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RESUMEN
El objetivo de este trabajo fue elaborar una pelicula con base en nanofibras (NF) a partir de
aislado proteico de las semillas de yaca (JPI) mediante la técnica de electrohilado para
obtener peliculas comestibles con actividad antimicrobiana. El proceso de obtencion de las
NF se optimizd con los siguientes parametros: Concentracion solidos totales/ relacion
JPI:pululano : 10% (80:20), 10% (60:40), 12% (80:20), velocidad de flujo: 0.3 mL/h, voltaje:
21 kV, distancia: 14 cm. La presencia de pululano en las mezclas dio como resultado un
aumento de viscosidad y menor conductividad de las soluciones, relacionado con un mejor
enredo de la cadena y disminucién en el caracter polielectrolito de la proteina, factores
necesarios para la formacion de fibras. Las peliculas electrohiladas se caracterizaron
mediante SEM, FTIR y DSC. Los resultados mostraron que dependiendo de la concentracion
de aislado de proteina se pueden obtener distintas morfologias como lo son las microcépsulas
y las nanofibras que al aumentar el contenido de pululano se pueden generar peliculas mas
flexibles. Las nanofibras se obtuvieron con JPI:PUL 12% 80:20 y 20 p/p% de Tween 80 con
didmetros de 140-160 nm, mientras que para el caso de las microparticulas de las soluciones
al 10% 80:20 y 60:40 las dimensiones obtenidas fueron 1.98 y 1.77 um.

Se utilizé aceite esencial de naranja amarga (Citrus aurantium) obtenido por hidrodestilacion
y se caracterizd por cromatografia de gases/espectrometria de masas siendo el limoneno
(95,05%), a-pineno (2,78%) los principales componentes. Para incorporar el aceite esencial
a las fibras, se prepararon complejos de inclusion de beta ciclodextrina (f-CD) a distintas

proporciones 1:1, 1:2'y 2:1 AE/B-CD respectivamente. Se caracterizaron por SEM y FTIR.

Palabras clave: Proteinas de yaca, nanofibras, electrohilado aceite esencial de naranja

amarga, complejos de inclusion.



ABSTRACT
The aim of this work was to produce nanofibers (NF) from jackfruit protein isolate (JPI)
using the electrospinning technique to obtain edible films with antimicrobial activity. The
NF are optimized considering the variables of the polymeric dispersion, such as the
percentage of protein isolate and pullulan in a solution of sodium hydroxide pH= 12.0. The
polymer content in solution was kept at 10-12% w/v. The polymers were mixed in different
proportions (70:30 and 80:20 w/w) of JP1 and pullulan, respectively. The presence of pullulan
in the mixtures resulted in an increase in viscosity and lower conductivity of the solutions,
related to a better entanglement of the chain and a decrease in the character of the
polyelectrolyte protein, respectively, both factors are necessary for the formation of fibers.
Subsequently, they were characterized by SEM, FTIR and DSC. The results showed that
depending on the concentration of isolated protein films, different morphologies can be
obtained, such as microcapsules and nanofibers that by increasing the pullulan content, can

be more flexible.

Nanofibers were formed with JP1:PUL 12% 80:20 and 20 wt. % of Tween 80 with diameters
of 140-160 nm, while in the case of the microparticles at 10% 80:20 and 60:40 solutions, the

dimensions obtained were 1.98 and 1.77 pm.

Bitter orange essential oil (Citrus aurantium) was obtain by hydrodestilation and
characterized by gas chromatography/mass spectrometry CG-GS, being limonene (95.05%),
a-pinene (2.78%) the main components. To add the essential oil to the fibers, inclusion
complexes based on beta cyclodextrin (B-CD) were prepared in different proportions 1:1, 1:2
and 2:1 AE/B-CD respectively, forming the inclusion complexes with controlled release
characterized by SEM and FTIR.

Keywords: jackfruit isolate proteins, nanofibers, electrospinning, bitter orange essential oil,

inclusion complexes.
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1 INTRODUCCION

La yaca es una fruta climatérica que se considera el fruto mas grande del mundo llegando a
pesar 25 Kg en promedio, produciéndose principalmente en paises asiaticos como: India,
Indonesia y Tailandia. En México el cultivo de yaca cuenta con una superficie aproximada de
1,249 hectéareas y una produccion anual de 16,816 toneladas siendo Nayarit el principal estado

productor seguido de Veracruz y Jalisco.

Se han dado muchos usos a este fruto en diversas areas industriales en las que resalta la
alimentaria, cosmética y farmacéutica. En alimentos se han elaborado productos de confiteria,
helados, tes, jaleas y recientemente carne vegana. Sin embargo, al ser el fruto muy grande este
genera muchos subproductos como lo son: cascara, hojas y semillas. El contenido de semilla
por yaca promedio es alrededor de 15-18 % constituida principalmente por almidon y proteinas.
Estas dltimas representan del 17.8- 37 % con respecto a la semilla y han despertado mucho
interés por sus propiedades fisicoquimicas y su potencial uso como aditivo a ingrediente

nutraceutico.

Dentro de sus propiedades nutracelticas resaltan su baja capacidad de absorcion de agua y
grasas, lo que ayuda a prevenir la obesidad, por su alto contenido de arginina y serina puede ser
utilizada en alimentos para adultos mayores y se ha observado que pueden tener una actividad
neurocognitiva, para tratar el estrés mental y la ansiedad.

En cuanto a sus propiedades tecnofuncionales se ha observado que sus capacidades
emulsificantes y espumantes son superiores a las de otras proteinas como las de jitomate,

guayaba y frijol, lo cual puedes ser utilizadas en la industria carnica y de panificacion.

Por otro lado, hay muy poco reportado en cuanto a la elaboracion de peliculas electrohiladas a
base de proteina vegetales, por lo que en este proyecto se elabord una pelicula a base de aislado
proteico de semilla de yaca mediante la técnica de electrohilado incorporando complejos de
inclusion de B- ciclodextrina y aceite esencial de naranja como activo con propiedades
antimicrobianas. Los complejos de inclusion, asi como las peliculas se caracterizaron
fisicoguimicamente y finalmente se evalud la eficacia antimicrobiana de la pelicula contra
Salmonella entérica y asi proponer una alternativa para la conservacion de alimentos.
1



2 ANTECEDENTES

2.1  Generalidades de la yaca

Existen dos variedades de yacas: una es pequefia, fibrosa, blanda con carpelos dulces y textura
cruda mientras que la otra variedad es crujiente pero no muy dulce, sus semillas son grandes y
comestibles, aunque son dificiles de digerir. Una sola semilla est& encerrada en un arilo blanco
que rodea al endospermo, que cubre el cotiledon blanco carnoso. Los cotiledones de yaca son

bastante ricos en almidon y proteinas (Chavez-Santiago et al.,2020).

Tradicionalmente se le atribuyen propiedades medicinales como antiasmaticas, antidiarreicas,
antihelminticas, antihipertensivas y antioxidantes. Se ha descrito en la literatura que la yaca
demuestra actividades antioxidantes, anti-inflamatorias, antibacteriales, anti-cancerigenas e
hipoglucemiante (Fang, Hsu &amp; Yen, 2008; Jagtap &amp; Bapat, 2010; Omar et al., 2011;
Zhang et al., 2018; Zhu et al, 2018; Burci et al., 2019, Liu, et al., 2020).

Sin embargo, a pesar de que es un fruto con muchas propiedades benéficas al organismo,
algunos problemas que presenta es su vida corta de anaquel, las condiciones ambientales a
mantener durante su cosechay el transporte, ya que al ser un fruto muy grande este puede sufrir
dafios mecanicos ademas de que el latex puede contribuir a su deterioro. Para aumentar su vida
de anaquel se han buscado diversas tecnologias como, por ejemplo, atmdsferas controladas,
deshidratacion, cadena de frio, uso del 1-metil ciclopropano y recubrimientos poliméricos
(goma Xantana, alginatos). Se ha logrado alargar su vida de anaquel en 14 dias (Ajayi et al,
2018).

La composicion nutrimental de la pulpa difiere segun la variedad de la yaca; puesto que se ha
reportado que depende del genotipo, tamario del arbol, forma de la hoja y de la maduracion. La

tabla 1 resume la composicion nutrimental promedio (Ranasinghe et al.,2019).



Tabla 1 Composicién nutricional de la pula de yaca

Composicion Yaca verde Yaca madura
Agua (9) 76.5—-85.2 72.0-94.0
Proteina (g) 20-2.6 1.2-1.9
Grasas (Q) 0.1-0.6 0.1-04
Carbohidratos (g) 94-115 16.0 -25.4
Fibra (g) 26-3.6 1.0-15
Azucares totales (g)  -- 20.6
Minerales totales (g) 0.9 0.97-0.9
Calcio (mg) 30.0-73.2 20.0-37.0
Magnesio (mg) -- 27.0
Fosforo (mg) 20.0-57.2 38.0-41.0
Potasio (mg) 287 - 323 191 — 407
Sodio (mg) 3.0-35.0 2.0-41.0
Hierro (mg) 0.4-19.0 05-11
Vitamina A (1U) 30 175 - 540
Tiamina (mg) 0.05-0.15 0.03-0.09
Riboflavina (mg) 0.05-0.2 0.05-0.4
Vitamina C 12.0-14.0 7.0-10.0
Otros (mgQ) 50.0 -210.0 88.0 —410.0

2.2  Semillas de yaca

Los subproductos principales de la yaca son la céscara y las semillas. Daud, et al (2018) en
extractos organicos de cascara identificaron por HPLC-MS-TOF la presencia de acido
protocatequico, acido quinico, acido clorogénico, gentiopicrosido, isovitexina, y luteolina, entre
otros metabolitos. Las semillas de yaca tienen altos contenidos de almidén (60 %) y proteina
(17.8-37 %). El almidon es rico en amilosa (26.5-38.3 %) y sus propiedades térmicas,
cristalogréficas y de textura han sido estudiadas (Madruga et al., 2014, Zhang, et al., 2017). Las
propiedades espesantes y estabilizantes del almidon de yaca fueron evaluadas en la preparacion
de una salsa picante (Rengsutthi y Charoenrein, 2011) y la digestibilidad in vitro del almidon

fue mejorada mediante un proceso de extrusion (Li, et.al., 2021).

Las semillas de yaca contienen entre 17.8 -y 37.0% de proteina siendo los aminoacidos
mayoritarios arginina, cisteina, histidina, leucina, metionina, treonina y triptéfano (Swami et
al., 2012).



Las proteinas presentes en la harina desengrasada a partir de semilla de yaca estan compuestas
principalmente de glutelinas (683.6 + 34.2 g/Kg proteina) que son polipéptidos de 15 — 20 KDa
solubles en NaOH 0.1 N, albuminas (183.6 + 8.2 g/Kg proteina) solubles en agua; globulinas
solubles en NaCl (113.0 + 5.6 g/Kg) y finalmente las prolaminas solubles en etanol (19.8 + 0.8
g/Kg) (Figura 1).
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Figura 1 Efecto del pH en la solubilidad de proteina de la harina de la semilla de yaca
(Modificada de Ulloa, 2017).

En la Figura 1 se aprecia, la solubilidad maxima de las proteinas presentes en harina de la
semilla se da a pH 12 donde alrededor del 80% es soluble debido al alto contenido de gluteinas.
Por otro lado, el porcentaje minimo se da a pH 4.0 por ser su punto isoeléctrico donde solamente
el 19.4% se mantiene soluble (Chrips et al., 2008).

Por otro lado, la solubilidad del aislado proteico de la semilla de yaca es muy similar al de la
proteina total de la harina (Figura 2). Puesto que a condiciones acidas de pH= 4.0 se acerca a
su punto isoeléctrico, donde la mayoria del aislado proteico tiende a precipitar y alrededor del
5.2% se mantiene soluble. A pH 7.0 el 44% esta soluble y al tener un pH=11 el 94.4% de la
proteina solubiliza ya que en estas condiciones las interacciones electroestaticas son mayores

con el medio porque la proteina se encuentra desnaturalizada (Ulloa et al., 2017).
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Figura 2 Efecto del pH en la solubilidad del aislado proteico de la semilla de yaca
(Modificado de Ulloa, 2017).

Ademas, se han hecho estudios para someter el asilado proteico a tratamientos fisicos con la
finalidad de poder mejorar los porcentajes de rendimiento. Resendiz (2019) reporto el contenido
de proteina en semilla de yaca al ser sometido a ultrasonido con la finalidad de conocer si dicha

composicién se modificaba con los tratamientos sometidos.

Tabla 2 Contenido de proteina en la harina de yaca (HSY) , aisaldo proteico de semilla de
yaca (APSI) y aislado proteico tratado con ultrasonido (APYU)

Componente JSF JSPI JPIU
Proteina (Nx 6.5) (g/kg) 140.4+2.5 8443+7.0 952.1+0.1

Para determinar el peso molecular de las proteinas que conforman los aislados proteicos de yaca
se han llevado a cabo estudios en electroforesis SDS Page en condiciones reductoras y no
reductoras donde se analizan las cuatro familias de proteinas presentes en la semilla. Se
demostro que no hay cambio significativo al someterlas a dichas condiciones concluyendo que
el peso molecular de las gluteinas es alrededor de los 15 — 20 kDa, las globulinas son de distintos
pesos moleculares 32, 29, 21, 19, 15y 20 kDa, donde la mayoria son de 15y 20 kDa. En el caso
de la familia de albuminas al igual hay de distintos pesos moleculares de 32, 29, 23, 19 y 15

kDay las prolaminas no se detectaron debido a su baja solubilidad y a la posible degradacion
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durante el tratamiento electroforético.
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Figura 3 Perfiles de SDS-PAGE de las fracciones proteinicas de la harina desengrasada de
semilla de jaca en condiciones no reductoras (a) y reductoras (b). Linea M, marcadores
proteinicos estandar con pesos moleculares entre 6,5-200 kDa; Linea 1, fraccién albimina;
Linea 2, fraccion globulina; Linea 3, fraccion prolamina; Linea 4, fraccion glutelina (Ulloa et
al., 2017).

En cuanto al contenido de aminoacidos presentes en las proteinas Azeez, Lasekan, Jinap, &
Sulaiman, (2015) reportaron que la proporcién de aminoacidos no esenciales es mayor que el
de los esenciales, por lo que han concluido que la semilla no es tan buena fuente de nutrientes
esenciales (Azeez et al., 2015). En la tabla 3 se muestra la cantidad de aminoacidos presentesal
igual que la cantidad sugerida en adultos segin la FAO y la OMS (FAO,1991).

Tabla 3 Composicidn de aminoacidos y calidad nutritiva del aislado proteico de semilla de yaca
tratada con ultrasonido (APJU)

Aminoacido Aislado proteico de Calidad nutritiva  FAO/OMS
yaca (g/ 16 g N) recomendaciones

por adulto

Aminoacidos

esenciales

Lisina 5.72+0.10 104.00 + 4.45 55

Metionina + 7.06 £0.07 201.71£7.83 3.5

Cisteina

Cisteina 6.48 £ 0.05

Treonina 5.79 £ 0.08 144.75 + 6.39 4.0

Isoleucina 3.21£0.07 80.25 + 3.85 4.0

Triprofano No determinado No determinado 1.0

Valina 3.80 £ 0.07 76.00 £ 3.79 5.0

Leucina 6.89 £ 0.05 98.43 £ 2.79 7.0



Fenilalanina + 15.96 +£0.08 266.00 £ 7.24 6.0
Tirosina

Fenilalanina 7.64 +0.07
Aminoacidos 48.43+0.12
esenciales totales

Aminoacidos no

esenciales

Arginina 12.24 + 0.06
Acido aspartico 7.58 £ 0.05
Serina 9.99 + 0.09
Acido glutamico 8.23+£0.06
Prolina 2.13+0.07
Glicina 5.27 +£0.09
Alanina 4.06 £ 0.05
Histidina 2.07 £0.04

Aminoéacidos no 51.57+0.14
esenciales totales

PER predicho 2.36 £ 0.07

Se puede observar que los aminoacidos mas abundantes son los aromaticos seguido de los
azufrados, ambos tipos se encuentran en cantidades mas elevadas que las recomendadas por la
FAO/OMS en una dieta para adultos. Segun los estandares que se reportan, la semilla de yaca
posee un contenido balanceado en aminoacidos y hasta un 2.36 % mas en comparacion con

otros como el de garbanzo kabuli, (2.29%) garbanzo desi (2.14%) y soya (2.04%).

