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Resumen

La creciente demanda global de métodos de preservacion de alimentos sostenibles ha
impulsado la exploracidn de tecnologias innovadoras. La utilizacion de biomasa genera
compuestos valiosos que pueden aplicarse en el envasado de alimentos, implementando
el reciclaje de materiales anteriormente considerados como desechos. En el presente
trabajo se utilizd una mezcla de policaprolactona (PCL) y gelatina, a la que se incorporé
melanina extraida de cascaras de nuez pecana (Carya illinoensis Koch) en
concentraciones del 0.5% a 4.0% (p/p) y se realiz6 un electrohilado sélido-liquido para
la formacion de membranas a base de fibras. Las membranas de policaprolactona-
gelatina (PG)/melanina, mostraron una capacidad antioxidante propiciada por la
donacion de atomos de hidrogeno por parte de la melanina. La presencia de grupos
funcionales -OH y compuestos catecdlicos en la melanina permite la interaccion con
moléculas de agua, facilitando la transicion de un comportamiento altamente
hidrofébico a hidrofilico. Ademas, las fibras mostraron actividad antimicotica contra
tres cepas fungicas fitopatogenas aisladas de fresas comerciales (Fragaria x ananassa
L.) debido a la liberacion de H>O a partir de la oxidacion de compuestos catecolicos.
El material desarrollado mostré propiedades activas con una potencial aplicacion en
envase de alimentos.

Palabras clave: Melanina, electrohilado, céscara de nuez, policaprolactona,
gelatina, membrana, capacidad antifingica, capacidad antioxidante.



Abstract

The growing global demand for sustainable food preservation methods has driven the
exploration of innovative technologies. The utilization of biomass generates valuable
compounds that can be applied in food packaging, implementing the recycling of
materials previously considered as waste. In this work, melanin extracted from pecan
shells (Carya illinoensis Koch) was characterized. Melanin was incorporated into a
polycaprolactone and gelatin mixture at concentrations ranging from 0.5% to 4.0%
(w/w), and solid-liquid electrospinning was performed to form fiber-based membranes.
The polycaprolactone-gelatin (PG)/melanin membranes demonstrated antioxidant
capacity associated with efficient hydrogen atom donation behavior from melanin. The
presence of -OH functional groups and catecholic compounds in melanin allows
interaction with water molecules, facilitating the transition from highly hydrophobic to
hydrophilic behavior. Additionally, the fibers exhibited antifungal activity against three
phytopathogenic fungal strains isolated from commercial strawberries (Fragaria x
ananassa L.) due to the release of H2O, from the oxidation of catecholic compounds.
The developed material showed active properties with potential application in food
packaging.

Keywords: Melanin, electrospinning, nut shell, polycaprolactone, gelatin, membrane,
antifungal activity, antioxidant activity.
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Policaprolactona-gelatina y melanina en la concentracién
3.0%



Policaprolactona-gelatina y melanina en la concentracién

PG4.0 4.0%

PHB Aci_do po_lihigjroxibutl'rico 0 &cido polihidroxibutirico [(R)-
3-hidroxibutirato]

PHBV Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)

PLA Acido polilactico

PP Polipropileno

PPC Policarbonato de propileno

PS Poliestireno

PUR Poliuretano

PVA Acetato de polivinilo

PVC Cloruro de polivinilo

PVOH Alcohol polivinilico

RFID Identificacion por radiofrecuencia

ROS Especies reactivas de oxigeno

SO2 Dioxido de azufre

TFA Acido trifluoroacetico

TFE Trifluoroetileno

THN 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno

THY Timol

TiO2 Dioxido de titanio

ZnO Oxido de zinc

y-CD y-Ciclodextrina
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Introduccion y Objetivos

En la actualidad, la industria alimentaria enfrenta desafios significativos
relacionados con la conservacion y el desperdicio de los alimentos. El deterioro de los
alimentos provocado por la oxidacién y el crecimiento microbiano no solo afecta la
calidad del producto, sino que también representa un riesgo para la salud publica. Por
lo que, la necesidad de desarrollar empaques innovadores que no solo preserven la
calidad de los alimentos, sino que también prolonguen su vida util es crucial [1]. El
electrohilado es un método sencillo para producir fibras continuas y ultrafinas y
potencialmente Gtil para crear materiales de empaque a partir de distintos polimeros
utilizando un campo eléctrico de alto voltaje. Las fibras electrohiladas muestran
propiedades especificas, como una alta porosidad, alta relacion superficie-volumen y
morfologia ajustable [2]. Las fibras electrohiladas permiten el uso de diversos
polimeros, incluidos materiales reciclados, reduciendo asi, la demanda de recursos
virgenes. Esto se alinea con el principio de economia circular al maximizar la eficiencia
de los recursos, minimizando los desechos y promoviendo la reutilizacidén de materiales
[3]. Esto conduce a que los materiales de desecho, incluidos los plasticos posconsumo
y/o los subproductos agricolas se utilicen como materias primas para tecnologias
basadas en fibras, al reciclar estos materiales en productos de valor agregado [4]. Desde
la perspectiva de la utilizacién de subproductos agricolas, la produccién de las nueces
pecanas (Carya illinoinensis) presenta un area de oportunidad para la revalorizacion de
sus desechos, ya que aproximadamente entre el 40 y 50% de la nuez se descarta,
consistiendo principalmente en la capa protectora externa o cascara que cubre el nucleo
comestible [5]. México es el cuarto productor a nivel mundial de nuez pecanera, con
una produccion total de aproximadamente 164,652 toneladas en el afio 2021 [6], de los
cuales, aproximadamente se descartan alrededor de 82 mil toneladas. Es decir, los
residuos generados durante el procesamiento de la nuez son abundantes, no se
reutilizan y, por lo general, estos residuos se disponen en vertederos [7]. La cascara de



nuez contiene celulosa, hemicelulosa y lignina que no se aprovechan eficientemente.
Esta céscara, ademas, es una rica fuente de antioxidantes naturales y compuestos con
actividad antibacteriana, especialmente contra Staphylococcus aureus, debido a la
presencia de proantocianidinas. También es rica en &cidos fendlicos, resveratrol y
derivados de &cido galico [8].

1.1 Antecedentes

1.1.1 Nanofibras polimeéricas funcionales electrohiladas para
empaques de alimentos

La preparacion de fibras poliméricas funcionales por electrohilado ha sido bien
desarrollada en los Gltimos afos. Segun las materias primas utilizadas, el electrohilado
puede ser definido como de fundido o de solucién. El electrohilado de fundido no
requiere solventes, lo que lo convierte en un método mas ecoldgico y potencialmente
seguro para la creacion fibras. El polimero se calienta hasta su punto de fusion y luego
se expulsa. Las fibras se forman a medida que el polimero fundido se solidifica al
enfriarse. Sin embargo, la viscosidad obtenida del fundido es mucho maés alta que la
disolucién, lo que impide obtener fibras de diametros submicrométricos, por ende,
requiere trabajar a altas temperaturas y con velocidades de flujo muy lentas lo que
limita también la productividad. Por otro lado, el electrohilado de solucidn utiliza una
solucion de polimero disuelto en un solvente. La solucion polimérica se alimenta a
través de una boquilla o un capilar bajo la influencia de un campo eléctrico alto. El
solvente se evapora durante el vuelo del chorro, dejando atras fibras solidas de
polimero. Esta metodologia requiere la seleccion de solventes adecuados para disolver
el polimero y permite la incorporacion de una amplia gama de polimeros y aditivos. A
su vez, el electrohilado directo es definido como la fabricacion de fibras a partir de un
solo componente. Los materiales electrohilados funcionales cominmente utilizados en
el campo del embalaje incluyen el quitosano (Cs) por sus propiedades antibacterianas,
la zeina por su grado alimenticio y el alcohol polivinilico (P\VOH) por su transparencia
[9-11]. La Tabla 1 muestra algunos ejemplos de fibras electrohiladas de un solo
polimero con aplicacion en materiales de empaque.



Tabla 1.

Fibras electrohiladas de un solo polimero en aplicaciones de empaques

alimenticios.

Polimero

Solvente

Condiciones electrohilado

Propiedades
fibras

Referencia

Cs

FA, AA,
DMF,
diclorometan
0, acido
trifluoroaceti
co (TFA),
acido
clorhidrico
(HCI).
Metanol.
Etanol.
1,4-dioxano.

Solucién:

El Cs se disolvi6 a
concentraciones desde 3-9%
(p/p) en los disolventes FA, TFA,
AA (0.2 M), HCI (0.1 M), y sus
mezclas con metanol, etanol, 1,4-
dioxano, diclorometano y DMF
se utilizaron como solventes.

Electrohilado:
Voltaje 15 kV
Velocidad
especificado
Distancia punta-colector 150 mm

de fluo no

No
reportadas.

[12]

Cs

AA

Solucion:

Las soluciones de Cs 'y PEO (7%
y 3%, p/v, respectivamente) se
prepararon individualmente
mediante la disolucion del polvo
de polimero en solucion acuosa
de AA a concentraciones entre
10% y 90% (v/v). Las mezclas de
Cs/PEO se obtuvieron
mezclando las dos soluciones de
polimero en diferentes
proporciones de peso que van
desde 100% PEO hasta 100% Cs.
Las soluciones obtenidas se
utilizaron inmediatamente para
electrohilado.

Electrohilado:

Voltaje 20 kV

Velocidad de flujo 0.5 mL h
Distancia punta-colector 20 cm

Actividad
antimicrobia
na contra las
bacterias
gramnegativa
Escherichia
coli (DH5a)
y Salmonella
entericaserov
ar
Typhimurium
(SL1344), vy
las bacterias
grampositiva
S
Staphylococc
us aureus
(54-73) y
Listeria
innocua
(1ISPQ3284)

[13]

Zeina

Etanol
absoluto
(>99.9%)

Solucion:

Las soluciones de zeina al 20%
(p/v) se prepararon disolviendo
la proteina en etanol 80% (v/v).
Se afadieron extractos fendlicos
enriquecidos (PEE) (10% p/p) a
las soluciones de zeina y las
mezclas se agitaron hasta su
completa disolucion.

Capacidad
antioxidante.

[14]




Electrohilado:
Voltaje 11 kV
Velocidad de flujo 0.15 mL h?
Distancia punta-colector 10 cm

Zeina DMF Solucién: Actividad [15]
Se disolvio timol (THY) (4%, | antimicrobia
p/p) en DMF. Se agreg6 50% de | na contra
zeina (p/v) y la solucion se agitd | Escherichia
a 500 rpm, 60 min antes del | coli y
electrohilado. Aparte, se disperso | Staphylococc
una cantidad determinada de | us aureus.
THY/ y-Ciclodextrina (y-CD)
(1:1) y (2:1) correspondiente a
4% de THY (p/p, con respecto al
polimero) en DMF.
Posteriormente, se agregd 50%
de zeina (p/v). Las soluciones
resultantes se agitaron 60 min
antes del electrohilado.
Electrohilado:
Voltaje 17 kV
Velocidad de flujo 0.5 mL h
Distancia punta-colector 17 cm
Zeina AA (99% | Solucion: Actividad [16]
pureza) Se disolvio polvo de zeina y | antimicrobia
diferentes concentraciones de | na contra
aceite esencial de romero (0, 2.5, | Escherichia
5y 10 % v/v) en AA para obtener | coli y
soluciones de zeina al 26% p/v. | Staphylococc
us aureus.
Electrohilado:
Voltaje 20 kV
Velocidad de flujo 8 mL h*
Distancia punta-colector 150 mm
PVOH Agua Solucién: Actividad [17]
destilada Las soluciones de PVVOH al 5%, | antimicrobia
75%, 10% y 12.5% (p/v) se | na contra
prepararon disolviendo polvo de | Escherichia
PVOH en agua destilada, 85°C, 1 | coli y
h y con agitacion constante. Las | Staphylococc
soluciones de PVOH/CA con | us aureus.

3%, 6%, 9% y 12% (p/p, respecto
al peso del PVOH) de é&cido
citrico (CA) se prepararon
disolviendo el PVOH al 7.5%
(p/v). En el caso de la solucién de




PVOH/CA cargada con aceite de
clavo (CO) (PVOH/CAJCOQ), se
agreg6 un 20% de aceite de clavo
(p/p, respecto al PVOH) a la
solucion de PVOH al 7.5% con
un 9% de CA. Todas las
soluciones se agitaron a 25°C
durante toda la noche antes del
electrohilado.

