 Tamaiio de las gotas de las nanoemulsiones

La muestra fue colocada en una celda de vidrio y se le determind la distribucion del tamafio
de las gotas mediante la técnica de dispersion dinamica de luz laser usando un equipo
Zetasizer (Modelo Nano-ZS2000 Malvern Instruments Ltd. Malvern, Worcestershire, Reino
Unido).

7.3.8 Cuantificaciéon de Betalainas totales

Se siguié la metodologia de Castellanos-Santiago y Yahia, (2008) describe que las
betaxantinas se absorben a una longitud de onda de 483nm y las betacianinas a 535nm. El
calculo de larelacion determina la concentracion de las Betalainas totales. Se tomo el extracto
de la pelicula para realizar la prueba espectrofotométrica; se tomé 1 mL de muestra y se
mezclé con 20 mL de alcohol metilico al 20 % las lecturas de las muestras se tomaron las
lecturas de absorbancia en el espectrofotometro (Marca JENWAY, Modelo 6705) a una

longitud de onda de 483nm y 538nm, se utilizard como blanco alcohol metilico al 80%.

Los resultados se expresaron en términos de concentracion de betalainas totales, betacianinas

y betaxantinas.

BC(mg/g) = [A(DF)(MW)Vd/elWd]

Donde:

A =535 nm) (para betacianinas) MW= peso molecular 308 g/mol (para
A =483 nm) (para betaxantinas) betaxantinas).

DF= Factor de dilucion &= 60 000 L/(mol cm) (par betacianinas).
Vd=Volumen de muestra seca en solucion €=48 000 L/(mol cm) (par betaxantinas).
Wd= peso de la muestra seca I= longitud de la celda (1 cm).

MW= peso molecular 550 g/mol (para Betalainas = betacianinas + betaxantinas

betacianinas)

41



MATERIALES Y METODOS

7.3.9 Determinacién de Fenoles totales

Se llevo a cabo mediante el método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Se tomaron
0.5mL de la muestra (pelicula con nanoemulsién) en tubos de ensaye cubiertos con papel
aluminio, se mezclaron con 2.5mL de reactivo diluido de Folin-Ciocalteu (1:10) (Sigma-
Aldrich México, Edo. De México, México) se dejaron reposar durante 5min. Posteriormente
se agregaron 2mL de solucion de carbonato de sodio al 7.5% hasta lograr una mezcla
homogénea. Se dejaron reposar durante 2 horas y después se tomaron las absorbancias de la
mezcla en un espectrofotometro (Marca JENWAY, Modelo 6705), utilizando celdas de
cuarzo, a una longitud de onda de 760nm. Los resultados obtenidos, fueron expresados en
miligramos equivalentes de acido galico (mg EAG/1g de muestra); por lo que fue necesario
elaborar una curva de calibracion como se muestra en la figura 13; preparando para tal
objetivo una solucién madre de acido galico a una concentracion de 1000 mg/L; a partir de
esta solucion madre se obtuvieron las diluciones necesarias utilizadas en la curva de

calibracion.

0.80
0.70
' 0.60
£
= 0.50
£ 0.40
5 0.30
£ 0.20
0.10
0.00

y =0.0067x + 0.078 R2=0.9973

0 20 40 60 80 100 120
Concentracion (ppm)

Figura 13 Curva de calibracion para Fenoles totales.
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7.3.10 Determinacién de Flavonoides

Se realiz6 mediante el método de Dowd, adaptado por Arvouet-Grand et al., (1994). Se
utiliz6 una solucion de tricloruro de aluminio (AICl3) (Fermont, Productos Quimicos
Monterrey, Monterrey, México) al 2% en metanol. Posteriormente se colocaron 2mL de la
muestra (pelicula comestible con nanoemulsion), se agregaron 2mL de solucion metanolica
de AICl3, se dejaron reposar por 20min en la obscuridad, posteriormente fueron registradas
las absorbancias obtenidas con celda de cuarzo a una longitud de onda de 415nm en un
espectrofotometro (Marca JENWAY, Modelo 6705). Los resultados fueron expresados en
mg equivalentes de Quercitina (mg/EQ)/1g de muestra por lo que fue necesario elaborar una
curva de calibracion como se muestra en la figura 14; preparando para tal objetivo una
solucién madre de Quercitina a una concentracion de 1000 mg/L; a partir de esta solucién

madre se obtuvieron las diluciones necesarias utilizadas en la curva de calibracion.
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Figura 14 Curva de calibracion para Flavonoides totales.
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7.3.11 Determinacioén de actividad antioxidante por inhibicion del radical 2,2'-azino-bis

3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico, ABTS.

Para la determinacion de actividad antioxidante por el radical ABTS se basd en la
decoloracion del radical ABTS. El radical ABTS (Sigma-Aldrich México, Toluca, México)
7uM, se hizo reaccionar con persulfato de potasio (K2S20g) (Sigma-Aldrich México, Toluca,
México) 2.45uM, mezclando ambos reactivos, en una proporcion de 1:1, la mezcla se dejo
en agitacion en una platina (Marca CORNING modelo PC-420 USA) con ayuda de un
agitador magnético y cubierta con papel aluminio por aproximadamente 16 horas, antes de
comenzar las determinaciones. Una vez formado el radical ABTS se diluy6 con etanol al
20%, hasta alcanzar una absorbancia entre 0.7+0.01 a una longitud de onda de 734nm. Se
tomaron 2 mL del radical ABTS estabilizado y se mezclaron con 0.2 mL de muestra (filtrado
de xoconostle, extracto de nanoemulsion y de pelicula con nanoemulsion) y se dejo reposar
6 min para su posterior medicién en celda de cuarzo en espectrofotometro (Marca JENWAY,
Modelo 6705) (Re et al., 1999). Los resultados de filtrado de xoconostle, aceite esencial de
naranja y de nanoemulsion fueron expresados en mg equivalentes de &cido ascérbico
(mg/EAA)/g por lo que fue necesario elaborar una curva de calibracion (figura 15),
preparando una solucion madre de acido ascorbico a una concentracion de 1000 mg/L; a
partir de esta solucién madre se obtuvieron las diluciones necesarias utilizadas en la curva de

calibracion.
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Figura 15 Curva de calibracion para el radical ABTS.