2.3  Propiedades funcionales del aislado proteico de yaca

Una vez ya extraidos y caracterizados los aislados proteicos obtenidos de la semilla de yaca,
Ulloa et al, (2017) estudiaron las propiedades funcionales, dentro de las que destacan: capacidad

emulsificante, absorcion de agua y aceite, formador de espuma y poder gelificante.

La capacidad de absorber agua de estas proteinas es grande ya que su valor es de 6.46 mL/g con
respecto a las proteinas de semilla de nuez (3.22 mL/g) y de sandia de las variedades sugar baby
(3.57 mL/g) y Mateera (3.13 mL/qg). Esto se debe a los abundantes grupos funcionales aminos en
la superficie de las proteinas promueven la formacion de puentes de hidrégeno con el agua. Esta
propiedad permite su uso como modificador reolégico o agente espesante en productos como

sopas, panificacion, natillas, etc.



Cabe mencionar que su capacidad para poder absorber aceite también es elevada (6.07 mL/qg).
En comparacion a la de semilla de nuez (1.86 mL/g), sandia de las variedades sugar baby (2.32
mL/g) y Mateera (2.49 mL/qg), semilla de guayaba (3.2 mL/g) y jitomate (4.04 mL/g) es mucho
mayor esta propiedad; dada la composicién quimica de la proteina de yaca donde la mayoria de
amino&cidos son aromaticos, se favorecen las interacciones no polares logrando asi que la
capacidad de absorber aceite o grasa sea eficiente pudiéndose utilizar como agentes

encapsuladores de sabores y olores en la industria carnica y en panificacion.

Por otra parte, la actividad emulsificante y capacidad de poder generar emulsiones estables se
favorece en un intervalo de pH 4- 10. Lo cual indica que este tipo de proteinas tienen elevada
actividad de superficie con respecto a otras como la de jitomate cuyos valores son de 36.4% y
34.9% respectivamente.
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Figura 4 Efecto del pH en la actividad emulsificante y estabilidad de la emulsion del aislado
proteico de semilla de yaca (modificado de Ulloa, 2017).

En la Figura 4, se grafica la tendencia de la actividad y la capacidad estabilizante de la proteina
de yaca donde se observa que a partir de un pH de 6.0 estas propiedades son elevadas y se
mantienen constantes a pH alcalinos mientras que a pH= 2.0 se ven disminuidas, debido a la
baja solubilidad de la proteina. Sin embrago, a un pH= 4.0 la actividad emulsificante disminuye
drasticamente pues es muy probable que se deba al punto isoeléctrico, mientras que la capacidad
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estabilizante aumenta, esto se puede deber a que una forma de estabilizar emulsiones es
mediante la formacidn de particulas finas que tienden a orientarse en la interfase (emulsiones
Pickering), que se pueden formar mediante la agregacion y la posterior precipitacion de la

proteina.

A pesar de sus grandes capacidades absorbentes y estabilizantes, la proteina de yaca tiene un
bajo poder emulsificante siendo de 32. 36 mL/g comparandolo con otras proteinas como la de
jitomate (115 mL/g) o sésamo (164-169 mL/g). En cuanto a sus propiedades gelificantes la
concentracion minimaes 9 % a un pH de 6.0 el cual es muy similar en comparacion a la proteina
de garbanzo (14 — 18%), concentrado de proteina de frijol del norte (8%), caupi (12%), aislado
de proteina de frijol mungo (10%), proteina de semilla de altramuz (14%) y mayor que al de

cartamo (2%).
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Figura 5 Efecto del pH en la concentracion minima de gelacion del aislado proteico de semilla
de yaca (modificado Ulloa, 2017).

La figura 5 representa las concentraciones minimas de gelificacion a diferentes pH, donde se
puede apreciar que a un pH de 6.0 es la menor. Es decir, para poder formar esa red
tridimensional y la desnaturalizacion parcial es recomendable trabajar a ese pH debido a que se
requiere menor cantidad de proteinas para lograr este efecto. Se podria ver una relacién entre

la solubilidad y el poder gelificante debido que a pH alcalino es donde la proteina se encuentra
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mas soluble. Por ende, es mas complicado poder formar un sistema gelificado mientras que a
pH acidos la proteina tiende a precipitar y a no presentar cargas netas y la concentracion

gelificante alcanzada es menor.

En cuanto a la capacidad de formar espuma y a la estabilidad de la misma, las proteinas de yaca
son dependientes de pH, donde a pH acidos (4 — 6) los valores reportados son muy bajos (13 y
68%, respectivamente). Sin embargo, a pH alcalinos alrededor de 10 es donde se presentan las
mejores propiedades espumantes (254%) y mayor estabilidad (164%) ya que las proteinas son
mas solubles, presentan mayor numero de cargas en su superficie y se mejora su actividad

superficial aire/agua.

Las proteinas de yaca presentan mejores propiedades espumantes y son mas estables en
comparacion con las proteinas de guayaba (50 y 40%) y jitomate (64.9 y 66.3%) por lo que
pueden ser un potencial agente aditivo en la formulacién de helados, panes, pasteles, cremas,

carnicos y dulces.
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Figura 6 Efecto del pH en la capacidad espumante y estabilidad de la espuma del aislado
proteinico de semilla de jaca (Modificado de Ulloa, 2017).

Como se puede apreciar la capacidad espumante y la durabilidad de la misma es dependiente
del pH obteniéndose los mejores resultados a pH=10 al igual que a pH &cidos esta capacidad se

ve drasticamente reducida y méas a pH=4.0 que es su punto isoeléctrico; es importante
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mencionar esto porque si esta proteina se utilizara con el fin de fabricar un alimento, es crucial
que el pH del mismo no sea menor a 8.0 ya que de lo contrario empezaria a tener problemas

por lo que esta seria la principal limitacion.

2.4 Electrohilado

La técnica del electrohilado tuvo su origen en el siglo XIX en la fabricacion de fibras
submicromicas para aplicacion textil, posteriormente se empez0 a diversificar a otras industrias
como la farmacéutica, cosmética, alimentaria, electronica, materiales, empaques entre otras,

debido a las grandes ventajas que se adquieren (Figen, 2020).

Entre estas ventajas resaltan su capacidad para incorporar activos térmicamente inestables en
condiciones ambientales, es escalable, econémico, sencillo y versatil. EI material por el que
pueden ser fabricadas las nanofibras es variado llegandose a utilizar polimeros, metales, 6xidos
metalicos, cerdmicas, sustancias organicas e inorganicas y materiales compuestos.

Esto se puede lograr alterando las propiedades de la solucién (concentracion, viscosidad,
tension superficial, conductividad), metodologia (distancia de la bomba, velocidad, forma de la
aguja) y condiciones ambientales del proceso (temperatura, humedad relativa). También es
posible controlar el didmetro de las nanofibras, que juega un papel vital en las propiedades

funcionales de los materiales utilizados en diversas aplicaciones (Okutan et al., 2014).

El equipo de electrohilado requiere de algunos componentes indispensables para la formacién
de las nanofibras: bomba de infusion, fuente de poder, y colector metélico (Figura 7) Esta
técnica puede ser resumida en tres pasos: iniciacion del microchorro (jet), elongacién y

solidificacion del material (Raval et al 2019).
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Figura 7 Componentes basicos del electrohilado

2.5  Parametros considerados durante el proceso de electrohilado.

En particular, el electrohilado emplea altas diferencias de potencial para producir un campo
eléctrico fuerte, que es aplicable entre dos polos opuestos conformados por un sistema de
inyeccion y un sistema colector (el cual estd a potencial 0), donde se depositan las fibras con
didmetros nanométricos. La dispersion polimérica previamente preparada se carga en una
jeringa de inyeccion que se conecta a una aguja. Una bomba de infusion unida al embolo de la
jeringa ejerce una presion y un flujo constante a través de la aguja. Por efecto de la polarizacion
y las cargas originadas por el campo eléctrico. La dispersién es arrojada en forma de chorros

hacia una placa conductora conectada a tierra, a una distancia de 5 a 30 cm, del cono de la aguja.

Las cargas en la superficie de la dispersion aumentan al incrementar el campo eléctrico hasta
un valor umbral en el cual se desestabiliza su forma, que pasa a ser parcialmente esférica a
cénica al que se le denomina el cono de Taylor. Alcanzando un voltaje critico, la generacion
del chorro o jet se produce cuando la fuerza de repulsion supera a la tension superficial. Durante
la expulsion del polimero a través de la aguja el disolvente gradualmente se evapora y el
producto obtenido se deposita en forma de manta de fibra no-tejida compuesta de NFs con
didmetros de unos pocos nandmetros a unas pocas micras. El proceso de electrohilado puede
resultar en fibras, gotas (electroatomizado) o no tener lugar. De hecho, se le puede considerar
una variacion del proceso conocido como “electrospray”. En algunos casos se produce una

mezcla de electroatomizado y electrohilado (Rodoplu et al, 2012).
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Al trabajar con polimeros es muy importante considerar algunos aspectos como naturaleza
del polimero (hidrofilico o hidrofdbico), naturaleza acida o basica (pka), tension superficial,

ya que no todos son susceptibles a ser procesados por electrohilado (Xue et al., 2019)
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Figura 8 Variables criticas en el electrohilado.

Mientras un polimero pueda ser electrohilado en NFs, los objetivos ideales serian: 1) que el
diametro de las fibras sea consistente y controlable, 2) la superficie no debe de tener defectos o
con defectos controlables y 3) NFs continuas sean colectadas. Aungue no siempre se logran
dichos objetivos. El disolvente y el peso molecular del polimero son los que definen las
propiedades reoldgicas y eléctricas de la dispersion polimérica. Sin embargo, todavia no existe
un desarrollo matematico que interrelacionen todos los parametros implicados en el proceso
(Figura 8).

Un factor inherente importante de la dispersidn polimérica es su constante dieléctrica ya que
cuanto mayor es la constante dieléctrica de la solucion, con mas facilidad se obtendran fibras
uniformes y de menor didmetro medio. La constante dieléctrica de una solucion se puede variar
reemplazando el disolvente o una fraccion por uno con mayor o menor constante dieléctrica.
Un disolvente con una constante dieléctrica alta puede mejorar la conductividad al facilitar la
disolucidn de las cadenas poliméricas cargadas lo que reduciria la necesidad de emplear altos

voltajes eléctricos. A mayor polaridad del disolvente se obtienen de menor diametro.
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Cabe mencionar que se debe de tomar en cuenta la viscosidad de la dispersiéon ya que al
aumentarla ayuda a obtener un microchorro estable y por lo tanto fibras libres de gotas. La
viscosidad de la dispersion se puede aumentar incrementando el peso molecular del polimero,
la concentracion de la solucion polimérica, o incluso también con el agregado de polielectrolitos
en pequefias cantidades que permiten incrementar la viscosidad sin modificar la concentracion.
Cuando la viscosidad de la solucién es muy baja, el fendémeno de “electroatomizado” puede

ocurrir y se forman particulas en lugar de fibras (Higashi et al., 2020).

La conductividad de la dispersion polimérica es fundamental en la produccién de fibras por
electrohilado debido que, al aumentar méas cargas pueden ser transportadas por el chorro y
mayor estiramiento e inestabilidad tendra el flujo, ademas de reducir la necesidad de emplear
altos voltajes eléctricos. Esto se logra agregando particulas conductoras o iones a la solucion o

seleccionando un disolvente con mayor polaridad.

Ya una vez establecido, adecuado y estandarizado estos pardmetros para obtener las nanofibras
se deben de considerar los factores del proceso y ambientales ya que de no ser considerados las
propiedades de las nanofibras cambiaran a pesar de ya haberlas establecido previamente (Park
et al., 2008).

Se ha demostrado que al aumentar el voltaje se producen mayores cargas superficiales, lo que
favorece el afinamiento del microchorro, resultando en fibras de menor diametro. Sin embargo,
una tension alta aplicada también produce la evaporacién mas rapida del disolvente y en
consecuencia puede suprimir etapas de estiramiento y disminucion del diametro del
microchorro, obteniéndose en algunos casos fibras de mayor tamafio del esperado.

El efecto de un voltaje alto no sélo afecta la apariencia fisica de las fibras, sino también la
cristalinidad de la fibra. EI campo electrostatico puede causar mayor orden de las moléculas del
polimero durante el proceso y de esta manera inducir un estado cristalino en la fibra. Sin
embargo, por encima de cierto voltaje, la cristalinidad es reducida (Zhang et al., 2018).

A un voltaje establecido corresponde una velocidad de flujo. Cuando la velocidad de flujo se
incrementa, hay un aumento correspondiente del diametro de la fibra. Bajos flujos de

alimentacion son més deseables ya que permiten que el disolvente tenga un mayor tiempo para
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su evaporacion.

2.6  Electrohilado de proteinas

Se han hecho diversos estudios (Aziz, Neo, Lopez-Rubio et al 2010) donde se han obtenido
nanofibras a base de biomoléculas como: polisacaridos (almiddn, celulosa, quitosano) y
proteinas de distintas fuentes como amaranto, gelatina, aloumina, chicharo. Sin embargo, la
principal limitante en las proteinas es la complejidad de su estructura secundaria y terciaria
puesto que se deben de tomar en cuenta diversos factores como: estado de agregacion,
solubilidad, desnaturalizacién, puentes disulfuro intra/intermoleculares, ademéas de escoger

solventes adecuados que no comprometan su integridad y funcionalidad (Wang et al., 2019).

En el caso de las proteinas globulares estas tienen muy poca interaccion entre si para enredarse
durante el electrohilado, dificultando el proceso. Se ha reportado que para poder tratar este
problema es necesario utilizar reactivos que tengan la capacidad de poder solubilizar este tipo
de proteinas cambiando su confirmacion y modificando las interacciones intramoleculares;
como el hexafluoro-2-propanol (HFP), trifluoroetanol (TFE) y algunos acidos concentrados
como el &cido férmico, acido acético 40%. Sin embargo, estos disolventes estan prohibidos para

su aplicacion en la industria alimentaria.

Una forma de poder tratar esta dificultad es mediante la adicion de un acarreador en bajas
concentraciones (hasta un 2%) que facilmente se pueda electrohilar y mezclar con las proteinas
globulares (Figura 10). Algunos ejemplos son: oxido de polietileno (PEO), polivinil pirrolidona
(PVP) o el mas utilizado, el alcohol polivinilico (PVA) que es compatible con la proteina de
soya, elastina, y coldgeno. Aunque hoy en dia se ha optado por utilizar acarreadores naturales

como la zeina, gelatina o el pululano.
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Figura 9 Mecanismo propuesto de electrohilado. La ruta A describe la (ruta ideal para proteinas
parte superior), una ruta que se aplica en un disolvente ideal: la proteina desnaturalizada, se
disuelve y se puede hacer girar. Cuando el solvente no es ideal, los agregados de proteina
desnaturalizados y el hilado no es posible (parte inferior de la ruta A). La ruta B muestra la
aplicacion de un acarreador para hacer girar una proteina que por si misma es imposible de
lograr. Modificado de (Nieuwland et al., 2013).