Electrohilado:

Voltaje 12 kV

Velocidad de flujo punta-
colector 0.24 mL ht

Distancia 12 cm

PVOH Agua Solucién: Actividad [18]
destilada Las nanoparticulas de plata | antimicrobia
(AgNPs) se sintetizaron | na contra
mezclando 10 mL de extractos de | Escherichia
cascara de fruta (Vitis vinifera, | coli,

Carica papaya, Yy Citrullus | Staphylococc
lanatus) con 90 mL de una|us  aureus,
solucion de 1 mM de AgNOs. | Bacillus
Para la solucidn de electrohilado | subtilis y
se mezcl6 10% (p/v) de PVOH y | Pseudomona
05% (p/v) de  AgNPs | saeruginosa.
sintetizadas se disolvié en agua
destilada mediante agitacion
continua durante 2 a 4 h.

Electrohilado:
Voltaje 15 kV
Velocidad de flujo 0.35 mL h
Distancia punta-colector 12 cm

Para aplicaciones como el envasado de alimentos, es recomendable que el
polimero utilizado sea biodegradable y no toxico para evitar dafos al entrar en contacto
con los alimentos y el organismo. Los polimeros naturales, particularmente
polisacaridos y proteinas, son ampliamente utilizados en el proceso de electrohilado
debido a su biocompatibilidad, no toxicidad, grado alimenticio y biodegradabilidad. La
diversidad en grupos funcionales permite la uniéon o encapsulamiento de una amplia
gama de compuestos activos mediante interacciones moleculares. Polisacaridos
derivados de fuentes vegetales (almidon, derivados de celulosa y pectina), animales
(quitosano) y algas (alginato o carragenano) son ejemplos de polimeros empleados.
Asimismo, las proteinas derivadas de fuentes vegetales (proteinas de soya y zeina), y



fuentes animales (proteinas de clara de huevo, proteinas de suero, gelatina, colageno y
caseina) o de insectos (seda) se electrohilan en fibras, mostrando diferentes grados de
éxito para obtener resultados aceptables. Sin embargo, la funcionalizacion, el uso de
solventes apropiados y la reorganizacion de la conformacion de polisacaridos y
proteinas pueden mejorar su potencial para la produccion de fibras, asi como el uso de
un polimero portador para facilitar el procesamiento [11].

También se han aplicado algunos polimeros degradables en el campo del envasado
de alimentos, como la policaprolactona (PCL), el policarbonato de propileno (PPC), el
acido polilactico (PLA), la celulosa natural y el almidén. Asimismo, materiales
plasticos electrohilados, como el cloruro de polivinilo (PVC), el polietileno (PE), el
polipropileno (PP), el poliestireno (PS), el tereftalato de polietileno (PET) y el nailon,
también se utilizan cominmente en el campo del envasado [19]. Aunque, polimeros
como laPCL, el PLAy el PVOH son de origen sintético, estos se degradan en presencia
de microorganismos y estan certificados como seguros por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA), lo que potencializa su uso para la produccion de
envases biodegradables como alternativa a los polimeros tradicionalmente utilizados
en la industria alimentaria [11, 20].

A su vez, el electrohilado de mezclas poliméricas permite la produccion de fibras
con propiedades multifuncionales derivadas de cada uno de los polimeros
constituyentes. La manera ma&s comin de preparacion es mezclando multiples
componentes poliméricos en una solucién homogénea. Este método mejora las
capacidades de las fibras al combinar las caracteristicas unicas de diferentes polimeros
en una sola fibra. La Tabla 2 muestra algunos estudios de fibras electrohiladas
multipoliméricas con aplicacion en materiales de empaque.

Tabla 2. Fibras electrohiladas multipoliméricas con potencial aplicacién en empaques.

Polimeros

Solvente

Condiciones
electrohilado

Propiedades
fibras

Referencia

PCLYGT

Trifluoroetileno
(TFE).

Solucién:

Se empled un hibrido
natural-sintético
representativo de
gelatina (GT, 10% p/v) y
policaprolactona (PCL,
10% p/v)  (50:50),
utilizando TFE como
cosolvente de los dos

Fibras
delgadas,
lisas y
homogéneas,
con un
rendimiento
mejorado sus
propiedades
mecénicas.

[21]
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polimeros. Las
soluciones mezcladas se
agitaron durante

aproximadamente 12 h.

Electrohilado:

Voltaje 5 kV

Velocidad de flujo 2.0
mL h!

Distancia punta-colector
12 cm

Cs, almidon y
tereftalato  de
polietileno
(PET).

AA, clorofenol
y agua
destilada.

Solucion:

Se disolvié Cs 7% p/p en
una solucién acuosa de
AA (90%), se agitd hasta
la formacion de gel.
Aparte, se disolvio
almidén de maiz (7%
p/p) afadiendo sorbitol
como plastificante (1%
p/p). Después  de
mezclar agua, almidon y
sorbitol, 10 min, 90 °C,
se prepard una solucion
de PET (3% p/p)
utilizando o-clorofenol
como solvente.

Los porcentajes
seleccionados de Cs y
almidén fueron 85:15 y
70:30 p/p. Estas dos
mezclas se combinaron
con soluciones de PET
para obtener
concentraciones del 5y
15% en peso de PET.

Electrohilado:

Voltaje 20 kV
Velocidad de flujo no
especificado

Distancia punta-colector
15cm

Fibras con
una  mayor
estabilidad
térmica a
temperaturas
elevadas.

[22]

PCLy PVOH

Agua destilada,
cloroformo vy
AA.

Solucion:

La solucion de PVOH
(8% pl/p) se prepard en
agua destilada a 80 °C
con agitacion 2 h y
posteriormente se enfrid

Fibras
porosas
ideales para
aplicaciones
en ingenieria
de tejidos.

[23]
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a temperatura ambiente
antes del electrohilado.
Para el Cs, se utilizo una
solucion de AA (2%
p/p). Ambas soluciones
de polimero se
mezclaron en proporcion
(1:8 y 2:8, Cs/PVOH).
Se us6 cloroformo como
solvente para la PCL
(12% p/p).

Electrohilado:

Voltaje 15, 20 kV
Velocidad de flujo 0.7
mL h?

Distancia punta-colector
10 cm

Por otra parte, la combinacién de polimeros naturales y sintéticos en el proceso de
electrohilado ofrece una sinergia que potencia las propiedades de ambos materiales,
optimizando su aplicacion. Los polimeros naturales aportan biocompatibilidad y
biodegradabilidad. Por otro lado, los polimeros sintéticos proporcionan mayor
estabilidad mecénica y facilidad de procesamiento. Esta combinacion resulta en fibras
con alta capacidad de carga de agentes activos y una gran area superficial, generando
propiedades adicionales, como resistencia a la humedad, capacidad de barrera contra
gases y mayor durabilidad, mejorando asi la calidad y prolongando la vida util de
productos alimenticios [11, 20]. La Tabla 3, muestra la generacion de fibras
electrohiladas con la mezcla del polimero sintético de PCL y el polimero de origen
natural gelatina con capacidad de contencion de compuestos bioactivos enfocados a
materiales de empaque de alimentos.

Tabla 3. Estado del arte de fibras electrohiladas de policaprolactona y gelatina enfocada a

empaques de alimentos activos.

pelicula (FFS) se obtuvo a partir
de una suspensién acuosa de
celulosa (0.15 g/100 g FFS). Se
prepard una suspension acuosa
de GT (3 g/100 g FFS), en
agitacion 60 °C, 30 min. Se

contra
Staphylococcus
aureus.

Compuesto - . Actividad Refere
g Solventes Condiciones experimentales - .
activo funcional ncia
Oleorresina de | Cloroformo | Solucién: Actividad [24]
pimienta negra | y butanol La solucién formadora de | antimicrobiana
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mezclaron todos los
componentes, 60 °C, 15 min. La
solucion de GT se vertio sobre
placas de plastico para obtener
peliculas. Se depositdé una capa
de fibras de PCL (10% plv,
cloroformo/butanol 75:25 v/v) en
ambos lados de la pelicula de
GT. Se incorporé oleorresina de
pimienta negra en la solucion al
7% plp.

Electrohilado:

Voltaje 20, 30 kV

Velocidad de flujo 1.0-1.5 mL h
1

Distancia punta-colector 18 cm

Aceite
esencial de
Zataria
multiflora
(ZEO)

Cloroformo
y etanol

Solucion:

Se disolvieron PCL, etilcelulosa
(ECL) y GT (12.5% p/v) en una
mezcla de cloroformo/etanol
(80% v/v) en proporcion 70:30.
Después, la  solucion de
ECL/PCL/GT se prepar6 en dos
proporciones en peso 70:20:10
(ECL70/PCL20/GT) y 70:10:20
(ECL70/PCL10/GT). Se
afiadieron ZEO y nanoparticulas
de oOxido de zinc (ZnO) en
concentraciones de 10, 20, 30 y
50 y 3% p/p
(ECL70/PCL20/GT10/ZEQ/Zn
0).

Electrohilado:

Voltaje 16 kV

Velocidad de flujo 1.0 mL h
Distancia punta-colector 15 cm

Actividad

antioxidante vy

actividad
antifungica
contra
Penicillium

notatum y

Aspergillus
niger.

Glucomanano

AA, FA y
agua
destilada.

Solucion:

Se disolvié PCL en FA 15% (p/v)
con agitacion vigorosa durante
1.5 h. Aparte, una solucion 1%
p/p de glucomanano-gelatina
(KGM) se obtuvo disolviendo
polvo de KGM en agua bajo
agitacion a 60 °C, 1 h. La
gelatina se disolvi6 en una
solucion acuosa de AA, 30%
(VIv) para lograr una

Preservacién del
contenido
acuoso en
mango.

[25]
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concentracion final del 25% en
peso. Se prepararon varias
soluciones mixtas de KGMy GT
disolviendo 1% de KGM y 25%
de GT en proporciones de peso
de 2:8, 37, 4.6 y 55 bajo
condiciones de agitacion.

Electrohilado:

Voltaje 20 kV

Velocidad de flujo 1.5 mL h?
Distancia punta-colector 10 cm

Aceite AAY FA. Solucién: Actividad [26]
esencial de Se prepararon cinco soluciones | antimicrobiana
comino (CEO) de electrohilado, S1 (PCL/GT), | contra

S2 (PCL/GT/nanoparticulas de | Staphylococcus
oxido de zinc (ZnO) 1%), S3 | aureus.
(PCL/GT/ZnO 3%), S4
(PCL/GT/ZnO 3%/CEO 1%) y
S5 (PCL/GT/ZnO 3%/CEO 3%).
Para todas las soluciones, la
proporcién de GT fue de 30:70.
Para la S1, se disolvieron 0.02 g
de gel en una mezcla (6 mL de
FAy 14 mL de AA)y se agitaron
15 min. Se afiadieron 2.38 g de
PCL vy se volvié a agitar 12 h.
Para las soluciones S2 y S3, se
sonificaron 0.034 y 0.102 g de
Zn0. Luego, se afadieron la GT
y el PCL de la manera
previamente mencionada. La S4
se compuso de GT (30:70), ZnO
(0.102g) y CEO (0.034 g). La S5
se compuso de GT (30:70), ZnO
(0.102 g) y CEO (0.102 g).

Electrohilado:

Voltaje no especificado
Velocidad de flujo 0.25 mL h!
Distancia punta-colector 15 cm

Se puede observar que el electrohilado de PCL y GT para crear fibras para
empaques de alimentos resulta especialmente ventajoso debido a la combinacion Unica
de propiedades que aporta cada polimero. La PCL, aporta una excelente barrera
mecanica y la GT propiedades de barrera contra el oxigeno. Esta mezcla puede

14



minimizar la transferencia de oxigeno y vapor de agua, reduciendo la velocidad de
deterioro de los alimentos y manteniendo su frescura y calidad por mas tiempo.

1.1.2 Fibras electrohiladas cargadas con compuestos
bioactivos naturales

La industria alimentaria ha mostrado interés en el desarrollo de nanofibras
mediante la técnica de electrohilado utilizando polimeros para la encapsulacion de
compuestos bioactivos[10]. La incorporacién de compuestos con propiedades
especificas ofrece ventajas al entrar en contacto con los alimentos. Al ser incorporados
en los intersticios de las fibras poliméricas, los compuestos y sustancias activas quedan
protegidos de agentes externos y se dispersan de manera constante en el medio, lo que
permite una liberacién controlada en el alimento. De este modo, el empaque no solo
acta como una barrera contra condiciones externas, sino que también juega un papel
deseable en los alimentos al ayudar a controlar la oxidacion, prevenir la formacion de
sabores y texturas indeseables, asi como evitar la perdida de contenido nutricional [20].