Para la determinacion del porcentaje de inhibicién del radical ABTS en las peliculas

adicionadas con nanoemulsion la formula utilizada fue:

L Absorbancia inicial — Absorbancia final
% de Inhibicion = Absorbancia inicial * 100

7.3.12 Determinacion de actividad antioxidante por inhibicion del radical 1,1 -difenil-2-
picrilhidrazil, DPPH.

Para la determinacion de la actividad antioxidante por inhibicion del radical DPPH se
agregaron 2.5mL de una solucién metandlica de DPPH 6.1x10° M, se hicieron reaccionar
con 0.5mL de muestra (filtrado de xoconostle, extracto de nanoemulsion y pelicula con
nanoemulsion), la mezcla se dejo reposar en la obscuridad durante 30 min, posteriormente se

registraron las lecturas en una celda de cuarzo en espectrofotdbmetro (Marca JENWAY,
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Modelo 6705) a una longitud de onda de 515nm (Brand-Williams et al., 1995). Los resultados
fueron expresados en mg equivalentes de &cido ascérbico (mg EAA/g) para filtrado de
xoconostle, aceite esencial de naranja y nanoemulsion, por lo que fue necesario elaborar una
curva de calibracion (figura 16), preparando una solucion madre de &cido ascorbico a una
concentracion de 1000 mg/L; a partir de esta solucion madre se obtuvieron las diluciones

necesarias utilizadas en la curva de calibracion.

oo y =-0.0087x +0.6726 R?=0.9974

0 10 20 30 40 50
Concentracion (ppm)

Figura 16 Curva de calibracion para el radical DPPH

Para la determinacién del porcentaje de inhibicién del radical DPPH en las peliculas

adicionadas con nanoemulsion la formula utilizada fue:

% de Inhibicien = psorbancia inicial - Absorbancia final .
o de Inhibicion = Absorbancia inicial
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7.3.13 Determinacién de color en peliculas

Esta determinacion se realizé mediante un colorimetro por reflexion “Hunter Lab”, el cual
se basod en el empleo de funciones trigonométricas. Una rueda de color dividida en 360 °; con
rojo purpura situado en el extremo derecho en el angulo 0; el amarillo en 90 °; el verde — azul
en 180 ° y el azul en 270 °, el Hunter Lab, indico el cambio de coloracion en 3 direcciones;
L*, a* y b*, las cuales marcan los cambios de brillantez. L* mide la oscuridad a luminosidad,
a* representa el rojo si es positivo y el verde si es negativo; b* corresponde al amarillo si es
positivo y al azul en caso de ser negativo (AOAC, 2000), asi como la diferencian neta de

color en comparacidn con la pelicula control (1:0) por la ecuacién Francis y Clydesdale:
AE = (AL*Z + Aa*2 + Ab*2)1/2
Donde:

AL*= Diferencia de brillo
Aa*= Diferencia de enrojecimiento

Ab*= Diferencia de amarilleo

7.3.14 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecénicas como el porcentaje de elongacion, resistencia a la traccion y
modulo de Young de las peliculas fueron evaluadas de acuerdo al método estdndar ASTM
D882-95a (ASTM, 1995a, 1995b) con un texturometro con celda de carga de 50 kg
(Brookfield CT3 texture analyzer, Reino Unido); la pelicula fue cortada en rectangulos de 10
cm de largo por 1cm de ancho, estos fueron mantenidos durante 14 dias en desecadores con
unasolucién saturada de NaBr (57% de humedad relativa). La separacion entre los medidores
fue de 5cm fijando los extremos de los rectangulos de la pelicula, a una velocidad de

deformacion de 0.10 mm/s. Se realizaron 8 repeticiones por cada tratamiento.
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7.4 Andlisis de resultados

Para el andlisis estadistico los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los datos
obtenidos se analizaron por medio de un anélisis de varianza ANOVA por prueba Tukey
usando un programa estadistico SPSS considerando un nivel de significancia P<0.05.
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8 RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Estabilidad cinética de la nanoemulsién

La nanoemulsion elaborada a partir de aceite de naranja y filtrado de xoconostle (W/O) tuvo
un tamafio promedio de 125.76+3.09 nm, que se encuentra dentro del intervalo 20-500 pm,
con un aspecto trasltcido, reportado por McClements, (2004) como se muestra en la figura
17.

Frecuencia %

1 10 100 1000

Tamafo (nml

Figura 17 Perfil de distribucion de didmetro z promedio de las gotas de la nanoemulsion tipo

agua en aceite conformada por filtrado de xoconostle y aceite esencial de naranja.

La nanoemulsion present6 un didmetro z promedio de gota dentro del intervalo de 20 a 500
nm durante el analisis de estabilidad; al tiempo O fue de 118.80+5.50 nm (Figura 18);
mostrandose un aumento en el diametro z promedio de gota hasta alcanzar 300.16+9.93 nm
después de 80 horas, notandose que se mantuvo constante el diametro z promedio de gota a

partir de las 48 horas de haber sido elaborada.
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
Horas

Figura 18 Estabilidad cinética de nanoemulsion tipo agua en aceite (W/O).

Existen varios factores por los que la estabilidad de las nanoemulsiones se ve afectada como

la separacién gravitacional, floculacién, coalescencia y maduracién de Ostwald.

La separacion gravitacional es una de las formas mas comunes de inestabilidad en las
emulsiones y puede dar paso a la formacién de crema o cremado la cual es mas frecuente en
las emulsiones de tipo aceite en agua, mientras que la sedimentacion es mas frecuente en las
emulsiones agua en aceite (McClements et al., 2007). La velocidad a la que se da la
separacién gravitacional en una nanoemulsion depende de las interacciones presentes entre
las gotas, asi como por factores como pH, concentracion de tensoactivo y condiciones
ambientales como la temperatura (McClements 2012; Peng et al., 2010). Otro de los factores
que puede afectar directamente la estabilidad de las nanoemulsiones es la presencia de luz
UV o visible, ya que presentan mas susceptibilidad en comparacion con las emulsiones ya
que las nanoemulsiones presentan un tamafo de gota menor permitiendo que la luz penetre
mas facilmente (McClements y Rao, 2011).
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Otro de los factores a considerar en la estabilidad de las nanoemulsiones es la maduracién de
Ostwald el cual es un proceso mediante el cual las gotas grandes presentes en el sistema
creceran a expensas de las gotas pequefias, no requiere que las gotas se encuentren cerca, ya
que el proceso se produce por el transporte de la materia en el medio de dispersion
(McClements, 2012; Wooster et al., 2008).

Uno de los principales problemas de las nanoemulsiones es como reducir o inhibir la
maduracion de Ostwald, una solucion a esta problematica de estabilidad sera el aumento en
la concentracién de tensoactivo lo que dara como resultado una disminucién de la tension
interfacial produciendo gotas mas pequefias. A concentraciones entre 5y 10% de tensoactivo,
este envuelve las gotas formando una barrera que inhibira la transferencia de masa y asi

reduce o inhibe el proceso de maduracion de Ostwald (Peng et al., 2010; Taylor 1998).

Estudios como los realizados por Liu et al, (2006) mediante el ajuste de tensoactivos como
Tween 80 y Span 80 encontraron que la maduracién de Ostwald en nanoemulsiones de tipo

aceite en agua se ve reducida al aumentar la concentracion de tensoactivo,

8.2 Potencial Z

El valor de potencial Z obtenido para la emulsion de tipo agua en aceite (O/W) fue de
-69.9+9.93 mV con lo que se puede considerar un sistema con excelente estabilidad, la
medicion del potencial Z en las nanoemulsiones esta directamente relacionado al tamafio de

gota que presenta la nanoemulsion, indicando si el sistema es estable.