Al utilizar este tipo de acarreadores es importante que tanto las proteinas globulares como el
acarreador sean solubles en el mismo disolvente ya que es comun que el acarreador sea soluble
pero las proteinas no o viceversa. Un ejemplo comun es la zeina la cual es soluble en alcohol,
pero muchas proteinas como la ovoalbimina o la elastina no lo son, lo cual restringe su uso. En
el caso de la gelatina esta se dispersa en agua caliente al igual que las proteinas. Sin embargo,
se debe de llevar a cabo el electrohilado a esas temperaturas ya que si se enfria la dispersion

aumenta la viscosidad y por ende las nanofibras no se pueden formar (Nieuwland et al., 2013).

Asimismo, se ha optado por utilizar proteinas de origen vegetal debido a que son mas faciles
de obtener, son mas econOmicas, se obtienen buenos rendimientos, no requiere sacrificio
animal, amigable con el medio ambiente, y le da valor agregado. Proteinas de amaranto,
calabaza, gluten, zeina, etc., se han evaluado para conocer su capacidad de formar peliculas,
envases, estabilizantes, agentes encapsuladores, obteniéndose resultados prometedores (Tabla
4).
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Tabla 4 Condiciones para el desarrollo de nanofibras de aislados proteicos.

Polimero

Reticulante

Amaranto Pullulano

Zeina

Gluten

Moringa

Tween 80

Ciclodextrinas
Timol

PVA

PVA

Condiciones
Concentracion  del
polimero: 20%
Solvente:
férmico 95%
Voltaje: 22 — 15 Kv

acido

Velocidad: 0.24
mL/hr

Temperatura: 24 °C
y 36 % HR

Distancia; 10 cm

Concentracion  del
polimero: 25, 30%
Solvente: etanol
Voltaje: 12 — 18 Kv
Velocidad: 0.3 — 2.0
mL/hr

Temperatura: 21 °C
Distancia: 10 - 16 cm
Humedad: 58%

Concentracion  del
polimero: 5, 10%
Solvente: 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro2-propanol
(HFIP).

Voltaje: 25 Kv
Velocidad: 5 mL/hr
Temperatura: 21 °C
Distancia: 10 — 12 cm

Concentracion  del
polimero: 6 a 18%
Solvente: acido
formico 3%
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Propiedades Referencias
Viscosidad:
560.5 cP
Conductividad
eléctrica: 30.9 — 32.1
mS/cm

Morfologia: fibras
Diametro: 266.6 — 352.2
nm

Caracterizacion:
Propiedades Opticas
Formacion de pelicula
Resistencia a la humedad
y rotura.

3127 -
(L6pez-Rubio
et al., 2020)

Viscosidad: 142.49 -
358.05 cP
Conductividad
eléctrica: 30.9 — 32.1
mS/cm

Morfologia: fibras
Diametro: 283.0-910.0
nm

Caracterizacion:
Reologia (reograma)
Microscopia (MEB).

(Neo et al,
2013)

Caracterizacion
Microscopia (MEB)
Espoctroscopia
Infrarroja

(FTIR)
Termogravimetria (TG)
Difraccion de rayos X

(Aziz et al,
2019)

Morfologia: fibras (Kebede et al.,
Diametro: 232.7 +59.37  2018)
nm.



Voltaje: 75-25 Kv Caracterizacion:
Velocidad: 2.5- 10

pL/hr Microscopia (MEB)
Temperatura: 21°C | Difraccién de rayos X
Distancia: 7 — 17.5 = Termogravimetria

cm Potencial Z: -5 a 15 mV
Soya Concentracion  del
PVA polimero: 9 a 13% Viscosidad: 19.0 -
Solvente:  hidroxido 208.05 cP (Cho et al,
PEO de sodio pH: 6.8, 9y Morfologia: fibras 2010).
Oxido de 12 Didmetro:  600.00 —
Etileno Voltaje: 15-20 Kv 11500.0 nm.
Velocidad:0.015 Caracterizacion:
mL/hr Microscopia (MEB)

Temperatura: 25°C  Reologia (Reogramas)
Distancia: 15-20cm = Calorimetria (DSC)

FTIR
Chicharo Concentracion  del
polimero: 10% Viscosidad: 430.0 -
N/A Solvente: Acido 2,878.05cP (Aguilar-
férmico, agua Morfologia: fibras Vazquez et al.,
desionizada, Didmetro:  600.00 — 2020)

hexafloroisopropanol, 11500.0 nm
trifloroetanol, acido e E———

trifloro acético Microscopia (MEB)

xolltaj_g: 250222 K‘6 s Reologia (Reogramas)
elocidad:U.c — U. Espectroscopia

mL/hr :
Temperatura: 25°C Infrarroja
HR: < 50%
Distancia: 10-15 cm
Gliadina Concentracion  del Viscosidad: 58.0 -
polimero: 12.5-20% @ 574.05 cP (Akman et al.,
N/A Solvente: etanol 70%  Morfologia: fibras 2019)
Voltaje: 15Kv Diametro: 375.0 — 410

Velocidad: 0.5mL/hr  nm.

Temperatura: 25°C  Caracterizacion:

Distancia: 10 cm Microscopia: SEM
Emision de florescencia
FTIR/DSC
Difraccion de rayos X
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2.7 Peliculas comestibles

2.7.1 Generalidades

En las Gltimas dos décadas se ha incrementado el disefio y desarrollo de materiales novedosos
que sirvan como peliculas comestibles para frutas, vegetales, carne, pescado y productos frescos
cortados (Falguera et al., 2011). Se han utilizado para prevenir los diferentes desordenes
asociados al procesamiento y mantener su calidad durante el almacenamiento del producto. Las
peliculas comestibles son capas delgadas de un material aplicadas en la superficie del producto,
en adicion o remplazo de los tejidos protectores naturales (Chen, 1995; Baldwin et al., 1995;

Garcia y Barrett, 2003).

Pueden aplicarse directamente en la superficie del alimento por inmersion, atomizacién o
cepillado (Figura 10). Debido a que sera consumida junto con el alimento, los ingredientes
usados para la preparacion deben estar aceptados en la lista de aditivos GRAS (Generalmente
Reconocidos como Seguros) por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por
sus siglas en inglés) de acuerdo a las regulaciones vigentes. Una pelicula ideal debe extender la

vida atil del alimento y reducir el decaimiento de las caracteristicas sensoriales del mismo (Lin

& Zhao, 2007).

Dispersion para — Homogenizacion sificacio
formar la pelicula moge 1 Degasificacion

/~ Sumersién “\
(e} ﬂ&l)t!'\"“l)
Q ﬁ S |
Moldeado ] \‘J

Secad
Secado 1 117 o

Desprender ]

\ / \ Recubli;;\iento /

Figura 10 Representacion de las peliculas comestibles y el recubrimiento. Modificado de
(Otoni et al., 2017).
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Las ventajas del uso de peliculas comestibles incluyen (Dhall, 2013):
1.- Ser libres de toxicos y seguros para la salud.
2.- Deben requerir una tecnologia simple para su elaboracion.
3.- Ser protectores de la accion fisica, quimica y mecanica.
4.- Presentan propiedades sensoriales: deben ser transparentes y no ser detectados durante su
consumo.
5.- Mejoran las propiedades mecanicas y preservan la textura.
6.- Presentan propiedades de barrera como transferencia de distintas sustancias, adecuada
permeabilidad al vapor de agua, solutos y una permeabilidad selectiva a gases y volatiles, desde
el alimento hacia el exterior y viceversa.
7.-Reducen las actividades enzimaticas relacionadas con el deterioro.
8.-Previenen los dafios por frio y los desérdenes durante el almacenamiento.
9.-Encapsulacion de compuestos aromaticos, antioxidantes, pigmentos, iones etc., para detener
las reacciones de oscurecimiento, reducir la carga microbiana y mantener las sustancias
nutrimentales y funcionales como las vitaminas y los compuestos fendlicos.

10.-Reducen el uso de materiales sintéticos de empaque.

Durante su fabricacion, los materiales deben ser dispersos en un disolvente como agua, alcohol,
mezcla agua-alcohol o0 una mezcla de otros disolventes. Por otra parte, los plastificantes, agentes
antimicrobianos, minerales, vitaminas, colores o saborizantes pueden ser afiadidos durante este
proceso. El ajuste del pH o el calentamiento de la disolucidn pueden facilitar la dispersion de
los polimeros y los demas aditivos (Dhall, 2013; Falguera et al., 2011). Ademas, la adicion de
plastificantes como glicerol, polietilenglicol o propilenglicol también se considera fundamental

para la formacidon de peliculas en algunos casos.

La funcionalidad de las peliculas esta relacionada, en parte, con las propiedades mecanicas
(como la resistencia a la tension, elongacion a la rotura), con las propiedades funcionales (como
barrera al vapor de agua, oxigeno, diéxido de carbono) y propiedades fisicas como la opacidad
y color, entre otras (Silva-Weiss et al., 2013; Lopez-Garcia y Jiménez-Martinez, 2015). Cabe
destacar que los materiales deben cumplir criterios especificos establecidos por la ASTM e ISO
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para gque se consideren biodegradables.

Recientemente, la generacion de nuevas peliculas comestibles ha sido disefiado para
incrementar la funcionalidad e incorporacion de ingredientes naturales o funcionales como
prebiodticos, minerales y vitaminas, buscando también el mejoramiento de la calidad del
producto recubierto. Por lo cual, consisten en la incorporacion de los aditivos utilizando
técnicas de microencapsulacion o nanoencapsulacion con la finalidad de obtener una liberacion
controlada de los compuestos encapsulados, proteger al aditivo de los factores externos y

potencializar su funcionalidad para la conservacion de alimentos (Falguera et al., 2011).
2.7.2 Clasificacion

Las peliculas comestibles se clasifican en: hidrocoloides o polimeros, lipidos y mezclas de
ambos. Los hidrocoloides a su vez se clasifican en polisacaridos y proteinas. Los lipidos
incluyen ceras, aceites y resinas, mientras que las mezclas contienen componentes tanto
poliméricos como lipidicos (Baldwin 1999). La seleccion del biopolimero depende en gran

medida de la funcion deseada y del alimento a aplicar.
2.7.3 Peliculas proteicas

Las peliculas comestibles a base de proteinas se pueden utilizar para diferentes productos
alimenticios debido a su buena adherencia a las superficies hidréfilas, con el fin de restringir la
absorcién de oxigeno y CO., pérdidas de sabor y aroma, ademas de mantener las caracteristicas
mecanicas y reoldgicas, el colory la apariencia de los alimentos, reducir la migracion de lipidos,
mejorar las propiedades de la manipulacién mecanica, proporcionar proteccion fisica u ofrecer
una alternativa a los envases sintéticos. Ademas, pueden ser portadores de varios aditivos como
agentes antimicrobianos y antioxidantes. Se pueden utilizar en la superficie de los alimentos

para controlar la tasa de difusion de aditivos desde la superficie hacia el interior.

Sin embargo, una limitante es que tienen una resistencia limitada a los vapores de agua, debido
a su composicion quimica ya que los aminoacidos en medio acuoso tienden a ionizarse y eso
aumenta la solubilidad de los mismos, disminuyendo la eficiencia de la pelicula en estas

condiciones (Pragatheeswari 2019).
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Esto se puede mejorar afiadiendo agentes reticulantes, el uso de mezclas de biopolimeros,
recubrimientos con materiales con altas propiedades de barrera, fabricacién de materiales
multicapa, reducir el tamafio de su talla (nanopeliculas) o por un nanoreforzamiento mediante

nanoestructuras (nanocristales).

Fabra, LOpez-Rubio y Lagaron (2016) electrohilaron directamente tres matrices de
hidrocoloides diferentes (suero de leche, soya y zeina) cargadas con a-tocoferol en un lado de
una pelicula termopléstica de gluten de trigo como capa de recubrimiento, respectivamente. Se
descubrid que la capa de recubrimiento activa mejora la eficacia de la barrera de vapor de agua
de la pelicula de gluten de trigo y proporciona una liberacion sostenida del alfa-tocoferol
encapsulado, lo que sugiere el potencial de las estructuras hibridas de hidrocoloides que
contienen compuestos activos en el disefio de nuevos materiales multifuncionales para

envasado de alimentos.

Neo et al. (2013) prepararon fibras de zeina electrohiladas cargadas con acido gélico, y
encontraron que tenian propiedades antibacterianas y antioxidantes lo cual hace que las
nanofibras sean deseables como materiales activos de empaquetado en la industria alimentaria.
Wang, Marcone, Barbut y Lim (2013) incorporaron extracto de frambuesa roja rico en
antocianinas en las fibras de proteina de soya electrohiladas con la menor cantidad de PEO,
obteniendo una mejor actividad antibacteriana contra Staphylococos epidermidis, lo que indica

que tienen una aplicacion potencial en el desarrollo de empaques activos.

Por otra parte, Dang et al. 2017 demostr6 como aumenta la eficiencia de una pelicula al ser
elaborada por la técnica de electrohilado con respecto a la técnica convencional (fusion del
solvente) al elaborar peliculas de gelatina y gelatina/zeina. El proceso de electrohilado disperso
la zeina en la gelatina para formar nanofibras homogéneas, lo que da como resultado una buena
resistencia al agua y etanol. Por el contrario, la pelicula de gelatina / zeina moldeada mostré
pobre resistencia de disolucidn debido a la dispersion heterogénea de gelatina y zeina (Figura
12). Se concluyo que las peliculas nanofibrosas de gelatina/zeinas ensambladas tenian un

potencial prometedor como formadores de pelicula comestible.
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Figura 11. Diferencia entre electrohilado/ film casting de zeina/gelatina (Modificado de
Deng, 2017).

Al igual se han reportado peliculas comestibles elaboradas a base de aislados proteicos de
amaranto donde se compararon las mismas técnicas previamente mencionadas con la diferencia
de que a las peliculas elaboradas por evaporacion del solvente se les adicionaron nanocristales
de celulosa (Aceituno- Medina et al 2015). Se caracterizaron la morfologia, las propiedades
Opticas y la afinidad por la humedad de las peliculas (4ngulo de contacto con el agua,
solubilidad, contenido de agua). Ambas estrategias dieron como resultado peliculas
homogéneas con buenas propiedades opticas y una disminucion del caracter hidrofilico (como
se deduce de las mediciones del &ngulo de contacto y la solubilidad) y propiedades mecanicas
mejoradas en comparacion con las peliculas blanco. Sin embargo, tanto el método de
procesamiento como el espesor de la pelicula influyeron en las propiedades finales de las
peliculas, siendo las que se procesaron mediante recubrimiento por rotacion mas transparentes
(Figura 12), menos hidréfilas y menos solubles en agua mejorando significativamente la
tenacidad del material.
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Figura 12 Aspecto visual de peliculas a base de amaranto. Peliculas fundidas (A) API, (B)
API+CNC (5%), (C) API+CNC (10%), (D) API+CNC (20%). Peliculas centrifugadas
obtenidas que contienen 5%(E-G), 10%(H-J) 0 15% API (K-M) y 25% (E,H,K), 50% (H-J) o
100 capas (K-M) (Lopez-Rubio et al. 2020).

2.7.4 Peliculas antimicrobianas

La contaminacién microbiana es una preocupacion constante en la industria alimentaria a tratar
debido a que el empaque es uno de los componentes clave en la conservacion de alimentos para
inhibir el deterioro o reducir crecimiento de microorganismos patdgenos. Por ello, se ha tratado
de implementar agentes antimicrobianos a las peliculas comestibles o a los empaqgues
Ilamandose a esta tecnologia embalaje activo.

