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RESUMEN

En la actualidad existe interés por desarrollar nuevos materiales formadores de membranas a
base de proteinas, lipidos, polisacaridos y sus combinaciones. En especifico, la pectina citrica
(PC) es un heteropolisacarido compuesto principalmente de cadena lineales de acido a-(1,4)- D-
galacturoénico y con excelentes propiedades filmogénicas. Por otro lado, el Aloe vera es una planta
de donde se puede obtener el Aloe-gel (AG). El cual, ha sido reconocido por sus propiedades
regenerativas en heridas y quemaduras. La combinacién de la PC y AG, pueden formar
membranas que pueden ser utilizadas como materiales de cubierta de compuestos bioactivos
como aceites esenciales. Sin embargo, la principal desventaja de estas membranas es su alta
solubilidad en agua, entre otras propiedades mecanicas y de barrera. Una buena alternativa para
mejorar las propiedades fisicoquimicas de la membrana de PC/AG podria ser mediante la
incorporacion de carvacrol (CAR), un fenol monoterpenoide que esta contenido en el aceite
esencial del orégano y el tomillo. EI CAR ha sido reconocido por sus propiedades antimicrobianas
y antioxidantes. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar las propiedades
fisicoquimicas de membranas de PC/AG incorporadas con carvacrol. Las membranas se
prepararon por método de Casting en proporciones 70PC-30AG (% m/m) e incorporadas con
carvacrol mediante emulsién previa en proporciones 0% (Control PC y PC/AG), 0.25%, 0.50% y
1.00% (v/v). Las membranas obtenidas fueron caracterizadas con base a sus propiedades fisicas
(color, grosor, opacidad, transmitancia, microestructura, permeabilidad al vapor de agua (PVA) y
fuerza de tension) y FTIR. Las membranas fueron transparentes, con un incremento en la
coloracién amarilla y con una disminucién en la fuerza de tension con respecto al aumento de la
proporcion carvacrol incorporado a la membrana (p < 0.05). Ademas, las membranas también
presentaron la capacidad de bloquear la luz UV, mayor PVA con respecto al incremento de
carvacrol emulsionado y el analisis de FTIR indico la presencia del carvacrol en la membrana,
que se apreciaron en las imagenes de SEM como microcapsulas de diversos tamafos. Los
resultados del presente estudio son un punto de partida para que estas membranas puedan ser

consideradas como un biomaterial con posibles aplicaciones en el campo de la biomedicina.



INTRODUCCION

Actualmente existe un gran interés por la busqueda de materiales biodegradables, extraidos de
fuentes naturales y con propiedades formadoras de membranas. La finalidad con la que se
obtienen estos materiales es para dar a conocer su posible aplicacién en la salud. El uso de
compuestos bioactivos extraidos de las fuentes naturales permite crear alternativas seguras que
puedan ser utilizadas como primera linea de tratamiento contra distintas enfermedades y/o
padecimientos. Esta es una recomendacion que ha impulsado en los ultimos afios la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS, 2013), como una alternativa para reducir el uso de la medicina alépata.
Por lo cual, el desarrollo y caracterizacién de nuevos biomateriales con posibles aplicaciones en
la salud humana ha tomado un papel importante en la ciencia de los materiales.

La elaboracion de membranas esta principalmente basada en la utilizaciéon de materiales
biodegradables como proteinas, lipidos, polisacaridos o sus combinaciones. Estas biomoléculas
han adquirido un especial interés en su uso para la fabricacion de nuevos biomateriales. La
combinacion de matrices de polimeros a base de polisacaridos naturales ha sido una importante
estrategia para la formulacion de membranas con la finalidad de mejorar y potencializar
determinadas propiedades inherentes. Ademas, de su facultad de poder o no, incorporar
sustancias bioactivas, con o sin interaccién quimica con dicha matriz. Las cuales, estan siendo
utilizadas como alternativa para mejorar las propiedades antimicrobianas, antioxidante y
fisicoquimicas de estos materiales con fines farmacéuticos (Chen y col., 2010; Lépez-Mata y col.,
2015; De Jesus y col., 2015.).

En especial, la pectina citrica (PC) es un compuesto extremadamente complejo, con una
gran familia de polisacaridos y que esta presente en todas las paredes celulares. Por eso,
generalmente se extrae comercialmente de la cascara de citricos en condiciones ligeramente
acidas. La estructura de las pectinas varia segun la especie de origen, el tipo de tejido vy la
localizacion geografica, ademas de las etapa de desarrollo, estado ambiental y las condiciones
de extraccion. La PC es una mezcla heterogénea conformada principalmente por un 65% de
cadenas lineales de acido a-(1,4)-D-galacturénico, que contiene grupos carboxilo, ademas de un
intervalo considerable de distintos azucares neutros como la ramnosa, galactosa y arabinosa.
Estos polisacaridos han sido utilizados durante muchos afios en la industria alimenticia como
agentes espesantes, gelificantes y estabilizadores coloidales en los alimentos (Cunha y col.,
2010; Kumary col., 2010; Bonnaillie y col., 2014).

Por otro lado, el Aloe vera es una planta cactacea perteneciente a la familia Lilliaceae

originada en la Africa tropical y ahora cultivada en zonas climaticas calidas de Asia, Europa y



América. Esta planta es usada tradicionalmente en la medicina natural y en la industria cosmética
a través del mundo. Se ha informado que el Aloe-gel (AG) extraido de las hojas (pencas),
usualmente la unica parte utilizable, debido a que se han reportado diversas propiedades
benéficas en la salud humana. Estas propiedades también estan en funcién de la composicion
quimica en la planta del Aloe vera, que, a su vez, depende del clima y las condiciones de
crecimiento. Se ha estimado que hay mas de 75 compuestos bioactivos contenidos en la hoja de
esta planta y algunos de ellos, se ha descrito como antiinflamatorio, acelerador de la sanacion de
heridas, antimicrobianos y antioxidantes (Rahman y col., 2017). Dentro de todos estos
componentes, los polisacaridos son mayormente responsables de la actividad biologica
observada en el uso de la planta del Aloe vera en sinergia con otra variedad de compuestos
presentes en menor proporcion como enzimas, proteinas, diferentes compuestos inorganicos y
compuestos fendlicos, como las antraquinonas y antronas (Ahlawat y col., 2011; Silva y col., 2013;
Rahman y col., 2017).

Una manera de mejorar y potencializar las propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas
en la elaboracién de matrices poliméricas ha sido mediante la incorporacion de compuestos
bioactivos obtenidos principalmente de aceites esenciales de plantas y que en conjunto con
farmacos y otras sustancias, pueden ser adyuvantes. Esta ha sido una estrategia que se ha
utilizado para la elaboracion de sistemas terapéuticos-farmacéuticos, donde la matriz polimérica
sola o en combinacion con otras (hibridas), funciona como un soporte y medio de transporte para
la liberacion de estas sustancias. En especifico, el CAR es un compuesto fendlico
monoterpenoide que se encuentra principalmente en el aceite esencial del orégano y en menor
proporcion en el tomillo y la mejorana, siendo reconocido como un aditivo seguro que posee
propiedades antimicrobianas, antioxidantes y un particular aroma que lo hace muy atractivo como
un ingrediente en diferentes tipos de comida (Rojas-Cortés y col., 2008; Lopez-Mata y col., 2013).
Anteriormente, se ha demostrado que el CAR posee propiedades analgésicas, antioxidantes y
antibacteriales cuando es incorporado en matrices poliméricas de naturaleza no antimicrobiana.
Esto ha resultado de gran interés en la busqueda de nuevos sistemas farmacéuticos naturales y

de liberacion controlada (Guimaraes y col. 2011; Lépez-Mata y col. 2013).



OBJETIVOS

General

Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de membranas elaboradas a base de pectina

citrica/Aloe-gel (PC/AG) incorporadas con carvacrol (CAR).

Especificos

1. Elaborar membranas a base de PC/AG por método de Casting en proporciones
70PC/30AG (% m/m) incorporadas con CAR mediante emulsion previa en
proporciones 0% (Control PC y PC/AG), 0.25%, 0.50% y 1.00% (%V/v).

2. Determinar las propiedades fisico-Opticas de color, transmitancia y opacidad de
membranas a base de PC/AG incorporadas con CAR.

3. Determinar las propiedades de microestructura por microscopia electrénica de barrido
(SEM) de membranas de PC/AG incorporadas con CAR.

4. Determinar la permeabilidad al vapor de agua (PVA) de membranas de PC/AG
incorporadas con CAR.

5. Determinar las propiedades mecanicas de membranas de PC/AG incorporadas con
CAR.

6. Analizar las interacciones quimicas por FTIR de membranas de PC/AG incorporadas
con CAR.



ANTECEDENTES

Biopolimeros

Los biopolimeros son compuestos de origen natural derivados de la composicién, la produccién
o el desecho de otros organismos. En la actualidad, estos componentes poliméricos estan siendo
ampliamente aprovechados en la industria para la sustitucion de los plasticos derivados del
petréleo, reduciendo asi, los niveles de contaminacién por la basura plastica (Caballero, 2010).

