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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar fisicoquimica y microbiolégicamente membranas elaboradas a base de la

combinacién de matrices de Aloe-gel y clara de huevo (CH).

Objetivos Particulares

o Determinar las propiedades fisicas de membranas elaboradas a base de Aloe-gel y CH
en cuanto a su grosor y su apariencia microestructural.

e Medir la tension, elongacion y elasticidad de las membranas de Aloe-gel y CH mediante
pruebas mecanicas.

e Determinar las propiedades de solubilidad (resistencia al agua) y permeabilidad al vapor
de agua (PVA) en membranas elaboradas con Aloe-gel y CH.

e Determinar las propiedades o6pticas de color, transparencia y transmitancia de las
membranas de Aloe-gel y CH.

e Cuantificar la concentracion de proteina soluble de las membranas de Aloe-gel y CH
mediante una maceracion utilizando el método de Bradford.

e Evaluar la actividad antibacterial contra E. coli y S. aureus como cepas de referencia y

cepas de aislado clinico con las membranas a base de Aloe-gel y CH.
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RESUMEN

Las biomembranas son estructuras poliméricas cuyas aplicaciones han sido utilizadas en la
medicina, la industria alimentaria y farmacéutica. Actualmente se ha incrementado el interés por
la basqueda de nuevas matrices naturales para la formacion de membranas, con propiedades
biodegradables y compatibles con los seres vivos. Con base en sus caracteristicas
independientes, una nueva matriz podria ser la clara de huevo en combinacién con el gel de
Aloe vera. Es justamente esta combinacion de matrices la que se utiliz6 para elaborar
membranas en proporciones 50AV:50CH, 40AV:60CH, 30AV:70 (% m/m) y un control de CH.
Las membranas fueron caracterizadas con base en sus propiedades fisicoquimica (mecanicas,
solubilidad, PVA, oépticas y cuantificacion de proteina soluble), microestructurales y la
evaluacién de la capacidad antibacteriana contra E. coli y S. aureus. Las membranas fueron
trasparentes y de coloracién amarilla, con capacidad de absorber la luz UV, con una porosidad
no apreciable a una escala micrométrica y con cumulos de proteina sin disolver. La membrana
30AV:70CH fue la que presentd la mayor plasticidad y la 40AV:60CH la mayor solubilidad (8.4
% respecto al control). No se mostraron cambios significativos en la PVA de las membranas
30AV:70CH y 40AV:60CH, pero si en la de 50AV:50CH (p < 0.05) con respecto al control. No
hubo efecto antibacterial contra E. coliy S. aureus a las 24 horas, y observamos en general una

baja concentracion de proteina soluble en todas las membranas.
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INTRODUCCION

El Aloe sp es un género de plantas actualmente clasificado dentro de la familia de las
Xantoroeaceas con mas de 500 especies descritas, de las cuales las dos especies con mayor
predominio en México son Aloe vera (AV) (Linneo [L]) y Aloe ferox (Miller [M]) (INE, 2014). El
AV es una planta con pocos requerimientos nutricionales, que crece favorablemente en suelos
bien drenados, arcillosos o arenosos, con pH neutro o alcalino. Este tipo de condiciones hace

gue el suelo de valle del Yaqui sea ideal para el desarrollo de esta planta (SAGARPA, 2009).

La planta del AV ha sido utilizada desde hace miles de afios en el hemisferio oriental, y
en América desde la llegada de los conquistadores europeos (INE, 2014). La utilidad del AV es
amplia debido a la gran variedad de propiedades que posee, como acelerador en la sanacion
de pequefias heridas, quemaduras y por su efecto antimicrobiano. Todas estas propiedades
han sido atribuidas a su composicién quimica heterogénea, por eso la industria cosmética y

farmacéutica han empezado a aprovechar estas propiedades (Silva y col., 2013).

Una nueva manera de aprovechar las propiedades benéficas del AV, diferentes a la
aplicacion en geles o cremas, es mediante la formacion de membranas o peliculas utilizando el
gel de la planta como ingrediente de su formacién, en combinacion con otras matrices
poliméricas. La membrana o pelicula es un producto polimérico cuyas aplicaciones pueden ser
muy variadas, por ejemplo, como apésitos en traumatismos dérmicos, recubrimientos
alimenticios, transportadores de compuestos bioactivos, entre otras (Silva y col., 2013; Lopez-
Mata y col., 2011).

Por otro lado, el huevo de gallina (Gallus gallus domesticus) es un producto
agropecuario ampliamente aprovechado en México, pais considerado como el principal
consumidor a nivel mundial, destacando en el orden prioritario de produccién los estados de
Jalisco (55 %), Puebla (15 %) y Sonora (8 %) (UNA, 2014). El principal uso del huevo ha sido
principalmente para el consumo humano, aunque son pocos los estudios que se han enfocado
en buscar nuevas alternativas en el uso de sus constituyentes. Los constituyentes del huevo
son basicamente la cdscara, yema y clara. Esta Ultima esta compuesta en un 90 % agua y el

resto de su composicion en diversas proteinas (Burley y Vadehra, 1989). A la clara de huevo
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(CH) se le han atribuido propiedades de regeneracién celular, bactericida (Hansen, 2006; Fang,
2013) y formadora de peliculas (Herrera, 2011).

Actualmente se ha incrementado la busqueda de nuevos compuestos naturales con la
finalidad de conocer y darle aplicacibn a sus componentes. Por tal motivo, la industria
farmacéutica, cosmética y alimentaria se ha enfocado en la busqueda de nuevas matrices
poliméricas de origen natural, que tengan las caracteristicas de ser econdémicas, no téxicas,
biodegradables y biocompatibles. Algunas de las aplicaciones de las matrices poliméricas en
estos ramos han sido como peliculas y recubrimientos comestibles, apdsitos en tratamientos
dérmicos, encapsulacién y proteccién de compuestos bioactivos (vitaminas, antibiéticos), entre
otras aplicaciones. El Aloe-gel extraido de la planta AV se le ha puesto especial atencion
porque posee una gama de propiedades muy diversas, entre las que se encuentran
regeneracion epitelial, efecto antimicrobiano, hemostatico y la capacidad de formar membranas,
entre otras. La desventaja de estas membranas formadas por el Aloe-gel es la limitada
maleabilidad estructural en forma de membranas, por lo que algunos estudios se han enfocado
en combinar esta matriz con otras, cuya propiedad de formacién ya son conocidas en tanto a la
sustentabilidad fisica. Existen pocos estudios donde se halla utilizado el Aloe-gel junto con otras
matrices poliméricas en la elaboracion de membranas. Una de las probables alternativas seria
la CH, cuyas propiedades formadoras de pelicula han sido demostradas en investigaciones
previas (Herrera y col., 2011; Yadav y Kandasubramanian, 2013). Ademas, a la CH se le han
atribuido diversas propiedades de caracter antimicrobiano. Considerando asi, que una
combinacién de matrices a base de carbohidratos (Aloe-gel) y proteinas (CH) podria generar

una membrana con caracteristicas novedosas.

Las mezclas de matrices de Aloe-gel con CH en proporciones 30AV:70CH, 40AV:60CH
y 50AV:50CH, son las proporciones adecuadas para la evaluacion debido a que mantiene
niveles considerables de AV con respecto a la CH necesaria para su formacion. Las pruebas
consideradas para su caracterizacion se limitaron al grosor, sus caracteristicas
microestructurales, la solubilidad, la permeabilidad al vapor de agua (PVA), el color, la
transparencia, el porcentaje de transmitancia, la cantidad de proteina soluble y la capacidad

antibacteriana.

La fusion del AV y de la CH podria traducirse en la formacion de una membrana que

aporte las caracteristicas particulares de cada matriz, tanto en la conformacion adquirida de la
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membrana, como en las propiedades benéficas, por lo cual se busca la caracterizacion
fisicoquimica y microbiol6gica de membranas elaboradas a base de la combinaciéon de estas

matrices.
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ANTECEDENTES

Aloe vera

El AV es una planta ancestralmente conocida por sus aplicaciones en la medicina tradicional.
Proveniente del noreste de Africa, la palabra Aloe proviene del arabe “Alloeh” que significa
“sustancia brillante amarga, esto debido a las caracteristicas del jugo o acibar del Aloe sp que
se liberan al hacer un corte en la planta. Es justamente el acibar al que las antiguas
civilizaciones atribuian el poder curativo de la planta, asi, desde los antiguos egipcios, arabes,
las mismas tribus africanas, e incluso civilizaciones lejanas de estas regiones como los griegos,
los romanos y los chinos, consideraron a esta planta como uno de los tesoros de la naturaleza

de mayor valor (Garcés, 2004; Lopez, 2004).