Salvia-Trujillo et al., (2013) elaboraron nanoemulsiones de tipo agua en aceite (W/O) siendo
alginato de sodio la fase acuosa y siendo la fase oleosa aceite esencial de limon y como
tensoactivo tween 80 utilizando sonicacion para obtener la nanoemulsion; obteniendo un

potencial Z de -55.8+6.4 siendo una nanoemulsién estable.
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8.3 Compuestos antioxidantes presentes en filtrado de xoconostle, aceite de naranjay
nanoemulsion tipo agua en aceite (W/O)

El filtrado de xoconostle presentd un contenido de fenoles de 144.10+0.96 mg EAG/100g
(Tabla 4). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Osorio Esquivel et al., (2011)
de 148 = 0.01 mg EAG/100 g. Hernandez-Fuentes et al., (2015) encontraron resultados
similares con las variedades Borrego y Manzano pero menores a Cambray y Matizado,
debido a que la concentracion de los fenoles depende de la variedad del xoconostle. El aceite
de naranja presentd también fenoles 129.23+0.71 mg EAG/100g; Khan et al., (2012)
obtuvieron resultados para aceite extraido Unicamente de la cascara de naranja de 858+1.20
mg EAG/100g, la diferencia puede deberse al tipo de extraccion de compuestos en el aceite.
La nanoemulsion presentd un total de 174.22+0.21 mg EAG/100g lo cual indica la
incorporacion de los fenoles presentes tanto en el aceite de naranja y filtrado de xoconostle

permanecen después de la elaboracidn de la nanoemulsion.

La presencia de flavonoides en el filtrado de xoconostle fue de 90.01+0.76 mg QE/100g,
Hernandez-Fuentes et al., (2015) obtuvieron un total de flavonoides de 275 mg QE/100g para
la variedad chivo, observando que dependiendo de la variedad de fruto sera el contenido de
flavonoides. El aceite de naranja presentd un total de flavonoides de 94.47+0.50 mg
QE/100g, Abeysinghe et al., (2007) obtuvieron valores de flavonoides totales de 274 mg
RE/100g para aceite obtenido a partir de membrana de naranja, en tanto que Huchin et al.,
(2012) obtuvieron valores de 337.4 mg QE/100g en la cascara de naranja, por lo que
dependiendo de la parte del fruto de donde se obtenga el aceite serd el contenido de
flavonoides. En la nanoemulsion de tipo agua en aceite (W/O) el total de flavonoides fue de
105.01+0.42 mg QE/100g.

En cuanto a la actividad antioxidante medida como inhibicion del radical DPPH, el filtrado
de xoconostle presentd 91.82+2.96 mg EAA/100g. Jiménez-Alvarado et al., (2015) para jugo
de tuna variedad Cacalote obtuvieron valores de 457.86 + 19.09; mientras que en el aceite de
naranja se obtuvieron 119.34+2.14 mg EAA/100g. Khan et al., (2012) para aceite obtenido

de la céscara de naranja obtuvieron valores de 179+0.09 mg EAG/100g;
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y para la nanoemulsion el valor fue de 133.48+2.78 mg EAA/100g, similar al obtenido por
Salvador, (2015) quien obtuvo 120.22 +0.02 mg EAA/100g para el mismo tipo de

nanoemulsion.

La capacidad antioxidante medida como inhibicion del radical ABTS del filtrado de
xoconostle se obtuvieron 125.22+0.13 mg EAA/100g. Jiménez-Alvarado et al., (2015)
mostraron valores de 3186.43 £87.80 13 mg EAA/100g para jugo de tuna obtenido del
pericarpio de tuna variedad “Tapon aguanoso”, valores elevados comparados con los
obtenidos. En el aceite de naranja se obtuvieron 97.72+0.75 mg EAA/100g, en aceite de
limén Di Vaio et al., (2010) obtuvo valores de 130 mg Trolox/100g obtenido de la cascara
del fruto. Para la nanoemulsion el valor obtenido fue de 147.65+1.13 mg EAA/100g
denotando que esta técnica de encapsulacién conserva actividad antioxidante.

Tabla 4 Actividad antioxidante de filtrado de xoconostle, aceite de naranja y nanoemulsion
tipo W/O.

Filtrado de Aceite de

xoconostle naranja Nanoemulsion
Fenoles (mg EAG/100g9) 144.10+0.96 129.23+0.71 174.22+0.21
Flavonoides (mg QE/100g) 90.01+0.76 94.47+0.50 105.01+0.42
ABTS (mg EAA/100g) 125.22+0.13 97.72+0.75 147.65+1.13
DPPH (mg EAA/100g) 91.82+2.96 119.34+2.14 133.48+2.78

8.4 Cuantificacion de Betalainas

La concentracion de betalainas en el filtrado de xoconostle fue de 7.70 mg /100g. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Hernandez-Fuentes et al., (2015) quienes
reportaron valores de 5.06+ 0.55 mg/100g y 4.93+0.49 mg/100g para las variedades Manso
y Matizado respectivamente, mientras que para las variedades Borrego 1.46+ 0.51 mg/100g
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y la variedad Cuerén 1.90+0.30 mg/100g, valores por debajo de los obtenidos para la
variedad Ulapa utilizada en este trabajo.

La concentracion de betalainas en la nanoemulsion fue de 3.70 mg/100g, demostrando que
si se logra encapsular el extracto en la nanoemulsion protegiendo estos compuestos

bioactivos.

La cuantificacion de betalainas para en las peliculas en el tratamiento 1:1 un total de
betalainas de 0.014 mg/g el cual contiene la mayor cantidad de nanoemulsion (0.76 mL),
hasta 0.007 mg/g para el tratamiento con la menor concentracion de nanoemulsion
adicionada 0.076 mL (tratamiento 1:0.10), mostrando diferencia significativa (P<0.05) entre
cada uno de los tratamientos, por lo que la presencia de betalainas dependera de la

concentracion de nanoemulsion agregada a la solucion filmogénica (Figura 19).

0.018 f
0.016
0.014
0.012
0.01
£ 0.008
0.006
0.004
0.002

glg

Control 1:0.10 1:0.25 1:0.50 1:0.75 1:1

(1:0) Gelatina:Nanoemulsion

Figura 19 Concentracion de Betalainas presentes en peliculas de gelatina.
abcdef| etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P< 0.05).