Acidos organicos, aceites esenciales, sales, lipidos, especias, bacteriocinas (nisina), extractos,
nanoparticulas inorgéanicas o metalicas han sido ampliamente estudiados por su eficacia en el
control del crecimiento de microorganismos y bacterias en los alimentos.

Actualmente, se han buscado activos de origen natural que no dafien la integridad de la pelicula
o0 algun dafio a la salud del consumidor, por lo que el uso de aceites esenciales ha sido una buena
opcion para tratar este problema.
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Dado que la mayoria de los aceites esenciales (AE) son compuestos volatiles, requieren el uso
de métodos de fabricacion que se realicen a temperatura ambiente para conservar sus

propiedades originales siendo el electrohilado una técnica muy viable.

La encapsulacion es eficaz para mejorar la estabilidad y solubilidad en solventes polares, asi
como para enmascarar su fuerte sabor y olor. Debido a su naturaleza no polar, inestabilidad y
volatilidad de los aceites esenciales, generalmente no se pueden agregar directamente a la
solucién del electrohilado, por lo que se requiere de un vehiculo portador como ciclodextrinas
(CD) o liposomas (Figura 14).

Se han estudiado una gran variedad de aceites esenciales con amplio espectro antimicrobiano
entre los que resaltan: canela, lavanda, romero, bergamota, clavo, tomillo, orégano, menta y
arbol de té. En este tipo de estudios el aceite esencial méas estudiado ha sido el de la canela
(CEO), donde se han hecho complejos con ciclodextrinas 3-CD-1C encapsuladas en nanofibras
de PLA electrohilado observando un mejor efecto antimicrobiano contra Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, en comparacion con la nanopelicula PLA / CEO. Los resultados
indicaron que la fibra PLA / CEO / B-CD aument6 de manera eficiente la vida atil de la carne

de cerdo, lo que sugiere una posible aplicacion en peliculas comestibles (Mele, 2020).
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Figura 13 Fabricacion de nanofibras electrohiladas cargadas con aceites esenciales para el
envasado activo de alimentos. (a) Extraccion de aceites esenciales (b) Complejamiento e
incorporacion de solucion de electrohilado (c) Electrohilado de la solucién compuesta.
Modificada de (Ataei et al. 2020).
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Otro vehiculo potencial para el encapsulamiento de aceites esenciales durante el electrohilado
son los liposomas que consisten en vesiculas lipidicas artificiales, formadas por bicapas
concéntricas de fosfolipidos que incorporan nicleos acuosos, son capaces de encapsular tanto
sustancias hidréfilas en la seccidn acuosa interna como hidréfobas asuntos dentro de las bicapas

lipidicas y moléculas anfifilicas en la interfaz lipido / agua.

Aceites esenciales como el de clavo, el cual es utilizado por su componente mayoritario el
eugenol que se sabe que es uno de los mejores activos antimicrobianos naturales, se han
encapsulado en liposomas para poder ser electrohilado como una alternativa para disminuir el
dafio durante el procesamiento y almacenamiento. Sin embargo, el mayor inconveniente que
puede afectar la eficacia del liposoma cargado con eugenol como antioxidante es su
inestabilidad liposomal, ademéas de su baja eficiencia de encapsulacion, la tendencia a la
autoagregacion, fusion o ruptura de las vesiculas. Todos estos factores son serios desafios a la
explotacion comercial de los liposomas de eugenol como antioxidante industrial. Por lo tanto,
la estabilidad del liposoma de eugenol puede afectar el rendimiento del producto final como
envasado activo de alimentos. Una forma de mejorar la estabilidad de los liposomas, es

mediante la elaboracidn de liposomas recubiertos (Du et al 2015).

Cui etal. (2020), reportaron un método para formar un antioxidante basado en nuevoscomplejos
de SiO2-eugenol encapsulado en liposomas formando un ensamblaje supramolecularcon un
nucleo de particulas coloidales cubierto por un lipido. Las nanoparticulas de SiOzen laindustria
alimentaria sirven como aditivo que puede proporcionar un soporte rigido para la pelicula
delgada y asi mejorar la estabilidad fisica del liposoma aunque para la encapsulacion del
eugenol ser requiere la adicion de éxido de polietileno (PEO) para poderse electrohilar (Figura
15) (Liu et al., 2016).
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Figura 14. llustracion esquematica de SiO.-eugenol encapsulado en liposomas. Modificado de
(Liu et al. 2016).

Para evaluar la eficacia de estas peliculas, estuvieron en contacto con carne de res durante un
periodo de 60 dias y exhibio una excelente actividad antioxidante. Otro tipo de aceite esencial
sumamente utilizado por sus propiedades antimicrobianas es el aceite esencial de tomillo (TEO)
ya que tiene la capacidad de inhibir la proliferacién de diversos tipos de bacterias entre las que
se encuentran: Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Enteritidis (S. enteritidis), y Salmonella typhimurium (S. typhimurium).

Lin et al 2018 reportaron la elaboracion de nanofibras de gelatina que contienen nanoparticulas
de TEO/ B-ciclodextrina g-polilisina (TCPN) para controlar la propagacion de Campylobacter
jejuni (C. jejuni), este microorganismo es conocido por ser zoonético. ES decir, se encuentra en
los animales por lo que muchas veces puede llegar a contaminar la carne. Pero el gran problema
radica en su gran capacidad de poder generar resistencia a varios tipos de antibioticos de amplio
espectro como cefalosporinas, quinolonas y gentamicina. El complejo TEO / B-CD-IC por si
mismo no es eficaz contra C. jejuni debido a que como la B-CD tiene una naturaleza
electroneutra su absorcion en la pared celular bacteriana cargada negativamente es limitada.
Para abordar este problema, se aplicé gelificacion idnica para adsorber biopolimeros cationicos
en la superficie de TEO /B-CD-IC. e-polilisina (e-PLY), es un metabolito bioldgico cationico
biodegradable con excelentes propiedades antibacterianas, fue seleccionado para preparar
nanoparticulas de TEO / B-CD e-polilisina (TCPN) la presencia de grupos R—NH: a lo largo de
las cadenas &-PLY mejora la unidon de nanoparticulas a células bacterianas cargadas

negativamente en la pared que conduce a una aceleracion en la apoptosis (Galvao et al 2019).
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En dicho estudio obtuvieron nanofibras antibacterianas afiadiendo TCPN en la matriz de
polimero mediante electrohilado, Las membranas preparadas mostraron una excelente accién
antimicrobiana contra C. jejuni, a través de membrandlisis. Los resultados confirmaron que la
membrana celular y las proteinas dafiadas fueron el resultado de la actividad antimicrobiana de
las nanoparticulas. Posteriormente, se evaluaron los sistemas en pechugas de pollo envasadas
en las membranas y poseian un menor recuento de bacterias aerobicas y 4cido tiobarbitirico
(TBA). Los valores de nitrogeno y pH también fueron méas bajos sin ningin efecto adverso
sobre el color, la textura y evaluacion sensorial, sefialando perspectivas brillantes para las

membranas en la conservacion de aves de corral.

En la Tabla 5se muestra un resumen de peliculas electrohiladas a base de proteinas y

biopolimeros con diferentes AE.

Tabla 5 Peliculas comestibles y aceite esencial empleado

Aceite esencial Funcidn Alimento Pelicula Autor
Orégano y Antimicrobiano
Tomillo (Pseudomonas spp.y  Carne de Proteina de (Emiroglu et
coliformes bacterias)  res soya al., 2010)
Clavo Antibacterial y Sardina  Proteina  de
Antioxidante. girasol (Salgado et al.,
2013)
Canela y Antibacterial Jitomates Zeina (Yun et al,
Mostaza 2015)
Menta, Tomillo = Saborizante Fresas Chitosan (Vu et al,
rojoy Limon 2011)
Orégano Antimicrobiano Pizza Pelicula  de
Celulosa (Botre et al,
2010).
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Romero Antimicrobiano Pollo Acetato de (de Melo et al.,
celulosa 2012).

En resumen, las peliculas y recubrimientos comestibles constituyen una tecnologia alternativa,
amigable con el medio ambiente y rentable que pueden mejorar la calidad de los alimentos (es
decir, la prevencion del dafio fisico, la mejora del color y la apariencia total) y su integridad o

inhibicion del crecimiento microbiano (Campos et al., 2011).

2.7.5 Aceites esenciales citricos
2.7.5.1 Generalidades

Los aceites esenciales son compuestos volatiles, naturales y complejos caracterizados por un
fuerte olor y que son metabolitos secundarios de plantas. Usualmente son obtenidos por vapor
o hidrodestilacion y fueron desarrollados por primera vez en la Edad Media por los arabes.
Ultimamente se le han atribuido propiedades antisépticas, bactericidas, viricidas y fungicidas,
y medicinales por lo que se les han dado usos en la conservacion de alimentos, como remedios
antimicrobianos, analgésicos, sedantes, antiinflamatorios, espasmoliticos y anestésicos locales
(Bakkali et al., 2008).

En la naturaleza, los aceites esenciales juegan un papel importante en la proteccion de las
plantas como antibacterianos, antivirales, antifungicos, insecticidas y también contra
herbivoros al reducir su apetito por tales plantas. También pueden atraer algunos insectos para

favorecer la dispersion de pdlenes y semillas o repeler a otros indeseables.

2.7.5.2 Composicion quimica

Los aceites esenciales son liquidos, volatiles, limpidos y raramente coloreados, solubles en
lipidos y soluble en disolventes organicos con una densidad generalmente menor que la del
agua. Pueden ser sintetizados por todas las plantas, flores, hojas, tallos, ramitas, semillas, frutos,
raices, madera o cortezas. Quimicamente son mezclas naturales muy complejas que pueden
contener alrededor de 20 a 60 componentes en concentraciones diferentes. Se caracterizan por
dos o tres principales metabolitos en concentraciones bastante altas (20-70%) en comparacion
con otros (Palazzolo et al., 2013).
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Generalmente, estos componentes principales determinan las propiedades bioldgicas de los
aceites. Estos componentes incluyen dos grupos de origen biosintético distinto: El grupo
principal estd compuesto de terpenos y terpenoides y el otro de aromaticos y constituyentes
alifaticos, todos caracterizados por bajo peso molecular peso (Figura 16). En la actualidad, se

conocen aproximadamente 3000 AE (De Matos et al., 2019).
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Figura 15 Terpenos presentes en aceltes esenuales

2.7.5.3 Propiedades de los aceites esenciales citricos.

Las especies de citricos (Rutaceae), originarias de las regiones tropicales del sudeste asiatico y
China, representan hoy en dia la mayor produccion de frutas a nivel mundial, con méas de 123

millones de toneladas producidas durante 2010.

Las especies de citricos de mayor importancia comercial son las naranjas dulces (Citrus sinensis
L. Osbeck) y las mandarinas (Citrus unshiu Marc., Citrus nobilis Lour., Citrus deliciosa Ten.,
Citrus reticulata Blanco y sus hibridos) (mas del 80%), seguido de limones (Citrus limon L.
Burm. f.), limas (Citrus aurantifolia Christm. Swing.) y toronjas (Citrus paradisi Macf.). El
género Citrus esta relacionado con otros géneros de la familia Rutaceae, como Fortunella,

Poncirus, Microcitrus, Clymenia y Eremocitrus (Dosoky & Setzer, 2018).

Los AE de los citricos estan presentes y pueden extraerse de la cascara, las flores y de las hojas
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joévenes. Lo mas comun es que se extraigan de la cascara por las técnicas de prensado e
hidrodestilacion. La calidad y cantidad de AE de céscara de citricos depende de muchos
factores, como la naturaleza de la fruta en si, la procedencia, el genotipo, el tipo de suelo y el
clima, pero también del proceso de extraccion. El contenido de aceite de las céscaras de los
citricos oscila entre el 0,5y el 5,0% (p / v).

Los AE extraidos de la piel de los citricos son matrices muy complejas que contienennumerosos
compuestos de diferentes clases quimicas. Estos compuestos se dividengeneralmente en dos
fracciones: la fraccion volatil, que es la mas representativa y oscila entre el 85y el 99% en los
diferentes aceites citricos prensados en frio, y el residuo no volatil, que contiene acidos grasos,
esteroles, carotenoides, ceras, cumarines y flavonoides polimetoxilados(2-6% del aceite), que
oscila entre el 1 y el 15%. Los componentes volatiles son una mezcla de hidrocarburos
monoterpeno (limoneno) y sesquiterpeno y sus derivados oxigenados, incluidos aldehidos

(citral), cetonas, acidos, alcoholes (linalool) y ésteres.

El principal componente quimico de los aceites citricos es el limoneno. El contenido de
limoneno varia del 32 al 98%. En particular, el contenido de limoneno varia del 68 al 98% en
la naranja dulce, del 45 al 76% en el limon y del 32 al 45% en la bergamota (Teneva et al.,
2019). Sobre el linalol, un componente oxigenado, su concentracion resulta en 0.018, 0.015 y

10.231% en naranja dulce, limén y bergamota, respectivamente.

2.7.5.3 Aceite esencial de naranja amarga (Citrus aurantium)

El Citrus aurantium L. (Rutaceae), cominmente conocido como naranja amarga, generalmente
se utiliza como agente aromatizante y acidificante para platillos tradicionales, la cascara se
utiliza para la produccion de mermeladas, también se utiliza para el tratamiento de varias
dolencias como la ansiedad y trastornos gastrointestinales y obesidad.

Se ha reportado que la mayor cantidad de aceite esencial se obtiene de la cascara con respecto

a las hojas y las flores, Tabla 6 (Sarrou et al., 2013).
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Tabla 6 Componentes del aceite esencial empleado (Sarrou et al 2013).

Componente

a- Pineno
Sabineno

B- Pineno

Mirceno
Ocatanal
3-y-careno

Limoneno

cis-y-Ocimeno
trans-y-Ocimeno
I'-terpeno

Oxido de linalool
a-terpinoleno

Linalool

Terpin-4-ol
a-terpinelol
Decanal

Nerol

Geraniol

Acetato de linalilo
Metil antranilato

Y. — Elemeno

Hojas
1.35+0.01
2.01+£0.20
19.08 +
0.18

1.59 +0.01
0.17 £0.00
12.04 +
0.16

0.77 £0.02
6.06 + 0.01
0.36 £0.01
0.29 £0.02
0.47 £0.01
29.14 *
0.38

0.68 £0.02
4.56 + 0.05
0.83+£0.02
431 +1.43
3.88 £0.40
0.19+0.00
0.12 £0.00

Concentracion
(%)

Cascara
0.53+£0.02
0.18 £0.01
0.62 £0.04

2.00 £ 0.04
0.24 +0.01

94.67 +0.01

0.30+0.01

0.76 + 0.04

0.13+0.01
0.16 +0.03

0.18 £0.03
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Hojas jovenes
0.19+0.00
0.37+£0.00
3.58£0.01

1.63+0.06

0.53+0.01

0.71 +0.02
4.08 +0.05

0.40+0.01
58.21+0.37

0.17+0.01
7.11 +0.06

1.45+0.02

12.42 +£0.13

Hojas maduras

0.22 +0.03
1.90+0.31

0.77 +0.09
1.22 £0.07

3.11+0.21

0.70 +0.04
36.03 + 0.60
0.13+0.02

12.89 + 0.37

2.89 +0.06

23.00 £ 1.42



Acetato
terpenilo

de

Acetato de nerilo

Acetato de geranilo

p- Carofileno
a- Humuleno
(E)-p-Farneseno

o-Germacrene

Bicyclogermacrene

(E)-Nerolidol
(E)-Farnesol

Rendimiento (%)

0.20 +0.00

1.30+0.01
2.59 +£0.04
0.42+0.01

0.13+0.01

1.76 £0.03

5.14 +0.02
0.12+0.01

0.10 +0.00

1.67 +0.07

2.7.5.4 Actividad antimicrobiana

2.18 +0.07
449+0.11
1.09 +£0.02
0.10 £ 0.00
0.13+0.01

0.18 £0.00

0.27 +0.01

0.11 +0.00

4.46 £0.22
8.70 £ 0.37
0.22+0.01

0.20+0.01
0.10 +0.00

0.45+0.02

Azhdarzadeh et al 2016- reporto la actividad antimicrobiana del aceite esencial de la naranja

amarga, donde compard el efecto antimicrobiano del aceite obtenido de las cascaras maduras e

inmaduras y el de las hojas ante distintos tipos de bacterias y los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7 Actividad antimicrobiana de la hoja Citrus auranrtium de la cascara inmadura, madura
y antibioticos por el método de difusion en disco (Diametro en cm). (Azhdazrzadeh et al 2016).