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. Especificamente en
México, el AV popularmente conocido como “sabila” es una planta cuyos beneficios son
conocidos desde hace mucho tiempo y los cuales, generacion tras generacion siguen siendo
aprovechados. Las especies del género Aloe sp que se encuentran con mayor presencia en el
pais son: Aloe vera (L) y Aloe ferox (M), pero es la primer especie mencionada la que con

mayor frecuencia se utiliza como opcion terapéutica tradicionalmente (INE, 2014).

Todos los conocimientos heredados por las civilizaciones de la antigliedad sobre las
propiedades de esta planta, es lo que ha llevado a investigadores de todo el mundo a saber
méas sobre las caracteristicas de la misma. Asi como encontrar la manera de explotar sus

beneficios a través de nuevos usos y aplicaciones significativas (Medel y Ortiz, 2006).

Taxonomia del Aloe vera

Las plantas del género Aloe sp pertenecen actualmente a la familia de las Xantoroeaceas

(Tabla 1). Son plantas perennes, xeréfitas y suculentas conocidas por almacenar grandes
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cantidades de agua en su interior, cualidad por la que son resistentes a climas aridos y secos.
El género Aloe sp posee una variedad de especies cuyas hojas son grandes y carnosas
dispuestas en forma de roseta desde la base, que nacen de un tallo pequefio, el cual puede o
no ramificarse, produciendo un nuevo racimo de hojas. El género Aloe sp comprende mas de
500 especies de las cuales el AV es el mayormente estudiado y explotado (Moreno y col.,
2012).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica del Aloe vera.

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Lilidae

Orden Asparagales
Familia Xanthorrhoeaceae
Subfamilia Asphodeloideae
Género Aloe

Especie A. vera

(clasificacion de Linneo)

A. barbadensis

(clasificacion de Miller)
Variedades A vera var. Vulgaris

A vera var. Humilis

A vera var. Mitiformis

Moreno y col., 2012; Vélez y Villa, 2012.

Caracteristicas de las Hojas del Aloe vera

Las hojas de la planta AV 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.
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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). (INE, 2014; CSHF, 2013;
CONACYT, 2014).

Figura 1. Planta de Aloe vera.

Las hojas de sabila se componen de tres elementos, corteza, capa fibrosa y la pulpa
(Figura 2). La corteza de las hojas de AV es una firme envoltura de color verde formada de
células flexibles con cloroplastos y estomas. Los 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, ubicados en el interior de la pulpa y adyacentes a la
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corteza. Los canaliculos son clasificados de acuerdo a su funcion en tres tipos: xilema, floema 'y
tubos periciclicos. Los xilemas son pequefios canales encargados del transporte de agua y
sales, de la raiz a la hoja; por su parte los floemas son pequefias vainas encargadas de la
distribucion de sustancias organicas como carbohidratos en la hoja; finalmente los tubos
periciclicos son pequefios tubos encargados del almacenamiento y transporte del acibar (jugo
de AV) a lo largo de la hoja (Moreno y col., 2012).

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
gue 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 (INE, 2014; Stevens, 2006; Moreno y col., 2012; S/N, 2013).

Corteza

Xilema

Capa
fibrosa

Figura 2. Partes de la hoja de Aloe vera.
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Composicion Quimica del Gel de Aloe vera

La composicion quimica del gel de AV (Aloe-gel) es muy 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
nutricién, la lluvia o el riego, el terreno, el clima, la edad de la planta e incluso la forma de
obtencion del gel. La composicién quimica del AV basicamente es agua en un 98.5 % y el resto
una variedad muy grande de componentes, siendo los principales carbohidratos (60 %),
antraquinonas, proteinas, vitaminas, minerales y otras moléculas de baja masa molar (Choi y
Chung, 2003).

Entre los carbohidratos encontrados en el Aloe-gel se encuentran monosacaridos, como
la glucosa, la galactosa y la manosa, y polisacaridos como el mucilago, celulosa, pectinas,
glucomananos (acetilados y no acetilados) y acemananos, entre otros. La diversidad de
carbohidratos es un factor importante en las multipropiedades que posee esta especie. Los
acemananos son los carbohidratos que mas ampliamente han sido estudiado, por sus
propiedades estimuladoras 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).

Otros componentes importantes del AV son los compuestos fendlicos, con poder
antioxidante, conocidos como antraquinonas y cromonas. Las antraquinonas son compuestos
encontrados en algunas plantas siendo base de una cantidad considerable de pigmentos,
presentando actividad antibacteriana y antifingica. Algunas atranquinonas encontradas en el
AV son la aloina, la isobarbaloina y la aloemodina, de las cuales la primera es el componente
principal del acibar, y la cual es conocida por sus efectos laxantes y antifiungicos. Por otro lado,
las cromonas son compuestos orgénicos conocidos por presentar una amplia gama de efectos
biol6gicos como antibiético y antiinflamatorio; las principales cromonas aisladas del AV son la
aloeresina A y la aloeresina B. El AV contiene en su composicion 20 tipos de aminoacidos, de
los cuales la arginina es la méas abundante, glicoproteinas y algunas enzimas como la catalasa,

la amilasa y la oxidasa. (Vega y col., 2005; Vélez y Villa, 2012; Zapata y col., 2012)
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La planta AV también es rica en vitaminas y minerales. Entre las vitaminas que aparecen
en su composicion encontramos el a-tocoferol (vitamina E), el acido ascérbico (vitamina C), la
tiamina (vitamina B:), la riboflavina (vitamina B), la niacina (vitamina Bs), el &cido folico
(vitamina By) y trazas de cobalamina (vitamina Bio). Entre los minerales que se han identificado
en el AV estan el calcio, el fésforo, el potasio, el hierro, el sodio, el magnesio, el manganeso, el
cobre, el cromo, el cinc, entre otros (CSHF, 2013; Vélez y Villa, 2012; Vega y col., 2005).

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 sus rapidos efectos. En México y en
otras partes del mundo, el AV es ampliamente usado como una alternativa natural en disciplinas
como la medicina, la cosmetologia y la farmacéutica, e incluso actualmente la industria
alimentaria aprovecha las propiedades de la planta 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 agronomia, 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 su gran gama de beneficios, entre
los cuales destacan su estimulacion para una respuesta inmune mas efectiva, participando 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 la rapida
recuperacion del tejido dafiado por heridas y/o quemaduras dérmicas (Zapata y col., 2012).
Otras aplicaciones se han encaminado en la elaboracién de cremas (filtros solares) para el
bloqueo solar con AV, ya que algunos de sus componentes tienen la particularidad de que
pueden bloquear la radiacion UV. Ademas se ha utilizado para regular el pH intestinal y acelerar
los movimientos peristélticos del intestino (laxante) y para reducir la presencia de algunos
microorganismos patogenos fecales e incluso sanar Ulceras gastricas (Patruni y Srinivasa,
2014).
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La cosmetologia es la disciplina en la que el AV ha sido muy explotado, debido a las
caracteristicas emolientes, humectantes, hidratantes, astringentes, desinfectantes, de
regeneracion celular y por su elevado poder penetrante en la piel, por eso, se ha explotado en
la produccion de una diversidad de productos como jabones, cremas, tonificantes, lociones para
la piel, filtros solares y otros (INE, 2014; Almonacid, 2012). Los efectos de esta planta se le han
atribuido a la accién de sus nutrientes y a la sinergia entre los mismos componentes (Medel y
Ortiz, 2006).

Clara de Huevo

El huevo, particularmente el de gallina, es un alimento cuyo consumo por el hombre es
ancestral. Se estima que la crianza de gallinas para la produccion de huevo nacié en el sureste
de Asia, para luego extenderse al resto de Asia, Africa, Europa y América. A nivel mundial,
China es el principal productor de huevo (Araneda, 2015; IEH, 2009) mientras que a nivel
nacional, el principal Estado productor de este producto es Jalisco, seguido de Puebla y Sonora,
respectivamente (Figura 3) (UNA, 2014).

1.7 Principales Estados Productores de Huevo 2013
Main Egg Producing States in Mexico 2013
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Figura 3. Principales estados productores de huevo en México en el afio 2013.
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La principal aplicacion que recibe el huevo de gallina es la de alimentacion, lo cual lo
reconoce a nivel internacional como uno de los alimentos con aportacion proteinica mas

elevado (Paredes y col., 2014) y de bajo costo en su produccion (Souza y Fernandez, 2012).

El huevo es considerado un gameto que aporta el miembro femenino de las aves en la
reproduccion sexual, el cual puede estar o no fecundado. Los componentes del huevo son
basicamente la yema (31 %), la CH o albumen (58 %) y la c4scara o cascaron (11 %) (Barroeta,
2014). La CH es una solucion viscosa que rodea la yema y se encuentra contenida dentro de
las membranas del cascaron. Esta porcién del huevo estd compuesta por cuatro capas, la
albumina fina externa (16.8 %), la albumina fina interna (57.3 %), la albimina gruesa (23.2 %) y
las chalazas (2.7 %) (Figura 4). El contenido bioquimico es el mismo en todas las capas,
excepto por los niveles de ovomucina, proteina encargada de dar la viscosidad a la CH y lo cual
es cuatro veces mayor en la albimina gruesa que en las albuminas finas (Yamamoto y col.,
1997; FESC, 2010).