54



RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.5 Determinacion de Fenoles totales en peliculas

La concentracion mas alta de nanoemulsion (1:1) presentd una mayor presencia de fenoles
41.31+ 3.71 mg EAG/g mientras que el tratamiento 1:0.10 con menor concentracion de
nanoemulsion adicionada presentd 10.38+0,92 mg EAG/g, mostrando todos los tratamientos
una diferencia significativa entre ellos (P< 0.05) (Figura 17); valores similares fueron
encontrados por Wu et al (2013) obtuvieron valores de fenoles totales de 39.05 mg EAG/g
en peliculas de gelatina de pescado con extracto de té verde; Moradi et al., (2016) elaboraron
peliculas a base de zeina incorporando a ellas aceite esencial de Zataria mulriflora Boiss
obteniendo un valor de 12.5 EAG/g.

La presencia de compuestos bioactivos en peliculas de gelatina dependera de la proporcion
de nanoemulsion; entre mayor sea la proporcion presente en la pelicula mayor serd la

cantidad de fenoles presentes en la pelicula.

w 25

Control  1:0.10 1:0.25 1:0.50 1:0.75 1:1
(1:0)
Gelatina:Nanoemussion

Figura 20 Concentracion de Fenoles totales presentes en peliculas de gelatina.
abcdel | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P<0.05).
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8.6 Determinacion de Flavonoides en peliculas

El valor maximo de flavonoides encontrados en las peliculas fue en la pelicula a la cual se le
incorpord la mayor concentracion de nanoemulsion (1:1) 28.03+3.25 mg QE/g (Figura 18).
Todos los tratamientos mostraron diferencias significativas entre si (P< 0.05). Entre mayor
sea la concentracion de nanoemulsion presente en la pelicula de gelatina la presencia de
flavonoides serd mayor. Haddar et al., (2012) obtuvieron valores de flavonoides totales de
7.90 £0.80 mg QE/g en peliculas elaboradas a base de gelatina de pescado incorporando a la
matriz polimérica extracto de algas pardas.
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Figura 21 Concentracién de Flavonoides totales presentes en peliculas de gelatina.
abcdef | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P< 0.05).
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8.7 Determinacion de actividad antioxidante por inhibicion del radical 2,2'-azino-bis

3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico (ABTYS).

La capacidad antioxidante presente en las peliculas elaboradas a base de gelatina adicionadas
con compuestos bioactivos nanoemulsionados (Figura 22) indican diferencias significativas
(P<0.05). Encontrando también un incremento en la actividad antioxidante con el incremento
de la nanoemulsion adicionada a la pelicula. Estos resultados son acordes con el incremento

de fenoles y flavonoides incorporados a la pelicula por la adicion de la nanoemulsion.
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Control  1:0.10 1:0.25 1:0.50 1:0.75 1:1
(12:0)
Gelatina:Nanoemulsion

Figura 22 Porcentaje de inhibicién para el radical ABTS de las peliculas de gelatina con

nanoemulsion W/O.
abe | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey

(P<0.05).

El tratamiento 1:1 alcanz6 un porcentaje de inhibicién del 72.13%. Bitencourt et al., (2014)
presentaron un valor maximo de inhibicion para el radical ABTS del 57% para peliculas a

base de gelatina incorporando extracto de curcuma; notandose que la pelicula adicionada

57



RESULTADOS Y DISCUSIONES

con nanoemulsién present6 un porcentaje de inhibicion mayor lo que puede deberse no solo
a la presencia del filtrado de xoconostle sino a la sinergia de éste con los compuestos

bioactivos presentes en el aceite de naranja.

8.8 Determinacion de actividad antioxidante por inhibicién del radical 1,1 -difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH).

La actividad antioxidante presente en las peliculas de gelatina medida como porcentaje de
inhibicion del radical DPPH fue similar a la de ABTS (Figura 23). Encontrando la maxima
actividad antioxidante (82.23%) en el tratamiento 1:1, presentando diferencia significativa
(P<0.05) los tratamientos con la mayor concentracion de nanoemulsion (1:1, 1:0.75, 1:0.50)
comparados con los tratamientos con la menor concentracion de compuestos

nanoemulsionados (1:0.25 y 1:0.10).
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Figura 23 Porcentaje de inhibicion para el radical DPPH de peliculas de gelatina con
nanoemulsién tipo W/O.

abcd | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P< 0.05).
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Wau et al (2013) elaboraron peliculas de gelatina de pescado incorporando en ellas extracto
de té verde alcanzando un maximo del 65% de inhibicion para el radical DPPH. Sai-Ut et al.,
(2015) elaboraron peliculas a base de gelatina de pescado incorporando a ella extracto de
semilla de longan la cual alcanzo6 un porcentaje de inhibicion del 41% para el radical; siendo
mayor el porcentaje de inhibicidn en las peliculas con nanoemulsion, lo cual puede deberse
a la presencia de compuestos bioactivos tanto del aceite de naranja como el filtrado de
xoconostle (Solans, et al., 2005; Vargas Arispuro, et al., 1998).

8.9 Determinacion de color

La incorporacion de la nanoemulsion tuvo un efecto significativo sobre el color final de la
pelicula de gelatina como se muestra en la Tabla 4. Para la luminosidad L* (valor O = negro;
valor 100 = blanco); los tratamientos con nanoemulsion presentan diferencia significativa
(P<0.05) con la pelicula control, encontrandose los valores reportados en valores intermedios
en la escala. Para la coordenada a* (valores positivos = tonos rojos y valores negativos =
tonos verdes) se presentd diferencia significativa (P<0.05) entre las peliculas con mayor
concentracion de nanoemulsién con el tratamiento 1:0.10 y la pelicula control. Para la
coordenada b* (Valores positivos = tonos amarillos y valores negativos = tonos azules) todos
los tratamientos a los cuales de adicion6 la nanoemulsion presentaron una tonalidad amarilla
que se ve disminuida de acuerdo a la proporcion de la nanoemulsion (Figura 15) mostrando

todos los tratamientos diferencia significativa entre si (P< 0.05).

Tongnuanchan et al., (2012) elaboraron peliculas de gelatina de pescado incorporando a ellas
aceites esenciales citricos y reportaron que la cantidad adicionada de aceites esenciales de
citricos afecta el color de la pelicula de gelatina, coincidiendo con los datos obtenidos para

la coordenada b*.
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Tabla 5 Determinacion de color en peliculas de gelatina con nanoemulsién elaborada a base
de extracto de xoconostle y aceite de naranja.

Tratamiento *L a* b* AE
Control (1:0) 49.66+2.19°  -0.88+0.05° 0.71#0.13°  -m--eee-
1:0.10 46.40+2.41%  -1.47+0.09° 8.16+0.40¢ 8.15
1:0.25 45.26+0.29°  -1.49+0.08° 9.14+0.16¢° 9.52
1:0.50 45.69+0.518  -1.93+0.13%  13.72+0.43° 13.64
1:0.75 45.06+0.63%  -1.61+0.49° 15.21+0.31° 15.22
1:1 44.67+41.14*°  -1.23+0.54*°  16.14+0.49% 16.22

abcd | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey

(P< 0.05).

a). | .C).
d). e). f) .