Los polimeros naturales han tenido muy buena aceptacién y son preferidos por los
consumidores verdes, por su baja toxicidad, bajo costo, su libre disponibilidad y su
biodegradabilidad. Sin embargo, los materiales elaborados con polimeros naturales presentan
algunas limitaciones como una tasa de hidratacion descontrolada, la contaminacion microbiana y
la tendencia a la viscosidad durante el almacenamiento (Kulkarni y col., 2010).

Por otro lado, en el campo de la medicina, los materiales de los polimeros suelen ser
sustancias o conjunto de sustancias de origen natural o sintético que sirven para brindar un
beneficio en materia de salud a un organismo, ya sea como tratamiento o sustituyente de una
funcién. Los polimeros naturales deben presentar determinadas caracteristicas para poder ser
aplicados en un organismo, por ejemplo, no deben ser mutagénicos, cancerigenos, toxicos y/o
antigénicos. Dentro de los polimeros naturales podemos encontrar polimeros de origen proteico
(como la albumina y la gelatina) y de carbohidrato (quistosano, quitina y pectinas) entre otros
(Infante, 2006).

En la industria alimentaria, los materiales de estos biopolimeros se han utilizado para la
elaboracion de recubrimientos comestibles o biopeliculas. Que son utilizadas como capas
delgadas de material biolégico comestible dispuestas sobre un producto alimenticio como
recubrimiento, cuya funcion es la de proteger los alimentos con la finalidad de prolongar su
periodo de vida, ademas, estas membranas pueden funcionar como vehiculo para el transporte
de compuestos bioactivos, que pueden complementar los beneficios de las peliculas. De esta
misma forma, los biopolimeros que se utilizan para aplicacion médica y alimentaria generalmente
son de matrices de naturaleza proteica, carbohidrato o lipidica. Las caracteristicas para elegir una
matriz polimérica involucran varios puntos que se fundamentan en el consumidor al que va
dirigido y el tipo de aplicacion. Pero es fundamentalmente que no represente un riesgo para la
salud y ademas sean biodegradables y econémicas (Rojas-Cortés y col., 2008).

Dentro de las matrices de biopolimeros que se han venido utilizando, los polisacaridos son

los que mas se han explotado en la elaboracion de peliculas. Porque tienen la particularidad de



que pueden formar peliculas con buenas propiedades mecanicas y de resistencia al agua. A
diferencia de las peliculas obtenidas de proteinas, que suelen ser mas débiles y quebradizas
(Salgado, 2015).

Compuestos Bioactivos

La palabra bioactivo, deriva de bios (vida) y activo (dinamico, lleno de energia, con energia o
involucra una actividad). Aunque la palabra es relativamente sencilla en su expresion, aun su
definicion, sigue teniendo redefiniciones. En una reunidon de consenso, celebrada en la
Universidad de Hohenheim en Stuttgart, Alemania y convocada con el tépico biomarcadores y su
papel en la evaluacion de su eficacia y seguridad, los expertos llegaron al conceso de definir un
compuesto bioactivo como “los compuestos esenciales y no esenciales (ejemplo vitaminas o
polifenoles) que existen en la naturaleza como parte de una cadena de alimentos y pueden
demostrar que tienen efectos sobre la salud humana” (Biesalski y col., 2009). Pero esta definicion
ha seguido redisefiandose y ampliandose. Recientemente se ha definido como aquellos
compuestos que tiene la capacidad y la habilidad para interactuar con uno o mas componentes
del tejido vivo y que presentan un amplio rango de probables efectos (positivos o negativos),
pudiendo ser esta sustancia de origen terrestre o acuatico natural o bien, sintético parcial o
totalmente (Guaadaoui y col., 2014).

Generalmente los compuestos bioactivos requieren de los biopolimeros como una matriz
de transporte o de cubierta. Por eso, han venido siendo ampliamente estudiados en el desarrollo
de aplicaciones farmacéuticas, principalmente para modificar la liberacion de compuestos
bioactivos y/o farmacos en un sitio diana.

Por lo anterior, la necesidad de incorporar sustancias con actividad farmacoldgica ha
llevado a la generacion de nano y microparticulas poliméricas como novedosas alternativas
biomédicas. La incorporacién de compuestos bioactivos en matrices poliméricas a través de estos
sistemas tiene como objetivo principal el garantizar la entrega de los compuestos bioactivos al
sitio diana que se trate (Rojas-Cortés y col., 2008). Constantemente se siguen descubriendo
nuevos compuestos bioactivos que ayudan a mejorar y potencializar diversas propiedades
existentes en los biopolimeros. Principalmente sus propiedades fisicoquimicas y el efecto
antimicrobiano que pueden inducir como mediadores de una red de sefiales que potencializan la
respuesta frente a diferentes microorganismos (Mazzoli y col., 2017).

Los compuestos bioactivos, también conocidos como metabolitos secundarios incluyen a

antibioticos, micotoxinas, alcaloides, pigmentos primarios, hormonas de crecimiento de plantas,



compuestos fendlicos y aceites esenciales. Los cuales, tienen una gran diversidad de
propiedades entre las cuales se encuentran, la reduccion el estrés oxidativo y reducen el riesgo
de padecer ciertas enfermedades como cancer y arterosclerosis, entre otras. Debido a que estos
pueden neutralizar los radicales libres presentes en los procesos oxidativos intracelulares (Del
Toro-Sanchez y col., 2015).

En especifico, el carvacrol (CAR) es un compuesto bioactivo, que quimicamente es un
compuesto fendlico monoterpenoide, que se encuentra principalmente en el aceite esencial del
orégano y en menor proporcion en el tomillo y mejorana. El CAR ha sido reconocido como un
aditivo seguro y ademas posee propiedades antimicrobianas, antioxidantes y un particular aroma
que lo hace un ingrediente atractivo en los diferentes tipos de comida. Estudios previos ha
demostrado que la incorporacion de CAR a matrices poliméricas de naturaleza no antimicrobiana,
puede mantener el efecto de CAR y funcionar como un eficaz compuesto bioactivo con
propiedades analgésicas, antioxidantes y antibacteriales. Esto ha resultado atractivo para la
industria farmacéutica y por eso, se siguen estudiando como parte de un sistema que puedan

inducir una liberacion controlada del CAR (Guimaréaes y col. 2011; Lépez-Mata y col. 2013).

Aloe vera

El Aloe vera (AV) es una planta cactacea perteneciente a la familia Lilliaceae originaria de la
Africa tropical y ahora cultivada en zonas climéticas calidas de Asia, Europa y América. Con la
llegada de los conquistadores europeos a América fue como el AV se introdujo en varias regiones
del continente, siendo aceptada por muchas culturas (Rahman y col., 2017). Especificamente en
México, el AV es popularmente conocido como “sabila”, esta es una planta cuyos beneficios son
conocidos desde hace mucho tiempo y los cuales han trascendido de generacién tras generacion
siendo aprovechados aun, hoy en dia. Las especies del género Aloe sp que se encuentran con
mayor presencia en el pais son: Aloe vera y Aloe ferox, pero es la primera especie mencionada
la que con mayor frecuencia se utiliza como opcion terapéutica tradicionalmente (INE, 2014).
Todos los conocimientos heredados por las civilizaciones de la antigledad sobre las propiedades
de esta planta son las que ha llevado a investigadores de todo el mundo a tratar de conocer mas
sobre sus caracteristicas. Asi como, encontrar la manera de explotar sus beneficios a través de
nuevos usos Yy aplicaciones significativas (Medel y Ortiz, 2006).

En los ultimos afios, se ha promovido su uso, debido a sus diversas propiedades y esto ha
generado una alta demanda por la planta. Aunque la cascara ha sido reconocida con propiedades

importantes en la salud humana, el especial interés se ha centrado en la utilizacién del Aloe-gel



(AG). El AG esta conformado en su totalidad por 55% polisacaridos, 17% azucares, 16%
minerales, 7% proteinas, 4% lipidos y 1% compuestos fendlicos. Pero se ha demostrado que los
polisacaridos del Aloe-gel son responsables de la mayoria de las actividades bioldgicas
observadas. Las cuales pueden tener beneficios sobre curacién de heridas, relacionadas con
danos por radiacion, efecto antiinflamatorio, actividad antimicrobiana, antineoplasica, estimula el
sistema hematopoyético y es un antioxidante (Malik y col., 2013).

Sin embargo, estas propiedades biologicas son el resultado de una accion sinérgica de
una gran variedad de compuestos. Se ha encontrado evidencia que sugiere que el AG contiene
diversas sustancias, que, aisladas o en conjunto, presentan efectos terapéuticos. Por ello, una
mejor comprension de estos componentes y de sus efectos, es esencial para desarrollar
productos a partir del AG con fines terapéuticos. Por lo anterior, su uso ha generado gran interés
en su exploracion en las industrias cosmética, farmacéutica y alimentaria (Dominguez-Fernandez
y col., 2012; Malik y col., 2013; Rahman y col., 2017).

Caracteristicas de las Hojas del Aloe vera

Las hojas de la planta Aloe vera son el elemento principal de la planta para la industria, debido a
que es el lugar de donde se obtiene la pulpa, la cual contiene algunos componentes que
benefician al humano.