Albimina gruesa

Cascara .

Chalazas y - e ° \ Albumina fina externa

Yema

Albumina fina interna

Disco germinal

Membrana vitelina

Membrana testaceas

Camara de aire

Figura 4. Constituyentes del huevo de gallina (IEH, 2009).
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Composiciéon Bioquimica de la Clara de Huevo

La CH es la parte mayoritaria del huevo, formada principalmente por agua en un 88%, el resto
son productos solidos, de los cuales 10.4 % corresponden a proteinas y el resto a otros
componentes mas pequefios como minerales y riboflavina (Paredes y col., 2014; Yamamoto y
col., 1997). Las principales proteinas de la CH que le brindan importantes funciones biolégicas

son la ovoalbumina, la ovotransferrina, la lisozima y la ovomucoide (Yamamoto y col., 1997).

Tabla 2. Componentes proteicos de la clara de huevo.

Tipos de Proteinas Concentracién (%) Masa molar (kDa)
Ovoalbdmina 54 45
Ovotransferrina o conalbumina 12 76
Ovomucoide 11 28
Ovomucina 3.5 -
Ovoglobulina G2 4 49
Ovoglobulina G3 4 49
Lisozima 34 14
Ovomacroglobulina 0.5 -
Ovoglicoproteina 1 24
Flavoproteina 0.8 32
Ovoinhibidor 15 49
Cystatina 0.005 13
Avidina 0.5 68

Yamamoto y col., 1997

Ovoalbumina. La ovoalbimina es una proteina que pertenece a la familia de las
serpinas y es el principal componente proteico de la CH (Huntington y Stein, 2001). Es una
fosfoglicoproteina que se desnaturaliza muy facil con el calor; es rica en grupos sulfhidrilo,
procedentes de cisteina y metionina. Existen tres subunidades de esta proteina, Al, A2 y A3

solamente diferenciadas por la cantidad de fosforo (FESC, 2010).
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La ovoalbumina es una proteina de mucho interés en biotecnologia como portador
macromolecular, por demostrar caracteristicas de biodegradacion, no ser téxico, por ser
metabolizado in vivo produciendo productos inocuos, no inmunogénicos, faciles de purificar y

por su solubilidad en agua (Elzoghby, 2011).

Ovotransferrina. Es la segunda proteina mas abundante en la CH. Es igualmente
rapida en desnaturalizarse al calor; no presenta fésforo en su estructura ni grupos sulfhidrilo,
pero es rica en enlaces disulfuro y posee terminaciones con carbohidratos en su estructura.
Esta proteina es principalmente conocida por la capacidad de atrapar ciertos metales como el
hierro, cobre, cinc y aluminio, lo que le confiere ciertas propiedades antimicrobianas y
antioxidantes (FESC, 2010).

Lisozima. La lisozima de la CH es una proteina que comprende cerca del 3.4 % de la
CH con una masa molar de 14.3 kDa, y compuesta por una cadena de 129 aminoacidos con
cuatro enlaces disulfuro, encargados de conferirle una alta estabilidad a la proteina (Carrillo,
2013). Esta proteina se caracteriza por la capacidad enziméatica de disolver la pared celular de
ciertos microorganismos bacterianos gram positivos (FESC, 2010).

Polimeros Biodegradables

Los polimeros biodegradables son generalmente compuestos de origen natural derivados de la
composicion, la produccion o el desecho de otros organismos. En la actualidad estos
componentes poliméricos estdn siendo ampliamente aprovechados en la industria para la
sustituciéon de los plasticos derivados del petréleo, reduciendo los niveles de contaminacion por

basura plastica (Caballero, 2010).

Los polimeros naturales son preferidos por los consumidores por su menor toxicidad,
bajo costo, su libre disponibilidad y su biodegradabilidad. Sin embargo, los polimeros naturales
presentan algunas limitaciones como la tasa de hidratacién descontrolada, la contaminacion

microbiana y la tendencia a la viscosidad durante el almacenamiento (Kulkarni y col., 2010).
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Especificamente en el campo de la medicina, los polimeros son sustancias o conjunto de
sustancias de origen natural o sintético que sirven para un brindar un beneficio de salud a un
organismo como un tratamiento o la sustitucion de una funcién. Los polimeros naturales deben
presentar ciertas caracteristicas para poder ser aplicados en un organismo, por ejemplo, no
deben ser mutagénicos, cancerigenos, toxicos y/o antigénicos. Dentro de los polimeros
naturales existen los polimeros de naturaleza proteica como la albimina y el colageno y los de

naturaleza carbohidrato como el quistosano, quitina y carboxicelulosa (Infante, 2006).

En la industria alimentaria, estos biopolimeros se han utilizado como recubrimientos
comestibles o biopeliculas. Estos son capas delgadas de material biol6gico comestible
dispuestas sobre un producto alimenticio como recubrimiento, y cuya funcién 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 complementando
los beneficios de las peliculas. lgualmente que los polimeros de aplicacion médica, en la
industria alimentaria se han venido utilizando matrices de naturaleza proteica, carbohidrato o
lipidica, que exigen que no presenten riesgos para la salud del consumidor, ademéas de que

pueda ser comestible, econémica y biodegradable.

Los polisacéridos son carbohidratos que se han utilizado en la industria alimentaria,
porque algunos de ellos son capaces de formar matrices estructurales con buenas propiedades
mecanicas y de resistencia al agua. Por otra parte, las proteinas forman peliculas cuyas
propiedades de resistencia contra la humedad son mas débiles que las de los polisacaridos,
pero al contrario tienen mejores propiedades mecanicas (Salgado, 2015). La combinacion de
matrices carbohidrato y proteina da como resultado peliculas con buenas propiedades

mecénicas, pero con pobres propiedades de barrera debido a su hidrofilia (Pereda y col., 2014).

Aloe vera en la Formacién de Membranas

Los trabajos en los que se involucra al AV son muchos y muy variados en cuanto a objetivos;
estudios de la composicién, determinacién de propiedades, y busqueda del uso 6ptimo que se
le pueda dar, sobre todo para optimizar al méximo las cualidades que la naturaleza ofrece a

través de esta planta. De esta manera, y retomando la industria biotecnolégica de la elaboracién
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de membranas y/o peliculas, se encuentra en la literatura que ya desde hace algunos afios
varios investigadores se han dado a la tarea de buscar la manera en la que se puedan
aprovechar los beneficios que aporta el AV, por ejemplo, Saibuatong y Phisalaphong (2010)
disefiaron una membranas a base de Aloe-gel y celulosa bacteriana, y al realizar un estudio de
espectroscopia de infrarrojo se reveld que la interaccién intermolecular se establecia a través de
los grupos funcionales amino de los componentes del AV. Este estudio de la interaccion, dejé
sentado que es posible la formacién de membranas a través de la combinacién del Aloe-gel con
otras matrices formadoras de membranas. Por otro lado, Khoshgozaran y colaboradores (2011)
elaboraron membranas con polimeros de quitosano (conocido como formador de membrana), al
cual se le incorporé con AV en proporciones de masa/masa 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40 y
50:50, todas en funcién del quitosano y a las cuales se les evalud distintas pruebas fisicas
(grosor, color, permeabilidad al vapor de agua, solubilidad en agua y propiedades mecanicas),
resultando la de mejor cualidad la membrana en proporcion 80:20. Esto es evidencia de que el
Aloe-gel, pueden combinarse con otras matrices y mejorar sus propiedades formadoras de

membranas.

Por su parte, Pereira (2013), establecié que la elaboraciébn de membranas de AV con
alginato exhibe mejores caracteristicas de transparencia y flexibilidad, ademas de un
incremento significativo de la hidrofilia, conforme se aumenta la proporcion de AV. Mientras
tanto, Silva y colaboradores (2013) también demostraron que membranas de AV incorporadas
con quitosano pueden inducir cambios importantes en las caracteristicas fisicas y
antimicrobianas. Los estudios antes mencionado, fueron encaminados para la posible aplicacion
biomédica de las membranas. Por otro lado, con fines de aplicar membranas en productos
alimenticios, Benitez y colaboradores (2013) elaboraron una membrana a base de Aloe-gel, con
el objetivo de proteger el fruto del kiwi para reducir el desarrollo microbiano y aumentar su vida
de anaquel. También se han probado combinaciones de Aloe vera y Aloe arborescens para la

conservacion de duraznos con un incremento significativo en su vida util (Guillén y col., 2013).