Los compuestos antioxidantes y antimicrobianos utilizados en alimentos y
empaques de origen natural incluyen aceites esenciales, nisina, curcumina, a-tocoferol,
vitaminas, extractos ricos en fenoles de plantas y orujos, isotiocianato de alilo y
quitosano, entre otros [11]. El desarrollo de agentes antimicrobianos y antioxidantes a
partir de diversos productos naturales ha demostrado ser altamente prometedor. Los
compuestos naturales son preferibles para nuevos enfoques de empaques, debido a las
crecientes preocupaciones de los consumidores sobre la seguridad de los aditivos y
materiales sintéticos, y su potencial impacto en la salud. La incorporacion de
compuestos bioactivos naturales en las fibras electrohiladas puede mejorar
significativamente su biodisponibilidad y solubilidad [11].

La Tabla 4 muestra aplicaciones de las fibras electrohiladas con agentes bioactivos
involucrados en el procesamiento y conservacion de alimentos.

Tabla 4. Aplicaciones de las fibras electrohiladas activas en el procesamiento y conservacion
de alimentos [11].

Fibras .. . .
. Agente . Actividad antimicrobianay/o | Refere
Polimeros . . diametro .. .
bioactivo (nm) antioxidante ncia
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Polimeros sintéticos

PLA Polifenoles del | 493 + 46 - | Actividad antibacteriana contra | [27]
té 753 £84 | Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.
PEO Spirulina sp. | 196 £ 43 - | Actividad antioxidante. [28]
LEB 18 542 + 126
PEO Acido gélico 208 + 49 - | Actividad antioxidante. [29]
309 £ 74
Polimeros naturales
Polihidroxibutir | Microalga 810£85 | Actividad antibacteriana contra | [30]
ato (PHB) Spirulina sp. Staphylococcus aureus ATCC
25923.
Zeina Vitamina B9 1x10* Actividad antioxidante. [31]
— 2.1x10*
Poli(3- Taninos 1.3x10* | Actividad antioxidante. [32]
hidroxibutirato-
co-3-
hidroxivalerato)
(PHBV)

Se observa que el uso de fibras electrohiladas activas en el procesamiento y
conservacion de alimentos muestra un potencial significativo debido a sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes. Los polimeros sintéticos como el PLA y el PEO,
cuando se combinan con agentes bioactivos han demostrado una actividad
antibacteriana efectiva contra patdgenos comunes como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, asi como propiedades antioxidantes significativas. Por otro lado, los
polimeros naturales, como la zeina, también han mostrado capacidades prometedoras.
Estas caracteristicas subrayan la versatilidad y eficacia de las fibras electrohiladas
activas, posicionandolas como una herramienta innovadora y eficaz en la industria
alimentaria para mejorar la seguridad y la calidad de los productos alimenticios
mediante el control de microorganismos y la prevencion de la oxidacién [11].

1.1.3 Compuestos bioactivos naturales

El término fitoquimico refiere a los compuestos quimicos de las plantas con
diferentes composiciones y propiedades, estos compuestos incluyen fenoles,
carotenoides, fitoesteroles, glucosinolatos, minerales, vitaminas, enzimas,
bacteriocinas y acidos grasos insaturados. En las plantas, estas sustancias desempefian
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funciones para su proteccion y crecimiento, como la atraccion de insectos para su
polinizacion, proteccion ante patdgenos, regulacion del crecimiento y la reproduccion,
control de insectos y proteccion de las plantas contra los herbivoros, ademés de poseer
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiproliferativas, antidiabéticas,
neuroprotectoras y antihipertensivas [33]. EI mecanismo de accion antimicrobiano
incluye la ruptura de la membrana con inhibicion de la actividad de la ATPasa, la fuga
de biomoléculas esenciales de la célula, la interrupcién de la fuerza motriz de protones
y la inactivacion de enzimas. El concepto de antioxidante se refiere a cualquier
compuesto capaz de retrasar o prevenir la oxidacion del sustrato. Los antioxidantes
contrarrestan el estrés oxidativo, protegiendo las biomoléculas esenciales del dafio
oxidativo. Los antioxidantes pueden actuar agotando el oxigeno molecular, eliminando
iones metalicos prooxidantes, neutralizando especies reactivas de oxigeno altamente
reactivas, como el anion radical superdxido o el peréxido de hidrégeno, y eliminando
radicales iniciadores de cadena como el hidroxilo (HO"), el alcoxi (RO") o el peroxilo
(ROO") [34]. Los fitoquimicos son producidos por las plantas debido a la
metabolizacion de azlcares, acidos y polisacaridos. EI consumo humano de estos
fitoquimicos puede acarrear multiples beneficios para la salud e incluso prevenir
algunas enfermedades. Alimentos vegetales, incluidas verduras, frutas, semillas,
granos enteros y nueces, son fuentes principales de fitoquimicos [33].

1.1.3.1 Melanina

La melanina es un pigmento que potencialmente se puede extraer de las cascaras
de nuez pecana, aunque la comprensién de este pigmento es limitada y ha sido poco
estudiada. Las melaninas estan presentes en todas las formas de vida y generalmente
se definen segin su origen biogenético. Las plantas producen diferentes tipos de
pigmentos, conocidos como alomelaninas, que se derivan de la molécula precursora
1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) [35]. El pigmento de melanina ha atraido atencion por
sus notables propiedades, incluyendo capacidades antioxidantes, de proteccion UV y
de captura de radicales libres altamente eficaces [36]. Notablemente, la melanina tiene
propiedades antimicrobianas de amplio espectro, inhibiendo el crecimiento de especies
clinicas significativas que habitan en una amplia gama de ambientes, incluyendo
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Mycobacterium
smegmatis [37]. Recientemente, diferentes trabajos han explorado la integracion de
melanina en nanofibras electrohiladas para explotar sus propiedades tnicas en el disefio
de materiales funcionales (Tabla 5).
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Tabla 5. Incorporacién de pigmentos de melanina para la fabricacion de fibras
electrohiladas.

Polimeros

Disolventes

Fuente
de
Melanina

Condiciones
Experimentales

Aplicacion

Refere
ncia

PCL y
Poliuretano
(PUR)

AA  (99%),
FA (> 95%),
y DMF.

Armillari
a
cepistipes

Solucion:

PCL (15% p/v) y melanina
(10% p/p) se disolvieron
en una mezcla de AA/FA
(3:1), mientras que para
PUR (145% piv) vy
melanina (10% p/p) se
disolvieron en solvente
puro de DMF.
Electrohilado:

Voltaje 60 kV

Velocidad de flujo 195-
245 mm s

Distancia punta-colector
200-261 mm

Desintoxicac
ion de
metales
pesados en
agua

[38]

Fibroina de
Seda

Hexafluoro-
2-propanol
(HFIP)

Melanina
Sintética
(M0418,
Sigma)

Solucion:

Fibroina de seda vy
melanina de concentracion
6% (p/v) se disolvieron en
HFIP en la proporcion
(90:10). Electrohilado:
Voltaje 12 kV

Velocidad de flujo 1 mL h
1

Distancia punta-colector 8
cm

Regeneracio
n y
recuperacion
nerviosa

[39]

PVOH

Agua
desionizada

Sepia
officinalis

Solucién:

5.0, 3.0 y 1.0% en peso de
eumelanina  en una
solucién de PVOH al 10%
en peso.

Electrohilado:

Voltaje 18 kV

Velocidad de flujo 0.02
mL h?

Distancia punta-colector
20 cm

Aplicaciones
de ingenieria
de tejido
muscular
esquelético

[40]

Poli(1-
lactida-co-
e-
caprolacto

1,1,1,3,3,3-
hexauoro-2-
propanol
(HFP)

No
especifica
do

Solucién:

Se afiadié una mezcla de
PLCL y gelatina (50:50,
PG) a la melanina, se

Posibles
sustratos para
la

[41]
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na) prepararon diferentes | regeneracion

(PLCL), proporciones de peso de | miocardica
Gelatina melanina/PG: 10: 90,
tipo A 20:80, 30:70, 40:60.

Electrohilado:

Voltaje 15 kV

Velocidad de flujo 1 mL h
1

Distancia punta-colector

15cm
PHByPCL | Etanol Acido Solucion: Soluciones [42]

(>299.8%) y | 5,6- PCL y PHB se disolvieron | para ap6sitos
cloroformo dihidroxii | en una solucion de CHCI; | de heridas
(=99%, ndol-2- (4:1 vlv). Se anadieron
CHCIy) carboxilic | nanoparticulas de

0 melanina-TiO,  (diéxido

(mondmer | de titanio) (9.4% p/p) en la

0 solucion.

DHICA) | Electrohilado:

precursor | Voltaje 3 kV

de Velocidad de flujo 1400
melanina | uL h'

Distancia punta-colector
11.5¢cm

Ademas, se ha reportado el uso de melanina generada a partir de tinta de sepia
como una pelicula de envasado antimicrobiano comestible sin necesidad de
electrohilado, mostrando efectividad antibacteriana contra patégenos transmitidos por
alimentos como Listeria monocytogenes [43]. Los resultados enfatizan la
incorporacion de melanina de céscara de nuez como un componente crucial en una
membrana biopolimérica de policaprolactona-gelatina, destacando especificamente su
utilizacion en el envasado de alimentos. Por otro lado, la sintesis de melanina se ha
asociado con el factor virulencia de una variedad de microorganismos patégenos. Se
cree que la melanina contribuye a la virulencia microbiana al reducir la susceptibilidad
del patdgeno a ser eliminado por los mecanismos antimicrobianos del huésped y al
influir en la respuesta inmunitaria del hospedero a la infeccion. En consecuencia, la
melanina y las vias de sintesis de melanina son objetivos potenciales para el
descubrimiento de farmacos antimicrobianos. Es interesante destacar que las
propiedades de unién a farmacos tanto de las melaninas del huésped como de las
microbianas podrian influir en el resultado de la terapia antimicrobiana [44]. Sin
embargo, una aplicacion externa de la melanina puede influir como antimicrobiano y
antifangico, un claro ejemplo es el reportado por Salomi, et al. [45], en el cual se extrajo
melanina a partir de Aspergillus niger, un hongo de importancia clinica, la cual
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demostrd tener actividad antimicrobiana contra las cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcescens. La Tabla 6
muestra la actividad funcional antimicrobiana y antioxidante de la melanina
proveniente de diversas fuentes.

Tabla 6. Actividad funcional de la melanina proveniente de diversas fuentes.

Fuente de la melanina

Actividad funcional

Referencia

Pseudomonas balearica

Actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Erwinia chrysanthemi 3937VIIl y Erwinia
carotovora 197 StpR y actividad antioxidante.

[46]

Aspergillus
ICTF-201

bridgeri

Actividad antioxidante, no mostrd actividad
antimicrobiana contra Bacillus subtilis MTCC
121, Micrococcus luteus MTCC 2470,
Staphylococcus aureus MTCC 96, Escherichia
coli MTCC 739, Klebsiella planticola MTCC
530, Pseudomonas aeruginosa MTCC 2453 y
Candida albicans MTCC 3017.

[47]

Auricularia auricula

Actividad antioxidante.

[48]

Auricularia auricula
CGMCC971

Actividad antioxidante.

[49]

Melanina aislada a partir
de desechos
agroindustriales del vino.

Actividad antimicrobiana contra Bacillus subtilis
G 17-89, Salmonella typhimurium G 38,
Escherichia coli K 12, Candida gropengiesseri
10228 y Candida bovina 10118. Actividad
antifungica contra Aspergillus fumigatus 8444,
Aspergillus  flavus 10559, Cladosporium
herbarium 8270, Cladosporium elatum 8192,
Fusarium oxysporum 12017, Fusarium solani
12018, Mucor hiemalis 12020, Mucor plumbeus
12021, Penicillium chrysogenum 8203 vy
Penicillium expansum 8281.

[50]

Actinoalloteichus sp.
MA-32

Actividad antioxidante y actividad
antimicrobiana contra las bacterias grampositivas
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, y las bacterias gramnegativas

[51]
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Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella dysenteriae, Shigella boydii.

Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa y Serratia marcescens

Tinta de Sepia Actividad antioxidante. [52]

Galato de | Actividad antimicrobiana contra las cepas de | [53]

epigalocatequina Escherichia coli ATCC 43895 y Staphylococcus

(EGCG) aureus ATCC 2592 y actividad antioxidante.

Lachnum YM-34 Actividad antioxidante. [54]

No especificado Actividad antimicrobiana contra las cepas de | [55]
Escherichia coli y Staphylococcus aureus vy
actividad antioxidante.

Streptomyces sp. NEAE- | Actividad anticancerigena.  Sin  actividad | [56]

H antimicrobiana  contra las  cepas de
Staphylococcus aureus, Alternaria solani,
Bipolaris oryzae, Sacchromyces cerevisiae,
Candida albicans, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Rhizoctonia
solani, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger y
Klebsiella pneumoniae.