Las hojas o pencas del AV son grandes, gruesas y carnudas, acuminadas (terminan en
punta), con bordes espinados y de color verdoso, aunque en plantas jovenes suelen observarse
pequefias manchas moteadas de color blanco. Las hojas pueden llegar a medir de 30 a 60 cm
de largo, pero esto dependera de la edad o estado nutricional de la planta. Del centro de la planta
nacen densas inflorescencias en racimos con pequefias flores tubulares de color amarillo,
dispuestas sobre un escapo de 90 a 100 cm (Figura 1). (CONACYT, 2014; CSHF, 2013; INE,
2014).



Figura 1. Planta de Aloe vera.
(Nature photos and pictures,
2008)

Las hojas del AV se componen de tres elementos, la corteza, la capa fibrosa y la pulpa
(Figura 2). La corteza de las hojas de AV es una envoltura firme de color verde formada de células
flexibles con cloroplastos y estomas. Las estomas son los organelos que permiten el intercambio
de liquidos y gases con el exterior de la planta. Las células de la corteza son las responsables de
la sintesis de compuestos organicos necesarios por la misma planta (carbohidratos, lipidos y
proteinas). La capa fibrosa es un conjunto de canaliculos encargados del transporte de nutrientes
en la planta y que esta ubicado en el interior de la pulpa y adyacentes a la corteza. Los canaliculos
son clasificados de acuerdo con su funcién en tres tipos: xilema, floema y tubos periciclicos. Las
xilemas son pequefos canales encargados del transporte de agua y sales, de la raiz a la hoja;
por su parte los floemas son pequefas vainas encargadas de la distribucion de sustancias
organicas como carbohidratos en la hoja; finalmente los tubos periciclicos son pequefos tubos
encargados del almacenamiento y transporte del acibar (AG) a lo largo de la hoja (Moreno y col.,
2012).
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La pulpa es el tejido esponjoso ubicado en el interior de las hojas formado por células
parenquimatosas y en donde se almacena una gran cantidad de agua como reserva, mientras
que el gel o acibar, subproducto del AV, se refiere al liquido claro viscoso que se encuentra entre
las mismas células. Debido a que es en la pulpa donde se encuentran los canaliculos, los
encargados del transporte de los nutrientes, esta es la parte rica en los componentes activos de
planta (CSHF, 2013; INE, 2014; Moreno y col., 2012; Stevens, 2006).

Figura 2. Partes de la hoja de Aloe vera. (Ferraro, 2009).

Composicion Quimica del Aloe-gel

La composicion quimica del AG (Tabla 1) es diversa y heterogénea con diferencia significativa
entre una especie y otra. Asi mismo, las propiedades benéficas intrinsecas de una especie
pueden variar dependiendo del origen geografico de la planta, las condiciones de nutricion, el
riego, terreno, clima, edad de la planta e incluso en la forma de obtencion del gel. La composicion
quimica del AG basicamente es agua en un 98.5 % y el resto lo comprende una gran variedad de
componentes, siendo los principales carbohidratos (60 %), antraquinonas, proteinas, vitaminas,

minerales y otras moléculas de baja masa molar (Choi y Chung, 2003).
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Entre los diversos carbohidratos encontrados en el AG estan los monosacaridos como la
glucosa, la galactosa y la manosa, ademas de polisacaridos como el mucilago, celulosa, pectinas,
glucomananos (acetilados y no acetilados) y acemananos, entre otros. La diversidad de
carbohidratos presentes es un factor importante en la gran gama de propiedades que posee este
extracto del AV. Los acemananos son los carbohidratos que mas ampliamente han sido
estudiados, por sus propiedades estimulantes de la respuesta inmune, la capacidad de bloqueo
de la radiacion UV, inhibidor del crecimiento tumoral, entre otras. Otro carbohidrato al que se le
han atribuido propiedades importantes es la manosa, la cual se ha visto que tienen la capacidad
de estimular el proceso de cicatrizacion y modular la respuesta antiinflamatoria (Choi y Chung,
2003; Vega y col., 2005).

Por otro lado, estan los compuestos fendlicos del AG, como las antraquinonas y cromonas
a las cuales, se le han atribuido propiedades antioxidantes (Malik y col., 2013). Las antraquinonas
son compuestos encontrados en algunas plantas, siendo base de una cantidad considerable de
pigmentos, que pueden presentar actividad antibacteriana y antifungica. Algunas antraquinonas
encontradas en el AG son la aloina, la isobarbaloina y la aloemodina, de las cuales la primera es
el componente principal de este gel, y es conocida por sus efectos laxantes y antifungicos
(Rahman y col., 2017). Por su parte, las cromonas son compuestos organicos conocidos por su
amplia gama de efectos biolégicos (como antibidtico y antiinflamatorio). Las principales cromonas
aisladas del AG son la aloeresina Ay la aloeresina B. Ademas, el AG contiene en su composicion
20 tipos de aminoacidos, de los cuales la arginina es la mas abundante, glicoproteinas y algunas
enzimas como la catalasa, la amilasa y la oxidasa. (Vélez y Villa, 2012; Zapata y col., 2012).

El AG también es rico en vitaminas y minerales. Entre las vitaminas que aparecen en su
composicion son el a-tocoferol (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C), tiamina (vitamina B+),
riboflavina (vitamina By), niacina (vitamina Bzs), el acido félico (vitamina Bo) y trazas de cobalamina
(vitamina B12). Entre los minerales que se han identificado en el AG estan el calcio, fosforo,
potasio, hierro, sodio, magnesio, manganeso, cobre, cromo, zinc, entre otros (Rahman y col.
2017).



Tabla 1. Componentes encontrados en Aloe-gel. (Rahman y col., 2017)

Tipo Compuestos

Aloe-emodina, acido aloético, antranol, aloina
Antraquinonas/Antronas A y B, cromonas, isobarbaloina, emodina,

éster de acido cinamico.

Mananos, glucomananos, acemananos

. galactano, xilano, glucogalactomananos,
Carbohidratos . o

celulosa, sustancias pectinicas,

galactoglucoarabinomanano.

Fosfatasa alcalina, amilasa, carboxipeptidasa,

. carboxilasa, catalasa, ciclooxidasa,
Enzimas , . .

fosofofenolpiruvato, ciclooxigenasa,

superoxido dismutasa, lipasa y oxidasa.

. o Calcio, fésforo, cobre, magnesio, hierro,
Compuestos inorganicos . o
manganeso, potasio, sodio, zinc y cloro.

Alanina, arginina, acido aspartico, acido

L. . . glutdmico, glicina, histidina, hidroxiprolina,
Aminoacidos esenciales y no esenciales . o . .

isoleucina, metionina, prolina, treonina,

tirosina, valina, fenilalanina.

Proteinas Lectinas

. B1, B2, Be, C, B-caroteno, colina, acido félico y
Vitaminas
a-tocoferol.

Aplicaciones del Aloe vera

El AV es una planta con propiedades curativas que se conocen desde la antigliedad y cuyas
propiedades se siguen explotando en la actualidad por su facilidad de uso y rapidos efectos. En
México y en otras partes del mundo, el AV es ampliamente usado como una alternativa natural
en la medicina, cosmética y farmacéutica, e incluso actualmente la industria alimentaria también
aprovecha sus propiedades para preservar alimentos o purificar sus nutrientes (Choi y Chung,
2003). Lo anterior, con el objetivo de elaborar productos ricos en vitaminas, minerales,

aminoacidos, entre otros. Estas aplicaciones también se han extendido en el campo de la



agricultura, ya que, a partir de la planta, se ha iniciado con el aprovechamiento de ciertas
caracteristicas para elaborar insecticidas menos nocivos para la salud (INE, 2014).

En el campo de la medicina el AV es reconocido por sus propiedades para estimular la
respuesta inmune y su participacion en la activacion de células efectoras (Choi y Chung, 2003).
Ademas, es utilizada como un inductor de la cicatrizacion, funciona como antiséptico,
antiinflamatorio y antimicrobiano, para una recuperacion mas rapida del tejido dafado por heridas
y/o quemaduras dérmicas leves (Zapata y col., 2012). Otras aplicaciones se han encaminado en
la elaboracion de cremas (filtros solares) para el bloqueo solar con AG extraido de la planta, ya
que algunos de sus componentes tienen la propiedad de absorber la radiacion UV. Ademas, se
ha utilizado para regular el pH intestinal y acelerar los movimientos peristalticos del intestino
(laxante) y para reducir la presencia de algunos microorganismos patégenos fecales e incluso
sanar Ulceras gastricas (Patruni y Srinivasa, 2014).

La cosmetologia es la disciplina en la que el AV ha sido mas explotado, debido a las
caracteristicas emolientes, humectantes, hidratantes, desinfectantes y por la capacidad de
penetrar en la piel. Por ello, se ha utilizado en la produccién de una diversidad de productos como
jabones, cremas, tonificantes, lociones para la piel, filtros solares y otros (Almonacid, 2012; INE,
2014).