Ovoalbimina en la Formacion de Membranas

La elaboracion de membranas a base de albumina de huevo ha sido utilizada para diversos

fines en la industria cosmética y alimentaria. Herrera y colaboradores (2011) se enfocaron en
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elaborar membranas de quitosano y ovoalbumina adicionada con carbonato de calcio (CaCOs)
Por su parte, Yadav y Kandasubramanian (2013) demostraron que las membranas de albumina
de huevo con alcohol polivinilico adicionadas con extracto de las plantas Azadirachta indica y
Curcuma longa, presentan actividad antibacteriana. También se ha demostrado que
membranas preparadas con zeina e incorporadas con lisozima de huevo de gallina pueden

funcionar como antioxidante y antimicrobiano (Gugbilmez y col., 2006).

Las combinaciones de matrices anteriores han demostrado tener caracteristicas
benéficas, en diferentes contextos, pero sobre todo caracteristicas que permiten la formacion de
membranas. Por su parte Jerez y colaboradores (2007) demostraron que la mezcla de albumina
de huevo con glicerol tiene mejores cualidades en cuanto a las propiedades viscoelasticas y
reoldgicas, en comparacion con otras proteinas como el gluten. Por otro lado, Elzoghby y
colaboradores. (2012) observaron que nanoparticulas de albumina pueden servir como
transportador y administrador de farmacos. Finalmente, Nafchi y colaboradores (2013)
establecen que las propiedades mecénicas de los geles de proteina de huevo varian en cuanto
a la presencia de azUcares reductores y/o el acido ascorbico, que suelen ser responsables de la

rigidez, posiblemente debido a la formacion de enlaces por reacciones de Maillard.

Todas las aplicaciones que se han mostrado del AV en cuanto a sanacion de heridas,
efectos antihemorrégicos, antiinflamatorios, protector de la piel y antimicrobiano (Silva y col.,
2013), ademas de los beneficios de la CH, tanto nutricionales, como factor importante en la
regeneracion celular y la actividad antibacteriana de sus enzimas (Hansen y Mecham, 2006;
Fang y Huang, 2013), son algunas de las propiedades que podrian aprovecharse para la
formacion de nuevas membranas que puedan servir como nuevos sistemas de proteccion de
tejidos celulares sanos y dafiados, ademéas de posibles modelos de transporte de sustancias
bioactivas, (antibacterianos, antioxidante, antifingicos e incluso nutraceuticos) que sirvan como

protectores de un compuesto hasta la liberacion en un punto deseado.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion del Gel de Aloe vera

El AV que se utilizé para este estudio, procedidé de una planta silvestre en un domicilio
particular, propio de la regién, con mas de dos afios de haber sido plantada. Para la obtencion
del Aloe-gel, las hojas de la planta fueron cortadas desde la base con ayuda de un cuchillo
comun. Las hojas fueron envueltas en un papel estraza y transportadas al Laboratorio de
Biologia del Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora. Una vez en el
laboratorio, fueron lavadas para eliminar las trazas de latex y los posibles rastros de tierra.
Posteriormente, se retird la corteza de las hojas por medio de fileteo para obtener sélo la pulpa
del AV (Aloe-gel). Como la pulpa se encuentra compactada, fue necesario licuarla hasta formar
un gel con la viscosidad deseada. Posteriormente, se filtr6 con una malla de poliéster para
retirar los restos de fibras vegetales y las burbujas de aire. Una vez realizado este
procedimiento se centrifugd (CRM Globe, mod. Centrificient 1) a 617 g por 10 minutos y el
sobrenadante se recolect6 y nuevamente se filtr6 en una malla de poliéster limpia. Todo el gel
obtenido de este procedimiento se pesé en una balanza (Mettler Toledo, mod. MS3002S). Con
base en la masa obtenida del Aloe-gel se le adicioné acido citrico (0.1 % m/m) y se agité a 8
RPM por 15 minutos en placa de agitacion (Corning, mod. PC-220). Una vez terminado, se
prepararon alicuotas de 50 mL y se congelaron a -20 °C.

Recoleccién de Clara de Huevo

Los huevos blancos de gallina (Gallus gallus domesticos) se adquirieron en el comercio local.
Para la obtencion de la CH; se rompié la cascara con cuidado en la parte superior y se extrajo la
CH con cuidado de no contaminarla con la yema. A partir de la CH obtenida, se formé una
mezcla homogénea con la clara de diferentes huevos y a partir de esta, se prepararon alicuotas

de 50 mL y se congelaron a -20 °C, hasta el momento de la elaboracién de la membrana.
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Elaboraciéon de Membranas

Se prepararon tres tipos de membranas con diferentes proporciones de Aloe-gel y CH y un
control de CH. Las combinaciones de las matrices se realizaron en proporciones de Aloe-gel/CH
como sigue: 0AV:100CH (control), 50AV:50CH, 40AV:60CH y 30AV:70CH (m/m). A cada una
de las disoluciones se les adicioné el 3.75 % glicerol (m/m). Estas mezclas de matrices fueron
agitadas a 8 RPM por 15 minutos. Una vez realizado este procedimiento, se midieron 10 mL de
la solucidn y se filtraron con una malla de algoddn y se decanté cada una de las soluciones en
un molde de silicon con seis espacios de 6 cm de diametro, con capacidad de soportar una

temperatura de hasta 204 °C (utilizado cominmente en el horneado de pan).

Una vez en el molde, se colocaron en un horno (Binder, mod. FD53) a 30 °C por 22
horas con 30 minutos. Posteriormente, se expusieron a temperatura ambiente por 30 minutos y
luego fueron calentadas de nuevo a 80 °C por una hora. Una vez transcurrido este lapso se
redujo la temperatura a 40 °C y se dejaron bajo estas condiciones por 21 horas con 30 minutos.
Después de este tiempo, las peliculas fueron retiradas del molde de silicbn con mucho cuidado.
Las peliculas se guardaron individualmente en sobres de papel encerado dentro de bolsas con
cierre hermético con gel de silice como desecante en su interior a 25 °C hasta el momento de

su andlisis.

Evaluacién Fisica

Grosor

El grosor se midié con un micrémetro (Mitutoyo, Japdn) con precision de 0.001 mm. Para ello,
las mediciones se realizaron en diferentes puntos al azar de la membrana (Khoshgozaran y col.,
2011). Estas mediciones se usaron también para estimar la transparencia y la permeabilidad al

vapor de agua.
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Figura 5. Metodologia de elaboracion de membranas de Aloe-gel-CH.
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Pruebas Mecanicas

Se utiliz6 el método estandar ASTM-882-95 (ASTM, 1995) para medir la fuerza de tension (FT),
porcentaje de elongacion (%E) y el médulo de elasticidad (ME). Las peliculas se cortaron en
rectangulos (6 x 1 cm) y se acondicionaron a 52 % de humedad relativa durante 24 horas antes
de la prueba con bromuro de sodio (NaBr). Tras el acondicionamiento, se montaron y se
sujetaron con garras de texturometro Taxt-Plus (Stable Micro Systems, Surrey, Reino Unido).
Los resultados se analizaron con el Software Exponent Lite (Versidén 4.0). Las condiciones de la
prueba fueron con carga de 30 kg, longitud de calibre inicial de 4 cm y se estiraron utilizando
una velocidad de 20 mm/min. FT se expres6 en MPa y se calcul6 dividiendo la carga maxima
por el area de seccion transversal inicial de la pelicula. %E se calcul6 como razén de aumento
de la longitud a la longitud inicial de la pelicula y se expresé como porcentaje. El ME se evalu6
segun el comportamiento lineal de la pendiente de tensién. Todas las pruebas se repitieron

cinco veces para cada tipo de pelicula.

Caracterizacion de la Microestructura

La morfologia de las peliculas obtenidas se examinaron con un microscopio electronico 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 las muestras se enviaron
al Departamento de Investigacion en Polimeros y Materiales de la Universidad de Sonora en

Hermosillo, protegidas segun la forma de almacenamiento antes mencionada.