Streptomyces sp. Actividad antioxidante. [57]

Aspergillus niger Actividad antimicrobiana contra las cepas de | [45]

1.1.3.2 Compuestos bioactivos a partir de residuos agricolas

Las principales fuentes de fitoquimicos derivados de alimentos son frutas,
verduras, legumbres, granos enteros, nueces, semillas, hongos, hierbas y especias, pero
también es posible encontrarlos en sus desechos. Este tipo de residuos representa una
problematica mundial que impacta negativamente en el sistema ambiental debido a su
inadecuada gestion actual. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAO) estimd que las pérdidas de frutas y verduras
pueden llegar hasta el 60% de la produccién horticola total, y el 25-30% del total de
subproductos agroalimentarios se generan durante el procesamiento de frutas (véase
Tabla 7) [58]. En México, el procesamiento industrial de frutas (limones, peras,
jitomates, manzanas, papayas, pifias, platanos y naranjas), cereales (maiz), y vegetales
(frijoles, zanahorias, lechugas y papas) generan alrededor de 76 millones de toneladas
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de desperdicio anualmente [59]. La amplia disponibilidad, los grandes volimenes y los
bajos costos hacen de los residuos agroalimentarios una fuente considerable de
compuestos bioactivos que pueden ser extraidos mediante metodologias sostenibles.
La mayoria de los subproductos derivados de la transformacion agroindustrial, como
los residuos de granos, legumbres, frutas y verduras son ricos en macronutrientes
(carbohidratos, proteinas y acidos grasos) y micronutrientes (vitaminas, hierro, calcio
y potasio). Muchos de estos componentes se consideran compuestos bioactivos
(incluyendo no nutrientes) debido a la presencia de fitoquimicos, generalmente
producidos a partir del metabolismo primario y secundario de las células vegetales, que
juegan un papel clave en el crecimiento y desarrollo de las plantas [58].

Tabla 7. Cantidad de residuos de algunos cultivos producidos en el mundo en 2020 [60] .

Produccion Relacion Cantidad de
Cultivo Mundial (Millones Residuo/Cultivo Residuos (Millones
de Toneladas) de Toneladas)
Cafia de azlcar 1869.7 0.1 189.1
Maiz 1162.4 2.0 2324.8
Trigo 760.9 1.2 897.9
Arroz 756.7 1.0 756.7
Papa 359.1 0.4 143.6
Soya 353.5 15 530.3
Jitomate 186.8 35 653.8
Cebada 157.0 1.2 185.3
Platano 119.8 0.6 71.9
Pepino 91.3 4.5 410.9
Manzanas 86.4 0.2 21.6
Uvas 78.0 0.3 23.4
Naranjas 75.5 0.5 37.8
Aceitunas 23.6 0.1 2.8

Los fitoquimicos en algunos de los subproductos alimentarios mas populares, con
la mayor cantidad generada en el mundo, asi como sobre sus propiedades y aplicaciones
potenciales se muestran en la (Figura 1) [60].
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Figura 1. Residuos agricolas y sus propiedades y aplicaciones de sus fitoquimicos.
llustracién adaptada de Oleszek, et al. [60].

De acuerdo con la Figura 1, los fitoquimicos de los subproductos alimentarios mas
populares a nivel mundial provienen de las cascaras de los citricos; semillas, pulpa,
cascara, tallos y hojas de las uvas; cascara, piel, pulpa, semillas y tallos de las
manzanas; cascaras, fruta podrida, hojas, tallos y flores de los platanos; céscaras,
semillas, tallos, hojas y pulpa de jitomates; hojas, vaina, pericarpio y ramas de soya;
cascara de papa; cascara, mazorcay fibra de maiz; bagazo de cafia de azlcar, asi como,
orujo, hojas y aguas residuales de almazaras de las aceitunas [60]. Los residuos
agroindustriales contienen una rica variedad de compuestos bioactivos derivados del
cultivo y procesamiento de productos agricolas. Cualquier parte de las plantas, como
cascaras, semillas, hojas, raices y tallos, puede ser una fuente significativa de estos
compuestos. Algunos de los grupos de compuestos bioactivos mas importantes
incluyen compuestos fenolicos, aceites esenciales y carotenoides, proteinas y péptidos,
acidos grasos y esteroles, polisacaridos y fibras dietéticas, saponinas y alcaloides. Estos
compuestos bioactivos no solo ofrecen beneficios para la salud humana, sino que
tambien presentan oportunidades para la valorizacion de residuos agroindustriales,
promoviendo practicas mas sostenibles y econdémicas en la industria alimentaria [59].
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Por otro lado, residuos agroindustriales de diversos sectores de procesamiento
contribuyen al aumento de la biomasa, la mayoria de los cuales son depositados en
vertederos o simplemente desechados de manera inadecuada. Los principales
problemas asociados con este aumento en la produccién de biomasa incluyen el
potencial combustible y microbioldgico, atribuido a la biodisponibilidad de materiales
organicos altamente energéticos. La acumulacion de biomasa contribuye a incendios
en regiones de clima méas seco, resultando en grandes pérdidas de ecosistemas.
Ademas, estos residuos favorecen la proliferacion de microorganismos, que, aunque
son importantes para la descomposicion, a gran escala se convierten en un problema
mayor asociado principalmente con la produccion de gases de efecto invernadero,
productos toxicos de degradacion y proliferacion de bacterias y hongos patégenos [61].
Debido a la abundancia de los residuos agroindustriales, los paises en desarrollo sufren
de una permanente falta de alternativas viables para la recuperacion y reutilizacion de
estos insumos valiosos, que normalmente son incinerados, aumentando la produccion
de gases de efecto invernadero, contribuyendo a la pérdida de potencial energético,
empeorando las crisis sanitarias y afectando la calidad de vida de la poblacién. Aunque
la materia organica presente en los residuos agroindustriales es una fuente de
componentes valiosos, pocas tecnologias ofrecen seguridad en cuanto al proceso de
recuperacion, purificacion y concentracion de estos compuestos quimicos. Ademas, es
importante destacar que pocas tecnologias en desarrollo ofrecen ventajas en términos
de datos operacionales que puedan aplicarse a la ampliacion de escala. En este
contexto, la aplicacion potencial de tecnologias innovadoras ha sido el foco de las
discusiones en el contexto de la reutilizacion sostenible de residuos, asi como los
desafios de consolidar estas tecnologias en el entorno industrial mediante la generacion
de oportunidades para la investigacion y el desarrollo tecnol6gico [61].

1.2 Definicion del problema

El desarrollo de empaques innovadores con propiedades activas, como aquellos
capaces de mejorar la preservacion de alimentos mediante la liberacion controlada de
compuestos antimicrobianos o antioxidantes, enfrenta multiples desafios en la
actualidad. Uno de los principales problemas es la complejidad técnica asociada con la
incorporacion efectiva y segura de estos agentes activos en los materiales de empaque.
Estos compuestos deben mantenerse estables durante el proceso de fabricacion y a lo
largo de toda la vida util del producto, sin comprometer su eficacia. Ademas, deben
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liberarse en el momento adecuado y en la dosis correcta para ser efectivos sin afectar
las propiedades organolépticas de los alimentos, como el sabor y el olor. Los agentes
activos, al ser integrados en los materiales de empaque, deben soportar rigurosas
condiciones de procesamiento, incluyendo altas temperaturas y manipulacion externa
intensa, sin degradarse o perder funcionalidad. La técnica de distribucion uniforme de
los agentes activos dentro de la matriz polimérica también es critica, una distribucion
desigual puede resultar en un desempefio inconsistente del empaque, con areas
sobrecargadas de agente activo y otras sin suficiente cantidad para ser efectivas.
Ademas de estos retos técnicos, se deben considerar las interacciones potenciales entre
los agentes activos y los componentes del alimento, asi como los posibles efectos
secundarios no deseados que pudiesen surgir, tales como cambios en el sabor, color o
textura del producto alimenticio. Esto requiere una cuidadosa seleccion de agentes
activos y una comprension detallada de su comportamiento en diferentes matrices
poliméricas.

Por otra parte, los desechos de la cascara de nuez representan un problema
ambiental significativo debido a la gran cantidad producida por la industria
agroalimentaria. La produccion de nuez pecana genera una vasta cantidad de residuos
de céscara, los cuales son generalmente desechados sin un uso especifico. Sin embargo,
estos desechos son una fuente potencial de compuestos bioactivos, como la melanina,
que podrian ser aprovechados en la fabricacion de empaques activos. La melanina
extraida de la céscara de nuez ha mostrado propiedades antioxidantes vy
antimicrobianas, lo que potencia su uso en materiales de empaque biodegradables. La
integracion de melanina en matrices poliméricas, a traves de técnicas avanzadas como
el electrohilado, ofrece una solucion innovadora y sostenible para la preservacion de
alimentos. El proceso de electrohilado permite la creacion de fibras de area superficial
especifica, lo que podria mejorar la eficacia de la liberacidén de agentes activos. Sin
embargo, este proceso requiere una optimizacion precisa para asegurar que la melanina
mantenga su bioactividad durante y después de su incorporacion en las fibras
poliméricas. Es fundamental también evaluar la compatibilidad entre la melanina y la
matriz polimérica seleccionada, en este caso, una combinacion de PCL y GT. La
eleccion de estos polimeros responde a su biocompatibilidad y biodegradabilidad,
caracteristicas esenciales para la aplicacion en empaques de alimentos. No obstante, la
interaccidn entre la melanina y estos polimeros debe ser minuciosamente estudiada
para asegurar que no se comprometan las propiedades mecanicas y funcionales del
empaque final.
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El desarrollo de empaques activos utilizando melanina extraida de la cascara de
nuez presenta una oportunidad para mejorar la conservacion de alimentos de manera
sostenible. Sin embargo, se requiere una investigacion exhaustiva y multidisciplinaria
para abordar los desafios técnicos asociados con la incorporacion de agentes bioactivos
en materiales de empaque, garantizando su estabilidad, eficacia, biodegradabilidad y
seguridad. Esta iniciativa no solo contribuira a la reduccion del desperdicio
agroalimentario y la contaminacion ambiental, sino que también mejoraré la calidad y
seguridad de los productos alimenticios, ofreciendo una solucién innovadora y
sostenible para la industria de empaques.

1.3 Justificacion

En el contexto actual de la industria alimentaria, la necesidad de desarrollar
materiales de empaque activos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas
biodegradables se ha intensificado debido a varios factores criticos. Uno de los desafios
mas apremiantes es la creciente preocupacion por la seguridad alimentaria y la
necesidad de reducir las pérdidas postcosecha, que no solo afectan la economia global
sino también la disponibilidad de alimentos para una poblacion mundial en aumento.
En este sentido, los empaques activos juegan un papel crucial al mejorar la vida Gtil de
los productos alimenticios frescos y procesados, minimizando el deterioro causado por
microorganismos patdgenos y la oxidacion. La cascara de nuez, un subproducto
abundante de la industria agroalimentaria, que emerge como una fuente prometedora
de melanina, un pigmento natural reconocido por sus propiedades bioactivas. La
melanina ha demostrado ser efectiva como agente antioxidante y antimicrobiano en
diversas aplicaciones, desde la medicina hasta la industria de empaques. Su capacidad
para neutralizar los radicales libres e inhibicion del crecimiento microbiano la convierte
en un candidato ideal para mejorar la conservacion de alimentos frescos y procesados
mediante empaques innovadores. La integracion de melanina en matrices poliméricas
biodegradables para empaques activos no solo permite aprovechar un recurso
subutilizado y reducir la huella ambiental de la industria agroalimentaria, sino que
también abre nuevas posibilidades en términos de sostenibilidad y eficiencia
econdmica. Al transformar un residuo agricola en un recurso valioso, se contribuye a
cerrar el ciclo de vida de los productos alimenticios, fomentando practicas mas
responsables en la cadena de suministro. Los empaques activos con melanina ofrecen
ventajas significativas en términos de prolongacion de la vida dtil de los alimentos,
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manteniendo su calidad sensorial y nutricional a lo largo del tiempo. Este enfoque no
solo responde a la demanda creciente de soluciones innovadoras en empaques, Sino que
también se alinea con los principios de economia circular y responsabilidad ambiental,
promoviendo un consumo mas consciente y una gestion mas eficiente de los recursos
naturales. Este enfoque multidisciplinario no solo tiene el potencial de transformar la
industria alimentaria, sino también de contribuir a la valorizacion de un residuo
agricola.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Desarrollar, mediante electrohilado, un polimero con un compuesto bioactivo con
actividad antioxidante y antiflngica, proveniente de la cascara de nuez pecana.

1.4.2 Objetivos especificos

« Desarrollar la matriz polimérica a base de PCL/gelatina con el compuesto
bioactivo de melanina por electrohilado.