Aloe-gel en la Elaboracion de Membranas y Microparticulas

El AG ha sido utilizado en la formulacién de peliculas y membranas. Se ha demostrado que su
uso en conjunto con otros biomateriales puede potencializar y mejorar sus propiedades
fisicoquimicas y antimicrobianas. Reportes previos de membranas preparadas con alginato y AG
han demostrado cambios significativos en las propiedades de absorcion de agua de heridas y un
aumento en la degradacion in vitro (Pereira y col., 2013). En otros estudios, su adiciéon en matrices
de quitosano ha demostrado que su incorporaciéon puede afectar el grosor de las membranas, sin
afectar considerablemente la permeabilidad al vapor de agua. Ademas, puede inducir un aumento
en la solubilidad en agua y en las propiedades mecanicas hasta cierto limite de proporcionalidad
de AG en la membrana (hasta 20%), (Khoshgozaran-Abras y col., 2011). Por otro lado, la adicién
del AG en conjunto con gelatina ha demostrado efecto antibacterial contra Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus en ensayos in vitro, conforme
se incrementa la proporcion de AG. Demostrando ampliamente que su uso como un aditivo es
muy importante y de un amplio interés en el desarrollo de nuevos biomateriales (Chen y col.,
2010).



Por su parte, en los sistemas de administracion de farmacos, tales como microparticulas
poliméricas, representan una estrategia significativa en la busqueda de nuevos sistemas
terapéuticos para la liberacion controlada y direccion de farmacos en un sitio de accién en
particular. Recientemente, se ha utilizado el AG en combinacion con el quitosano en el tratamiento
de los trastornos de la piel y la curacidon de heridas, mejorando las funciones de las células
inflamatorias y promoviendo su organizacion. Recientemente se ha demostrado los beneficios
farmacologicos de las formulaciones a base de AV y su actividad anti-psorasica. La cual, se ha
asociado con la presencia de los glucomananos y acemananos. Debido a que tienen la capacidad
de estimular el sistema inmune, reduciendo las sefiales de la respuesta inmune inflamatoria, pero
a la vez aceleran la regeneracion de tejido y activacion de macréfagos, reduciendo de esta
manera los sintomas de la psoriasis. Actualmente, se han demostrado nuevos mecanismos de
accion especificos de diferentes preparaciones herbolarias de un nimero importante de plantas
como el AG (agentes anti-psorasicos), principalmente inhibiendo la lipoxigenasa, actuando como
agente antioxidante, antiinflamatorio y anti-prostaglandina, proporcionando datos mas precisos
sobre la eficacia y seguridad de tales tratamientos a base de AG y otras formulaciones (Boca y
col., 2014; Rahman y col., 2017).

El uso de nanoparticulas y microparticulas ha ido en aumento en los ultimos afios,
especialmente para propédsitos cosméticos y farmacéuticos. El analisis de microparticulas
elaboradas a base de AG/quitosano ha puesto en evidencia su capacidad de formacion y
adherencia. Se ha demostrado que su biodistribucidén es buena sobre la piel, ya que los ensayos
in vivo sobre heridas indican que pueden acelerar y promover el proceso de cicatrizacion,
basados en la utilizacion de microparticulas etiquetadas con material radiactivo de tecnecio 99
(Pereira y col. 2014).

Pectina Citrica

La pectina, es el nombre dado a una familia extremadamente compleja de polisacaridos presente
en todas las paredes celulares primarias de las plantas. Se extrae comercialmente de cascaras
de citricos en condiciones ligeramente acidas y su estructura puede variar segun la especie de
origen, el tipo de tejido original, asi como el estado ambiental y las condiciones de extraccion. La
pectina citrica (PC) esta constituida principalmente por cadenas lineales de acido a-(1,4)-D-
galacturonico que pueden estar compuestas por mas de 17 monosacaridos distintos con grupos
carboxilo, algunos de ellos esterificados por grupos metilo o acetilo. Estos complejos

polisacaridos forman polimeros solubles en agua con una buena naturaleza filmogénica y



biodegradable, que puede ser explotada para disefiar membranas de PC. Estas membranas
derivadas de PC han sido utilizadas como revestimientos comestibles cuando se plastifican con
glicerol, las cuales han demostrado tener adecuadas propiedades mecanicas y que pueden ser
una buena alternativa como recubrimientos de alimentos, comparada con empaques sintéticos.
Ademas, la adicion de PC a diferente tipo de matrices poliméricas, como el almidén y la caseina,
ha demostrado que puede formar diversas interacciones complejas, resultando un aditivo
interesante con el potencial de mejorar algunas de las propiedades deseadas en las membranas.
Anteriormente, se ha descrito que una optimizacion cuidadosa de la relacion del contenido de PC
que se afiade a la elaboracion de membranas proporciona propiedades mejoradas de resistencia
y elasticidad, asi como una menor humedad y sensibilidad a la temperatura (Cunha y col., 2010;
Tagqi y col., 2013; Bonnaillie y col., 2014).

Adicion Pectina Citrica en la Elaboracion de Membranas

Como se menciond anteriormente, la PC es un aditivo interesante que puede inducir mejoras en
algunas de las propiedades deseadas en las membranas ya que puede formar interacciones
complejas con diferentes biopolimeros. Las interacciones que se pueden originar son de tipo
intermolecular complejas y con propiedades unicas, que pueden resultar en una membrana
significativamente diferentes a las de los componentes iniciales o independientes, por esos
motivos, se han extendido sus usos de la industria alimentaria a la medicina y otras disciplinas,
con muy buen éxito. Actualmente, los complejos intermoleculares formados a partir de la PC y
quitosano estan atrayendo el interés por su uso, debido a sus valiosas propiedades que surgen
como resultado de interacciones peculiares en la combinacion de matrices de alto peso molecular.
En estas estructuras de polisacaridos, la presencia de grupos funcionales polares da como
resultado una interaccion intermolecular muy fuerte y una orientacion altamente ordenada de los
polimeros de cadena rigida. Esto da como resultado la posibilidad de usar los polimeros para
formar complejos interpoliméricos fuertes con propiedades mecanicas mejoradas (Rashidova y
col., 2004; Bonnaillie y col., 2014).

Por otro lado, cuando la PC se mezcla con almidén y glicerol como plastificante, se pueden
generar membranas comestibles y biodegradables, que tienen una gran variedad de aplicaciones,
ya que las membranas presentan adecuadas propiedades mecanicas y excelentes propiedades
de barrera contra el oxigeno. La PC también es miscible con poli vinil alcohol en todas las
proporciones, y juntas forman membranas que también tienen excelentes propiedades

mecanicas. Los usos industriales potenciales para estas membranas incluyen bolsas solubles en



agua para detergentes e insecticidas, bolsas y forros desechables, y sistemas dispositivos de
administracion médica (Fishman y col., 2000).

Un estudio reciente, donde se desarrollaron membranas a partir de la mezcla de
almidén/PC, mostraron que la adicion de PC mejora las propiedades mecanicas, como la fuerza
de tension y porcentaje de elongacion, ademas de una adecuada hinchazén y excelente barrera
al vapor de agua (permeabilidad al vapor de agua), demostraron que estas mezclas permitian
obtener materiales con propiedades filmogénicas adecuadas. Estas peliculas también
presentaron caracteristicas prometedoras en su utilizacidon como administrador de farmacos
especificos dirigidos hacia el colon y debido a que ha demostrado, resistencia contra la digestion

enzimatica en porciones superiores del tracto gastrointestinal (Meneguin y col., 2017).

Pectina Citrica en la Administracion Controlada de Farmacos

La administraciéon controlada de farmacos sigue siendo objeto de investigacion en el area de la
salud publica y tiene como finalidad el mejorar la eficacia de determinados farmacos, reduciendo
los efectos secundarios adversos no deseados. La PC se ha utilizado en la construccion de
sistemas de administracion de farmacos. Varias formulaciones derivadas de PC se han
desarrollado y se les ha evaluado, mediante ensayos in vitro, ex vivo e in vivo, la capacidad de
suministrar sustancias bioactivas con fines terapéuticos. Los estudios presentados han indicado
que las membranas de PC muestran flexibilidad para adaptarse a diferentes requisitos clinicos,
debido a que presentan propiedades de mucoadhesion en tejidos con adecuado suministro de
farmacos y la capacidad de penetrar profundamente en la piel, siendo utiles para el tratamiento
de padecimientos cutaneos. Por ejemplo, la PC puede emplearse como un material colon-
especifico debido a que este polisacarido no es digerido por las enzimas gastricas o intestinales,
alcanzado el colon donde la PC sera degradada por la microbiota presente. Por eso, su uso como
material de cubierta en sistema nano y microestructurados, podria inducir la liberacién de
compuestos encapsulados en la matriz de PC, impulsados por la accion catabédlica de las
bacterias de la flora. Por lo tanto, tiene la capacidad como un transportador dirigido de farmacos
a ese sitio anatomico (Liu y col., 2006; Kumar y col., 2010).