Solubilidad (Resistencia al Agua)

La solubilidad se determiné segun lo informado por Casariego y colaboradores (2009). Las
membranas se cortaron en cuadros de 1.0 x 2.5 cm y se colocaron en un horno con vacio

(Binder, mod. VD 115) (35 kPa x 24 horas) para obtener la masa seca de las membranas.
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Posteriormente las membranas se sumergieron en 20 mL de agua destilada en cajas Petri y
mantenidas a 25 °C por 24 horas con agitacion ocasional. Una vez transcurrido el tiempo, se
volvié a secar hasta masa constante en el horno con vacio, para determinar la masa de materia
seca, que no se solubilizé en el agua. La solubilidad se calculé con base en la siguiente

ecuacion:

. Mi-Mf
Solubilidad= W 100

Permeabilidad al Vapor de Agua

La PVA, se determind gravimétricamente basados en el método ASTM E96-92 (Guillard y col.,
2003). Para ello, las membranas a probar se sellaron en la parte superior de tubos de ensaye
de vidrio de 13 x 100 mm, los cuales, contenian 2.5 mL de agua destilada (100 % de humedad
relativa (HR); 3.168 kPa de PVA a 25 °C). Posteriormente, se colocaron en un desecador con
sulfato de calcio anhidro a 25 °C y 0 % de HR (0 kPa de PVA). Los tubos de ensaye sellados,
se pesaron en intervalos de 3 horas por 12 horas. El estado ideal y uniformidad de las
condiciones de PVA se asumi6 con una circulacion de aire constante fuera del tubo de prueba.
Para ello, se utilizé un ventilador miniatura dentro del desecador. Con el valor de las diferencias
de masa perdida del tubo se hizo una grafica con respecto al tiempo, para estimar la pendiente
mediante la ecuacion de la recta. Una vez obtenida la pendiente se calculé la razén de

transmisiéon de vapor de agua (RTVA) mediante la siguiente ecuacion:

Pendiente
RTVA=

Area de la Pelicula

La PVA de las peliculas se calculd6 multiplicando la RTVA por el grosor promedio de la
pelicula (g) y se dividio por la diferencia de las presiones parciales dentro (PA1) y fuera del tubo

(PA2) como se expresa en la ecuacion:

Pendiente

PVA= BAT-PA)
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Color

Las membranas se midieron con un colorimetro (X-rite SP-64), para ello se tomaron tres
peliculas de cada concentracién, de las cuales se tomé el promedio de cinco mediciones al
azar. El color de la pelicula se expres6 con base en el modelo CIELAB (L*, a* y b*), los
parametros seleccionados como L* representaran la luminosidad del material estudiado y b*

representa una escala de color de amarillo al azul y a* del verde al rojo.

Transparencia

Los datos de grosor de las membranas y el porcentaje de transmitancia a 600 nm se utilizaron
para calcular la transparencia segun lo establecido por Han y Floro (1997). Esto se calculd con

base en la siguiente ecuacion:

T= -|Og Teoo/g

Donde T: transparencia; Teoo: transmitancia a 600 nm y g: grosor de la membrana.

Transmitancia

Primeramente se prepararon pequefios cortes de pelicula de 1.3 x 4.5 cm; los recortes de
pelicula se dispusieron en una celda de cuarzo recargadas completamente paralelas a una de
las caras transparentes de la celda. Las celdas con las peliculas son llevadas al
espectrofotometro de barrido (espectrofotometro UV-vis Marca Cintra 10e, Australia) Se hizo un
barrido de la transmitancia por triplicado a cada una de las membranas a las siguientes
longitudes de onda: 200, 280, 350, 400, 500, 600, 700 y 800 nm. De esta manera

comprendemos tanto el rango ultravioleta como el visible (Han y Floro, 1997).
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Evaluacién Quimica

Cuantificacién de Proteina Soluble en Microplaca por el Método de Bradford

Para la cuantificacion de proteina de las membranas por el método de Bradford (1976), primero
se realiz6 una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) como proteina estandar. La
concentracion de la solucién estandar fue de 25 ug/mL, y para la elaboracién de la curva se
hicieron mediciones por triplicado en microplaca de cinco concentraciones conocidas, 3, 6, 9, 12

y 15 pg/mL.

Una vez preparadas todas las diluciones se incubaron a temperatura ambiente por cinco
minutos y posteriormente se leyeron en un lector de microplaca (BIO RAD. iMark). El valor de
R? obtenido fue igual a 0.994 con un coeficiente de variacion menor al < 5 % en todas las
mediciones. Con base en esta curva estandar se cuantificé la proteina soluble en las

membranas.

Para la cuantificacion de proteina se prepararon soluciones con las membranas de
proporcion 50AV:50CH, 40AV:60CH, 30AV:70CH y la membrana control de CH. Para ello se
peso 0.1 g de cada una de las membranas y se sumergieron en 10 mL de agua. Después de 20
horas de estar sumergidas en agua, las peliculas fueron homogenizadas en un ULTRA-
TURRAX por 10 minutos a 12,000 RPM. Posteriormente las soluciones fueron centrifugadas a
699 g por 5 minutos, se separ6 el sobrenadante y este fue el utilizado para la cuantificacién de
proteina. Los volimenes utilizados para la cuantificacion fueron de 25 pL de muestra 'y 225 pL
de solucion de Bradford. Las soluciones fueron incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos y leidas a 595 nm en el lector de microplaca. Las absorbancias fueron calculadas
utilizando la ecuacioén de la recta de la curva estandar; las unidades se expresaron en pug/mg de

pelicula.
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Evaluacién Microbioldgica

Capacidad Antibacteriana

La capacidad antibacteriana de las membranas fue medida en bacterias de aislado clinico
previamente identificadas con un equipo automatizado (Biomerieux, mod Vitrek 2) y utilizando
cepas de referencia. Estas bacterias fueron Staphylococcus aureus (ATCC 9144) y Escherichia
coli O157:H7 (ATCC 43890). Las bacterias se inocularon en caldos nutritivos e incubados a
37 °C por 24 horas en una incubadora (Binder, mod. FD53). Posteriormente se prepard una
dilucién de las cepas hasta la escala 1 x 10° en la escala de McFarland, y de esta dilucion se
tomaron 100 pL para inocular las cajas con agar Muller-Hinton. El extendido del inoculo se
realizé con perlas de vidrio estériles (Rojas-Grau y col., 2006). Sobre el medio inoculado se
colocaron discos de 6 mm de didmetro, de recortes de las membranas de Aloe-gel y CH en
proporciones 50AV:50CH, 40AV:60CH y 30AV:70CH, discos de la pelicula control de CH y
discos de papel filtro impregnado con Aloe-gel y CH, asi como un control positivo de papel filtro
sin impregnar. Ademas, se probaron el Aloe-gel, la CH, la soluciéon formadora de membrana
Aloe-gel-CH (50AV:50CH) con y sin glicerol y agua (control), depositando 50 pL en pequefios
pozos de 5 mm de diametro en el agar. Una vez que se tuvieron todas las cajas inoculadas y
con sus respectivos discos y/o pozos, se incubaron a 37 °C por 24 horas. Una vez transcurrido
este periodo, se extrajeron las cajas de la incubadora y se procedi6 a medir los halos de
inhibicion o revisar la inhibicién al contacto con el disco (Figura 6). EI método que se utilizé para
la medicién de la actividad antibacterial fue el de difusion en agar y la inhibicién por contacto
(Rojas-Grad y col., 2006; Silva y col., 2013).
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medio
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evaluaron en cada cepa B .|

Incubacién
37°C/24h

Figura 6. Metodologia para la evaluacion de la capacidad antibacteriana
de membranas Aloe-gel-CH.

Analisis Estadisticos

Los datos se realizaron por triplicado y se analizaron mediante un andlisis de varianza donde se
obtuvieron la media y el error estandar. Para ello se consideraron como factores la
concentracion de las membranas y como variable de respuesta la transparencia, color, PVA,
solubilidad, concentracion de proteina y pruebas mecéanicas. Para la toma de decisiones se
utilizé la prueba de comparaciones de Duncan (a= 0.05). Todo lo anterior, se realiz6 mediante el
paquete estadistico NCSS, 2000.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion Fisica

Pruebas Mecanicas

Las pruebas mecéanicas de FT, %E y ME, fueron las pruebas consideradas para evaluar el
comportamiento fisico-mecanico de las membranas. La FT es la fuerza que se aplica a un
material hasta el punto de rompimiento; el %E se refiere al cambio en la medida de la longitud
de un material cuando se le aplica una fuerza hasta antes de su deformacion; por su parte el
ME (mddulo de Young) es un pardmetro que caracteriza el comportamiento elastico de un
material. Hay que destacar que no se presentan los resultados de las pruebas mecanicas de las
membranas Aloe-gel-CH de las proporciones 50AV:50CH debido a que resulté imposible de
sujetar en la probeta de prueba utilizada en el equipo de medicién; esta imposibilidad derivé de

su misma naturaleza (alta adhesividad y elevada fragilidad).

En la tabla 3 se muestran las pruebas mecéanicas de las membranas evaluadas, donde
podemos observar que la membrana control presentd la mayor FT y esta se redujo
significativamente al adicionar Aloe-gel a la CH (p< 0.05) aunque significativamente los
resultados del control fueron diferentes a los de las membranas evaluadas. Respecto al %E,
encontramos que las peliculas adicionadas con Aloe-gel fueron significativamente menos
rigidas que el control, lo que también pudimos evidenciar por su baja elasticidad mostrada por
los valores de ME, siendo la membrana 30AV:70CH con una mejor caracteristica plastica. El
aumento en la concentracion (40AV:60CH) no mejoré esta caracteristica, incluso se observo
que en proporciones 50AV:50CH, no fue posible evaluar su comportamiento mecénico. Con lo
anterior podemos decir, que si bien es cierto que la adicion de Aloe-gel mejora la naturaleza
plastica de las membranas, también es cierto que un incremento en su concentracion mas alla,

Nno necesariamente representd una mejora en la caracteristica plastica.