 Estudiar las propiedades antioxidantes, antifungicas y biodegradables del
polimero PCL/gelatina con melanina desarrollado por electrohilado.

1.5 Hipotesis

La presencia de melanina como compuesto bioactivo en la matriz polimérica de
membranas electrohiladas a base de PCL/gelatina mejora la actividad antioxidante y
antifingica de la membrana.

27



2

Marco Teorico

2.1 Desperdicio de alimentos

En México se desperdician mas de 10 mil toneladas de alimentos al afio, que
representan el 37% de la produccién agropecuaria en el pais. Si se recuperaran, los
alimentos desperdiciados se podrian alimentar durante semanas a los 7.4 millones de
personas que padecen de pobreza extrema y carencia alimentaria [58], [59].

El desperdicio de alimentos es un problema complejo que surge de una
combinacién de factores a lo largo de la cadena de suministro alimentaria, desde la
produccién y procesamiento hasta el consumo final. El desperdicio de alimentos es el
resultado de una interaccion compleja de factores conductuales, operativos,
sociodemograficos, regulatorios y culturales. Abordar este problema requiere un
enfoque integral que incluya la educacion del consumidor, mejoras en la eficiencia de
la cadena de suministro, politicas de gestion de residuos mas efectivas y un cambio en
las percepciones culturales sobre el valor de los alimentos.



2.2 Empaques de alimentos

Un empaque es la estructura rigida o semirrigida que sirve para contener un
producto y que se encuentra en contacto directo con el producto. Su propdsito principal
es proteger los productos alimenticios de influencias externas como dafios biologicos,
quimicos 0 mecéanicos, contener los alimentos, preservarlos en el estado en que fueron
empaquetados evitando su deterioro y atraer a los consumidores proporcionando
informacidn sobre el producto y su contenido nutricional [62]. Los empaques de
alimentos juegan un papel crucial en la prevencion del desperdicio de alimentos por
razones que van desde la proteccion fisica hasta la mejora de la conservacion. En
primer lugar, los empaques protegen los alimentos de la degradacion fisica y quimica
durante el almacenamiento y el transporte. Sin esta proteccion, los alimentos estarian
expuestos a factores ambientales adversos como la humedad, la luz, el oxigeno y los
contaminantes, que pueden acelerar su deterioro. Por ejemplo, los envases herméticos
y con barreras contra la humedad y el oxigeno ayudan a mantener la frescura y la
calidad de los productos alimenticios, prolongando su vida util y reduciendo asi el
desperdicio [62].

Ademas, el disefio de los empaques puede influir significativamente en el
comportamiento del consumidor y en la cantidad de desperdicio generado. Los
empaques que facilitan el uso y almacenamiento adecuado de los alimentos, como
aquellos con cierres reutilizables o porciones mas pequefias, ayudan a los consumidores
a utilizar los productos de manera mas eficiente y evitar que se echen a perder antes de
ser consumidos. Por ejemplo, empaques con porciones individuales son especialmente
utiles para reducir el desperdicio en hogares pequefios o para personas que viven solas
[62].

Otro aspecto importante es la informacién proporcionada en los empaques.
Etiquetas claras y precisas sobre la fecha de caducidad, instrucciones de
almacenamiento y recomendaciones de uso pueden ayudar a los consumidores a
manejar mejor los productos alimenticios, evitando el desperdicio debido a la mala
interpretacion de la frescura del producto. Ademas, los empaques inteligentes que
monitorean la frescura de los alimentos y avisan al consumidor cuando un producto
esta cerca de su fecha de vencimiento pueden ser una herramienta eficaz para reducir
el desperdicio [62].
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El impacto ambiental de los empaques también es un factor que considerar.
Aunque el empaque en si puede generar residuos, este ayuda a reducir
significativamente el desperdicio de alimentos, el beneficio neto para el medio
ambiente puede ser positivo. El desperdicio de alimentos tiene una huella de carbono
considerable, por lo que cualquier reduccion en la cantidad de alimentos que se tiran
contribuye a disminuir el impacto ambiental global [62].

2.2.1 Clasificacion de empaques

Los sistemas de empaqgue pueden clasificarse en cuatro grupos, empaque primario,
empaque secundario, empaque de distribucion o terciario, y carga unitaria [63]. El
empaque primario es aquel que estd en contacto directo con los productos y sera
manejado por el consumidor, el empaque secundario agrupa unidades individuales
(empaques primarios) para su transporte y puede estar disefiado para estar listo para el
estante, donde puede mostrar el empaque primario para publicidad en puntos de venta
y el empague terciario es para el almacenamiento y manejo del producto empaquetado
secundariamente [64]. La carga unitaria se refiere al agrupamiento de multiples
unidades de productos individuales en un solo conjunto méas grande para facilitar su
manejo, almacenamiento y transporte.

2.2.2 Materiales usados en empaques de alimentos primarios

La correcta seleccion de los materiales y tecnologias de empaque mantienen la
calidad y frescura del producto durante su transporte y manipulacion. Los materiales
que tradicionalmente han sido utilizados en los empaques alimenticios incluyen vidrio,
metales (aluminio, ld&minas y laminados, hojalata y acero sin estafio), papel, carton, y
plasticos [65]. Los plésticos son la mejor opcion para los procesadores de alimentos
debido a su maleabilidad, su agradable estética, baja densidad y coeficiente de friccion
[66]. Ademas, de introducirse una amplia variedad de plasticos tanto en formas rigidas
como flexibles.

2.2.2.1 Plastico

Los plasticos son polimeros, que son compuestos quimicos formados por largas
moléculas compuestas de cadenas de pequefias unidades repetitivas (monomeros). Los
polimeros se formulan con diferentes aditivos para mejorar la apariencia, aumentar la
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resistencia y, de este modo, cambiar las propiedades del material [66]. Los plasticos se
pueden clasificar en polimeros termoestables y termoplésticos, siendo estos Ultimos los
materiales de envasado mas comunes para las industrias alimentarias ya que pueden
reciclarse [67]. Los materiales termoplasticos utilizados para este propdsito se
clasifican con base a un cddigo del 1 al 7 (Tabla 8) [68]. Cada tipo de pléastico tiene
diferentes aplicaciones segln sus propiedades especificas.

Tabla 8. Termoplasticos y su uso en el empacado de alimentos [68].

Cadigo Materiales termoplasticos Aplicaciones de empaque
Botellas de bebidas

Envases para microondas

Botellas de refrescos

Tarros de comida para mantequilla
Tarros de gelatina

Peliculas plasticas

1 Tereftalato de polietileno (PET)

Botellas de bebidas

Botellas para leche y jugos

3 Acetato de polivinilo (PVA) Envases comunes de alimentos
Bolsas plasticas

4 Cloruro de polivinilo (PVC) Peliculas para alimentos congelados
Tapas de contenedores
Contenedores de alimentos
Tapas de botellas

Botellas de medicamentos
Popotes

Vasos desechables

Tazas

Platos

Cucharas

7 Polietileno de alta densidad (HDPE) Envases personalizados

2 Polipropileno (PP)

5 Poliestireno (PS)

6 Polietileno de baja densidad (LDPE)

Aunque los polimeros de fuentes petroquimicas son principalmente utilizados para
el envasado de alimentos, ha surgido una tendencia a reemplazarlos con bioplasticos
por razones de sostenibilidad y problemas ambientales. Otro aspecto especifico de los
plasticos en el envasado de alimentos incluye el impacto de la migracion de
monomeros, oligbmeros y aditivos hacia los alimentos, afectando asi la calidad
alimentaria y, en el peor de los casos, la salud humana, pese a los impactos negativos,
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el uso de plasticos en el envasado de alimentos es altamente rentable y creciente debido
al bajo costo y sus ventajas funcionales [67].

La necesidad de abordar la urgente contaminacion plastica ha escalado a una crisis
global. Se han lanzado varias medidas politicas y acciones voluntarias por parte de
organismos publicos y privados para abordar los problemas causados por los envases
plasticos de alimentos. Estas acciones incluyen politicas y regulaciones para reducir o
prohibir los plésticos de un solo uso, como compromisos colaborativos y pactos para
fomentar la economia circular de los pléasticos. A pesar de estos esfuerzos, se prevé que
el uso de plasticos aumentard. Por otra parte, la reduccion del uso de plésticos en el
envasado de alimentos puede conducir a problemas ambientales mas grandes en la
cadena alimentaria, por ejemplo, en términos de pérdida de alimentos [69].

2.2.2.1.1 Biopolimeros

El uso de biopolimeros como material de empaque esta convirtiéndose en una
tendencia emergente a nivel mundial debido a sus grandes beneficios sobre los
plasticos, tales como biodegradabilidad, no toxicidad y biocompatibilidad. Estos
biopolimeros naturales tienen excelentes estructuras cohesivas formadoras de
peliculas. Los biopolimeros utilizados como materiales de embalaje de alimentos son
principalmente polisacaridos, proteinas y poliésteres alifaticos, que pueden mantener
la calidad de los alimentos y aumentar la vida util del producto. Estos materiales tienen
propiedades de barrera que controlan el intercambio de gases, humedad, aroma y
lipidos con el entorno externo y viceversa, poseen actividad antimicrobiana que puede
proteger el producto alimenticio del entorno externo y previenen la pérdida de
compuestos deseables como el sabor y la textura [70]. Actualmente, biopolimeros
como el almidén, la celulosa y el &cido polilactico (PLA) se utilizan para materiales de
embalaje de alimentos. Sin embargo, la principal limitacion del uso de biopolimeros en
el embalaje de alimentos es su débil resistencia mecénica y su alta sensibilidad a la
humedad [70]. La Tabla 9 muestra las ventajas y desventajas de diferentes biopolimeros
utilizados en el embalaje de alimentos.

Tabla 9. Ventajas y desventajas de diferentes biopolimeros en el envasado de alimentos [70].

Biopolimero | Ventajas | Desventajas
Biopolimeros a base de almidén

: ﬁloo?;?irca:able e Capacidad de
Almidon «  Bajo costo procesamiento limitada
[}

e Mala resistencia al agua

Incoloro, insipido e inodoro
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e Buenas propiedades de e Propiedades  mecénicas
barrera bajas
e Baja permeabilidad al vapor e Hidrofilico
de agua e Propiedades térmicas
bajas
e Fragil
e Biodegradable
e No tdxico e Alta hidrofobicidad
e Actividad antimicrobiana e Bajas propiedades de
Cs e Actividad antioxidante barrera al vapor de agua
e Biocompatible e Fragil
e Bajo costo de produccion e Bajaelasticidad
e Flexible
Biopolimeros a base de proteinas
¢ Biodegradable
* N.O toxico . e Malas propiedades
e Biocompatible -
X mecanicas
GT * Bajocosto  Baja procesabilidad
e Flexible . . .
e Baja resistencia a la
e Transparente tension
e Baja permeabilidad de vapor
de agua
¢ Biodegradable
e Renovable e Baja flexibilidad
e No téxico e Baja resistencia mecéanica
Zeina e Altaresistencia térmica e Pobre elongacién en la
e Hidrofébico rotura.
e Propiedades antimicrobianas e Fragil
e Propiedades antioxidantes
Biopolimeros basados en poliésteres alifaticos
e Biodegradable
* Renolva_\ble e Bajas estabilidad térmica
e No toxico ;.
PLA e Propiedades antimicrobianas * Fragl_l .
e Buena resistencia mecénica * Propiedades  mecanicas
o pobres.
¢ Rigido
e Bajo costo
e Biodegradable
¢ Renovable
e No tdxico
PCL e Alta cristalinidad e Propiedades de barrera
e Buenas propiedades pobres
térmicas
e Buenas propiedades
mecénicas
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Por su parte, la PCL es un poliéster sintético biodegradable, no tdxico y no
inmunogénico. La PCL es propensa a la hidrdlisis en condiciones fisiologicas, lo que
lo vuelve biodegradable. Su definida composicion quimica, pureza, compatibilidad
inmunologica e inherente homogeneidad lo convierten en un material biocompatible
[71]. La gelatina, es una proteina congénere del colageno y sus cadenas desplegadas de
péptidos atrapan una cantidad considerable de agua. Dado que proviene del colageno,
los aminoécidos mayormente abundantes en la gelatina son la glicina, prolina y la
hidroxiprolina, sin embargo, su rapido tiempo de degradacion y superficie altamente
hidrofilica pueden no ser apropiadas como material de base. En contraparte, la PCL, es
altamente hidr6foba y posee una lenta tasa de biodegradacion. Por ende, una mezcla de
PCL y GT a través de una estructura hibrida de nanofibras puede compensar sus
respectivas deficiencias individuales [72].