El cancer de colon es el cuarto cancer mas comun en todo el mundo, con mas de medio
millon de muertes reportadas cada afio. La quimioterapia tipica se proporciona generalmente
forma de intravenosa u oral para reducir el crecimiento tumoral y la metastasis. Investigaciones
recientes han buscado determinar los perfiles de administracion oral de agentes

quimioterapéuticos en el tratamiento de este tipo de cancer. Estudios previos han revelado que



las matrices de PC entrecruzada con farmacos mediante iones de calcio han sido un vehiculo
ideal de liberacién especifica administrada por via oral para el tratamiento de cancer de colon.
Por lo que se pretende, que la administracion oral de estos sistemas terapéuticos incremente la
biodisponibilidad del farmaco en el sitio diana, para poder reducir la dosis y en consecuencia los
efectos téxicos y adversos que provocan a nivel sistémico. Esto le ofrece a la PC especial ventajas
como transportador de farmacos para su uso en el tratamiento de cancer de colon y otras

afecciones de tipo colonicas (Liu y col., 2006; Wong y col. 2010; Kumary col., 2010).

Incorporacion de Aceites Esenciales en Pectina Citrica

Las membranas de biopolimeros pueden funcionar como un material de cubierta encapsulante o
de soporte para transporte de compuestos bioactivos. Por lo que, son una alternativa ideal para
incorporar agentes antimicrobianos y antioxidantes. Informes anteriores, ha demostrado que el
eugenol y el cinamaldehido son los principales compuestos bioactivos del aceite esencial de
canela, cuyos compuestos fendlicos volatiles son capaces de dafiar las células microbianas
patdégenas y retrasar su desarrollo. A pesar de sus propiedades benéficas, estudios previos
demuestran que su aplicacion a los cultivos y hortalizas postcosecha es aun un desafio,
considerando que suelen ser muy volatiles y con una elevada reactividad y ademas poseen un
fuerte aroma que se ha visto que afectan los atributos sensoriales de las frutas, cuando su
aplicacion es directa (Ayala-Zavala y col., 2012).

Por otro lado, la elaboracion de revestimientos comestibles de materiales biodegradables,
son comunmente utilizados como transportadores de compuestos antimicrobianos, con el objetivo
de conservar la calidad e inocuidad de diferentes alimentos. El aceite esencial de orégano ha
demostrado ser util como agente antimicrobiano. Sin embargo, sus aplicaciones alimentarias
pueden verse afectadas por la volatilidad de sus componentes bioactivos. Por lo anterior, la
fabricacion de revestimientos comestibles cargados o incorporados de aceite esencial del
orégano, se ha utilizado como una alternativa para mejorar sus usos alimentarios. Algunos
estudios han evidenciado que el aceite de orégano tiene actividad antibacterial cuando ha sido
aplicado como revestimientos y expuesto a cepas de Chromobacterium violaceum, Escherichia
coli O157:H7, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes con
una capacidad minima inhibitoria (CMI) de 0.24 mg/mL para todas las bacterias ensayadas.
Ademas, tiene la capacidad de reducir la cantidad de coliformes totales y levaduras en ensayos

con alimentos en su aplicacion in vivo a 4 °C durante 15 dias. Estos resultados han demostrado



que el aceite de orégano incorporado hacia PC y aplicado en forma de revestimientos pueden

tener efectos significativos en la reduccion de microorganismos patégenos (Alvarez y col., 2014).



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Aloe-gel de la Planta de Aloe vera

El AV fue obtenido de un jardin privado en Ciudad Obregén, Sonora, México. El cual tenia mas
de dos afos de haber sido plantada. Las hojas fueron cortadas desde la base con un cuchillo de
cocina. Las hojas fueron envueltas en toallas de papel y transportadas al laboratorio.
Posteriormente, fueron lavadas para la eliminacion de las trazas de latex y residuos de tierra.
Para la extraccion de la pulpa, se retir6 la corteza de las hojas y se recolecto la pulpa, que fue
licuada hasta formar un gel homogéneo. Una vez realizado este procedimiento, se filtré6 con una
malla de nylon para retirar los restos de fibras vegetales. Después de este paso, se le realizo
doble centrifugado a 4000 RPM por 5 minutos y se recolecté el sobrenadante. Finalmente, todo
el AG obtenido fue pesado en una balanza y se le adicion6 de &cido citrico al 0.01% (% m/m)y
se agité a 8 RPM durante 15 minutos en placa de agitacion, para su posterior almacenamiento a

-20 °C, hasta el momento de su utilizacion.

Elaboracion de Membranas de PC/AG Incorporadas con CAR

Preparacion de la Emulsién Previa

La preparacion de la emulsion (Figura 3) fue realizada en tubos Falcon de 50 mL, comenzando
con la adicion de la cantidad de CAR deseada para la concentracion de la membrana (0.25%,
0.50% y 1.00% v/v). Posteriormente, se adicion6 1 mL de etanol al 50% para disolver el contenido
de carvacrol y luego fue adicionado 200 uL de Tween 80. Esta emulsion previa fue homogenizada
a 12,000 RPM durante 1 minuto en un turbo homogeneizador de alimentos. Una vez terminado
se centrifugé a 500 RPM durante 2 minutos para la eliminacion de las burbujas de aire creadas

por la agitacion. Finalmente, la emulsion fue sumergida en un sonicador durante 10 minutos.
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Figura 3. Esquema de la preparacion de la emulsién previa.

Elaboracion de Membranas

Para la elaboracion de las membranas (Figura 4) se utilizé una sola proporcion de PC/AG
(70PC.30AG %m/m) a cuatro diferentes concentraciones de CAR (0.00, 0.25, 0.50 y 1.00 %v/v)
y un control PC. A cada una de las emulsiones previas se le adicion6 20 mL de matriz formadora
de membrana y posteriormente se les afiadié 2% de glicerol (%v/v) como agente plastificante.
Esta mezcla se homogeniz6 a 12,000 RPM durante 10 minutos en un turbo homogeneizador de
alimentos. Después de este paso, se centrifug6 a 1,500 RPM durante 5 minutos para la
eliminacioén de las burbujas de aire formadas en la agitacion de la mezcla. Finalmente, las mezclas
se vaciaron en bases de cajas Petri de vidrio y se colocaron en un horno a 45 °C durante 72 h,
para la obtencién de las membranas. Las membranas obtenidas fueron colocadas en bolsas
plasticas con cierre hermético y almacenadas en un desecador a 25 °C, hasta el momento de su

analisis.
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Figura 4. Esquema de la elaboracién de membranas.
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Evaluacion Fisicoquimica

Color y Opacidad

Las membranas se midieron con un colorimetro (X-rite SP-64), para ello se tomaron cada
membrana de cada concentracion. Las mediciones se realizaron sobre la membrana por 5
ocasiones de manera aleatoria. El color de las peliculas se expresé con base en el modelo
CIELAB (L* a*y b*), los parametros representados como L *denotaron la luminosidad del material
estudiado y b* representd una escala de color del amarillo al azul y a* del verde al rojo. Por otro
lado, la opacidad se determiné mediante el mismo equipo, arrojando datos en razén de porcentaje

de opacidad (% opacidad).

Transmitancia

Para la presente prueba, se cortaron las membranas de 1.0 cm x 4.2 cm; los recortes se colocaron
en una celda de cuarzo. La transmitancia de las membranas fue medida en un espectrofotometro
UV-visible (espectrofotémetro UV-vis Marca Cintra 10e, Australia) a longitudes de onda: 190, 200,
280, 350, 400, 500, 600, 700, 800 y 900 nm.

Microestructura

La morfologia de las membranas elaboradas, se examinaron con un microscopio electrénico de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés) marca JEOL modelo JSM 5410LV, equipado con un
sistema INCA, detector de microanalisis EDS (Energy Dispersive X-Ray por sus siglas en inglés)
marca Oxford Instruments, operado a 20 kV. Para este analisis, muestras de membranas de 2.0
cm x 2.0 cm fueron enviadas al Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales de la
Universidad de Sonora en Hermosillo, empaquetadas en papel aluminio individualmente y
colocadas en bolsas plasticas de cierre hermético con bolsas de gel de silice para su adecuado

transporte.

Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA)

La PVA, se determiné gravimétricamente, para ello, las membranas se sellaron en la parte

superior de matraces Erlenmeyer de 50 mL, los cuales, contenian 10 mL de agua destilada [100



% de humedad relativa (HR); 3.168 kPa de PVA a 25 °C]. Posteriormente, se pesaron los
matraces en su hora 0 y se colocaron en un desecador a 25 °C y 0% de HR (0% kPa de PVA).
La celda de prueba con las membranas, fueron posteriormente pesadas en intervalos de 3 horas
durante un lapso de 12 horas. El estado ideal y de uniformidad de las condiciones de PVA del
ensayo, se asumieron con una circulacion de aire constante dentro del desecador, por lo cual fue
necesario la utilizacion de un pequefio ventilador dentro de él. Con el valor de las diferencias de
masa en funcion del tiempo, se realizé una regresion lineal para estimar la pendiente mediante la
ecuacion de la recta. Una vez obtenida la pendiente se calculd la razén de transmision de vapor

de agua (RTVA) mediante la siguiente ecuacion:

RTVA = — Pendiente
Area de la membrana
La PVA de las membranas se calculé multiplicando la RTVA por el grosor promedio de la
pelicula (G) y se dividi6é por la diferencia de las presiones parciales dentro (PA1) y fuera del tubo

(PA2) como se expresa en la ecuacion:

RTVA
PVA= (PA1—PA2) G

Grosor

La medicion del grosor en las membranas PC/AG incorporadas con CAR y control PC, se realiz6
con un micrometro con precision de 0.001 mm. Las mediciones fueron realizadas en diferentes
puntos al azar de la membrana y se registraron los promedios de estas. El valor de grosor fue

utilizado para el calcular la permeabilidad al vapor de agua.
Pruebas Mecanicas
Se empledé el método estandar ASTM-D882-12, para medir la fuerza de tension (FT). Las

peliculas fueron cortadas en rectangulos de 6.0 x 1.0 cm y se acondicionaron a 50 % de humedad

relativa durante 24 h. Para este analisis, las muestras fueron enviadas al Departamento de



Biopolimeros del Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo, A.C. en la ciudad de

Hermosillo Sonora, protegidas adecuadamente para su transporte.