Microorganismo Antibidticos
Hoja Cascara Céscaramadura  Cloranfenicol Nistatina
inmadura

B. cereus 937+0.12 375+£217 50+1.32 37.5¢t0  --—--
S. aureus 18.75+0.11 375%+1.03 100+5.16 37.5¢0 -
S. faecium 18.75+0.21 375+0.82 100zx4.15 37.5¢0 -
E. coli 467£0.14 375%+1.18 50*2.65 37.5¢0 -
S. dysenteria 937+0.17 375%£158 100+3.45 37.5¢0 -
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S. typhi 18.75+221 75+3.67 50%212 3750 -

S. cerevisiae 9.37+0.18 4.67+0.10 25+1.37 37.5+0 4.67+0

Aunque, el mecanismo antimicrobiano exacto de los aceites esenciales ain se desconoce, las
bacterias Gram-negativas son un poco mas resistentes a los aceites esenciales que las Gram

positivas. Sin embargo, se cree que se debe a la doble membrana de las Gram-negativas.

En la tabla 7 se aprecia que el aceite esencial mas eficaz es el obtenido de la céscara
demostrando mayor efectividad que el estandar de Cloranfenicol, esto segun los autores se lo
atribuyen a la presencia de limoneno, que representa aproximadamente el 59.88% de su
composicion (Sanei-Dehkordi et al., 2016).
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4 JUSTIFICACION
En los ultimos afios ha ido en aumento la venta y el consumo de proteinas vegetales con la
finalidad de poder reemplazar a las proteinas animales, ya que se ha demostrado que tienen
diversos beneficios como buen contenido nutrimental, propiedades nutraceuticas y benéficas
para el organismo son de facil obtencion, los rendimientos son buenos, muchas son obtenidas
a partir de subproductos agroindustriales por lo que son econdémicas y tienen buenas
propiedades tecnofuncionales. Esto ha inducido a que haya una mayor investigacion para
obtener proteinas de fuentes no convencionales y determinar su potencial aplicacion para

generar productos con alto valor agregado.

Por otro lado, a pesar de que ya se saben las bondades de este tipo de proteinas hasta el momento
no se han utilizado tecnologias modernas las cuales puedan brindar nuevas propiedades o darles
nuevos usos donde una area muy potencial es la nanotecnologia para el desarrollo de peliculas
y recubrimientos comestibles ya que algunas de sus ventajas son el alargar la vida de anaquel
de algin alimento, adicionar un activo de interés de distinta naturaleza con propiedades

antioxidantes o antimicrobianas y que tenga una liberacion modificada.

El presente trabajo representa el desarrollo de una pelicula electrohilada usando como
biopolimero un aislado proteico de semilla de yaca. Finalmente, se adiciono un aceite esencial
obtenido de la cascara de naranja amarga. Tanto la semilla y la cascara son subproductos
agroindustriales aprovechando asi su uso para desarrollar una pelicula comestible de alto valor

agregado.
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo general

Desarrollar y caracterizar peliculas electrohiladas a partir de aislados proteicos de semilla de
yaca para conocer su capacidad de formar peliculas comestibles que eficientemente encapsulen

un aceite esencial.

4.2 Objetivos especificos

Obtener y caracterizar fisicoquimicamente peliculas electrohiladas a partir de aislados proteicos
de semilla de yaca mediante la técnica del electrohilado.

Caracterizar quimicamente y determinar la capacidad antioxidante del aceite esencial de naranja
amarga (Citrus aurantium).

Obtener y caracterizar complejos de inclusion B-CD/Aceite esencial

Producir y caracterizar fisicoquimicamente las peliculas electrohiladas cargadas con el
complejo de inclusion.
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5 MATERIAL Y METODOS
5.1  Obtencién del aislado proteico de semillas de yaca

5.2  Preparacion de la solucion a electrohilar

La solucidn a electrohilar dada su naturaleza polar y segun lo reportado en la bibliografia se
trabajé a un pH 12.0 ya que es donde el aislado proteico de semilla de yaca tiene su mayor
solubilidad. Por lo tanto, se pesaron 0.5 g asilado proteico, disolviéndose en 5 mL agua y se
mantuvo en agitacion constantemente para posteriormente adicionar el 20% p/p de Tween 80
que corresponde a 0.2 g y 0.125, 0.33 g de pululano para obtener una mezcla 80:20 y 60:40.
Finalmente se ajusto la solucion a un pH 12.0 con NaOH 4 M.

5.3  Determinacion de las concentraciones a electrohilar
El aislado proteico segun lo reportado tiene una concentracion de gelificacion al 15% a un
pH 12.0 por lo que se trabajaron sistemas al 10, 12, 14 y 15%, ademas de que se trabajo a

distintas proporciones de proteina/ pululano siendo 80/20 y 60/40 los niveles seleccionados.

5.4  Viscosidad y conductividad de las soluciones poliméricas

La viscosidad de las soluciones poliméricas a diferentes concentraciones de polimero (10-
14%) fue determinada empleando un viscosimetro Brookfield DV-11-PRO (USA) a 25 °C y
una velocidad de 5 rpm. Muestras de las diferentes soluciones poliméricas empleadas fueron
colocadas en un adaptador para muestras de volumen pequefio(=10ml) del equipo antes
mencionado. Después de medir la viscosidad, las muestras fueron transferidas a contenedores
de aproximadamente de 15ml, donde la conductividad de las soluciones poliméricas fue
medida empleando un medidor de conductividad tipo pluma (Eco Test TDS de baja
conductividad), las determinaciones fueron realizadas por triplicado y los resultados

promedio fueron reportados.
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55  Tension superficial de las soluciones poliméricas

La tension superficial de las soluciones poliméricas fue determinada empleando un
tensiometro de Dinoy modificado, sumergiendo la placa (Wihelmi) de platino (2.5cm de
ancho X 1 cm de alto) en 10 ml de las diferentes soluciones poliméricas en estudio, (diferente
concentracion, diferente disolvente y diferente cantidad de principio activo). La fuerza
necesaria para desprender la placa de platino de la superficie de la solucion polimérica fue
determinada. La tension superficial de la solucion polimérica fue establecida tomando como
referencia la tension superficial del agua a 25 °C. Las determinaciones fueron realizadas por

triplicado y el resultado promedio fue reportado.
5.4.1 Electrohilado de las soluciones poliméricas

El proceso de electrohilado se llevo a cabo empleando soluciones poliméricas de aislado
proteico de yaca y pululano con concentraciones en un rango de 10-12 % (p/v) en soluciones
alcalinas pH 12.0 y se mezcl6 hasta obtener una solucion homogénea. La solucion polimérica
obtenida fue transferida a una jeringa de 10 ml equipada con una agujade acero inoxidable de
6mm de longitud y 31 G de didmetro interno (d.i). La solucidn polimérica fue inyectada a una
velocidad de 0.3 mL/hr y se aplicd un voltaje de 21 KV. Las fibras fueron colectadas en un
colector de metal colocado a una distancia de 14 cm. Las peliculas obtenidas fueron

recolectadas y almacenadas a temperatura ambiente.
5.4.2 Determinacion de la morfologia y didmetro por MEB de las peliculas.

Las muestras de peliculas obtenidas fueron colectadas en cubre objetos de vidrio y preparadas
de la siguiente manera. Las muestras secas, fueron recubiertas con oro en un evaporador
catodico JFG-1100 Sputter Coater (JEOL, Tokio, Jap6n). Las muestras ya recubiertas fueron
colocadas en la cdmara de muestras y observadas empleando un microscopio electronico de
barrido LV-SEM JSM-5600, JEOL, Tokio, Japon, con una aceleracién de voltaje de 10kV y
una presion de 12-20 Pa. Las micrografias obtenidas fueron analizadas mediante el programa
informético Image J donde se analizaron 100 fibras para obtener el diametro promedio. El
diametro fue expresado como didmetro promedio mas menos desviacion estandar £DS. A las
determinaciones obtenidas se les realizd un analisis estadistico empleando una Test de Student

en donde un p< 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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5.5.1 Determinacion del color

Se midieron tres puntos de las peliculas electrohiladas a tres concentraciones 10% (80:20), 10
% (60:40) y 12% (80:20) con un colorimetro (KONICA MINOLTA, Modelo CM-600d,
Japon) para obtener los valores de L* (luminosidad), a* (tonalidades verdes [-] a tonalidades
rojas [+]) y b* (tonalidades azules [-] a tonalidades amarillas [-]). Se hicieron tres mediciones
por muestra para obtener una media. Las imagenes representativas del color de las peliculas

electrohiladas fueron obtenidas mediante el programa de “Nix Color Sensor”.
5.5.2 Comportamiento térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El comportamiento térmico de los componentes de la formulacion presentes en las soluciones
poliméricas empleadas para la obtencion de NFs fueron evaluadas por DSC. Muestras de
aislado proteico polvo, polimero pululano polvo, mezcla fisica de proteina y pululano
relaciéon (1:1), peliculas electrohiladas 10% (80:20), 10% (60:40) y 12% (80:20).
Aproximadamente 3-5 mg de cada muestra fueron colocadas en charolas de aluminio no
herméticas y calentadas de 0 a 300°C a una velocidad de 5°C/min bajo atmosfera de nitrogeno
con un flujo de 50ml/min. Los termogramas fueron obtenidos empleando un calorimetro DSC
Q10, TA Instruments, New Castle, DE, USA.

5.4.3 Espectroscopia FTIR de las peliculas electrohiladas

Se obtuvieron espectros infrarrojos mediante FTIR-ATR con un espectrometro Spectrum GX
(Perkin Elmer, Massachusetts, USA) de muestras de aislado proteico de yaca, pululano, mezcla
fisica de yaca/pululano relacion (1:1), peliculas 10% (80:20), 10% (60:40) y 12% (80:20). Por
ualtimo, se llevo a cabo un analisis para la determinacion de las estructuras secundarias del JPI
se determind por medio de la deconvolucién en de la banca amida | localizada 1600-1700 cm-

1 mediante el programa informético Origin Pro 2018.

39



5.6  Preparacion y caracterizacion de los complejos de inclusion

5.6.1 Preparacion de los complejos de inclusion por la técnica de precipitacion

Para la formacion de los complejos de inclusion se pesaron 5 g de B-ciclodextrina y se
disolvieron en una solucién de 50 mL agua: alcohol etilico absoluto (1:1) y se sometio a
agitacion turbulenta por medio un ultraturrax a 3500 r.p.m. a 55 °C hasta completa
homogenizacién. Posteriormente, se adiciono gota a gota el aceite esencial de naranja amarga
hasta que el sistema se torné turbio mediante una agitacion magnética a 55 °C por 4 hrs. Una
vez transcurrido el tiempo se dejé el sistema en agitacion constante por 2 hrs més a
temperatura ambiente. Finalmente, se dejé en agitacion toda la noche a 7 °C. Se mantuvo el
sistema en reposo y se filtrd al vacio el precipitado para posteriormente secar en el horno a
60 °C durante 12 h. Una vez secado se peso el polvo obtenido y se mantuvo seco a peso
constante.

5.6.2 Determinacion de la morfologia y didmetro por SEM de los complejos de
inclusion.

Las muestras obtenidas fueron colectadas en cubre objetos de vidrio y preparadas de la
siguiente manera. Las muestras secas, fueron recubiertas con oro en un evaporador catodico
JFG-1100 Sputter Coater (JEOL, Tokio, Japdn). Las muestras ya recubiertas fueron colocadas
en la cdmara de muestras y observadas empleando un microscopio electrénico de barrido LV-
SEM JSM-5600, JEOL, Tokio, Japon, con una aceleracién de voltaje de 10kV y una presion
de 12-20 Pa. Las micrografias obtenidas fueron analizadas mediante el programa informatico
Image J donde se analizaron 100 particulas para obtener el diametro promedio. El didmetro
fue expresado como didmetro promedio +SD. A las determinaciones obtenidas se les realiz
un andlisis estadistico empleando una Test de Student en donde un p< 0.05 fue considerado

como estadisticamente significativo.

5.6.3 Espectroscopia FTIR de los complejos de inclusion

Se obtuvieron espectros infrarrojos mediante FTIR-ATR con un espectrometro Spectrum GX
(Perkin Elmer, Massachusetts, USA) de muestras dep -ciclodextrina, complejo de inclusion
B-CD/AE (1:1), inclusion B-CD/AE (1:2), inclusion B-CD/AE (2:1).
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Por ultimo, se llevo a cabo un andlisis para conocer si habia un cambio en las estructuras,
aplicando la segunda derivada en los nimeros de onda de 1200 — 700 cm™ mediante el

programa informético Origin Pro 2018.

5.6.4 Determinacion de la morfologia y diametro por SEM de las peliculas con

complejos de inclusion.

Las muestras obtenidas fueron colectadas en cubre objetos de vidrio y preparadas de la
siguiente manera. Las muestras secas, fueron recubiertas con oro en un evaporador catddico
JFG-1100 Sputter Coater (JEOL, Tokio, Japon). Las muestras ya recubiertas fueron colocadas
en la camara de muestras y observadas empleando un microscopio electronico de barrido LV-
SEM JSM-5600, JEOL, Tokio, Japdn, con una aceleracion de voltaje de 10kV y una presion
de 12-20 Pa. Las micrografias obtenidas fueron analizadas mediante el programa informético
Image J donde se analizaron 100 particulas para obtener el diametro promedio. El diametro
fue expresado como diametro promedio +SD. A las determinaciones obtenidas se les realizo
un analisis estadistico empleando una Test de Student en donde un p <0.05 fue considerado

como estadisticamente significativo.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1  Optimizacion del proceso de electrohilado

6.1.1  Solucion polimérica

Las propiedades de la solucion polimérica, las cuales dependen del tipo de disolvente y concentracion de
polimero, tienen gran influencia en el proceso de electrohilado. Para poder conocer el comportamiento
del aislado de proteina de yaca, se hicieron pruebas preliminares donde se estudiaron la solubilidad, la

concentracion de gelificacion minimay su comportamiento a cierto pH.