2.2.3 Limitaciones de los empaques de alimentos
tradicionales.

El empaque pasivo tradicional no es eficaz en la proteccion de productos
alimenticios debido al enfoque hacia la distribucion y el almacenamiento de alimentos.
Ademas, la vida util prolongada de los alimentos procesados, las estrictas regulaciones
sobre aditivos alimentarios y la demanda de los consumidores de una minima adicion
de conservantes a los productos alimenticios han llevado a la innovacién del embalaje.
La migracién de compuestos del embalaje al producto, causando malos olores, sabores
extrafios u otros compuestos, puede suponer un riesgo si la migracion ocurre en
condiciones que puedan causar preocupaciones regulatorias. Otra interaccion que
podria afectar la calidad y/o seguridad de los productos es la absorcion de componentes
del producto en el embalaje. Algunas de estas interacciones pueden eventualmente
afectar la integridad general del paquete y, por lo tanto, del producto [66]. La migracion
generalmente describe un proceso no deseable de difusion que puede estar fuertemente
influenciado por la interaccién de componentes del alimento con el material de
empaque. Esta interaccién puede atribuirse a las propiedades del material de empaque.
Algunos componentes de los alimentos interactian, particularmente las grasas,
interactian con los aditivos incluidos en las formulaciones de plasticos como el
polietileno o el polipropileno, favoreciendo considerablemente la movilidad de los
componentes plasticos, facilitando asi su migracion hacia el alimento contenido.
Aditivos plasticos, mondémeros, oligobmeros y contaminantes, son algunas de las
sustancias que migran de los empaques alimenticios hacia los alimentos [73].
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El dinamismo en la industria alimentaria ha impulsado el desarrollo de envases
que prolonguen la vida util del producto mientras se garantiza su seguridad y calidad.
La seguridad del embalaje y la reduccion del desperdicio son aspectos clave en la
globalizacion, la armonizacion y las barreras comerciales. Ademas de la reduccion de
peso de los materiales convencionales, el desarrollo de nuevos materiales de embalaje
sostenibles, reciclables y/o biodegradables aumenta la presencia de productos
ecoldgicos en la cadena alimentaria [74].

2.2.4 Tecnologias en el empacado de alimentos

Los conceptos modernos de embalaje involucran la combinacion de materiales
renovables con las Gltimas tecnologias innovadoras, como las nanotecnologias. Las
nuevas tecnologias de embalaje, como el envasado inteligente, incorporan
deliberadamente componentes activos destinados a liberar o absorber sustancias en el
alimento envasado o en su entorno, actuando en diversas reacciones de degradacion del
alimento o como portadores de compuestos de interés. Cuando el alimento entra en
contacto con el embalaje, comienza un proceso de transferencia de masa de los
componentes del material de embalaje al alimento y viceversa, conocido como
interaccidn alimento-embalaje, que incluye una migracion quimica. La introduccion de
nuevos materiales y tecnologias ha transformado profundamente el panorama del
envasado de alimentos, y el uso de biopolimeros es una de las tendencias tecnologicas
mas recientes, dirigidas a mejorar el rendimiento de los materiales utilizados
actualmente y/o a producir envases respetuosos con el medio ambiente. Las tendencias
del estilo de vida moderno, como la menor preparacion de alimentos y la alimentacion
sobre la marcha, han resultado en un aumento progresivo del uso de embalajes por
unidad de producto. Los bioplasticos, derivados de fuentes renovables, suelen ofrecer
ventajas en términos de reduccién del consumo de recursos fosiles y emisiones de
dioxido de carbono. Los envases alimentarios antimicrobianos han aumentado
significativamente como una alternativa para controlar microorganismos no deseados,
ofreciendo beneficios adicionales para la salud humana al mejorar la calidad nutricional
y reducir la necesidad de aditivos, lo que a su vez prolonga la vida util del producto
[74]. Es crucial evaluar la seguridad de los materiales en contacto directo con los
alimentos, lo que incluye la identificacion y cuantificacion analitica de sustancias
dafinas en los materiales de embalaje, asi como la posible transferencia de masa al
interior de los alimentos. Uno de los principales roles asignado a los materiales de
empaque en términos de calidad de los alimentos y seguridad es el control de la
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transferencia de masa entre el alimento, el empaque y la atmosfera. Esto adicionando
la logistica, costo y problemas ambientales. Asi como la proteccion contra la luz y
dafios mecanicos, los empaques alimenticios deben controlar la transferencia de los
principales gases (oxigeno, dioxido de carbono, etileno, etc.) y vapores (humedad,
compuestos aromaticos, etc.) involucrados en la degradacion de los alimentos
(fisicoquimica, bioldgica, microbioldgica), adicionalmente la migracion de aditivos y
constituyentes potencialmente tdxicos (especialmente para formulaciones complejas)
[74].

2.2.4.1 Control de la transferencia de los gases y vapores

La propiedad de barrera contra la humedad es un requerimiento basico en el
envasado de alimentos ya sean himedos 0 secos, en orden de preservar la textura y
controlar el desarrollo de microorganismos aéreos patégenos. EI empaque protege de
igual forma al alimento del oxigeno, el cual actia como factor principal en la
degradacion de la calidad organoléptica y nutricional del alimento mediante la
oxidacion de vitaminas, compuestos aromaticos, pigmentos, lipidos y proteinas. El
oxigeno también se relaciona al desarrollo microbiano y la tasa de maduracion de
productos vivos frescos tales como frutas y vegetales o en quesos fermentados [74]. En
este sentido, el dioxido de carbono necesita ser preservado en la mayoria de las bebidas
carbonatadas, sin embargo, esta relacionado con la inhibicion de la tasa de respiracion
en los productos vivos y utilizado como agente bacteriostético y fungistatico. La tasa
de transmisidon de dioxido de carbono o permeabilidad es, por tanto, uno de los criterios
de importancia en la seleccion en los materiales de empaque de alimentos. La propiedad
de barrera de los compuestos aromaticos es un elemento fundamental en la
preservacion en el sabor de los alimentos tales como el café y los jugos, por ejemplo.
Otras propiedades como la transferencia de masa del etileno (para productos sensibles)
o trasferencia de masa de amoniaco (para quesos) requiere ser considerada. La
preservacion de la integridad de la pelicula fisica es esencial para garantizar las
propiedades de barrera. Las propiedades mecanicas son por lo tanto requerimientos
esenciales para la proteccion de alimentos [74]. Los absorbedores de humedad son los
ejemplos mas conocidos de envases de absorcion activa y dependen principalmente de
la adsorcion de agua mediante la incorporacion de sustancias absorbentes (como gel de
silice, tamices moleculares, 0xido de calcio y arcillas naturales) en un sobre para su
uso con el envase. Los absorbentes de humedad son una forma efectiva de controlar la
acumulacién excesiva de agua dentro de los envases de alimentos con alto contenido
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de agua (como carne, pescado, aves y productos frescos), lo cual es importante para
inhibir el crecimiento bacteriano y mejorar la presentacion del producto [75].

Por su parte, el didéxido de carbono (CO3) inhibe eficientemente el crecimiento
superficial de una variedad de bacterias y hongos aerobios al reducir los niveles
relativos de oxigeno y ejercer efectos antimicrobianos directos (a concentraciones de
COz entre 10% y 80%) en el envasado de alimentos. Por lo tanto, se utiliza como gas
de purga en sistemas de atmosfera modificada (MAP, por sus siglas en inglés) para
ayudar a mantener la frescura y prolongar la vida util, especialmente en el envasado de
carne fresca, aves, pescado y queso. Sin embargo, para algunos alimentos productores
de CO2 (como productos horticolas frescos y alimentos fermentados), el exceso de este
gas en un envase puede causar altos niveles de disolucién de CO- en los alimentos,
aumentando la presion del envase debido a la baja permeabilidad del dioxido de
carbono a través del material de envasado. Los empaques que absorben didxido de
carbono pueden provocar cambios indeseables en la calidad del producto, como
alteraciones en el sabor y la textura, el desarrollo de glicélisis anaerdbica no deseada
en frutas, o el colapso del paquete [75]. En casos donde la reduccion del nivel de CO»
en el empaque de alimentos puede mejorar la calidad del alimento, los absorbentes de
dioxido de carbono pueden ser un medio efectivo para preservar la calidad de los
alimentos y la integridad del empaque. La eliminacion o absorcion de CO> de una fase
gaseosa se puede lograr tedricamente mediante la adsorcion fisica, la condensacion
criogénica, la separacion por membrana y una reaccion quimica con una solucion
alcalina. Sin embargo, las dos ultimas tecnologias no son adecuadas para aplicaciones
de empaque de alimentos por sus limitaciones, como el uso equipos de refrigeracion y
de alta presion, que se aplican a menudo en la fabricacion y las plantas de energia. Por
lo tanto, los absorbentes quimicos y fisicos no dafiinos se han convertido en los dos
principales métodos para la eliminacion de COz en los empaques de alimentos [75]. El
envasado con atmdsferas modificadas (MAP) se define como el envasado de alimentos
en una atmosfera cuya composicion se modifica inicialmente utilizando gases
especificos y fijos, segin un perfil deseado. Inhibe la oxidacion de lipidos, el
crecimiento bacteriano aerdébico y prolonga la vida til del producto. Normalmente, el
producto se envasa en un material barrera junto con una mezcla de gases, cuya
composicion depende de las propiedades del producto, la vida util esperada, las
propiedades de permeabilidad del material de envasado y las condiciones de
almacenamiento. Durante el almacenamiento, la mezcla de gases dentro del paquete
puede cambiar debido a la tasa de respiracion del alimento envasado, la permeabilidad
especifica del material de envasado a los gases fijos, el tiempo y la temperatura. El O,

37



CO2 y N2 son los gases mas utilizados en aplicaciones comerciales de atmdsferas
modificadas, aunque el CO, SOz y CoHatambién han sido utilizados segun la naturaleza
y las propiedades del producto a envasar [76].

2.2.4.2 Control de la actividad antimicrobiana y antioxidante

En este orden de ideas, los compuestos bioactivos son moléculas secundarias
producidas en pequefias cantidades en vegetales, frutas, granos y nueces. Estas
moléculas muestran propiedades antioxidantes, antimicrobianas, anticancerigenas y
antiinflamatorias. Cuando se consumen, se consideran benéficas para nuestra salud y
tienen el potencial de ser extraidas y aplicadas como agentes antioxidantes o
antimicrobianos en diferentes campos. Los compuestos bioactivos se clasifican en
esenciales (vitaminas y minerales) y no esenciales (polifenoles, flavonoides,
carotenoides, fitoesteroles, glucosinolatos, saponinas, alcaloides y aceites esenciales)
[77]. Se han desarrollado peliculas bioactivas con nuevas y mejoradas propiedades,
como efectos antioxidantes y antimicrobianos, colores atractivos y propiedades de
barrera y mecénicas personalizadas, utilizando biopolimeros y compuestos bioactivos
naturales [78]. Algunos polimeros generados a partir de fuentes de residuos agro-
renovables son comestibles y han desempefiado roles importantes en la alimentacién a
lo largo de la historia, asi como en las industrias alimentaria, farmacéutica y otras. Los
biopolimeros pueden ser utilizados solos 0 en combinacidn con otros biopolimeros para
producir un material de recubrimiento o pelicula comestible. En comparacion con el
embalaje polimérico no comestible, los recubrimientos y peliculas comestibles ofrecen
varias ventajas. Pueden simplificar el embalaje de alimentos e, incluso si no se
consumen con el producto empaquetado, pueden ayudar a la reduccién de la
contaminacion ambiental debido a su naturaleza biodegradable [78]. Matrices
poliméricas como polisacaridos, proteinas, lipidos y materiales compuestos se utilizan
para crear materiales comestibles [78]. Los polisacaridos, incluidos el almidon, la
celulosa y sus derivados, la pectina, la quitina, el quitosano, el colageno, la caseina, la
gelatina, la soya, el gluten, la zeina, la policaprolactona, el alginato de sodio, estan
entre los biopolimeros mas comunmente utilizados en la fabricacion de peliculas
activas [4, 78]. Debido a su abundancia en la naturaleza y biodegradabilidad, estos
biopolimeros son ampliamente utilizados [78]. Procedimientos empleados en la
produccion de estas peliculas son el recubrimiento con agentes embebidos para la
liberacion controlada, la inmovilizacion superficial y el ensamblaje capa por capa [79].