Figura 24 Peliculas adicionadas con nanoemulsion, a).- tratamiento control 1:0 (sin
nanoemulsion); b).- tratamiento 1:0.10 (0.076 mL de nanoemulsion); c).- tratamiento 1:0.25
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(0.19 mL de nanoemulsion); d).- tratamiento 1:0.50 (0.38 mL de nanoemulsion);
e).- tratamiento 1:0.75 (0.42 mL de nanoemulsion); f).- 1:1 (0.76 mL de nanoemulsion).

8.10 Propiedades mecanicas

8.10.1 Resistencia a la traccion

La presencia de la nanoemulsion de tipo W/O en la red de gelatina afecta las propiedades
mecénicas de la pelicula final. La resistencia a la traccion disminuye si se aumenta la
concentracion de nanoemulsion mostrando diferencia significativa (P< 0.05) entre la pelicula
control (1:0) y la pelicula con una mayor concentracion de nanoemulsion (1:1), pero no
mostrando diferencia estadistica la pelicula control con la pelicula con la menor
concentracion de nanoemulsion (Figura 25); Tongnuanchan et al., (2012) encontraron el
mismo comportamiento en peliculas de gelatina de pescado adicionadas con aceite esencial
de lim6n y mostraron valores de 25.87 £ 4.48 a una concentracion de 50% Yy utilizaron como
tensoactivo Tween 20 al 25% siendo mayor el valor que obtuvieron debido a que la
concentracion que utilizaron de aceite fue mayor. En peliculas de gelatina adicionadas con
aceite de limén a diferentes concentraciones, Ahmad et al., (2012) sugieren que la
incorporacion de otros componentes extra-polimeéricos como los aceites esenciales citricos
en cantidades elevadas dan como resultado una pelicula irregular con desprendimiento del
aceite; pero en concentraciones adecuadas la presencia de estos componentes pueden reforzar

la matriz mejorando la interaccion entre las cadenas de proteinas.
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1:1 1:0.75 1:0.50 1:0.25 1:0.10 1:0
Gelatina:Nanoemulsion

Figura 25 Resultados de Resistencia a la traccion en peliculas de gelatina adicionadas con
nanoemulsiones W/O.

abe | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P<0.05).

8.10.2 Porcentaje de Elongacion

El porcentaje de elongacion es el cambio méximo de longitud de una muestra antes de
romperse. El porcentaje de elongacion (Figura 26) presenta diferencias significativas
(P<0.05) entre peliculas con una menor concentracion de nanoemulsion y peliculas con
mayor concentracion de nanoemulsion, sin presentar diferencia significativa (P<0.05) las
peliculas con una concentracion menor de nanoemulsion incorporad a la matriz (1:0.25,
1:0.10 y 1:0); y las peliculas con una concentracion mayor de nanoemulsion (1:1 y 1:0.75)
estadisticamente no muestran diferencias entre si. La tendencia que mostraron las peliculas
fue aumentar el porcentaje de elongacion si se aumento la concentracion de nanoemulsion.
Ma et al., (2012) reportaron una disminucion del porcentaje de elongacién cuando la

concentracion de aceite de oliva fue menor.
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Este mismo comportamiento lo determinaron Kavoosi et al., (2014) al adicionar aceite
esencial de Zataria multiflora en peliculas de gelatina; por lo que la inclusion de aceite en
la pelicula de gelatina favorece las interacciones proteina-proteina en gran medida, en
consecuencia, las peliculas con la presencia de nanoemulsiones presentan un porcentaje de
elongacion mayor en comparacion a la pelicula control (1:0).

40 ab
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1:1 1:0.75 1:0.50 1:0.25 1:0.10 1:0
Gelatina:Nanoemulsion

Figura 26 Resultados de Porcentaje de Elongacion en peliculas de gelatina adicionadas con
nanoemulsiones W/O.

abc | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P< 0.05).

8.10.3 Mddulo de Young

La cantidad de compuestos bioactivos nanoemulsionados en aceite de naranja influye en las
propiedades mecanicas como el modulo de Young, también llamado modulo de elasticidad,

nos indica la rigidez de la pelicula y entre mas alto sea el valor, mas rigida sera la pelicula
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obtenida (Li et al., 2014; Pereda et al., 2012) La pelicula con la cantidad mas alta de
nanoemulsion mostré diferencia significativa (P<0.05) a la pelicula control (1:0).

Los tratamientos que no mostraron diferencia estadistica entre ellos fueron los tratamientos
1:0.75, 1:0.50, 1:0.25 y 1:.10 (Figura 18), esto puede deberse a que la presencia de presencia
de nanoemulsion dentro de la red polimérica puede debilitar la interaccion de cadenas de
polimeros modificando asi la rigidez de la pelicula (Ma et al., 2012). Culebras-Rubio y
Gomez-Clari., (2014) evidencian un efecto plastificante ejercido por el compuesto

antioxidante natural (alfa-tocoferol) adicionado a la pelicula de proteina de lactosuero.

La presencia de compuestos antioxidantes en la formulacién las peliculas a partir de gelatina
tiene un efecto favorable sobre la rigidez de la misma, al aumentar la concentracion de los
compuestos nanoemulsionados la rigidez de la pelicula disminuye en comparacion con la

pelicula control, la cual presenta una rigidez mayor.
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Figura 27 Resultados del Mddulo de Young en peliculas de gelatina adicionadas con
nanoemulsiones W/O.

abc | etras diferentes significan valores estadisticamente diferentes por prueba Tukey
(P< 0.05).
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9 CONCLUSIONES

El aumento de la presencia de fenoles, flavonoides y betalainas en las peliculas de gelatina
depende de la proporcion de nanoemulsion adicionada; asi como la capacidad antioxidante
medida como porcentaje de inhibicion de los radicales ABTS y DPPH. El color de la pelicula
en la tonalidad amarilla (b*) se ve afectado por la incorporacién de nanoemulsion a la
solucién filmogeénica. La incorporacion de nanoemulsiones genera peliculas de gelatina
menos rigidas y mas flexibles; mientras que la resistencia a la traccion de las peliculas es

inversamente proporcional a la concentracion de la nanoemulsion.

La concentracion de compuestos bioactivos nanoemulsionados adicionados a las peliculas de

gelatina determinara su capacidad antioxidante, color y propiedades mecanicas.

65



REFERENCIAS

10 REFERENCIAS

Abeysinghe, D., et al. (2007). "Bioactive compounds and antioxidant capacities in different
edible tissues of citrus fruit of four species.” Food Chemistry 104(4): 1338-1344.

Aguirre-Alvarez, G., et al. (2011). "The effect of drying temperature on mechanical
properties of pig skin gelatin films El efecto de la temperatura de secado sobre las
propiedades mecanicas de peliculas de gelatina de cerdo." CyTA-Journal of Food 9(3): 243-
249.

Ahmad, M., et al. (2012). "Physico-mechanical and antimicrobial properties of gelatin film
from the skin of unicorn leatherjacket incorporated with essential oils." Food Hydrocolloids
28(1): 189-199.