Con esos datos y con respecto a lo reportado en la bibliografia se propuso trabajar con soluciones de
aislados proteicos de yaca a un pH 12, donde es su maxima solubilidad (Ulloa et al, 2017) para asi
establecer las concentraciones a trabajar. En la Figura 16 se muestra la consistencia que adquieren dichos
sistemas con base a la concentracion de proteina, determinandose que a concentraciones superiores al 10

% de JPI comienzaa gelificar el sistema siendo el 15% la concentracién minima gelificante (Figura 16).
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Figura 16 Concentraciones de aislados proteicos de yaca (10, 12 y 15%)

En estudios previos enfocados en el electrohilado de aislados proteicos de proteinas globulares
se ha observado que las concentraciones a trabajar para poder obtener nanofibras de
consistencias adecuadas han sido del 5 al 10%, ademas de que es necesario adicionar un
polimero auxiliar que facilite la formacion de las nanofibras debido a que por la conformacion
globular que estas proteinas adquieren no pueden electrohilar por si mismas. Nieuwland et al.
(2013) reportaron el posible mecanismo por el cual las proteinas globulares pueden cambiar su

conformacion al ser sometidas al proceso de electrohilado.
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Sin embargo, a pesar de que hay un cambio conformacional e inclusive estructural y la
formacion de nuevos enlaces principalmente por puentes de hidrogeno, la proteina no tiene la
habilidad de sufrir un reacomodo molecular que facilite la formacion de las nanofibras esto se
debe a que no tienen un comportamiento viscoelastico similar al de los polimeros sintéticos
comunmente utilizados, ademas de que la interaccion entre proteinas globulares es tan pobre
entre si que no pueden asociarse. Para ello, se hizo una prueba donde se tratd de electrohilar la
proteina sola a una concentracion del 10%, para posteriormente observar la influencia de un
tensoactivo no ionico (tween 80) y del polimero acarreador que en este proyecto fue el pululano
(Figura 17).

Dado que el pululano es un polimero biotecnoldgico de los mas aceptados en alimentos y por
su compatibilidad con sistemas acuosos a distintos pH es muy buena opcién para la formacién
de nanofibras. Por otro lado, el tensoactivo a utilizar fue el Tween 80 ya que es de los méas
aceptados en alimentos, no aporta viscosidad de una manera significativa y no presenta cargas
lo cual es muy importante ya que al ser un sistema acuoso alcalino las cargas negativas
predominan haciendo que un tensoactivo con carga pueda generar una inestabilidad en el
aislado proteico y el medio pues se ha visto que tensoactivos idnicos pueden interaccionar con
los grupo -OH de los componentes de la solucién polimérica y modificar drasticamente la

viscosidad de la solucion (Jia et al. 2012).

Figura 17 Influencia del tensoactivo y del polimero en el proceso del electrohilado izq a der
solucion de aislado proteico al 10%,, solucién polimérica de aislado proteico y pululano al
10%, solucion polimérica al 10% aislado, pululano 10% Tween 80 al 10 y 20%.

En la Figura 17, se observa que este tipo de proteinas requieren la adicion de un tensoactivo y
de un acarreador (pululano) para la formacién de la pelicula. Al igual que la concentracion
polimérica se deben de conocer los otros factores determinantes en cuanto al proceso de
electrohilado por lo que los factores a estudiar fueron: la velocidad de flujo, el voltaje y la
distancia de la aguja al colector a la que se somete la solucion para poder tener una pelicula

electrohilada.
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En la Tabla 8 se resumen los valores encontrados para las variables el proceso que permitieron
la formacion de la pelicula siendo la concentracion de polimero, la relacion JPI/pululano y el

voltaje los factores criticos a considerar.

Tabla 8 Condiciones del electrohilado

Polimero 3 5 7 10 12 12
JPI: pululano ~ (60:40) (80:20)  (60:40)  (80:20)  (80:20) (60:40)
ST % 5 7 9 13 17 21
Voltaje (KV) 21 21 21 21 21 21
Flujo (mL/hr) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Distancia (cm) 14 14 14 14 14 14

Es importante destacar las propiedades fisicoquimicas de la solucion acuosa a pH 12 empleada
para la preparacion de las soluciones poliméricas, ya que por su punto de ebullicion alto (105-
120 °C), permitiria una lenta evaporacion del disolvente en el proceso de estiramiento de las
fibras, ademas de poseer una tension superficial alta, mayor a la del agua, que haria pensar que
voltajes altos son necesarios para obtener fibras a partir de soluciones poliméricas que
empleen este tipo de sistema acuoso. Una ventaja es que posee una constante dieléctricaalta, lo
cual es favorable para el proceso de electrohilado, dado a que podrian conducir las cargas
eléctricas eficientemente, cabe mencionar que no hay muchas referencias que describanel

proceso de electrohilado en medio alcalino.

Otro de los principales parametros del proceso, que afectan directamente en la formacion,
morfologia y tamafio de las fibras es el voltaje aplicado. Para observar esto, tres diferentes
soluciones poliméricas fueron empleadas, variando la concentracion de polimero 10% (60:40),
10% (80:20) y 12% (80:20). Las soluciones poliméricas fueron electrohiladas aplicando un
voltaje de 21y 23 kV.

Tedricamente, un chorro liquido de bajo peso molecular impulsado eléctricamente formara
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gotas de diametro pequefio (electroatomizacion). La formacién de estas gotas se debe
principalmente a la ruptura capilar del chorro por efecto de la tension superficial. Los sistemas
al 10% (80:20) y (60:40) adquirieron dicho comportamiento puesto que en la aguja se observaba
la formacion de gotas que al momento de ser observadas en el microscopio se pensaria que
darian origen a la formacion de microparticulas. Sin embargo, no se notaron diferencias

morfoldgicas en las peliculas al modificar el voltaje.

Uno de los parametros experimentales del proceso que no impacta directamente en la
morfologia y tamafio de las fibras, pero repercutira en la eficiencia del proceso, es la velocidad
de flujo, la cual determina la cantidad de solucion polimérica disponible en la punta de la aguja,
lista para llevar a cabo el proceso de estiramiento. Durante las pruebas realizadas se varidla
velocidad de flujo (0.2, 0.25, 0.3 mL/h) observandose que altas velocidades de flujo provocan
un exceso de solucion polimérica en la punta de la aguja que no puede ser electrohilada ademas
de acumularse y provocar el taponamiento de la aguja. Teniendo lo anterior presente, la
velocidad de flujo fue disminuida hasta un rango en donde la acumulacionde polimero en la
punta de la aguja fuera minima, siendo de 0.3 mL/h, ademas se controld queel voltaje aplicado
no exceda los 21 kV, con lo que se esperaria obtener fibras uniformes.

Varios autores han reportado que la distancia entre la punta de la aguja y el colector es otro
factor que puede influir en el tamafio y la morfologia de las fibras obtenidas, por lo que han
propuesto que la distancia 6ptima deberia estar en el rango de los 10 a 20 cm, lo que se considera
una distancia efectiva con los métodos convencionales de electrohilado. La distancia debe
permitir la evaporacion del disolvente para obtener fibras poliméricas secas y al mismo tiempo
permitir el estiramiento lo suficiente como para ser recogido en forma de malla no tejida. De
acuerdo con lo observado, la distancia 6ptima entre la aguja y el colector para obtener una
membrana de fibras secas fue establecida en 14 cm, distancia suficiente para permitir la

evaporacion del disolvente y el estiramiento de las fibras.

Las soluciones que visualmente formaban las mejores peliculas electrohiladas fueron a 10, 11
y 12 % de ST apreciandose que cuando la proporcion es de 80/20 JPI/ Pulunano la pelicula es
mas quebradiza y menos elastica esto se debe a que en su mayoria esta conformada por proteina

y el polimero que le da flexibilidad y mejores propiedades mecanicas es el pululano, por ello al
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manejar una relacion 60/40 las peliculas se vuelven més elésticas. Sin embargo, al trabajar una
relacion 50:50 el sistema es demasiado viscoso y ya no se puede electrohilar, por lo que no se
procedio a trabajar estas condiciones. Lo consecuente a realizar fue la evaluacion de los
parametros fisicoquimicos de dichas soluciones como la viscosidad, tension superficial y
conductividad (Tabla 9).

Tabla 9 Propiedades fisicoquimicas de las soluciones a electrohilar

JPI/Pululano | Conductividad Tension Viscosidad (cP) Morfologia Diametro (nm)
(mS/cm) superficial
(mN/m)
10% 60:40T 8.794 + 0.046 65.86 + 0.27 5,610 +378.21 Microcdpsulas | 122.52 +31.47
10% 80:20T 7.670 +0.026 62.40 +0.21 1,664 +77.46 Microcdpsulas | 154.52 +32.27
12% 80:20T 5.109 + 0.065 50.82+0.14 8,610 + 106.22 Nano fibras 106.22 + 30.16

La viscosidad es una de las propiedades de la solucion a considerar en el proceso de
electrohilado, esta se relaciona estrechamente con el entrelazamiento fisico de las cadenas
poliméricas dentro de la solucion. Cuando la viscosidad de la solucion es muy baja el fendmeno
de electroatomizado puede ocurrir, formandose particulas en lugar de fibras. La solucion con la
viscosidad mas elevada fue al 12 % debido a que es el sistema que mayor concentracién de
polimero tiene tanto de aislado proteico como de pululano al ser ambos solubles en dicho medio
la viscosidad tiende a aumentar puesto que aumentan los enlaces por puentes de hidrégeno.

Sin embargo, para el sistema al 10% la viscosidad méas elevada se present6 a una relacion de
60:40 ya que al contener mayor cantidad de pululano el cual es un polimero con una viscosidad

muy elevada no fluye tan facilmente. Por lo tanto, la pelicula se vuelve mas eldstica.

Se observé que cuando se emplean soluciones poliméricas con baja concentracion de polimero
total, ademas de bajos voltajes, el proceso de electrohilado no tiene lugar, obteniéndose s6lo un
atomizado de pequefias particulas, pero conforme se incrementa la concentracién de polimero
y con ello la viscosidad de las soluciones ademas del voltaje aplicado en ciertos intervalos es

posible obtener fibras de diferente morfologia y tamafio.
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Adicionalmente, la conductividad de la solucion polimérica sometida a electrohilado influira
para llevar a cabo el estiramiento de la gota bajo ciertas condiciones ademas de repercutir en el
tipo y tamafio de fibra recolectada. El electrohilado involucra el estiramiento de una microgota,
lo cual es causado por la repulsion de las cargadas superficiales presentes en la solucién, de esta
manera si la conductividad de la solucion es alta, méas cargas podran ser transportadas por el jet
y un mayor estiramiento e inestabilidad tendra el flujo, lo que disminuye la energia necesaria
para llevar a cabo el estiramiento, es decir menores voltajes son necesarios. A partir de los
resultados obtenidos podemos observar que las soluciones poliméricas que presentan una mayor
conductividad son las que se encuentran al 10% especificamente con una relacién 60:40 con
respecto al 80:20 ya que al haber mas aislado proteico tiende a solvatarse dejando menos
moléculas de agua que den la lectura correspondiente. Por otro lado, cuando se emplea una
concentracion al 12% la conductividad es menor debido a la gran cantidad de pululano presente
que al solvatarse y no presentar cargas hay menor cantidad de iones en el medio que hacen que
la conductividad disminuya, cabe destacar que entre menor sea la conductividad la pelicula
tiende a verse méas uniforme y la solucion no gotea tanto esto se le puede atribuir al voltaje tan
elevado que se emplea, cuando se incrementa la concentracion de polimero en las soluciones se
obtienen fibras de diferente morfologia (fibras con gotas) hasta el punto en que a
concentraciones superiores al 11% p/v, la presencia de gotas disminuye y las fibras parecenser

mas continuas y de tamafio micrométrico.

Una vez ya analizados los factores y su influencia en la formacion de la pelicula se establecieron
las condiciones a trabajar las cuales fueron las siguientes: Concentracion sélidos totales/
relacion JPI:pululano : 10% (80:20), 10% (60:40), 12% (80:20), velocidad de flujo: 0.3 mL/h,
voltaje: 21KV, distancia: 14 cm. Para poder confirmar la morfologia a nivel nanométrico con
la finalidad de conocer si se forman nanofibras o alguna otra estructura submicrénica o si
presentan defectos, se llevd a cabo un analisis morfolégico mediante microscopia electronica
de barrido (MEB). En la Figura 18 se puede apreciar las morfologias obtenidas a distintas

concentraciones de aislado proteico.
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12% (60:40)

Figura 18 SEM npeliculas electrohiladas de aislado proteico de yaca obtenidas a partir de
diferentes concentraciones (10-12%) a) 15 000X, b) 10 000X c) 5000X.

Se puede apreciar que conforme la concentracion de polimero aumenta se modifica la
morfologia del sistema a pesar de dejar constantes los demas factores como la velocidad de
flujo, voltaje y distancia ya que a concentraciones de 12% predomina la técnica del
electrohilado dando origen a nanofibras delgadas uniformes cuyo diametro promedio fue de
106 nm + 30.16. (Bhushani et al 2014).

En laimagen 1a se aprecia la uniformidad de dichas fibras que al aumentar el campo se aprecian

ciertas estructuras esféricas dando a entender que se llegaron a formar ciertas aglomeraciones
esto a una relacion 80:20.
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Sin embargo, esto se puede modificar aumentando la cantidad de pululano a una relacion 60:40
ya que se pueden observar nanofibras mas gruesas y mas uniformes lo cual indica que el
pululano ayuda a darle firmeza, uniformidad y monodispersidad a las nanofibras como se puede

observar en la figura 2c.

Por otro lado, a concentraciones de 11% se observan dos morfologias distintas, nanofibras y
sistemas esféricos, esto se puede deber a que es la concentracion limite en donde se encuentran
tanto nanofibras como microcapsulas ya que la viscosidad el sistema promueve la formacion de
nanofibras aun con defectos. Sin embargo, a concentraciones de 10% predomina la técnica de
electroatomizado ya que se puede observar como a una relacion 80:20 se forman capsulas bien
definidas con algunas fibras y al aumentar el contenido de pululano en la relacién 60:40, estas
son mas escasas, aunque se puede apreciar la poli dispersién de las microparticulas generadas,
lo cual pude generar problemas al momento de encapsular algun activo y a la capacidad de

carga de las mismas.
6.1.4 Analisis de color

La determinacion de color se llevo a cabo mediante el principio CIE L*a*b* el cual permite
diferenciar el color en relacion con la percepcion humana (Ibraheem et al., 2012). En este
contexto, el color en aislados proteicos esta relacionado con sus componentes pigmentarios y
otras sustancias no pigmentarias como procianidinas y los acidos fenolicos (Sharan et al., 2020).

En la tabla 10 se presentan los resultados de color de las peliculas obtenidas por electrohilado.

Tabla 10 Parametros de color

Pelicula L* a* b* Color de
las
muestras

10% 91.33+1.01 0.92+0.20 5.93+0.31

(60:40)
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10% 89.34+0.06 2.18+0.17 7.97+0.05
(80:20)

12% 85.52+1.03 3.57+0.24 12.70+0.70
(80:20)

Las muestras analizadas no mostraron diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en los
parametros de color(L*, a*, b*). En el primer caso, los valores para la L de las peliculas,
presentaron una tonalidad beige muy cercana al blanco por su cercania al valor de 100, se puede
apreciar que el valor de L disminuye conforme aumenta la cantidad de aislado proteico esto se
debe al color natural de la solucién a pH 12 ya que es de una tonalidad café oscura y al ser una
concentracion muy elevada, la cantidad de aislado es muy abundante en el medio pero no es lo
suficientemente oscura para ser estadisticamente significativo hablando entre peliculas ya que

visualmente no se percibe este cambio.

Para el parametro a* las magnitudes de los valores fueron de un valor positivosuperiores a 0.5
denotando una tendencia al color rojo, y se observa claramente que la relacion entre el color y
la concentracién de polimero es lineal debido a la coloracion café intensa que presenta la
solucion a electrohilar en si. En cuanto a los valores de b* positivos (tendencia al amarillo),los
valores entre grupos son los que mas variaron ya que las peliculas al presentar una coloracion
total beige son mas faciles de detectar las diferentes en las tonalidades de las mismas.Al igual se
ve la relacion lineal que hay entre el contenido de aislado proteico y la coloracion de las

peliculas.