Estudios previos han evidenciado que el Aloe-gel es una matriz que en conjunto con otras

matrices tienen la capacidad de formar membranas o peliculas, y a las cuales puede otorgar
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ciertas caracteristicas que suelen favorecer su flexibilidad (Khoshgozaran y col., 2011). Por otro
lado, se ha observado que grandes concentraciones de Aloe-gel adicionados durante la
elaboracion de membranas pueden ocasionar la pérdida de su estructura, ocasionando una
deformacién en las membranas (Saibuatong y Phisalaphong, 2010). Por su parte el uso de un
plastificante como el glicerol en conjunto con una matriz de proteinas como la CH suele generar
una membrana con buenas caracteristicas de flexibilidad debido a la buena interaccion de sus

moléculas (Lee y col., 2013).

Tabla 3. Pruebas mecanicas de las membranas de Aloe-gel-CH.

Factores FT (MPa) %E ME (MPa) Grosor (um)
M+ ES* M + ES* M + ES* M + ES*
*Aloe-gel (%) CH (%)
Control 22.88+3.04* 6.97+1.98 16.04 +1.77%  0.22+0.01°
30 70 4.22+0.58> 30.86+4.28 98.59+10.65* 0.22+0.01°
40 60 1.80+0.30° 27.91+7.21 32.06+5.70%® 0.28+0.01°
50 50 0.36 £ 0.05%

Literales distintas en una misma columna significan una diferencia significativa (p < 0.05)
FT: Fuerza de tension; %E: Porcentaje de elongacion; ME: Mdodulo de elasticidad.

*M + ES: Media * desviacion estandar.

Los resultados de FT de la membrana control obtenidos en el presente estudio, son
similares a los informados en peliculas de gelatina de piel de cerdo (FT= 21 MPa), pero
diferentes a los informados en peliculas de gelatina de pargo (FT= 44 MPa) bajo similares
condiciones de glicerol utilizado. Respecto a la reduccién de la resistencia de la membranas
gue fue observado con el aumento en la concentracién de Aloe-gel hacia la CH, otros autores
también han evidenciado que un aumento en la proporcién de 50 % de Aloe-gel es capaz de

reducir la FT en peliculas de Aloe-gel-celulosa (Saibuatong y Phisalaphong, 2010).
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Microestructura

La microestructura fue utilizada para conocer la morfologia que presentan las membranas a un
nivel micrométrico. En la figura 7, se pueden observar diferencias en su superficie, sobre todo
en la presencia de estructuras de diversos tamafios y amorfos de aspecto blanquecinos.
También se aprecia, la formacion de delgadas ranuras que aparecen sobre la superficie de
algunas membranas. En lo que respecta a las estructuras amorfas, son pocas en la pelicula
control y van aumentando conforme disminuye la concentracién de CH y aumenta la de AV.
Estas estructuras amorfas blanquecinas se han relacionado con concentrados de proteina que
no se alcanzaron a solubilizar en la membrana (Lee y col., 2013), posiblemente a medida que
se incrementa la concentracién de Aloe-gel, la interaccién de las matrices impide la formacién
de una solucién homogénea. Por su parte la presencia de ranuras, que sélo se observan en las
peliculas control y de proporcién 40AV:60CH, se asocia a una deformacién en la red de
proteinas lo que conlleva a una mayor facilidad de fractura y por lo tanto, menor elasticidad (Lee

y col., 2013). Esta misma caracteristica fue observada en la FT que se mostr6 en la tabla 3.

Control CH

Membrana proporcién 30AV:70CH

150X 15KV SEI

00pm 500X 15kV SEI

Gopm 1000X 15kV  SEI opm 1000X  15kV  SEI
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Membrana proporcién 40AV-60CH

Mmbrana proporcién 50AV-50CH
AT AR e i

<

()

200pm 150X 15kv SEI

e A
500X 15kV  SEI

1000X  15kV  SEI

Figura 7. Microestructura de las membranas de Aloe-gel-CH.

Solubilidad (Resistencia al Agua)

La prueba de solubilidad es una propiedad muy importante de las membranas ya que esta es
atil para medir su resistencia al agua. En la figura 8, se muestran los resultados de la membrana
de AV:CH, donde se puede observar que todas las peliculas que contenia Aloe-gel fueron mas
solubles que la pelicula control de CH (p < 0.05). Las peliculas en proporciones 50AV:50CH y
40AV:60CH fueron las peliculas mas solubles y la de menor solubilidad fue la pelicula que
contenia la mayor proporcion de CH (30AV:70CH). El incremento en la solubilidad fue de hasta
8.48 % para proporciones 40AV:60CH con respecto al control. Significativamente hablando el
resultado de la solubilidad de las tres membranas es diferente a la solubilidad del control; por su
parte la membrana de proporcién 30AV:70CH es significativamente diferente a la membrana de
proporcion 40AV:60CH, pero particularmente, cada una de ellas es significativamente igual a la
membrana de proporcién 50AV:50CH.

Aungue se observo que un incremento en la solubilidad de estos resultados son mucho

menores que los informados por Khoshgozaran y colaboradores (2011), en membranas de
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naturaleza carbohidrato, pero mayores que membranas de zeina-acido oleico adicionadas con
glicerol (Pena-Serna y Lopes-Filho, 2013). Aunque la tendencia que se esperaba era la de un
alto porcentaje de solubilidad, debido a la naturaleza higroscopica del Aloe-gel y del glicerol, los
resultados obtenidos no fueron tan bajos. Esta informacion coincide con lo informado por
Khoshgozaran y colaboradores (2011) quienes elaboraron peliculas de AV-quitosano y
observaron que el incremento proporcional en las concentraciones de AV puede incrementar su
solubilidad. Por otro lado, Jouki y colaboradores (2013) quienes evaluaron la funcién del glicerol
como plastificante en peliculas de goma de semilla, en lo que respecta a la solubilidad, indica
gue el glicerol es un plastificante que debido a su naturaleza hidrofilica puede incrementar la
solubilidad de las peliculas; esto sucede porque el glicerol induce un incremento en la afinidad
del polimero con los enlaces de las moléculas de agua.
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Figura 8. Porcentaje de solubilidad en membranas de Aloe-gel-CH.

Literales distintas entre columnas representan una diferencia significativa (p < 0.05).
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Permeabilidad al Vapor de Agua

La PVA es la capacidad que tiene una membrana para permitir el paso del vapor de agua a
través de ella. Para calcular la PVA de las diferentes membranas se calcul6 la RTVA con base

en los datos obtenidos de la ecuacion de la recta, segun las mediciones de cada membrana.

CONTROL:y =0.010x + 0.011 ; R=0.999
30AV:70CH: y = 0.010x + 0.005 ; R>=0.999
40AV:60CH: y = 0.010x + 0.007 ; R2=0.999
50AV:50CH: y = 0.015x - 0.001 ; R?=0.998

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos de la PVA de las membranas evaluadas. En
esta figura, observamos que los valores de PVA presentaron una tendencia de incremento.
Conforme aumenta la proporcién de Aloe-gel el resultado de la PVA también aumenta; este
fendbmeno se observa hasta la membrana 40AV:60CH, pero la diferencia significativa se
presentd solamente hasta la membrana 50AV:50CH (22.21 + 1.42 g mm m? h'! kPal), todo lo
anterior, con respecto al control (5.37 + 0.79 g mm m? h** kPa). Por otro lado, las membranas
40AV:60CH (7.74 £ 0.77 g mm m? h'! kPa!) y 30AV:70CH (6.31 + 0.27 g mm m? h? kPa?)
fueron muy similares en su comportamiento ante el vapor de agua. Otro punto importante es
gue pueden utilizarse altas proporciones de Aloe-gel (hasta 40 %) y la pelicula conserva adn
caracteristicas de permeabilidad muy similares a las de la membrana control, pero a su vez con

caracteristicas de mejor plasticidad (tabla 3) comparada con el control.

Saibuatong y Phisalaphong (2010) elaboraron membranas de AV-celulosa vy
establecieron que hasta ciertas proporciones el AV, favorece la permeabilidad del vapor de
agua. Por otra, parte Ghanbarzadeh y colaboradores (2006) afirmaron que el uso de glicerol en
las formulaciones de las membranas, también puede influir en el incremento de la PVA sobre
todo en membranas de zeina, ya que el plastificante reduce las fuerzas intermoleculares entre
las cadenas de los polimeros, facilitando asi la migracién de moléculas de agua a través de la
pelicula. La hidrofilia del glicerol también puede favorecer la adsorcién de moléculas de agua, lo
gue puede contribuir al incremento de la PVA (Jouki y col., 2013). Al igual que el glicerol, el
Aloe-gel (la proporcién carbohidratos hidrofilicos) también tiene la propiedad de retener agua,

este fendmeno no fue directamente estudiado, pero suponemos que una proporcién importante

42



del agua, pudo no haberse fugado a la atmdsfera, sino que fue retenida en la misma pelicula,
induciendo un probable efecto de hinchazén de la membrana.