Alvarez, M. F. (2000). "Revision: Envasado activo de los alimentos/Review: Active food
packaging." Food Science and Technology International 6(2): 97-108.

Ames, B. N., et al. (1993). "Oxidants, antioxidants, and the degenerative diseases of aging."
Proceedings of the National Academy of Sciences 90(17): 7915-7922.

Anal, A. K. and H. Singh (2007). "Recent advances in microencapsulation of probiotics for
industrial applications and targeted delivery." Trends in Food Science & Technology 18(5):
240-251.

Arvouet-Grand, A., et al. (1994). "Standardization of a propolis extract and identification of
the main constituents.” Journal de pharmacie de Belgique 49(6): 462-468.

Arze, J. B. L., et al. (2005). "Essential Oils from Bolivia. VII. Myrtaceae: Myrcianthes
osteomeloides (Rusby) McVaugh and Myrcianthes pseudomato (Legrand) McVaugh."
Journal of Essential Oil Research 17(1): 64-65.

ASTM. (1995a). Designation D 882-95a. Standard test method for tensile properties of thin
plastic sheeting. In In annual book of ASTM standards. Philadelphia: American Society for
Testing and Materials.

ASTM. (1995b). Designation E96-95. Standard method for water vapor transmission of
materials. In In annual book of ASTM standards. Philadelphia: American Society for Testing
and Materials.

66



REFERENCIAS

Avila, M. E. G. (2012). "Guia municipal de gestion integral de residuos de aparatos eléctricos
y electronicos” para el noreste de México." Residuos.

Badui, D. S. (2006). Quimica de los alimentos, Pearson Educacion: 518-521.

Baldwin, E. A., et al. (2011). Edible coatings and films to improve food quality, CRC Press:
1-13, 333-373.

Beverlya, R. L., et al. (2008). "Edible chitosan films on ready-to-eat roast beef for the control
of Listeria monocytogenes.”" Food Microbiology 25(3): 534-537.

Bitencourt, C., et al. (2014). "Gelatin-based films additivated with curcuma ethanol extract:
antioxidant activity and physical properties of films." Food Hydrocolloids 40: 145-152.

Brand-Williams, W., et al. (1995). "Use of a free radical method to evaluate antioxidant
activity." LWT-Food Science and Technology 28(1): 25-30.

Castellanos-Santiago, E. and E. M. Yahia (2008). "ldentification and quantification of
betalains from the fruits of 10 Mexican prickly pear cultivars by high-performance liquid
chromatography and electrospray ionization mass spectrometry." Journal of Agricultural and
Food Chemistry 56(14): 5758-5764.

Cruz, M. A. G., et al. (1997). La agroindustria de naranja en México, Ciestaam: 22-26, 54.

Culebras-Rubio, M. y Gémez-Clari C. (2014). "Desarrollo y caracterizacién de una pelicula
activa biodegradable con antioxidantes (alfa-tocoferol) a partir de las proteinas del
lactosuero.” REVISTA DE LA FACULTAD DE QUIMICA FARMACEUTICA 21(1): 11-
19.

Cuq, B., etal. (1997). "Selected functional properties of fish myofibrillar protein-based films
as affected by hydrophilic plasticizers." Journal of Agricultural and Food Chemistry 45(3):
622-626.

Chavez, R. G. and A. M. M. Martinez (2010). "Estudio de las propiedades morfoldgicas y
reoldgicas de una red hibrida de polimeros sintetizada a partir de tres biopolimeros:
Gelatina/Quitosano/Dextrano.” Revista Iberoamericana de Polimeros 11(2): 88-109.

67



REFERENCIAS

Decker, E. (1998). "Strategies for manipulating the prooxidative/antioxidative balance of
foods to maximize oxidative stability.” Trends in Food Science & Technology 9(6): 241-248.

Di Vaio, C., et al. (2010). "Essential oils content and antioxidant properties of peel ethanol
extract in 18 lemon cultivars.” Scientia Horticulturae 126(1): 50-55.

Dickinson, E. (2011). "Double emulsions stabilized by food biopolymers." Food Biophysics
6(1): 1-11.

Falguera, V., et al. (2011). "Edible films and coatings: structures, active functions and trends
in their use.” Trends in Food Science & Technology 22(6): 292-303.

Fernandez Alvarez, M. (2000). "Revisién: Envasado activo de los alimentos." Food Science
and Technology International 6(2): 97-108.

Garcia, M. A., et al. (2002). "Edible coatings from cellulose derivatives to reduce oil uptake
in fried products.”" Innovative Food Science & Emerging Technologies 3(4): 391-397.

Gbmez-Estaca, J., et al. (2014). "Advances in antioxidant active food packaging.” Trends in
Food Science & Technology 35(1): 42-51.

Guilbert, S. and N. Gontard (2005). "Agro-polymers for edible and biodegradable films:
review of agricultural polymeric materials, physical and mechanical characteristics.”
Innovations in food packaging: 263-276.

Guilbert, S., et al. (1995). "Technology and applications of edible protective films."
Packaging Technology and Science 8(6): 339-346.

Gutiérrez, E. R. and J. C. R. Villegas (2013). "Factibilidad del proyecto de extraccion de
aceites esenciales de la naranja en Antioquia.” Revista Soluciones de Postgrado 3(5): 119-
133.

Haddar, A, et al. (2012). "Functional, antioxidant and film-forming properties of tuna-skin
gelatin with a brown algae extract." International journal of biological macromolecules 51(4):
477-483.

68



REFERENCIAS

Hernandez-Fuentes, A. D., et al. (2015). "Physicochemical variability and nutritional and
functional characteristics of xoconostles (Opuntia spp.) accessions from Mexico." Fruits
70(2): 109-116.

Hood, E. E., et al. (1988). "A developmentally regulated hydroxyproline-rich glycoprotein
in maize pericarp cell walls.” Plant physiology 87(1): 138-142.

Huchin, M. M., et al. (2012). "Evaluacion del contenido de flavonoides totales en residuos
citricos."

Instituto Nacional del cancer de Estados Unidos http://www.cancer.gov
Jiménez-Alvarado, R., et al. (2015). "Effect of High-Pulsed Electric Fields on the Extraction

Yield and Quality of Juices Obtained from the Endocarp of Nine Prickly Pear (Opuntia spp.)
Varieties." JOKULL JOURNAL 65: 414-435.

Johansson, C., et al. (2012). "Renewable fibers and bio-based materials for packaging
applications—a review of recent developments.” BioResources 7(2): 2506-2552.

Kader, A. A., et al. (1989). "Modified atmosphere packaging of fruits and vegetables."
Critical Reviews in Food Science & Nutrition 28(1): 1-30.

Kavoosi, G., et al. (2014). "Effects of essential oil on the water binding capacity, physico-
mechanical properties, antioxidant and antibacterial activity of gelatin films." LWT-Food
Science and Technology 57(2): 556-561.