6.3 Caracterizacion estructural
6.3.1 Espectroscopia FTIR

En la Figura 19 se observa el espectro del aislado proteico de semillas de yaca en el cual
alrededor de nimeros de onda de 3500 cm™ la sefial es muy intensa ya que es caracteristico del
grupo funcional -OH, y en los aislados proteicos es comdn que haya aminoacidos que aportan
dicho grupo funcional como la serina, treonina, tirosina que en este caso es abundante y en si

es responsable en cierto grado de la coloracién caracteristica de este aislado proteico.
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a.U.

Por otro lado, otro rango de numero de onda muy importante a considerar en los aislados
proteicos se da en rangos de 1700 a 1600 cm™ ya que es donde se analiza la region amida | que
brinda informacion sobre el grupo funcional carbonilo CO y la distribucion de las estructuras

secundarias y que cantidad hay de cada una bajo el modelo matemético de la deconvolucion.
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Figura 19 Espectroscopia FTIR del aislado proteico de yaca.

Previamente, se ha reportado la caracterizacion del aislado proteico de semillas de yaca
mediante FTIR donde mencionan el porcentaje de cada estructura secundaria presente en el
aislado, Haque et al. (2020) menciona que la estructura secundaria predominante es la hoja

(62.19%), seguido la alfa hélice (26.85%) y finalmente, giro beta (11%).

Comparando con lo obtenido experimentalmente hay una variacion en cuanto al porcentaje de
dichas estructuras ya que a pesar que coincide el orden en el que se distribuyen estés estructura
no coincide en el porcentaje de las mismas hoja beta (50.28%), alfa hélice (21.71%), giro beta
(8.86%) y finalmente la distribucion aleatoria (19.15%).

Estas variaciones se pueden deber principalmente a tres factores fundamentales en la obtencion
del aislado proteico como lo es el pH en el que se llevd a cabo la extraccion ya que el primero
fue a un pH de 9.0, mientras que el experimental fue a 11.0 puesto a que mayor sea la eficiencia
de la extraccion, mayor serd la eficiencia del contenido del aislado, aparte de que al igual que

si es sometido a un proceso unitario como lo es el secado por aspersion también afecta a las
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proteinas y finalmente no se considera la distribucion aleatoria y la sumatoria de dichas
estructuras no se lleva a cabo al 100% Por ello, al ajustar el modelo la r? obtenida es de 0.97
segun lo reportado encontrandose 9 bandas mientras experimentalmente se obtuvieron 12
bandas con un ajuste de 0.98. Por otro lado, Resendiz, et al. (2019), analizaron el aislado
proteico de yaca al someterlo a un tratamiento enzimatico asistido por ultrasonido y se observa
claramente que hay un cambio significativo al modificar los tratamientos en la conformacion
alfa, giros beta y los aleatorios aumentan su contenido mientras que la hoja beta disminuye el

contenido hasta en un 10 %.

Es importante mencionar esto ya que el electrohilado tiene una influencia directa en el
desdoblamiento de las estructuras secundarias ademas de que el polimero auxiliar puede ser
una interferencia la cual pueda afectar el andlisis. Por ello, se llevd a cabo un analisis de las
deconvoluciones del aislado para compararlo una vez ya formada la pelicula a tres diferentes
concentraciones y proporciones de aislado/pululano. En la Figura 20 se observa el area a

estudiar para las deconvoluciones para el aislado proteico.
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Figura 20 Deconvoluciones del aislado proteico de yaca

En la Figura 20 se observan 12 de los picos que se identifican caracteristicos de las estructuras
secundarias presentes en los cuales todos se ajustan al modelo, lo cual nos puede predecir el

porcentaje de cada estructura de manera adecuada.
52



La estructura predominante en el aislado proteico es la estructura alternada o random coil cuyo
niimero de onda es en un rango de 1643-1645 cm™ (Shevkani, 2019). Por otro lado, Aceituno-
Medina et al. (2015), reportaron la influencia que tiene el electrohilado en la distribucion de
estas estructuras observandose un cambio significativo. Sin embargo, se debe tomar en cuenta
las interferencias que se pueden generan debido al polimero acarreador puesto que nos pueden

dar un resultado erréneo.

Con este fin se llevd a cabo un analisis de la mezcla fisica a una proporcion 1:1y al aplicar las
deconvoluciones, se obtuvieron los siguientes resultados, donde no se aprecia una diferencia en

el modelo, figura 21.
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Figura 21 Deconvoluciones de la mezcla fisica aislado proteico/pululano (1:1)

Se aprecia, que el modelo es el mismo, la cantidad de picos es la misma. Sin embargo, al
determinar el % de las estructuras se ve que en “random coil” la sefial aumenta esto se puede
deber a que en el espectro del pululano hay lectura, en la figura 22 se puede observar el espectro

FTIR tipico del pululano.
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Figura 22 Espectro FTIR el pululano (Chen et al 2015).

Xia et al. (2013), reportaron que esta sefial se da en el pululano cuando presenta moléculas de

agua, es decir cuando esta hidratado. Sin embargo, se han reportado diversos espectros del

pululano en el que esta sefial es caracteristica cuando se encuentra con otro polimero o material

que facilita la interaccion y formacion de enlaces por puentes de hidrdgeno (Luis et al., 2021).

A pesar de ser solo una mezcla dicho sistema es muy hidrofilico por lo que es muy predominante

este tipo de enlaces. Se analizaron los perfiles FTIR de las peliculas al 10% (60:40), 10%
(80:20) y 12% (80:20). La pelicula al 10% (80:20) present6 una modificacion en donde en

promedio se ve una tendencia a disminuir el porcentaje de todas las estructuras secundarias, en

mayor medida que en el caso de la mezcla fisica en especifico a nUmero de onda cercano a los

1600 nm™*. Se podria inferir la interferencia del pululano o el otro aspecto a considerar seria el

efecto del proceso del electrohilado. Figura 23.
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Subtracted Data
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a-Helice
Random coil
Giro-B

Figura 23 Deconvoluciones de las peliculas electrohiladas. a) 10% (80:20), b) 10% (60:40), ¢)

129 (80:20).

Al analizar las peliculas entre si se puede apreciar que para poder ajustar el modelo de la fibra
obtenida al 10% (80:20) y (60:40) se requirié eliminar 2 curvas a pesar de que estan a la misma
concentracion de aislado y ambas estan conformadas por microparticulas. Esto reafirma que el

pululano al estar en mayor cantidad interfiere con las lecturas del porcentaje de las mismas

Subtracted Data

Subtracted Data

10% (80:20)
16.98
15.30

31.90
26.23
9.59

c)*

10% (60:40)
15.96
21.58

39.31
20.89
2.34

12% (80:20)
14.15
16.72

27.61
17.33
24.17

inclusive haciendo que se tenga que hacer un ajuste con las deconvoluciones.
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Finalmente, se puede concluir con que hay una ligera modificacion al someter las muestras a la
técnica del electrohilado aunque no se interfieren en gran medida al conocimiento de la
distribucion de las estructuras secundarias que no varian significativamente entre ellas, esto

coincide con lo reportado por Aceituno-Medina et al. (2015).

En resumen, se puede apreciar un aumento de porcentaje en las estructuras a- hélice y la
conformacion aleatoria, se pensaria que esto se debe al efecto del electrohilado al ser un
ambiente sumamente hidrofilico y por la naturaleza del aislado, el pululano y el medio alcalino
abundante en grupos -OH la cantidad de cargas sometidas al voltaje aplicado inducird un

cambio en estas estructuras.
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Figura 24 Estructuras secundarias en las peliculas.

6.3.2 Comportamiento térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Para conocer el comportamiento térmico de las peliculas electrohiladas se llevo a cabo un
estudio por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) aunque es necesario evaluar
previamente el comportamiento del aislado proteico, pululano y una mezcla fisica relacién 1:1
con la finalidad de determinar si hay algun cambio significativo inducido por el proceso del
electrohilado. Se sabe que después de un proceso de calentamiento, los enlaces intermoleculares
entre las proteinas se rompen y se transforman en su forma desnaturalizada (Brishti et al., 2017).
La desnaturalizacion de proteinas regularmente se detecta como un pico endotérmico en el
termograma (Gundogan y Karaca, 2020). En la Figura 25 se observan los termogramas
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obtenidos del aislado proteico de yaca, pululano, mezcla fisica y las peliculas electrohiladas al
10% (60:40), 10% (80:20) y 12% (80:20) respectivamente.

Heat Flow (W/g)

P —
. . /1'/'+- O D e
N~ =z . — —— s
13 }.%67'0 e g——_
— o o -
-0 Q-
0. ——— o
— . 106.30°Co o
= 190p7°C oY e
~ A
B
a” e
/a/// \8\\
\\5\11%,// \B\\\
-12 ,.-—0—-__\[" B
2.94°C o S e
~ i
r/ \‘\ /-t--_—_.-
o g
-14 1 8&——— Proteina de Yaca
» o 8-~~~  Pululano
162°C > Mezclia fisica Pululano-Proteina
= [+ Pelicula 1 60-4C
-16 - Pelicula 10% 80-20
&~ Pelicula 14% 80-20
.18_
-20 . - . - . T v T T .
0 50 100 150 200 250 30(
Exo Up Temperature (°C) Universal V4 5A 1

Figura 25 Termogramas obtenidos de aislado proteico de yaca (verde), pululano (azul), mezcla
fisica (café), pelicula 10% 80:20 (menta), pelicula 10% 60:40 (rosa) y pelicula 12% (azul).

El aislado proteico de yaca presenta un cambio endotérmico a una temperatura de 52.94 °C lo cual
se atribuye al desdoblamiento de las proteinas, ya que de acuerdo con Ledn et al. (2003) la
temperatura de desnaturalizacion de las albuminas y globulinas presentes en un concentrado
proteico de trigo donde el valor de Tm se dio en un rango de 50-55 ° C, cabe mencionar que el
aislado proteico de yaca es rico en albuminas y globulinas. Sin embargo, el mayor cambio térmico
se presentd a una Tp de 162 °C. La Tp nos da informacion sobre las estructuras terciarias y
cuaternarias de las proteinas respecto al rompimiento de puentes de hidrogeno que sirven de soporte
para mantener la estructura secundaria de las proteinas, también nos indica la estabilidad térmica,
mientras mas alto sea el contenido de enlaces disulfuro en la proteina mayor sera su estabilidad
(Gundogan y Karaca, 2020). Lo cual se pude observar que la completa desnaturalizacién del aislado

se lleva a cabo a esa temperatura.
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En el caso del termograma del pululano se puede observar que el pico endotérmico mostrado
corresponde a su temperatura de fusion Tm (112.37° C), cabe mencionar que este polimero por lo
general presenta un rango de fusion (95-150 © C) ya que depende de su peso molecular, su grado de
cristalinidad, si esta anhidro o esta hidratado ya que por su distribucion molecular generalmente
hace que este material sea sumamente amorfo y cristalice de una forma rapida y adquiera un nuevo
patron cristalino por eso es sumamente utilizado en la formacion de nanofibras. Por ello es comun
que se reporten distintos puntos de fusion, aunque la temperatura obtenida entra dentro del rango

reportado.

Por otro lado, la mezcla fisica nos da una idea sobre cémo interactan los polimeros y su
representacion térmica que en teoria se deberian observar las propiedades térmicas de ambos si es
que la proporcion a la que se encuentran es equitativa. Sin embargo, se puede observar en el
termograma que la temperatura de desnaturalizacién aumenta con respecto al aislado proteico y el
pululano por separado. Por lo que se pude observar en el termograma que la fusion es el promedio

de ambos polimeros siendo 130.37 ° C debido a las propiedades coligativas de los mismos.

En el caso de las peliculas se puede observar como la Tm se modifica gradualmente conforme
aumenta la cantidad de proteina ya que la que presenta mayor Tm es la pelicula 12% y se acerca
mas a la Tm del aislado proteico, ademas de que se debe de tomar en cuenta el cambio morfoldgico
que se da entre microparticulas y nanofibras, esto nos da una idea de la interaccion entre el aislado
y el polimero.

6.4 Incorporacién del aceite esencial a las soluciones poliméricas empleadas para la
obtencion de las nanofibras.

6.4.1 Caracterizacion del aceite esencial de Naranja amarga por Cromatografia de
gases acoplada a masas (CG-MS).

El aceite esencial utilizado fue el de la naranja amarga (Citrus aurantium) ya que es un
subproducto agroindustrial presente en las cascaras de dichas naranjas que son consideradas
desecho en Mérida. El aceite fue obtenido por hidrodestilacion (2%), método con mayor
rendimiento que el arrastre de vapor (1.24%), debido a que el agua al entrar en contacto con la
cascara comienza a dilatar los componentes estructurales comienza a liberar el aceite en el
medio, mientras que en el caso del arrastre de vapor solamente el vapor del agua es el que

acarrea al aceite esencial.
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Posteriormente se llevé a cabo una caracterizacion por cromatografia de gases acoplada a masas
con la finalidad de saber la composicion quimica de dicho aceite ya que se sabe que los aceites
esenciales contienen alrededor de 30 terpenos oxigenados y no oxigenados dentro de los cuales
algunos han demostrado capacidad antioxidante o antimicrobiana. En la Tabla 11 se muestran
los componentes del aceite esencial de la naranja amarga, resaltandose el % relativo del

limoneno que se encuentra en mayor proporcion, seguido por el a y  pineno.

Tabla 11 Componentes del aceite de naranja amarga (Citrus aurantium).

Pico Tr Identificacién area %
relativo

1 4.607 1R-a-Pineno 5955233 1.93
2 5.493  Sabineno 674078 0.21
3 5.880 B-Pineno 15623032 5.06
4 6.319 a-fenandreno 271882 0.08
5 7.136  Limoneno 271836941  88.10
6 7.713  p-Menta-3,8-dieno 9193875 2.97
7 8.599  Oxido de cis-Linalool 357597 0.11
8 9.640 Linalol 882248 0.28
9 11.110 Oxido cis-Limoneno 1026285 0.33
10 11.308 trans-oxido de Limoneno 584108 0.18
11 13.872 a-Terpineol 434398 0.14
12 16.358 D-Carvona 323953 0.10
13 16.555 NO IDENTIFICADO 275395 0.08
14 20.031 Acetato de Geranilo 406864 0.13
15 20.745 Caryofileno 421178 0.13
16 28.383 Geranil linalool 280457 0.09

Cabe mencionar que al obtener los cromatogramas de los terpenos el area bajo la curva del
limoneno es mas de 12 veces mayor con respecto el pineno. En la Figura 26 se observan los

cromatogramas.
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Figura 26 Cromatograma del Limoneno (izquierda) y alfa y beta pineno (derecha).

6.4.2 Capacidad antioxidante

Como se mencion0 previamente algunos aceites esenciales presentan actividad antioxidante.
Partiendo de la definicidn de Santos-Sanchez et al (2018) de lo que es un agente antioxidante,
lo define como una sustancia que en bajas concentraciones retrasa o previene la oxidacion de
un sustrato. Los compuestos antioxidantes actian a través de varios mecanismos quimicos:
transferencia de atomos de hidrogeno (HAT), transferencia de un solo electron (SET) y la
capacidad de quelar metales de transicién. Por lo que entre méas dobles enlaces presente una
estructura, mayor nimero de estructuras resonantes presente o bien que contenga mas de un
anillo aromético tendra mayor capacidad antioxidante un ejemplo caracteristico son los
polifenoles.