Espectrometria Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR)

Cada muestra de membrana (5 mg) se mezclé con bromuro de potasio y después por compresion
se obtuvo un disco. Dichos discos fueron escaneados con una resolucion de 2 cm™, a una region
de longitudes de onda de 400-4000 cm™, empleando el espectrofotémetro FTIR Perkin-Elmer
1600. Todas las mediciones a las membranas fueron realizadas por triplicado en modo de
transmitancia. El grado de esterificacion (GE) de la PC se estimara utilizando la ecuacion basada
en el valor de areas de pico de las bandas de éster carbonilo, que previamente fueron

establecidas en el protocolo de Gnanasambandam 2000 (Gnanasambandam and Proctor, 2000).

Analisis Estadistico

La PVA, transmitancia, color, opacidad, espesor y FT, fueron consideradas como variables de
respuesta y las membranas control y las diversas proporciones utilizadas, fueron asignadas como
factores. Para probar la diferencia se utilizé un analisis de varianza, ajustando la toma de
decisiones a través de la prueba de Duncan con un a= 0.05. Todos los analisis estadisticos se

realizaron utilizando el paquete estadistico NCSS, 2000.



RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion Fisicoquimica

Color

Las caracteristicas del color son propias de la materia y establecerlas como una evaluacién en
las membranas ayuda a caracterizar con mas detalle sus especificaciones visuales. Los valores
de color mostrados en la Tabla 2, muestran en el parametro de b* que las membranas presentaron
una coloracion amarilla. La membrana control PC fue la que presenta el valor de b* mas bajo y la
proporcion PC/AG-1.00% el mas alto. Este resultado, sumado a los parametros obtenidos en las
demas membranas con CAR incorporado (0.25 y 0.50 %), denotan una tendencia a incrementar
su coloracién amarilla conforme se aumenta la concentracion de CAR, esto contrasta con lo
reportado por Lopez-Mata y colaboradores (2013), donde los autores mencionan que el
incremento en la concentracion de CAR incorporada en membranas de quitosano elaboradas
mediante método de Casting, podia disminuir los valores de b*y, por lo tanto, su coloracion
amarilla. Ademas, mencionan que los agentes tensoactivos como el Tween-80, no son capaces
de modificar la transparencia de las membranas, pero puede llegar a influir también en un
aumento de la coloracion amarilla. Ademas de CAR, los cambios en la coloracion amarilla también
podrian estar influenciados por las cantidades de AG adicionado en la elaboraciéon de la
membrana. Reportes previos en peliculas de quitosano/AG, ha evidenciado que los cambios en
la coloracion podrian estar fuertemente asociados a la presencia de las antraquinonas de la
corteza, ya que son dificiles de eliminar por completo y, ademas, son sensibles al aire y a la luz.
Por lo cual, se produce la oxidacién de estos compuestos fendlicos otorgando una mayor
tonalidad amarilla en su adicion (Khoshgozaran-Abras y col., 2011).

Respecto a los valores de luminosidad (L*) se pudo apreciar una tendencia inversa a los
valores de b* ya que, conforme se fue incrementado la concentracion de CAR, se observé una
tendencia en la reduccion de la luminosidad, siendo significativa a partir de la membrana PC/AG-
0.50% (p< 0.05), comparada con el control. Previamente, se ha reportado que la incorporacion
de CAR a peliculas de quitosano, puede influir en la disminucién de la luminosidad de este tipo
de peliculas (Lépez-Mata y col., 2013). Finalmente, es importante aclarar, que no se ha
determinado el grado de influencia que el Tween-80 y el AG pudieran tener sobre los cambios

presentados en los parametros de b*y L* Aunque también se considera que pudo haber influido



las formas y tamafos de las microcapsulas que se formaron dentro de las membranas y que

discutiran en la seccion de la microscopia de barrido electronico.

Tabla 2. Parametros de color en membranas de PC/AG-CAR.

Membranas PC/AG-CAR (%) L* a* b*
PC 92.6 +0.23* -1.4 +£0.02° 4.3 +0.35
PC/AG 92.1 £0.19° -1.9 +0.06 5.7 £0.46°
PC/AG-0.25% 91.0 £ 0.40° 2.3 +0.08% 7.5+0.65°
PC/AG-0.50% 90.6 £0.17° -2.3+0.03¢ 7.4+0.19°
PC/AG-1.00% 89.4 +0.47° 2.7 +0.03° 10.8 +0.75°

*Medias en una misma columna con diferentes superindices indican una diferencia significativa

(Prueba de Duncan; p < 0.05).

Transmitancia y Opacidad

La transmitancia es una prueba que consiste en conocer la fraccion de luz que incide a una
longitud de onda especifica y que pasa a través de la membrana. En este estudio se observo la
capacidad que tienen estas membranas para absorber la luz en la regién UV y la buena capacidad
que tienen para permitir el paso de la luz visible. Los valores de transmitancia (Tabla 3) presentan
un incremento conforme aumentan las longitudes de onda. En cuanto a los porcentajes de
transmitancia de la luz en las membranas estudiadas, destacan las longitudes de onda de 190 y
200 nm, donde la radiacion que atraviesa las membranas esta en un intervalo de 0.003 - 0.3 % a
190 nm y de 0.001 - 0.02 % a 200 nm. Esto nos permite establecer que tienen la capacidad de
absorber la luz UV, lo que les confiere un potencial como membrana bloqueadora. De manera
particular, se puede resaltar a la membrana PC/AG-1.00%, la cual presento los porcentajes mas
bajos de transmision de luz en la regiéon UV en un intervalo de 0.007 — 38.52 % (400 a 190 nm).
Ademas, en las membranas incorporadas con CAR restante (0.25 y 0.50 %) también se
observaron propiedades bloqueadoras de la luz UV a longitudes de onda de 190 — 280 nm. Este
fendmeno anteriormente se ha observado en la adicion de diferentes concentraciones de aceite
esencial del laurel en membranas de pectina de manzana y almidon de yuca, mejorando sus
propiedades de barrera frente a los rayos UV en un rango de 200 — 280 nm, fenédmeno que fue

atribuido a la presencia de enlaces insaturados, principalmente C-O (Tagqi y col., 2013).



Por otro lado, Reynolds y Dweck (1999), mencionan que las aplicaciones topicas del AG
en lesiones ocasionadas por la radiacion UV no inducen un beneficio en la salud, sin embargo,
se sabe que puede tener la capacidad de proteger la piel contra los dafos causados por esta
misma radiacion, incluso antes de que ocurra una lesion. Finalmente, en este estudio se demostro
que las membranas PC/AG incorporadas con CAR tienen la capacidad de absorber la radiacion
UV. Sin embargo, por el alcance de nuestro estudio no se pudo conocer el efecto que las
membranas puedan tener sobre la proteccion de tejido sano o los efectos de regeneracion sobre

el tejido dafiado por causa de la radiacion UV, porque no se realizaron estudios in vitro o in vivo.

Tabla 3. Transmitancia de luz (%) y opacidad de membranas PC/AG-CAR.

Longitud de onda (nm)

Membranas 900 800 700 600 500 400 350 280 200 190 Opacidad (%)*
PC 85.42 84.15 82.45 79.51 7455 61.02 37.30 10.94 0.004 0.003 9.67 £ 0.162
PC/AG 86.20 85.10 83.45 80.04 75.84 5181 2554 7.04 0.021 0.340 10.07 £ 0.22%
PC/AG-0.25% 78.30 76.96 75.17 72.00 68.59 47.16 28.36 0.007 0.004  0.040 10.26 + 0.18°
PC/AG-0.50% 82.90 82.21 80.99 78.41 75.00 51.81 30.17 0.001 0.001 0.020 10.07 £ 0.14%
PC/AG-1.00% 68.21 67.31 65.98 63.24 59.61 38.52 20.36 0.019 0.002 0.007 10.08 £ 0.15%

*Diferentes superindices indican una diferencia significativa (p < 0.05).