Kester, J. and O. Fennema (1986). "Edible films and coatings: a review." Food technology
(USA).

Khan, M. M., et al. (2012). "Antioxidant and antipathogenic activities of citrus peel oils."
Journal of Essential Oil Bearing Plants 15(6): 972-979.

Korhonen, H. (2002). "Technology options for new nutritional concepts.”" International
Journal of Dairy Technology 55(2): 79-88.

Krochta, J. M. and C. De Mulder-Johnston (1997). "Edible and biodegradable polymer films:
challenges and opportunities.” Food technology (USA).

69



REFERENCIAS

Li, J.-H., et al. (2014). "Preparation and characterization of active gelatin-based films
incorporated with natural antioxidants.” Food Hydrocolloids 37: 166-173.

Liu, W., et al. (2006). "Formation and stability of paraffin oil-in-water nano-emulsions
prepared by the emulsion inversion point method."” Journal of Colloid and Interface Science
303(2): 557-563.

Lopez-Rubio, A., et al. (2006). "Bioactive packaging: turning foods into healthier foods
through biomaterials.” Trends in Food Science & Technology 17(10): 567-575.

Ma, W., et al. (2012). "Characterization of gelatin-based edible films incorporated with olive
oil." Food Research International 49(1): 572-579.

Macheix, J.-J. and A. Fleuriet (1990). Fruit phenolics, CRC press: 17-20, 72, 76.

Maldonado, G., et al. (2009). "Xoconostle un fruto con alto valor nutrimental y nutracéutico."
INIFAP Folleto Tecnico 6: 20.

Marin, F. R., et al. (2007). "By-products from different citrus processes as a source of
customized functional fibres." Food Chemistry 100(2): 736-741.

Martinez, A. (1996). "Aceites esenciales.” J. Nat. Prod 59(1): 77-79.

Mason, T. G., et al. (2006). "Nanoemulsions: formation, structure, and physical properties."
Journal of Physics: Condensed Matter 18(41): R635.

Mastromatteo, M., et al. (2010). "Advances in controlled release devices for food packaging
applications.” Trends in Food Science & Technology 21(12): 591-598.

Maté, J. I. and J. M. Krochta (1996). "Comparison of oxygen and water vapor permeabilities
of whey protein isolate and p-lactoglobulin edible films." Journal of Agricultural and Food
Chemistry 44(10): 3001-3004.

Mattila, P. and J. Kumpulainen (2002). "Determination of free and total phenolic acids in
plant-derived foods by HPLC with diode-array detection.” Journal of Agricultural and Food
Chemistry 50(13): 3660-3667.

70



REFERENCIAS

McClements, D. J. (2004). Food emulsions: principles, practices, and techniques, CRC press.

McClements, D. J. (2010). "Emulsion design to improve the delivery of functional lipophilic
components.” Annual review of food science and technology 1: 241-2609.

McClements, D. J. (2012). "Nanoemulsions versus microemulsions: terminology,
differences, and similarities.” Soft matter 8(6): 1719-17209.

McClements, D. J., et al. (2009). "Structural design principles for delivery of bioactive
components in nutraceuticals and functional foods." Critical reviews in food science and
nutrition 49(6): 577-606.

McClements, D. J., et al. (2007). "Emulsion-based delivery systems for lipophilic bioactive
components.” Journal of Food Science 72(8): R109-R124.

McClements, D. J. and J. Rao (2011). "Food-grade nanoemulsions: formulation, fabrication,
properties, performance, biological fate, and potential toxicity." Critical reviews in food
science and nutrition 51(4): 285-330.

Montes, P. B., et al. (2001). "Ftalatos y efectos en la salud." Revista internacional de
contaminacion ambiental 17(4): 205-215.

Moradi, M., et al. (2016). "Antioxidant and antimicrobial effects of zein edible film
impregnated with Zataria multiflora Boiss. essential oil and monolaurin." LWT-Food
Science and Technology 72: 37-43.

Morales, P., et al. (2012). "Nutritional and antioxidant properties of pulp and seeds of two
xoconostle cultivars (Opuntia joconostle FAC Weber ex Diguet and Opuntia matudae
Scheinvar) of high consumption in Mexico." Food Research International 46(1): 279-285.

Nijveldt, R. J., et al. (2001). "Flavonoids: a review of probable mechanisms of action and
potential applications.” The American journal of clinical nutrition 74(4): 418-425.

Osorio-Esquivel, O., et al. (2011). "Phenolics, betacyanins and antioxidant activity in
Opuntia joconostle fruits.” Food Research International 44(7): 2160-2168.

71



REFERENCIAS

Peng, L.-C., et al. (2010). "Optimization of water-in-oil nanoemulsions by mixed
surfactants.” Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 370(1):
136-142.

Pereda, M., et al. (2012). "Development and characterization of edible chitosan/olive oil
emulsion films." Carbohydrate Polymers 87(2): 1318-1325.

Pérez-Alonso, C., et al. (2015). "Stabilization of phenolic compounds from Opuntia
oligacantha Forst by microencapsulation with agave sap (aguamiel)." Revista Mexicana de
Ingenieria Quimica 14(3): 579-588.

Perez-gago, M. and J. Krochta (2001). "Denaturation time and temperature effects on
solubility, tensile properties, and oxygen permeability of whey protein edible films." Journal
of Food Science 66(5): 705-710.

Qian, C. and D. J. McClements (2011). "Formation of nanoemulsions stabilized by model
food-grade emulsifiers using high-pressure homogenization: factors affecting particle size."
Food Hydrocolloids 25(5): 1000-1008.

Re, R., et al. (1999). "Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation
decolorization assay." Free radical biology and medicine 26(9): 1231-1237.

Reyes-Aglero, J. and A. Valiente-Banuet (2006). "Reproductive biology of Opuntia: a
review." Journal of Arid Environments 64(4): 549-585.

Reyes-Aglero, J. A., et al. (2006). "Reproductive biology of Opuntia: A review." Journal of
Arid Environments 64(4): 549-585.

Rojas-Grail, M. A., et al. (2009). "Edible coatings to incorporate active ingredients to fresh-
cut fruits: a review." Trends in Food Science & Technology 20(10): 438-447.

Ryu, S., et al. (2002). "Preparation and physical properties of zein-coated high-amylose corn
starch film." LWT-Food Science and Technology 35(8): 680-686.

Saénz, C., et al. (2009). "Microencapsulation by spray drying of bioactive compounds from
cactus pear (Opuntia ficus-indica)." Food Chemistry 114(2): 616-622.

72



REFERENCIAS

Sai-Ut, S., et al. (2015). "Retardation of lipid oxidation using gelatin film incorporated with
longan seed extract compared with BHT." Journal of food science and technology 52(9):
5842-5849.