2.2.4.2.1 Recubrimientos con agentes incorporados para liberacion controlada
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Los recubrimientos de liberacion controlada son aquellos en los que los agentes
activos se incorporan en las matrices de materiales poliméricos, de los cuales se espera
que migren y ejerzan su funcion especifica dentro de un producto empaquetado, ya sea
antimicrobiana, antioxidante o nutracéutica. Los principales mecanismos son la
extrusion y el moldeo por solucion. ElI moldeo por solucién consiste en la disolucion
del polimero destinado al empaque en un solvente y la incorporacion simultanea del
compuesto activo de interés. Mientras que, en la extrusion, el compuesto activo se
incorpora con el material polimérico fundido por transferencia de calor formando una
mezcla a partir de la cual se pueden formar peliculas. La liberacion controlada depende
de fendmenos fisicos y quimicos, como el grado de afinidad entre el compuesto activo
y la matriz del material de empaque, asi como su morfologia y porosidad, que si es baja
podria permitir una liberacion mas lenta [79].

2.2.4.2.2 Inmovilizacién superficial

Esta técnica se basa en la modificacion de la superficie de materiales poliméricos
para su uso en empaques activos. Los materiales de empaque de polimeros son
tipicamente inertes y requieren una funcionalizacion inicial para permitir la
inmovilizacion de un agente activo. Las técnicas de activacion de superficies de
sustratos de polimeros plasticos se pueden dividir en métodos fisicos y métodos
himedos. Los métodos fisicos incluyen la exposicion a la radiacion ultravioleta y
plasma. Los métodos humedos implican el uso de liquidos corrosivos expuestos
directamente a los sustratos poliméricos. El efecto principal de estos métodos de
activacion de superficies es la formacion de especies reactivas de oxigeno en la
superficie del polimero [79]. Una vez que una superficie polimérica ha sido
funcionalizada, se pueden aplicar compuestos de diferentes funcionalidades mediante
inmovilizacion covalente o no covalente. La unién no covalente se basa principalmente
en interacciones electrostaticas y afinidad. La inmovilizacion covalente, implica el
acoplamiento covalente del compuesto activo de interés en la superficie del polimero,
la union covalente entre una superficie polimérica y un compuesto activo se basa
principalmente en la formacion de amidas, éteres, ésteres y enlaces tioéter, creados
entre los grupos hidroxilo, amina, imina, &cido carboxilico y tiol que los compuestos
activos de interés pueden poseer intrinsecamente (0 que se incorporan en su estructura)
y los grupos funcionales creados en el sustrato [79].

2.2.4.2.3 Ensamblaje Capa por Capa

El ensamblaje capa por capa es un método versatil de modificacion superficial que
se basa en la deposicion y atraccion mutua de polielectrolitos alternos con cargas netas
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opuestas sobre un soporte sélido. Un sustrato polimérico puede hacerse reactivo
mediante los métodos de activacion de superficie explicados anteriormente,
impartiendo una cierta carga sobre él, o se puede unir covalentemente un polielectrolito
en su superficie para aplicar posteriormente las capas alternas de polielectrolitos. Los
polielectrolitos pueden ser polimeros de cualquier tipo (proteinas, polisacéridos o
polimeros sintéticos) que posean una carga neta, y puedan ser modificados mediante la
incorporacion de grupos funcionales para facilitar su deposicién. La deposicion puede
Ilevarse a cabo sumergiendo el sustrato en soluciones de polielectrolitos o rociando
soluciones sobre el sustrato. La deposicion puede depender exclusivamente de
interacciones electrostaticas, o se pueden formar enlaces covalentes entre las capas
alternas mediante el uso de agentes entrecruzantes [79].

2.2.4.3 Control de las propiedades del alimento y su entorno

El envasado inteligente se basa en la asociacion intencional de los alimentos con
su envase 0 su entorno, con el objetivo de mejorar las caracteristicas de calidad y
seguridad de los alimentos. Por lo tanto, proporciona sefiales para percibir y evaluar la
frescura de los alimentos. Ademas de las funciones de monitoreo, también emplea
adsorbentes y absorbentes de etileno, prolongando la vida atil y manteniendo las
caracteristicas de calidad de los productos alimenticios frescos. El etileno puede
oxidarse a etanol y acetato mediante el uso de permanganato de potasio, o bien, puede
eliminarse mediante el proceso de adsorcion con carbon activado o zeolita. Estos
absorbentes y adsorbentes pueden suministrarse en forma de sobres o afiadirse al propio
envase [80]. En el envasado inteligente existen diversas técnicas, por ejemplo, la
identificacion por radiofrecuencia (RFID), el cual es un sistema basado en ondas de
radio que rastrea los articulos de manera inaldmbrica. Las etiquetas RFID proporcionan
informacion sobre la historia y los detalles del producto, lo que facilita su trazabilidad,
aumentando la conveniencia y eficiencia en la gestion de la cadena de suministro,
normalmente se aplican al empaque secundario o terciario [80, 81]. Existen, ademas,
tintas capaces de cambiar de color segun la temperatura. Estas tintas se pueden
imprimir en envases o etiquetas, indicAndole a un consumidor si un envase esta
demasiado caliente para tocarlo o lo suficientemente frio para beber. Las tintas
utilizadas pueden ser afectadas negativamente por la luz ultravioleta y las temperaturas
superiores a 121 °C, por lo que los consumidores no deben depender completamente
del mensaje de las tintas a la hora de decidir el momento adecuado para consumir un
alimento [82]. Por su parte, los indicadores de coccion en microondas detectan e
indican visualmente el estado de preparacion de los alimentos calentados en
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microondas u horno, sin embargo, existen mdultiples inconvenientes en estos
indicadores como posibles falsas indicaciones debido al calentamiento no uniforme de
los alimentos [81]. Por ultimo, los biosensores son dispositivos analiticos utilizados
para la deteccion de patdgenos o toxinas en los alimentos. Este sistema inteligente
detecta Unicamente patdgenos en la superficie del alimento, ignorando los organismos
que potencialmente puedan encontrarse al interior del producto alimenticio, ademas de
actuar unicamente cuando los alimentos contaminados presentan concentraciones
elevadas de patdgenos o toxinas, comprometiendo asi la salud del consumidor [82].

2.3 Nanotecnologia y electrohilado

La nanotecnologia es un campo de la ciencia y la ingenieria dedicado al disefio,
produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de
la forma y el tamafio a escala nanométrica [83]. La nanotecnologia tiene un gran
potencial para la generacion de materiales con propiedades especificas para un amplio
namero de aplicaciones. Los materiales a escala nanométrica exhiben propiedades
fisicas y quimicas que difieren sustancialmente de sus contrapartes macroscopicas. El
uso de la nanotecnologia en el empacado de alimentos ha mostrado un gran potencial
en la mejora de los materiales de empaque, mostrando nuevas funcionalidades, tales
como caracteristicas activas (p. ej., actividad antimicrobiana y antioxidante) e
inteligentes (liberacion controlada). El uso de nanoestructuras para encapsular
compuestos activos e incluirlos en los materiales de empaque involucra metodologias
como la extrusion o bien, por la metodologia de capa por capa, proceso que involucra
la técnica de electrohilado [84].

2.3.1 Principio de electrohilado

El electrohilado es una técnica que utiliza fuerzas electrostaticas para producir
finas fibras a partir de soluciones poliméricas[85], mediante la deformacion uniaxial o
elongacion de una gota de un polimero viscoelastico para formar un filamento con una
alta porosidad y area superficial especifica [9] obteniéndose como resultado fibras de
tamafio micrométricas y nanométricas. El proceso de electrohilado implica la carga de
una solucién polimérica mediante una fuente de alto voltaje, al mismo tiempo que se
controla la velocidad de alimentacion volumeétrica utilizando una bomba capilar.
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Debido a la fuerza electrostatica aplicada, ocurre una separacion de cargas positivas y
negativas dentro del liquido. Las cargas del mismo signo que la polaridad de la aguja
se mueven hacia la superficie, lo que resulta en la formacién de una gota de polimero
cargada en la punta de la aguja. Al aumentar la intensidad del campo electrostético, la
densidad de cargas en la superficie de la gota aumenta, lo que conduce a una mayor
repulsion de cargas mutuas en la superficie del liquido. Esto, a su vez, provoca una
expansion del area superficial de la gota, mitigando la repulsion. Consecuentemente,
la forma de la gota cambia a un cono de Taylor (véase Figura 2). Una vez que el campo
eléctrico alcanza un valor critico, superando la tension superficial de la solucion
polimérica, esta es expulsada desde la punta hacia un colector. Durante su trayectoria
hacia el colector, la solucion se solidifica debido a la rapida evaporacion del disolvente
y se deposita en el mismo [86, 87], estos procesos colectivamente resultan en la
formacion de fibras.

Colector rotatorio

Fibras electrohiladas

Figura 2. Dispositivo de electrohilado estandar de configuracion horizontal.

2.3.2 Parametros del electrohilado
Los factores que influyen en el proceso de electrohilado se clasifican en tres grupos

principales, parametros de la solucion, parametros del proceso y pardmetros
ambientales [88] (véase Tabla 10).
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2.3.2.1 Parametros de la soluciéon

Los pardmetros de la solucion que juegan un papel importante en el hilado
electrostatico son la concentracion, la viscosidad, el peso molecular, la conductividad,
la tension superficial y la eleccion del solvente [88].

2.3.2.1.1 Concentracién

La concentracion de la solucion es decisiva para la formacion de nanofibras. Existe
una concentracion minima para que se efectle el proceso de electrohilado. Cuando
dicha concentracion se encuentra por debajo de este valor minimo, debido a la baja
concentracion y la alta tension superficial, la interaccién entre la fuerza del campo
eléctrico y la tension superficial provocara que el polimero entrecruzado se vuelva
lineal previo a alcanzar el colector rotatorio, permitiendo la formacion de cuentas como
defecto méas que de fibras. Conforme existe un incremento en la concentracién de la
solucion y la viscosidad, la tensidn superficial decrece, resultando en la formacion de
fibras uniformes y libres de defectos de cuentas. Sin embargo, cuando la concentracion
de la solucion es mayor a la concentracion Optima, la solucion puede obstruir
facilmente la boquilla del capilar, resultando en la formacion de fibras no uniformes
[89].

2.3.2.1.2 Viscosidad

La viscosidad de la solucion es uno de los principales parametros que afecta el
didmetro y la morfologia de las fibras. La viscosidad esta estrechamente relacionada
con la concentracion y el peso molecular. Si la viscosidad es muy baja, o, por el
contrario, muy alta, se formaran defectos tipo cuentas en las fibras [89]. Cuando un
polimero solido se disuelve en un solvente, la viscosidad de solucion es relativa a la
concentracion del polimero. Una baja viscosidad representa una baja capacidad de
entrecruzamiento del polimero, la tension superficial se vuelve un pardmetro
dominante y no existe generacion de fibras. Un incremento controlado en la viscosidad
de la solucion permitiré la generacion de fibras de diametro uniforme. Por el contrario,
cuando la viscosidad es muy elevada existe una dificultad en la formacién de fibras
[89, 90].

2.3.2.1.3 Tensidn superficial

La tensién superficial se ve afectada por maltiples parametros, incluidos el peso
molecular, la concentracion de la solucion, el solvente y la temperatura. Si la tension
superficial es demasiado baja, el chorro polimérico expulsado sera inestable y el
didmetro de las firmas formadas no sera uniforme. Adicionalmente, la tension
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superficial baja permite que el electrohilado se efectle a un campo eléctrico menor,
con una alta tension superficial, el proceso de electrohilado se inhibe debido a la
inestabilidad del chorro polimérico y la formacion de gotas pulverizadas en lugar de
formacion de fibras [89, 90].

2.3.2.1.4 Conductividad

La conductividad de la solucion es dependiente de la naturaleza del polimero, el
solvente usado y la disponibilidad de sales. Aumentar la conductividad eléctrica de la
solucion lleva a una disminucion considerable en el diametro de las fibras
electrohiladas. Sin embargo, una baja conductividad de la solucion conduce a la
formacion de defectos tipo cuentas [90].

2.3.2.1.5 Peso molecular

Las propiedades reoldgicas y eléctricas de la solucion, como la viscosidad, la
tension superficial y la conductividad, son cruciales en el proceso de electrohilado.
Cuando el peso molecular es grande, la fuerza intermolecular es mayor, y el polimero
puede generar mas enlaces de hidrégeno entre los solventes, lo que hace que el
polimero se expanda y aumente el valor de viscosidad. Debido a la heterogeneidad del
sistema conductor del polimero, la conductividad entre cadenas es mucho menor que
dentro de las cadenas, y cuanto mayor es el peso molecular, menor es el grado de
discontinuidad entre cadenas, mayor es la conductividad entre cadenas y mayor es la
conductividad macroscopica. Sin embargo, el peso molecular tiene poca relacién con
la conductividad. Similar al efecto de la viscosidad y la concentracion, un polimero con
bajo peso molecular tiene un grado de entrelazado insuficiente, longitud de cadena
corta y menor fuerza de friccion molecular. En general, el diametro de las fibras
también aumentara con el aumento del peso molecular. Sin embargo, un peso molecular
excesivo puede conducir a efectos indeseados. Adicionalmente, las fuerzas
intermoleculares pueden contrarrestar la tension superficial cuando el peso molecular
es bajo [89].