Observandose que, tanto el limoneno como el pineno y sus isomeros solamente presentan dos
dobles enlaces y muy alejados entre si por lo que se podria predecir que la actividad antioxidante
seria baja o nula. Por lo tanto, la prueba de Folin- Ciocalteu que es una prueba para polifenoles
no se realizd. Sin embargo, se realizé la prueba de DPPH que es muy caracteristica para evaluar

la capacidad antioxidante.

La prueba de DPPH se suele realizar en medio hidroalcoholico. Es decir, metanol- agua. Sin

embargo, se debe de considerar la naturaleza de la muestra ya que en el caso del aceite esencial

no fue soluble en dicho medio. Generalmente en esos casos se suele utilizar una metodologia
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alterna del DPPH en el que es comln cambiar el estandar como se suele utilizar el acido
ascorbico aunque se hizo la prueba utilizando el Trolox y se modificé el medio como el DMSO
que es un solvente utilizado con mucha frecuencia ya que tiene la capacidad de disolver todo,
debido a su naturaleza estructural y al par de electrones libres que posee el azufre logrando que
sea parcialmente miscible con agua al igual que en solventes no polares, mientras que otro
medio fue en etanol aunque cabe sefialar que al tratar de disolver el aceite en el etanol la solucion
adquirio cierta turbidez que puede influir en los resultados. Por lo mismo se hicieron 3

diluciones del aceite esencial 1/25, 1/50 y 1/100. En la Figura 27 se muestran los resultados

obtenidos.
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Figura 27 Capacidad antioxidante por DPPH en diferentes medios. DMSO (azul) y Etanol
(naranja).

El histograma de frecuencias muestra que él % de inhibicion es muy bajo menor al 10% por lo
que con estas lecturas no es viable determinar la capacidad antioxidante dichos terpenos no
tienen buena capacidad de inhibir un radical o algun factor que induzca la oxidacién, esto
concuerda con lo que mencionan Radan et al. (2018), que analizaron el aceite esencial de
naranja amarga, concluyendo que su capacidad antioxidante es muy baja, por ende, dicho aceite
no puede ser empleado con fines antioxidantes en las peliculas. Sin embargo, puede tener

actividad antimicrobiana.
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Los aceites esenciales son no polares e inmiscibles con el agua por lo que no es posible
integrarlo directamente a la solucién polimérica de las fibras. Para resolver este problema Ataei
et al. (2020) mencionan que es posible integrar los aceites esenciales mediante encapsulacion
en liposomas y ciclodextrinas que fungen como sistemas de liberacion controlada lo cual es
conveniente ya que ayuda a que el aceite se libere gradualmente y se dé el efecto antimicrobiano

por los componentes volatiles.

De acuerdo con los resultados y su analisis, se utilizd como vehiculo la B-ciclodextrina ya que
es la que tienen mayor capacidad de encapsular aceites esenciales ademas de que no tiene
problemas en poder disolverse en medios acuosos ni alcalinos (Pinho et al. 2013) . Estos una
vez que se le adiciona el aceite esencial se convierten en complejos de inclusion al encapsular

el aceite esencial.

6.4.3 Microscopia Electronica de Barrido de los complejos de inclusion

Para establecer la eficiencia de las ciclodextrinas para encapsular un activo se suelen trabajar
distintas estequiometrias ya que muchas veces se requieren mas de una ciclodextrina para
encapsular un activo o viceversa dos moléculas de algin activo de interés pueden ser
encapsuladas por una sola ciclodextrina esto depende mucho del peso molecular, polaridad y
area que ocupa la molécula. Por ello, se prepararon tres sistemas a diferentes estequiometrias
para saber cual era la mas eficiente para encapsular. Se trabajaron a 1:1, 1:2 'y 2:1 ciclodextrinas:
aceite esencial respectivamente. En la figura 28 se observan las morfologias obtenidas por
MEB.
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Figura 28 Micrografias de los complejos de inclusion a) beta ciclodextrina, b) complejo de
inclusién 1:1 c) complejo de inclusion 1:2 d) complejo de inclusién 2:1Falta indicar los
aumentos

Los estudios de MEB fueron realizados con los complejos cargados con el aceite esencial y uno
blanco de las ciclodextrinas y se puede observar que la fila a) que corresponde a las 3
ciclodextrina cuyo tamarfio de particula promedio es de 5.27 um tiene una estructura compacta

bien definida con superficie rugosa, porosa e irregular con ciertos desniveles.
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Sin embargo, al observar la fila b) correspondiente a los complejos de inclusion 1:1
apreciandose que, el cambio morfologico es muy evidente ya que la estructura disminuye su
tamafo de particula ligeramente a 5.16 um, ademas de que tiende a cuartearse por la adicién

del aceite.

En el caso del complejo 1:2 c) la estructura se cuartea mas y se pueden observar mayor cantidad
de subestructuras cuyo tamafio de particula promedio es de 2.76 um, esto se debe a la pérdida
total de la estructura compacta por la gran cantidad de aceite esencial formandose agregados de

menor tamafio de particula.

Finalmente, en el complejo 2:1 d) se observa que el complejo se mantiene integro compacto
con ciertos desniveles. Sin embargo, morfolégicamente hablando las estructuras son mas
parecidas a la p — ciclodextrinas, ademéas de que su tamafio de particula incrementa hasta las
8.34 um, esto se puede deber a que al no tener la capacidad de encapsular tanto aceite la
ciclodextrina se satura y no mantiene el activo ademas de tomar en cuenta que es un equilibrio
dindmico. Esto refuerza la idea de que la estequiometria de los complejos formados es de 1:2 'y

por ende para los posteriores estudios se tomaran en cuenta solo los complejos 1:1y 1:2.

En la Figura 29 se observan las imagenes representativas de los complejos de inclusion y la -
ciclodextrina y los cambios morfologicos por influencia del aceite esencial, a una resolucion de
1500 X.

B-CD Complejo (1:1) Complejo (1:2)

Figura 29 Micrografias de los cambios morfologicos entre las estructuras a) B-ciclodextrinas
b) complejo 1:2 y complejo 2:1.

64



6.4.4 Espectroscopia FTIR

La espectroscopia infrarroja puede brindar un anélisis mas exhaustivo y complementario a las
micrografias ya que con ella se pueden ver los enlaces formados y los grupos funcionales
caracteristicos de estos complejos que se forman. Para eso se analizaron la - ciclodextrina,
complejos 1:1, 1:2 y 2:1 y el aceite esencial de naranja, con la finalidad de conocer cuéles son
los grupos funcionales predominantes en cada estructura y si hay una asociacion entre ambos y
dar una idea de la compatibilidad de ambas entidades. En la figura 30 se pueden apreciar los
espectros obtenidos.
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Figura 30 Espectroscopia FTIR de beta ciclodextrina (negro), complejo 1:1 (rojo), complejo
1:2 (azul), complejo 2:1 (rosa) y aceite esencial (verde).

Wavenumber (cm-1)

Una vez obtenidos los espectros de cada una de las estructuras, al analizar la B ciclodextrina se
puede observar gue tanto cuando no presenta encapsulados y cuando forma los complejos hay
una intensidad muy grande a nimeros de onda alrededor de los 3300 cm™ que es caracteristico
de los grupos -OH y eso se debe a que las ciclodextrinas al ser azucares ciclicos los grupos

funcionales que predominan son los grupos hidroxilo que son abundantes. Sin embargo, al
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contrastar con el espectro del aceite esencial se puede observar que el aceite no presenta sefial
a esos numeros de onda, esto sugiere a que no existen grupos hidroxilo y ni siquiera oxigenados

que coincide con lo obtenido por CG-MS.

Alrededor de niimeros de onda cercanos a los 2700 cm™ todos los sistemas tanto los complejos
de inclusién, ciclodextrina y aceite esencial presentan una sefial dado a que corresponde a los
grupos funcionales -CH el cual todos presentan dicha estructura que es la base de las moléculas
organicas, y dado a la complejidad del aceite esencial y sus terpenos dicha sefial es méas alta con

respecto a los demas sistemas.

Mientras que a los 1350 cm™ es otro niimero de onda donde todas las estructuras dan lectura ya
que es representativo del grupo carbonilo ya sean compuestos ceténicos, aldehidicos, acidos o
esteres, que analizando los terpenos del aceite puede ser que se trate de los esteres del acetato
de linalio, ademas de que los azucares que forman los complejos suelen ser azucares

aldehidicos, mientras que a 1250 cm™ igual comparte sefial debido a los otros enlaces -CH.

Finalmente, la sefial mas intensa se observa a nimero de onda de 1000 y 1700 cm™ que
corresponden a los grupos funcionales -CH- o las cadenas alquilicas que se presentan en los
azucares y los terpenos del aceite, se puede observar que a estos nimeros las interacciones son
mayores ya que todo componente organico independiente los grupos funcionales que contenga
debe presentar este tipo de enlaces.

Aunque se puede dar una idea de los grupos funcionales de los sistemas no es posibles conocer
si se llevo a cabo una interaccion entre las ciclodextrinas con el aceite. Sin embargo, al aplicar
el modelo de la 2da derivada entre los complejos se puede ver el desplazamiento del nimero de

onda con mayor claridad. En la figura 31 se observan los espectros al aplicar la 2da derivada.
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Figura 28 2a derivada del espectro entre los complejos de inclusion

Es maés facil distinguir este tipo de interacciones mediante este modelo ya que los enlaces y las
fuerzas que se llegan a dar son débiles por la naturaleza del aceite esencial y en el ndcleo de la
ciclodextrina que es hidréfobo este desplazamiento segin Hogenbum et al 2021, puede estar
relacionado directamente con la capacidad de encapsulamiento de la ciclodextrina y a su vez
con su estequiometria. La forma maés eficiente de poder determinar esta capacidad es mediante

la determinacion de la eficiencia de encapsulamiento por un método analitico.

6.4.5 Formacion de las peliculas electrohiladas con el complejo de inclusion

Una vez ya caracterizadas las fibras y los complejos por separado es necesario conocer la

compatibilidad de ambos sistemas quimicamente y si se pueden obtener las fibras con las

mismas condiciones de electrohilado.

Otro factor importante para considerar es la cantidad de complejo de inclusion a adicionar a la
mezcla polimérica. Yun et al (2015), establecié porcentajes de 2-5%; sin embargo, hay que
considerar diversos factores como la naturaleza del activo encapsulado, la viscosidad de la
solucion, su polaridad, constante dieléctrica e inclusive tension superficial ya que dependiendo
de eso seré el grado de modificacion que sufrira el sistema. Dada la naturaleza del aceite a pesar

de estar complejado, adicionar el 2 % de complejo de inclusién a la mezcla polimérica

67



disminuyd la viscosidad de la solucién por lo que fue necesario adaptar y modificar la relacion
JPI/pululano, se trabajé con una relacién 60/40 JPI: pululano. A su vez el voltaje tuvo que ser
modificado debido a que menor voltaje impedia la formacién del cono de Taylor, por lo que se

considerd trabajar con un voltaje de 25 KV y una velocidad de flujo de 0.25 LmL/hr.

Una vez obtenidas las peliculas de JPI:pululano incorporando el complejo - ciclodextrina:
aceite esencial se realizé una microscopia electronica de barrido con la finalidad de analizar y
contrastar cambios morfologicas y tamafio de las nanofibras con el 2% de complejos de
inclusion que es la maxima concentracion que puede soportar el sistema sin comprometer su
comportamiento reolégico. En la figura 29 se aprecian dichas imégenes las imégenes de las

soluciones trabajadas.

1900°K X 195

Figura 29 MEB de las peliculas electrohiladas con el complejo de inclusion a) 10% aislado
proteico:beta ciclodextrina b) 10% (80:20) 2% complejo 1:1 ¢) 10% (60:40) 2% complejo
1:1d) 12% (60:40) 2% complejo 1:1
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Como se puede apreciar en las micrografias hay cambios significativos al momento de adicionar
los complejos de inclusion, a una resolucion de 10 000 X se pude hacer un analisis morfologico
que en el caso de las nanofibras blanco que llevan la - ciclodextrina, las fibras mantienen su
integridad. Sin embargo, empiezan a adquirir defectos morfolégicos derivados de la agregacion
de dichas fibras las denominadas “cuentas” que impiden que la fibra sea uniforme
probablemente se deba a la influencia de la ciclodextrina y por su tamafio de particula que al
ser grande influira en el proceso del electrohilado.

Por otro lado, para las peliculas que contienen el 10% del aislado proteico (80:20) se observan
fibras similares a las fibras blanco a pesar de que ya contienen el complejo de inclusion 1:1
siguen presentando el defecto de los “cuentas”. Sin embargo, al observar la pelicula al 10%
(60:40), se puede apreciar que hay estructuras presentes del complejo de inclusion embebidos
entre las nanofibras pero ya no hay presencia de agregacion de fibras esto se puede deber al
aumento de viscosidad del sistema debido a la mayor cantidad del pululano lo que puede
dificultar la solubilidad y la completa incorporacién del complejo de inclusion. En el caso, de
la figura d) correspondiente a la pelicula al 12% (80:20) se aprecia que comienzan a presentarse
estructuras esféricas esto se puede deber a que la muestra se lleg6 a hidratar ya que también se
puede observar que las nanofibras sufren un cierto grado de hinchamiento. En la figura 30 se

hace la comparacion de los didmetros de las nanofibras.
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Figura 30 Comparacion en el diametro de la nanofibras (azul), nanofibras con complejos de
inclusién (anaranjado) y fibras con ciclodextrinas.
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Se hizo la medicion del didmetro de las nanofibras obtenidas, la media obtenida fue de 100
nanofibras con la finalidad de contrastarlas con el didmetro de las nanofibras sin el complejo
de inclusion y se observo que no hubo cambios significativos. Por lo que dichos complejos no

interfieren en la formacién de las nanofibras.
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7 CONCLUSIONES

Se obtuvieron nanofibras en condiciones alcalinas lo cual no es muy comin derivado a las
propiedades inherentes de la solucidn que al ser muy polar y los tipos de enlaces que se forman
en el medio dificultan la evaporacion del solvente por lo que repercute directamente en la
morfologia de las nanofibras. Sin embargo, se observo que por las condiciones experimentales
del proceso trabajadas se pudieron obtener fibras bien definidas sin defectos por la influencia
del solvente.

Por otro lado, se determin6 que uno de los factores criticos a considerar es la concentracion del
aislado proteico pues esto influyo directamente en la obtencién de diferentes sistemas con
distintas morfologias ya que tantos las nanofibras como las microparticulas distinta eficiencia
de encapsulamiento, teniendo la capacidad de poder encapasular distintos activos de interés

dependiendo las condiciones del sistema.

Visualmente las peliculas adquirieron una consistencia homogénea con un color muy tenue
dando la capacidad de poder ser utilizadas en distintos alimentos al igual que en distintas
bebidas puesto que al tener un pH elevado al ser adicionado a un alimento o bebida acida se
puede obtener un pH adecuado.

Para poder caracterizar dichos sistemas se llevaron a cabo estudios de SEM y FTIR y asi poder

tener un poco mas de conocimiento de la composicion de dichas nanofibras

Asi mismo, se evaluo la capacidad de incluir algin sistema acarreador de activos no polares
como el aceite esencial de naranja amarga en ciclodextrinas y se caracterizaron
fisicoguimicamente con la finalidad de conocer la influencia que tiene el aceite esencial en los
mismos para posteriormente adicionarlos en las nanofibras y caracterizar sus propiedades

mediante FTIR y microscopia electronica SEM

Estos resultados podrian ser beneficiosos para ofrecer nuevas alternativas para la conservacion
de distintos alimentos, ademas de poder aportar nuevas propiedades sensoriales, nutrimentales

0 nutraceuticas en la formulacion de nuevos productos o aditivos.
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