25 -
20
15 -

10 A

PVA (g mm m2 h' kPa)

50AV:50CH 40AV:60CH 30AV:70CH CONTROL

Membranas

Figura 9. Permeabilidad al vapor de agua en membranas de Aloe-gel-CH.

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

Color

Las caracteristicas del color son propias de la materia, y establecerlas como una evaluacion a
las membranas ayuda a caracterizar con mas detalle sus especificaciones visuales. El color en
las membranas fue en los cuatro eventos de un color amarillo con distintas tonalidades segun la
proporcion. La membrana control fue la que presenta el valor de b* mas elevado (amarillez) y la
proporcion 40AV:60CH el mas bajo (Tabla 4); no podemos establecer que el color amarillo de
las membranas estd en funcion de la concentracién de alguna de las matrices porque el
aumento del color no sigue una tendencia lineal. Igualmente en la luminosidad de la pelicula
tampoco hay un crecimiento del valor L* en funcién de alguna matriz. Podriamos establecer que

esta tonalidad amarilla se debe a la coloraciéon de la CH, o a las melanoidinas (productos
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resultantes de la reaccion de los carbohidratos del Aloe-gel y las proteinas de la CH cuando se
someten a altas temperaturas) después del proceso de secado (Miranda y col., 2008). En otro
estudio, Khoshgozaran y colaboradores (2011) menciona que en peliculas de quitosano-AV las
peliculas con una concentracion elevada de AV presentan una coloracion mas oscura, pero en
este caso se atribuyen a que las antraquinonas son componentes que al contacto con el
ambiente o la luz tienden a oxidarse, generando un cambio de color. Finalmente, aunque no
podemos establecer en funcion de que matriz se induce la coloracion, si podemos suponer que
la coloracion amarilla proviene de la tonalidad amarilla de la CH que junto con el Aloe-gel

adquiere una coloracion ligeramente marrén.

Tabla 4. Resultados de medicién de color de membranas de Aloe-gel-CH.

Factores L* a* b*

M + ES* M + ES* M + ES*
*Aloe-gel (%) CH (%)
Control 84.78 + 0.01° 2.37£0.01? 41.13 £ 0.052
30 70 84.05 + 0.01° -1.15+0.01° 41.00 £ 0.03°
40 60 85.44 + 0.01° -1.66 + 0.01¢ 28.87 £ 0.01¢
50 50 69.68 + 0.01¢ 8.86 + 0.02° 39.38 £ 0.02°¢

Literales distintas en una misma columna significan una diferencia significativa (p < 0.05)

*M + ES: Media * desviacion estandar.

Transparenciay Transmitancia

La transparencia es una propiedad que consiste en permitir el paso de la luz a través de un
cuerpo y que permite al observador ver a través de él. Todas las membranas presentaron una
transparencia considerable y permitia su observacion de manera clara a través de ellas (Figura
10). Segun el analisis estadistico, las membranas de proporcién 50AV:50CH son las que
presentaron mayor transparencia; este fenomeno sigue un comportamiento lineal observando
en la pelicula control, cuya concentracion de CH es mas elevada (Tabla 6), el valor mas

pequefio de esta propiedad.
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Aloe-gel 50 % - CH 50 % Aloe-gel 40 % - CH 60 % Aloe-gel 30 % - CH 70 % Control CH

Figura 10. Transparencia de membranas segun la proporcion de Aloe-gel-CH.

Al igual que en nuestro estudio, Pereira y colaboradores (2013) establecieron que la
transparencia de membranas de Aloe-gel-alginato puede estar en funcién de la cantidad de AV
que se incluye en la elaboracion de membranas, debido a que ellos observaron que el
incremento en el Aloe-gel en la formulacién de sus membranas, era directamente proporcional a
su transparencia. Segun los datos de la tabla 5 los valores de la transparencia de todas las
membranas de Aloe-gel-CH son mayores que los informados por Pereira y colaboradores
(2013). En este trabajo, aunque las matrices fueron diferentes a las de dichos autores, los
valores mantienen resultados similares a los reportados, aumentando la transparencia con

respecto se incrementa la proporcion de Aloe-gel.

Tabla 5. Resultados de lectura de porcentaje de transmitancia y valores de transparencia.

Factores Longitud de onda (nm)
*Aloe- CH 200 280 350 400 500 600 700 800 Valor de
gel (%) (%) transparencia
M + ES*
Control 0.02 0.10 1354 48.11 75.72 84.82 86.55 87.35 2.57+0.03¢
30 70 0.03 0.15 274 12.08 50.76 67.65 7351 7533 2.48+0.03%
40 60 0.09 0.30 2.78 9.38 46.37 61.37 6740 69.25 2.33+0.02°
50 50 0.02 0.11 0.93 2.69 25.83 3758 4351 4530 2.04+0.06°

Literales distintas en una misma columna significan una diferencia significativa (p < 0.05)

*M + ES: Media + desviacion estandar.
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La transmitancia es una prueba que consiste en conocer la luz que logra atravesar un
cuerpo en una longitud de onda especifica. En este estudio se observé la capacidad que tienen
estas membranas para absorber la luz en la region UV y la buena capacidad que tienen para
permitir el paso de la luz visible. De manera general se observa en la tabla 8 los valores de
transmitancia y el crecimiento que presentan conforme aumentan las longitudes de onda. En
cuanto a los porcentajes de transmitancia de la luz en las membranas estudiadas en este
trabajo, destacan las longitudes de onda de 200 y 280 nm, donde la radiacién que atraviesa las
membranas esta en un intervalo de 0.02-0.09 % a 200 nm y de 0.10-0.30 % a 280 nm. Esto nos
permite establecer que tienen la capacidad de absorber la radiacién UV, lo que les confiere un
potencial como bloqueadores. En forma particular observamos en la tabla anterior que la
membrana control y la membrana de proporciéon 50AV:50CH presentan los valores mas bajos
de porcentaje de transmision de la luz, de ahi que se relacione su capacidad por absorber la
radiacion UV. Al observar las lecturas en longitudes de 350 - 800 nm, vemos que las lecturas
empiezan a tomar un patron mas ordenado, de manera que presentan niveles mayores de
transmitancia las peliculas con una concentracidon mas elevada de CH. En un estudio realizado
por Crowell y colaboradores (1987) mencionan que el aplicar gel de AV sobre lesiones
ocasionadas por radiacion UV no presenta beneficios para la salud; pero, segin Goyal y Gehlot
(2009) y Lee y colaboradores (1997) el AV podria proteger, al menos en parte, contra los dafios
causados por esta misma radiacion. En este trabajo se demostré que tanto el control como las
membranas de Aloe-gel-CH si tienen la capacidad de manera general de absorber la radiacion
UV; por otro lado no se conoce aun el efecto que tendrian sobre lesiones causadas por esta

radiacion.

Evaluacién Quimica

Cuantificacion de Proteina Soluble

La estimacion de la concentracibn de proteinas que se encuentra en las membranas es
importante para observar el comportamiento de la proteina en las membranas. En los
resultados obtenidos en la cuantificacion de proteina, se obtuvieron concentraciones bajas de

proteina. En este proyecto las membranas evaluadas cuyas concentraciones fueron mas
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elevadas son las que se forman en una proporcion 50AV:50CH con 0.08 + 0.001 pg/mg de
proteina, disminuyendo la concentracion conforme se incrementa la proporcion de la matriz

proteica (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de la cuantificacion de proteina.

Proteina total

(ug/mg de pelicula)

Aloe-gel (%) CH (%) M + ES*

0 100 0.002 + 0.0012
30 70 0.07 £ 0.003°
40 60 0.07 + 0.005P¢
50 50 0.08 + 0.001°

Literales distintas en una misma columna significan una diferencia significativa (p < 0.05)

*M + ES: Media + desviacion estandar.

Significativamente la concentracion de esta membrana es igual a la de proporcion 40AV:60CH y
esta a su vez igual a la de proporcién 30AV:70CH; las tres membranas presentan una diferencia
significativa con el control, esto es segun el analisis estadistico que se realizé. Esto es posible
debido a la complejidad que tienen las peliculas con mayores concentraciones de proteina de
solubilizarse en el agua. Debido a esto es que vemos una insignificante concentracién de
proteina cuantificada en el control de CH. Segun menciona Rozo y Bermudez (2003) cuando los
tiempos de secado son muy prolongados en peliculas de CH es posible la oxidacién de un
mayor numero de grupos sulfhidrilos, lo que induce a la formacion de grupos disulfuro y una
subsecuente interaccion con los grupos hidrofilicos de las proteinas con el agua, lo cual quiere
decir que se forma una estructura con material insoluble. Esto seria otro motivo que explicaria
las bajas concentraciones de proteinas cuantificadas en estas membranas y los posibles

cumulos de blanquecinos que aparecen en la imagen del SEM (Figura 7).