La opacidad de la membrana es un elemento importante para estimar la incidencia de la
luz que puede afectar sobre lo que se puede observar a través de la membrana. En el area de la
industria de alimentos este parametro es importante porque la transparencia de las peliculas
depende de la probable aceptacion o rechazo por el consumidor. En el area de la salud, el poder
ver a través de un apdsitos o vendajes de tipo transparente es muy importante, ya que nos permite
ver directamente la evolucién de una herida. Los parametros de opacidad se muestran también
en la Tabla 3. Donde podemos observar que no existieron cambios significativos (p> 0.05) de la
membrana control con respecto a las membranas cargadas con CAR (intervalo de 9.67 — 10.26
%). De manera independiente pudimos observar que la membrana control PC fue la que presento
una menor opacidad aparentemente, ya que no puede distinguirse de manera visual, ver Figura
5. Mientras que la membrana PC/AG-0.25% fue la que presenté el mayor valor de opacidad.
Nuestro estudio contrasta con lo reportado por Taqui y colaboradores (2013), quienes
encontraron que la opacidad de las membranas aumenta en relacion con el incremento en la

proporcion de aceite esencial utilizado en la elaboracion de peliculas. Esto podria atribuirse al



estado fisico de los aceites a temperatura ambiente, haciendo que la opacidad dependa en gran

medida de la concentracion de material oleoso en la membrana.

Figura 5. Opacidad de membranas segun la proporcion de PC/AG-CAR incorporado (A: PC; B:
PC/AG; C: PC:AG-0.25%; D: PC/AG-0.50%; E: PC/AG-1.00%).

Microestructura

La microestructura se realizé por microscopia electronica de barrido (SEM) la cual es capaz de
producir imagenes de alta resolucidon de la superficie de la membrana. Las imagenes de SEM
(Figura 6) ilustran las diferencias en la morfologia superficial de las membranas, sobre todo en la
presencia de estructuras amorfas de diferentes tamafios y aspecto blanquecino, que podrian
deberse a la presencia de azucares o compuestos de bajo peso molecular que pudieron haber
sido desplazados en la membrana por la pérdida de agua durante el proceso de su secado,
ademas, en la membrana control de PC/AG (imagen C) se puede observar la presencia de poros,
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que desaparecen en las membranas incorporadas con CAR. También se puede observar que las
estructuras blanquecinas amorfas presentes en las membranas control PC y PC/AG,
disminuyeron con la adicion CAR. Este comportamiento puede atribuirse a granulos de PC no
disueltos en la solucion madre, debido a que anteriormente se ha demostrado que en
preparaciones de membranas de pectina y almidén se han observado estructuras similares
asociadas a granulos de almidon y pectina no gelificados (Fishman y col., 2000).

Por otro lado, se puede observar la presencia de microcapsulas en las membranas de
PC/AG incorporadas con carvacrol (0.25%, 0.50% y 1.00%), donde la membrana PC/AG-0.25%
(imagenes E y F) fue la que aparentemente presentd la mayor proporcion de microcapsulas,
donde podemos observar sobre la superficie microcapsulas con CAR que tienen un rango de
diametro aproximado de 10 a 20 um. Respecto a la PC/AG-0.50, la presencia de microcapsulas
fue menos notoria, pero podemos observar que son de un diametro menor (= 5-10 uym) y se
observan en una parte mas interna de la membrana. Las membranas con mas alta concentracion
de CAR (PC/AG-1.00%) también muestran microcapsulas con CAR con rango de diametro
aproximado de 2-10 pym (imagenes | y J). En esta misma membrana, se observa que el
retraimiento de la matriz de cubierta de PC/AG durante el secado, dejo aberturas que muestran
el interior de las microcapsulas y nos dan una idea de su estructura interna. Contrario a nuestro
estudio, Ramos y col. (2012) encontraron que la incorporacién con CAR y timol en peliculas de
polipropileno pueden desarrollar poros visibles a través del analisis de su microestructura (Ramos
y col.,, 2012). Un comportamiento similar, también fue observado por Altiok y colaboradores

(2010), al utilizar el aceite de tomillo en membranas a base de quitosano.
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Figura 6. Microestructura de las membranas de PC/AG-CAR. A= PC; B= PC; C= PC/AG; D=
PC/AG; E= PC/AG-0.25%CAR; F= PC/AG-0.25%CAR; G= PC/AG-0.50%CAR; H= PC/AG-
0.5%CAR; I= PC/AG-1.0%CAR; J= PC/AG-1.0%CAR (Panel ACEGI: 500X; Panel BDFHJ:
1500X).

Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA)

La PVA es la capacidad que tiene una membrana para permitir el paso de vapor de agua a través
de ella. Para obtener la PVA de las diferentes membranas primero se calculé la RTVA con base
en la ecuacion de la recta obtenida en las mediciones de cada membrana. En la Figura 7, se
muestran los resultados del comportamiento de la PVA de las membranas evaluadas. Donde se
observa que la PC/AG present6 la mas baja PVA (1.51 £ 0.02 g mm m?2 h™' kPa™) al compararse
con todas las membranas e incluso fue hasta 14.68% mas baja que la membrana de PC (1.77
0.12 g mm m2 h'' kPa™) esto debido a que se ha demostrado anteriormente que las membranas
de superficie hidrofilica como las elaboradas con PC, incrementan su permeabilidad al aumentar
el grosor de estas (Denavi y col., 2009; Andrade y col., 2016). Ademas, la adicion de AG en
membranas de gelatina en un estudio realizado por Sui Chin y colaboradores (2017) ha concluido
en que los polisacaridos que estan presentes en el gel pueden aumentar la densidad de las
membranas reduciendo el espacio intersticial en la matriz, lo que lleva a un empaquetado mas
compacto entre las cadenas de polisacaridos de la PC, que, a su vez, reduciendo la cantidad de

moléculas de agua que pueden atravesar la membrana.
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Figura 7. Comportamiento de la PVA de membranas a base de PC/AG-CAR. Literales distintas

entre columnas representan una diferencia significativa (p < 0.05).

De manera particular se puede resaltar la membrana PC/AG-0.25% la cual presentd un
incremento significativo en su PVA del 66.22% con respecto a su similar PC/AG. Este
comportamiento podria explicarse por la formacion y reorganizacion de la matriz, en la superficie
de la membrana con la adicion de CAR al momento de formar las microcapsulas observadas en
el analisis de SEM (Altiok y col., 2010). Por otro lado, las membranas PC/AG-0.50% y PC/AG-
1.00% presentaron un comportamiento similar con un incremento del 39% y 41% respecto a la
membrana control de PC/AG. Esto nos indica, que los incrementos de CAR hacia la membrana,
no necesariamente tiene un reduccion o incremento lineal de la PVA de membranas (Zivanovic y
col., 2005).



Estudios previos muestran inconsistencia en los resultados obtenidos de PVA, cuando se
utilizan aceites esenciales. Ya que algunos establecen que la hidrofobicidad de los aceites puede
ayudar a reducir la PVA en peliculas de quitosano. Mientras que otros autores no refieren cambio
en la PVA cuando se utilizan aceites esenciales en membranas de alginato (Rojas-Gradu y col.,
2007).

Finalmente, Ghanbarzadeh y colaboradores (2006) afirmaron que el uso de glicerol en
formulaciones de membranas también puede tener una influencia significativa en el incremento
de la PVA, lo cual se ha visto previamente en membranas de zeina, debido a que el plastificante
tiene la capacidad de reducir las fuerzas intermoleculares entre las cadenas de los polimeros y
sustituirlas por puentes de hidrégeno formados entre el plastificante y las moléculas del polimero
permitiendo una mayor movilidad de las cadenas (Jantrawut y col., 2017), facilitando la migracion
de moléculas de agua a través de la pelicula. Por otro lado, la hidrofilia del glicerol también puede
favorecer la adsorcion de moléculas de agua, lo que puede contribuir a la reduccion de la PVA
(Jouki y col., 2013). Al igual que el glicerol, el AG también tiene la propiedad de retener agua,
este fenomeno no fue directamente estudiado, pero se puede suponer que una proporcion
importante del agua pudo no haber atravesado la membrana, sino que fue retenida en la misma,

induciendo un probable efecto de hinchazén.

Pruebas Mecanicas

La prueba mecanica de FT fue la prueba considerada para evaluar el comportamiento fisico—
mecanico de las membranas y expresa la tension maxima desarrollada en una membrana durante
la prueba, hasta el punto de rompimiento. Las propiedades mecanicas de las membranas
dependen de las interacciones intra e intermoleculares de las cadenas de polimeros en su red
estructural (Ahmad y col., 2015). En la tabla 4 se muestran los parametros obtenidos de la prueba
de FT, donde se puede observar que la membrana PC/AG fue la que presenté menor FT como
efecto de la adicién de AG, lo cual podria deberse a diferentes enlaces cruzados entre las
cadenas de polimeros. Este comportamiento se demostré anteriormente en un estudio realizado
por Chen y colaboradores (2010) donde la adicién de gel de Aloe perturbé la interaccion y la
alineacion entre las cadenas de gelatina disminuyendo la FT en las membranas.