Salvador, G. T. (2015). ENCAPSULACION DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES DEL
XOCONOSTLE (Opuntia oligacantha C. F. Forst) EN NANOEMULSIONES. Maestria en
Ciencia de los Alimentos, Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Maestria: 44.

Salvia-Trujillo, L., et al. (2013). "Physicochemical characterization of lemongrass essential
oil-alginate nanoemulsions: effect of ultrasound processing parameters.” Food and
Bioprocess Technology 6(9): 2439-2446.

Sanchez Aldana, D., et al. (2015). "Caracterizacion de peliculas comestibles a base de
extractos pécticos y aceite esencial de limén Mexicano." CyTA-Journal of Food 13(1): 17-
25.

Scheinvar, L. and G. Manzanero (2009). "Opuntia chiangiana, una nueva especie de
Cactaceae de Oaxaca, México." Novon: A Journal for Botanical Nomenclature 19(2): 222-
228.

Schramm, L. L. (2006). Emulsions, foams, and suspensions: fundamentals and applications,
John Wiley & Sons.

Schrieber, R. and H. Gareis (2007). Gelatine handbook: theory and industrial practice, John
Wiley & Sons: 45, 61, 119.

SEDESOL 2011 http://appsl.semarnat.gob.mx/dgeia/informe 12/07 residuos/cap? 1.html

Seymour, R. B. and C. E. Carraher (1995). Introduccion a la quimica de los polimetros,
Reverté: 181, 192,

Shimao, M. (2001). "Biodegradation of plastics.”" Current opinion in Biotechnology 12(3):
242-247.

Singleton, V. L., et al. (1999). "Analysis of total phenols and other oxidation substrates and
antioxidants by means of folin-ciocalteu reagent.” Methods in enzymology(299C): 152-178.

73



REFERENCIAS

SISKEN, B. F., et al. (1993). "Maturation of the central nervous system: comparison of
equine and other species.” Equine Veterinary Journal 25(S14): 31-34.

Solans, C., et al. (2005). "Nano-emulsions.” Current Opinion in Colloid & Interface Science
10(3): 102-110.

Solans, C., et al. (2001). "Highly concentrated emulsions as novel reaction media.” Colloids
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 176(1): 101-108.

Stevens, M. P. (1993). "Polymer additives: Part I. mechanical property modifiers." Journal
of chemical education 70(6): 444.

Stintzing, F. C., et al. (2001). "Phytochemical and nutritional significance of cactus pear."”
European Food Research and Technology 212(4): 396-407.

Suppakul, P., et al. (2003). "Active packaging technologies with an emphasis on
antimicrobial packaging and its applications." Journal of Food Science 68(2): 408-420.

Tadros, T., et al. (2004). "Formation and stability of nano-emulsions." Advances in Colloid
and Interface Science 108-109(0): 303-318.

Talja, R. A., et al. (2007). "Effect of various polyols and polyol contents on physical and
mechanical properties of potato starch-based films." Carbohydrate Polymers 67(3): 288-295.

Taylor, P. (1998). "Ostwald ripening in emulsions.” Advances in Colloid and Interface
Science 75(2): 107-163.

Tharanathan, R. (2003). "Biodegradable films and composite coatings: past, present and
future.” Trends in Food Science & Technology 14(3): 71-78.

Tongnuanchan, P., et al. (2012). "Properties and antioxidant activity of fish skin gelatin film
incorporated with citrus essential oils." Food Chemistry 134(3): 1571-1579.

Tongnuanchan, P., et al. (2013). "Physico-chemical properties, morphology and antioxidant
activity of film from fish skin gelatin incorporated with root essential oils.” Journal of Food
Engineering 117(3): 350-360.

74



REFERENCIAS

Torres-Maravilla, E., et al. (2014). "Xoconostle (Opuntia joconostle variedad weber)." XIX
Congreso Nacional de Ingenieria Bioquimica.

Vargas Arispuro, L., et al. (1998). "Actividad antioxidante de compuestos aislados del
residuo no-volatil del aceite esencial de naranja." Grasas y aceites 49(2): 159-164.

Venereo Gutiérrez, J. R. (2002). "Dafio oxidativo, radicales libres y antioxidantes." Revista
Cubana de medicina militar 31(2): 126-133.

Vifia, S. Z., et al. (2007). "Effects of polyvinylchloride films and edible starch coatings on
quality aspects of refrigerated Brussels sprouts.” Food Chemistry 103(3): 701-7009.

Walstra, P. (1993). "Principles of emulsion formation.” Chemical Engineering Science 48(2):
333-349.

Waters, R. D., et al. (1976). "Method for determining the a-Tocopherol content of citrus
essential oils." Journal of Food Science 41(2): 370-371.

Wooster, T. J., et al. (2008). "Impact of oil type on nanoemulsion formation and Ostwald
ripening stability.” Langmuir 24(22): 12758-12765.

Wu, J., et al. (2013). "Preparation, properties and antioxidant activity of an active film from
silver carp (Hypophthalmichthys molitrix) skin gelatin incorporated with green tea extract.”
Food Hydrocolloids 32(1): 42-51.

Yang, L. and A. Paulson (2000). "Effects of lipids on mechanical and moisture barrier
properties of edible gellan film." Food Research International 33(7): 571-578.

75



ANEXOS

90}
@)
X
L
pd
<
—
—




ANEXOS

¥ 09 AMIDIO

La Academia Mexicana de lnvestngacabn y Docencia en Ingenieria Quumn:a AC.

Nuevas tocnoloula y tendencias en la wga QuQ)lca

XXXVl Encuentro Nacional de la AMIDIQ
Puerto Vallarta, Jalisco, México, del 3 al 6 de mayo de 2016




ANEXOS

Congreso Internacional de

Invest.lgauon Ac

Academia Journals
Cd. Juarez 2016

=

%ﬁ/f/lfé(l(/(}

otorgado a
Ing. Arely Leon Lopez
Dr. Gabriel Aguirre Alvarez
Dra. Norma Guemes Vera
Dr. Rafael German Campos Montiel

por su articulo intitulado

Cinética de degradacién de color y compuestos bioactivos
nanoemulsionados en empaques inteligentes a base de gelatina

Articulo No. Joo8

que fue presentado en el congreso desarrollado los
dias 25 al 29 de abril de 2016 en Cd. Juarez, Chihuahua, México, y
publicado en el portal de Internet Academialournals.com, con ISSN 1946-5351 Online,
y en el libro electrénico CD ROM intitulado “Investigacion Interdisciplinaria: Tomo II”
con registro ISBN 978-1-939982-19-3, mismo lleva cédigo de barras

—

Dr. Alfonso Aldape Alamillo Dr. Rafael Moras
Presidente de la Comisién Organizadora Presidente del Comité de Programa
Profesor de Ingenieria Industrial Editor, Academialournals.com
Instituto Tecnoldgico de Cd. Judrez, Chihuahua Profesor, St. Mary’s University, San Antonio, TX, EEUU

78