En el trabajo de Giménez y colaboradores (2011) el cual consistié en la caracterizacion
de peliculas de gelatina-clara de huevo, al realizar la cuantificacion de la liberacion de proteinas
obtienen resultados que fluctian de 0.5-1.5 mg/mL y 2-2.5 mg/mL, los cuales son resultados

mucho mayores a los obtenidos en este trabajo. Bajo este criterio podemos mencionar que en
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las membranas realizadas en este trabajo también se utiliz6 una matriz carbohidrato que como
se menciond anteriormente, al someterse a altas temperaturas se puede inducir la interaccion
entre sus componentes, formando, quizd, productos derivados de reacciones de Maillard, lo
cual probablemente reduce la cantidad de proteina libre. Probablemente la baja concentracién
de proteina cuantificada en este estudio es también debido a la metodologia utilizada, ya que al
cuantificar proteina soluble, solo se esta considerando esa porcion proteica de la membrana
gue alcanza a disolverse en agua. Cuando se comparan los resultados de solubilidad con las
concentraciones de proteina, se observa que en el control estdn los resultados mas bajos, y
conforme aumenta la concentracién de Aloe-gel, incrementan también los valores tanto de

solubilidad como de concentracion de proteina soluble.

Evaluacién Microbiolégica

Capacidad Antibacterial

La capacidad antimicrobiana fue un ensayo que se midié en varias ocasiones, probando el
efecto de las peliculas contra distintos microorganismos y en distintos medios. Para lo anterior,
se utilizaron cepas de referencia (E. coli O157:H7 ATCC 43890 y S. aureus ATCC 9144) y de
aislados clinicos (E. coli y S. aureus). Entre los distintos ensayos que se realizaron para
establecer la capacidad antibacterial por el método de difusion en agar considerando la
inhibicién por el contacto como un efecto antibacterial in situ, considerandose positivos aquellos
cultivos donde no se presenté crecimiento bajo su posicién, y caso contrario una inhibicién

negativa cuando hay un crecimiento bajo o sobre el disco.

Los resultados obtenidos en la serie de ensayos que se realizaron para determinar el
efecto antibacterial de las membranas fueron desfavorables. Primeramente, no se observaron
halos de inhibicion en las membranas y/o controles, lo que puede deberse segun la bibliografia
a que la difusion de antimicrobianos de una pelicula depende del tamafio, la polaridad, la
estructura quimica y el grado de enlace molecular de los compuestos quimicos de la pelicula
(Rojas-Graul y col., 2006). Al no encontrar halos de inhibicion, entonces se considera la

inhibicién al contacto entre el microorganismo y el antibacteriano a evaluar, lo cual represent6
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un resultado positivo en todos los eventos. Este resultado se contrasta con el control de papel
sin impregnar, el cual al haber impedido el crecimiento bacteriano nos indica que el efecto no
esta en si en la membrana, sino que todos los eventos evaluados actuaron como barreras que

impiden el crecimiento, segin como se observa en la figura 11.

Los eventos evaluados en estado liquido (solucion Aloe-gel, CH, soluciéon Aloe-gel con
CH, solucion Aloe-gel con CH vy glicerol, y agua) tenian como obijetivo evaluar por separado el
efecto antimicrobiano de los componentes de las membranas y de esta manera poder
establecer en cual de ellos encontrabamos el efecto bactericida de las peliculas. Estos cuatro
eventos se realizaron exponiendo en forma de “pozos” las cuatro suspensiones, de manera que
los componentes inhibitorios del crecimiento difundieran en el medio. Los resultados obtenidos

fueron tan pequefios que resultan insignificantes para considerarse una inhibicién (< 2 mm).

El Aloe-gel segun la literatura presenta un efecto antibacteriano contra bacterias gram
positivas y gram negativas. Martinez y colaboradores (1996) demostraron este efecto en cepas
de aislado clinico. Por otro lado, la CH posee lisozimas que se sabe tienen efecto antibacterial
contra gram positivos y este efecto se ha mostrado contra las cepas de S. aureus (Mecitoflu y
col., 2005).

Aunque los mecanismos de accién antibacteriana del AV no estan del todo entendidos,
algunos estudios sugieren que ciertos compuestos como los acemananos y las antraquinonas,
son los posibles causantes del efecto de estas (Pandey y Mishra, 2010). Por su parte en
peliculas de zeina con huevo, la funcién antibacteriana esta en funcién de las concentraciones

de lisozima de huevo (Gugbilmez, 2006).

Segun lo informado en la bibliografia, ambas matrices en lo individual o en
combinaciones con otras presentan un efecto antibacteriano, sin embargo en la metodologia
seleccionada para evaluar la capacidad antibacteriana de estas membranas no se encontré.
Podrian plantearse otras alternativas como el porcentaje de inhibicion o la capacidad minima

inhibitoria.
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E. coli (AC)

Membrana
proporcion
50AV:50CH

Membrana
proporcion
40AV:60CH

Membrana
proporcion
30AV:70CH

Membrana
control CH

Control AV

Control CH

Control de
papel sin
impregnar

Figura 11. Inhibicién antibacteriana por barrera contra cepas de
E. coliy S. aureus (aislados clinicos y cepas de referencia ATCC).
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CONCLUSIONES

Las membranas obtenidas fueron trasparentes y con tendencia a una coloracion amarilla, con
capacidad de absorber la luz UV y buena transmision de la luz en la region visible. La
microestructura mostré una superficie relativamente lisa, con una porosidad no apreciable a una
escala micrométrica y evidencidé cumulos de proteina sin disolver. También la membrana
30AV:70CH fue la que presenté la mayor plasticidad y 40AV:60CH la mayor solubilidad (8.4 %
respecto al control). Obtuvimos que su comportamiento ante el vapor de agua aumenté solo en
proporciones 50AV:50CH (p < 0.05) y se mantuvo sin cambios en membranas 30AV:70CH y
40AV:60CH.

Por otro lado, la concentracion de proteina soluble cuantificada en las membranas fue de
0.07 + 0.003 (AV30:CH70), 0.07 + 0.005 (AV40:CH60), 0.08 + 0.001 (AV50:CH50), siendo esta
menor en la membrana control con una concentracién de 0.002 + 0.001. Respecto a la actividad
antibacterial de las membranas, no fue posible demostrar su efecto por el método de difusion en

agar y la inhibicién por contacto en cepas de E. coliy S. aureus.
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ANEXOS

Anexo 1. Abreviaturas y Siglas

%E. Porcentaje de elongacion.

0AV:100CH. Membrana control de proporciéon 0 % AV y 100 % CH.

30AV:70CH. Membrana de proporcion 30 % AV y 70 % CH.

40AV:60CH. Membrana de proporcion 40 % AV y 60 % CH.

50AV:50CH. Membrana de proporcién 50 % AV y 50 % CH.

a*. Valores rojo — verde en el modelo CIELAB.

Aloe-gel. Gel de Aloe vera.

ASTM. Sociedad Americana para Ensayos de Materiales.(American Society for Testing
Materials).

ATCC. Coleccién de Génerons de Cultivos Americanos (American Type Culture Collection).

AV. Aloe vera.

b*. Valores amarillo — azul en el modelo CIELAB.

BSA. Albumina sérica bovina (bovine serum albumin).

CH. Clara de huevo.

CIELAB. Comision Internacional en lluminacion L*a*b* (Commission internationale de
I'éclairage).

CONACYT. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.

CSHF. Cadena del Sector Hortofruticola de Cérdova.

EDS. (Energy disperse X-ray).

FESC. Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

FT. Fuerza de tension.

g. Grosor.

HR. Humedad relativa.

IEH. Instituto de Estudios del Huevo.

INE. Instituto Nacional de Ecologia.

kDa. Kilo Dalton.

kPa. Kilo Pascal.

L*. Luminosidad del color en el modelo CIELAB.
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L. Clasificacion taxonémica de Linneo.

M. Clasificacion taxonémica de Miller.

ME. Modulo de elasticidad.

M:. Masa final.

M;. Masa inicial.

m/m. Masa/masa.

MPa. Mega Pascal.

PAL. Presion parcial interna.

PA2. Presién parcial externa.

PVA. Permeabilidad al vapor de agua.

RTVA. Razén de transmision del vapor de agua.

SAGARPA. Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca y alimentacion.
SEM. Microscopio electrénico de barrido (scanning electron microscope).
T. Transparencia.

Teoo. Transmitancia a 600 nm.

UNA. Unién Nacional de Avicultores.

UV. Ultravioleta.
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