Por otro lado, la incorporacion de CAR en la membrana PC/AG-0.25% aumentd
significativamente la FT siendo la membrana con este parametro mas alto en el presente estudio.
Taqi y colaboradores (2013) mencionan en su estudio que la incorporacion de ingredientes

oleosos tiene efectos variables (o inconsistentes) en los parametros mecanicos, dependiendo de



su naturaleza especifica y los efectos sobre la microestructura de la membrana, que causan una
reduccion o incremento significativo de la FT en las membranas compuestas. Por su parte, Yuan
y colaboradores (2015) elaboraron membranas de quitosano incorporadas con CAR y obtuvieron
un ligero incremento en la FT al adicionar extracto de cascara de granada. Este comportamiento
contrasta con los resultados obtenidos por Siripatrawan y Harte (2010), que encontraron que la
adicién del extracto de té verde en membranas de quitosano aumenta significativamente la FT.
Probablemente debido a la interaccion entre la matriz de quitosano y compuestos polifendlicos
del extracto de té verde. Por lo anterior, en este estudio podemos suponer que debido a la
naturaleza especifica del CAR y sus efectos en la formacion de microcapsulas, ademas de la
presencia de compuestos polifenélicos como las antraquinonas en el AG estén interactuando intra
e intermolecularmente en la estructura de la matriz de PC en sinergia e influyen en la FT de la
membrana PC/AG-0.25% (De Jesus y col., 2015).

Sin embargo, los parametros de la prueba fueron inconsistente entre las membranas con
la incorporacion de diferentes concentraciones de CAR (PC/AG-0.50% y PC/AG-1.00%)
causando una reduccién significativa. Este resultado confirma lo establecido por Cagri y
colaboradores (2001) quienes mencionan que la incorporacion de aditivos distintos de los agentes

de reticulacion generalmente disminuye el valor de FT.

Tabla 4. Fuerza de tension en membranas de PC/AG-CAR.

Membranas Grosor Fuerza de tension(N/mm?)
(mm)

PC 0.136 £ 0.014 13.121 + 1.099°2

PC/AG 0.113 £ 0.005 0.569 + 0.0166°

PC/AG-0.25% CAR 0.200 £ 0.015 13.878 + 0.6852

PC/AG-0.5% CAR 0.163 + 0.007 7.2184 + 1.606°

PC/AG-1.0% CAR 0.168 + 0.006 3.475 + 1.458¢

*Diferentes superindices indican una diferencia significativa (p < 0.05).



Analisis por Espectroscopia de FTIR

En el area de investigacién de la quimica, biologia, ciencia de materiales, por mencionar algunas,
la espectroscopia de FTIR es utilizada como herramienta de apoyo en la caracterizacion
materiales. En la figura 8 se muestran los espectros caracteristicos de las membranas preparadas
de PC, PC/AG y PC/AG en presencia CAR, el cual se adicion6 a diferentes proporciones (0.25,
0.5y 1.00 % v/v). Los espectros de las membranas de PC y PC/AG muestran bandas y picos
caracteristicos de los grupos funcionales presentes en la estructura molecular de la PC y el AG,
previamente descritas por Gastelum-Cabrera y col. (Datos aun no publicados en revision). La
composicion quimica del AG consiste principalmente de polisacaridos acetilados y desacetilados
en el carbono 6, similar a la estructura quimica de la PC, por lo que los espectros de FTIR en las
membranas compuestas por PC/AG practicamente se conservan. Brevemente, las bandas a
3287 cm™ corresponden al estiramiento del -OH, mientras que los picos que se observan a 2990
y 2880 cm indican las vibraciones de los grupos -O-CHs- y -CHy-, respectivamente, presentes

en ambos polisacaridos.
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Figura 8. Espectro de FTIR (4000-500 cm™') de membranas de PC/AG-CAR.
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Las bandas centradas en 1731y 1620 cm™' corresponden al estiramiento de los grupos -
COO-CHs; y -COO- (Gnanasambandam, 2000; Mishra y col., 2011). El estiramiento del enlace -
C-O-C del anillo de piranosa se identifica por los picos de absorciéon que se observan a 1230 y
1015 cm™ (Gnanasambandam, 2000; Mishra y col., 2008).

Por otra parte, las bandas y picos de absorcién reportadas para el CAR se solapan con
algunas bandas y picos que se presenta el espectro FTIR de PC/AG. Sin embargo, se puede
observar cambios en la posicién de las bandas de absorcion e incluso ensanchamiento de estas
debido a la presencia de CAR. Por ejemplo, el pico a 1015 cm™ correspondiente al anillo de
piranosa presenta un desplazamiento batocrémico de 15 cm™, presentandose a 1030 cm™. Asi
que para identificar la presencia de CAR en las membranas PC/AG, se analizaron tres regiones
del espectro FTIR (1800-1500, 1150-1000 y 950-800 cm™") en donde se identifican bandas y picos
caracteristicos para el CAR (Valderrama y Rojas, 2017). Por ejemplo, en el rango de 1800-1500
cm™, el carvacrol presenta dos picos de absorcion correspondientes a las vibraciones del enlace
C=C. En particular, el carvacrol presenta dos picos a 1620 y 1588 cm™, correspondientes a las
vibraciones C=C del anillo bencénico. Sin embargo, los picos de transmitancia se solapan con la
banda correspondiente al estiramiento asimétrico -COO-. Es importante sefalar que esta banda
de absorcién presenta un desplazamiento hacia el rojo de 7 cm™ (de 1627 cm™a 1620 cm™)
ademas de un cambio significativo en el ancho de la banda centrada, indicando la presencia de
carvacrol en la membrana. Por ultimo, los pequefios hombros a 990 cm™ y 812 cm™ definen a un

anillo de benceno 1:2:4 sustituido y a la vibracién fuera de plano del grupo C-H.

m
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\/\/\ ll

1620

.

1730

—PC
—AG
1% CAR
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1030 ——0.25 % CAR
1600 1400 1200 1000 800 600

namero de onda (cm™)

Figura 9. Espectro de FTIR (1800-500 cm™') de membranas de PC/AG-CAR.



CONCLUSION

Las membranas obtenidas fueron caracterizadas fisicoquimicamente siendo evaluadas distintas
propiedades que estas poseen. Las membranas fueron transparentes y con tendencia a una
coloracién amarilla con diferentes tonalidades segun la proporciéon de sus componentes. Donde,
la opacidad de las membranas no se vio significativamente afectada por la incorporacion de CAR.
Ademas, tuvieron la capacidad de absorber la luz UV y una buena transmision de luz de la region
visible. Las imagenes de microestructura mostraron la presencia de microcapsulas de diferentes
tamanos incrustados dentro de la membrana, ademas de otras estructuras amorfas no solubles.

La incorporacion de CAR hacia la PC/AG aumento la PVA de las membranas al
compararse con los controles. Respecto a las pruebas mecanicas, los resultados de FT fueron
inconsistentes. Por otro lado, el espectro de FTIR ilustré bandas y picos caracteristicos de los
grupos funcionales presentes en la estructura molecular de la PC y el AG, ademas, se observo
un cambio significativo en el ancho de la banda centrada en 1620 cm™, asi como pequefios
hombros a 990 cm™ y 812 cm™ definen a un anillo de benceno 1:2:4 sustituido, lo cual nos indico
la presencia del carvacrol en la membrana. Finalmente, los resultados del presente estudio son
un punto de partida para que estas membranas puedan ser consideradas como un biomaterial

con posibles aplicaciones en el campo de la biomedicina.



RECOMENDACIONES

La caracterizacion fisicoquimica de la matriz de membrana PC/AG-CAR aun tiene mucho por
aportar a estudios futuros, debido a que no existe reportes con anterioridad de la formacién de
dicha matriz incorporada con compuestos bioactivos como el CAR, ademas de existir una
diversidad de propiedades como son la solubilidad en agua, grados de esterificacion, capacidad
antioxidante y antimicrobiana que aun no ha sido evaluada en ella. Asi mismo, existe la posibilidad
de estudiar la interaccién de la matriz con otros tipos de compuestos bioactivos y sus diferentes
concentraciones con la finalidad de ampliar su gama de propiedades presentes.

Por lo que, un estudio de su actividad biolégica, pudieran contribuir para considerar
investigaciones futuras en una probable capacidad antimicrobiana, de proteccion al eritrocito,

entre otras.



ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de Obtencion de Aloe-gel

Obtencion de Aloe gel.

1.- Extraer la pulpa de la 2.- Colocar la pulpa extraida en una 3.- El contenido obtenido en el licuado del
pencas de Sabila con un licuadora, y licuar hasta que se 1 Aloe, filirarlo a travez de una malla (media
cuchillo evitando arrastrar forme un gel homogeneo sin trozos de mujer) Para eliminar |as impurezas de
parie de la corteza. de pulpa definidos. mayor tamaiio que posea el gel.

6.- Afiadir acido citrico 5.- Medir el volumen total obtenido de 4.- Centrifugar el gel ya filtrado a 4000 RPM
anhidro al 0.01 % en -~ Aloe gel. y colocarlo en un vaso de durante 5 minutos. Al termino de 1a primer
proporcion al volumen = precipitados en agitacion moderada. = centrifugacion realizar de nuevo ofra
obtenido total de Aloe centrifugacion para eliminar impurezas 1o
gel. mas posible.

Anexo 2. Condiciones Controladas Método ASTM E96-92

 PAz= 0 kPa (0% HR)

I

dm/d
Exterior '

Pelicula

|

Interior
PA,=3.168 kPa (100% HR)
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