2.3.2.1.6 Solventes

Las propiedades del solvente, incluida la tension superficial, la constante
dieléctrica, el punto de ebullicion, la densidad, asi como la interaccion entre el solvente
y el soluto afectan el proceso de electrohilado. La polaridad y la constante dieléctrica
del solvente afectaran la conductividad de la solucion. La volatilidad del solvente puede
limitar su uso. Debido a la toxicidad de muchos solventes organicos, si no se pueden
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eliminar por completo, su aplicacion en campos bioldgicos y alimentarios queda
restringida [89].

2.3.2.2 Parametros del proceso de electrohilado

Los parametros mas importantes del proceso de hilatura son el campo eléctrico
aplicado, la distancia entre la punta de la aguja y el colector, el didmetro del capilar y
la velocidad de alimentacion de la solucion [88].

2.3.2.2.1 Voltaje aplicado

El voltaje es uno de los parametros principales para la formacion de fibras. El
electrohilado ocurre Unicamente cuando la energia potencial eléctrica es mayor que la
energia superficial de la solucion polimérica. Cuando un voltaje adecuado se aproxima
a la cantidad de energia superficial, la forma de gota polimérica que sale de la punta
del capilar adopta una forma de cono, denominado cono de Taylor. El valor de voltaje
critico varia segun la solucion polimérica. La aplicacion de un alto voltaje generara
fibras méas delgadas y pequefias debido al estiramiento de la solucién polimérica.
Conforme existe un incremento en el voltaje, decrementa el tamafio del cono de Taylor,
expulsando una mayor cantidad de solucién polimérica, generando fibras de mayor
diametro [91].

2.3.2.2.2 Colector

El colector tiene la funcion de cerrar el circuito eléctrico creado por el proceso de
electrohilado y recuperar las fibras producidas. Sin embargo, aplicar a este colector una
tension de polaridad opuesta a la del final de la aguja permite optimizar la recoleccion
de las fibras evitando su depoésito sobre otras superficies proximas. La morfologia de
las fibras electrohiladas depende igualmente del tipo de colector utilizado. Con una
simple placa colectora se obtiene una capa de fibras orientadas al azar, mientras que
con otros disefios de colectores se obtienen fibras alineadas. Algunos ejemplos de
colectores incluyen tambores giratorios, discos y mandriles. La velocidad de rotacion
de estos colectores impacta la velocidad de deposicion. Es crucial que el movimiento
del colector esté equilibrado, de lo contrario, si el colector se mueve mas rapido que
las fibras que se depositan, estas pueden estirarse, romperse en pequefios fragmentos y
adherirse al colector [91].

2.3.2.2.3 Distancia de la punta al colector

La distancia entre la punta y el colector es un factor clave de la morfologia de las
fibras electrohiladas. Una vez que se fija y mantiene constante el voltaje aplicado, la
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fuerza del campo eléctrico es inversamente proporcional a la distancia [91]. La
distancia desde la punta hasta el colector rotatorio debe ser lo suficientemente grande
para permitir que el solvente se evapore. Si la distancia es demasiado pequefia, pueden
formarse defectos tipo cuentas. Si la distancia es demasiado grande, el chorro no sera
lo suficientemente estable y también pueden formarse cuentas. La distancia desde la
punta hasta el dispositivo de recoleccion tiene menos efecto sobre el diametro de las
fibras que otros parametros. En general, cuanto mayor sea la distancia, mayor sera la
inestabilidad por flexion, lo que resultara en la superposicion de algunas nanofibras y,
por lo tanto, en un didmetro de fibra méas grande. Por otro lado, si la distancia es
pequefia, el tiempo de evaporacion del solvente no serd suficiente y se formaran fibras
gruesas [89].

2.3.2.2.4 VVelocidad de alimentacién de la solucién

La tasa de flujo de la solucion polimérica determina la morfologia de las fibras
electrohiladas. Este parametro controla la velocidad de transferencia del polimero y la
velocidad del chorro desde el cabezal de hilado hasta el colector. Por lo general, se
prefiere una tasa de flujo més baja, ya que la solucién polimérica en la aguja metalica
tendra suficiente tiempo para polarizarse y el solvente de la fibra tendra tiempo
suficiente para evaporarse, dejando fibras secas en el colector. Las fibras con defectos
tipo cuentas se forman al utilizar tasas de flujo altas debido a fuerzas de estiramiento
bajas y un tiempo de secado corto para la fibra antes de llegar al colector [90].

2.3.2.3 Parametros ambientales

Ademas de las propiedades de la solucidn y los parametros del proceso, también
estan los parametros ambientales que son la humedad y la temperatura en la cabina de
electrohilado. Estas diferentes variables involucradas y las interacciones entre ellas
influyen significativamente en la morfologia de los filamentos obtenidos por
electrohilado. La manipulacion adecuada de estos parametros permite obtener
nanofibras de morfologia y didmetro deseados [88].

2.3.2.3.1 Temperatura

La volatilidad del solvente, la evaporacion y la temperatura estan directamente
correlacionadas. Ademas, la tension superficial y la viscosidad de la solucion
polimérica se ven afectadas por la temperatura. El aumento de la temperatura tiene dos
efectos opuestos, aumenta la tasa de evaporacion del solvente y disminuye la
viscosidad [88].
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2.3.2.3.2 Humedad

La humedad afecta la morfologia de las fibras modificando la porosidad superficial
de las fibras conforme existe un aumento en la humedad. La humedad también influye
en el didametro de las fibras electrohiladas, en condiciones de humedad muy baja, los
solventes volatiles se evaporan rapidamente y pueden causar problemas en el proceso
de electrohilado, como la obstruccion de la punta de la aguja capilar. Una alta humedad
puede facilitar la descarga de las fibras electrohiladas [88].

Tabla 10. Parametros de electrohilado y sus efectos en la morfologia de las fibras [87].

Parametros Efecto
., 1t Diametro de fibra, cuentas
Concentracion 1
desaparecen.
. . 1 Diametro de fibra, cuentas
) Viscosidad 1
Pardmetros de la desaparecen.
solucién Peso molecular 1 Cuentas desaparecen.
Tension superficial | Formacion de fibras
. Diametro de fibra, cuentas
Conductividad 1 !
desaparecen.
Voltaje 1 | Diametro de fibra.
Parametros del | Distancia entre la aguja y el | | Diametro de fibra, cuentas
proceso colector 1 desaparecen.
Velocidad de flujo 1 1 Diametro de fibra.
Temperatura 1 | Diametro de fibra.
. Efecto controversial en el diametro de
Parametros . .
ambientales Humedad 1 fibra (dependencia en la
umedaas . .. . _——
hidrofobicidad/hidrofilicidad del
polimero).

La concentracion del polimero en la solucion es crucial, soluciones con bajas
concentraciones tienden a formar cuentas debido a la falta de entrelazamiento de las
cadenas poliméricas, mientras que, a concentraciones mas altas, las fibras se vuelven
mas uniformes y libres de defectos. La viscosidad de la solucion, que esta directamente
relacionada con la concentracion del polimero, también juega un papel importante.
Soluciones con baja viscosidad forman cuentas, mientras que una mayor viscosidad
resulta en fibras méas uniformes y sin defectos. La tension superficial de la solucion es
otro factor critico, una baja tension superficial favorece la formacion de fibras sin
cuentas, mientras que un aumento en la tension superficial puede llevar a la formacion
de gotas debido a la inestabilidad del polimero durante el proceso de electrohilado [88].
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La conductividad de la solucion afecta el diametro de las fibras, soluciones altamente
conductoras tienden a formar fibras méas finas y uniformes debido a una mayor
repulsion electrostatica en el flujo del polimero durante el electrohilado. Por lo general,
hay una relacion inversa entre la solubilidad del polimero y su peso molecular. Sin
embargo, existe una relacion directa entre el peso molecular del polimero y propiedades
fisicas como la viscosidad de la solucion polimérica, la reologia, la flexibilidad y el
grado de entrelazamiento de las cadenas. Por su parte, los solventes deben disolver
completamente el polimero para formar una solucion homogénea y tener una
volatilidad moderada para evitar la obstruccion de la aguja y asegurar una evaporacion
adecuada durante el proceso. La eleccion del solvente afecta significativamente la
estructuray la porosidad de las fibras, con algunos solventes favoreciendo la formacion
de fibras porosas. En cuanto a los parametros del proceso, el voltaje aplicado controla
la fuerza del campo eléctrico entre la punta de la aguja y el colector, afectando el
didmetro de las fibras y la evaporacion del solvente. La tasa de flujo de la solucion
polimérica desde la jeringa influye en la velocidad inicial del chorro y el tiempo de
evaporacion del solvente, tasas de flujo bajas favorecen la formacién de fibras sin
cuentas. La distancia entre la punta de la aguja y el colector controla la morfologia y el
didmetro de las fibras. La eleccion del colector y el didmetro de la aguja afectan
adicionalmente la calidad y alineacion de las fibras electrohiladas. Los pardmetros
ambientales como la temperatura y la humedad también tienen un impacto en la
morfologia de las fibras. La temperatura afecta la volatilidad del solvente y la
viscosidad de la solucién, mientras que la humedad puede introducir poros en las fibras
y afectar su diametro [88].

2.4 Cascara de nuez y compuestos bioactivos

2.4.1 Compuestos bioactivos de la nuez
Los compuestos bioactivos son componentes naturales presentes en los alimentos
y plantas que tienen efectos benéficos sobre la salud. Entre ellos, los compuestos

fenolicos, terpenos, fibra dietética y saponinas destacan por sus propiedades y
beneficios. A continuacion, se presenta una breve descripcion de cada uno [59].

2.4.1.1 Compuestos fendlicos
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Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios de las plantas que
generalmente estan esterificados o glicosilados. Estdn compuestos principalmente por
un anillo aromético (dominio hidrofébico) y uno o mas grupos hidroxilo (dominio
hidrofilico) unidos a €él. Dentro de este grupo de compuestos se encuentran los acidos
fendlicos (hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos), flavonoides, cumarinas, xantonas,
chalconas, estilbenos, ligninas y lignanos [59] (Figura 3). Los compuestos fendlicos
son conocidos por tener propiedades funcionales como antioxidantes,
inmunoestimulantes y moduladores del microbiota. Ademas, también se les reconoce
por sus efectos antibacterianos, antiparasitarios, antivirales, antiinflamatorios,
anticancerigenos y antihipertensivos. Las propiedades bioldgicas de los compuestos
fendlicos, especialmente la antioxidante, estdn relacionadas con sus caracteristicas
quimico-estructurales. EI nimero y la posicién de los grupos hidroxilo, la presencia de
dobles enlaces y la capacidad de deslocalizar electrones determinan la capacidad de los
compuestos fendlicos para eliminar radicales libres y donar &tomos de hidrégeno. Otros
mecanismos por los cuales los compuestos fendlicos pueden ejercer su actividad
bioldgica incluyen la interaccion con componentes de la membrana celular, enzimas,
factores de transcripcion y receptores. Los flavonoides ejercen actividades
antialérgicas y anticancerigenas interactuando con proteinas asociadas a balsas
lipidicas de la membrana y disminuyen la produccién de aniones superéxido en células
vasculares mediante la inhibicion de la translocacion de la subunidad p47P'* de la
oxidasa de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) en la membrana de las
células endoteliales. Ademas, los compuestos fendlicos ejercen actividades
antioxidantes y antiinflamatorias indirectas mediante la activacion de Nrf2 y la
inhibicidn de la translocacion de NF-kB al ndcleo, respectivamente [59].
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Figura 3. Estructura quimica de los compuestos fenolicos [59].
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2.4.1.2 Terpenos

Los terpenos son compuestos formados por unidades de isopreno (CsHg). Estos
compuestos se clasifican segin el nimero de unidades de isopreno condensadas.
Dentro del grupo de los terpenos se encuentran los aceites esenciales y los carotenoides,
que se caracterizan por su actividad antioxidante. Ademas, se sabe que los aceites
esenciales ejercen efectos antimicrobianos (Figura 4) [59].

H4GC CH, HqC CHs CHj
CH,
H5C
H;C -_
HO 2
H4C —‘]—CHj
CH, CH

A CH4

Figura 4. Estructura quimica de los terpenos [59].

Las actividades bioldgicas de los terpenos estan relacionadas con su estructura
quimica. Por otro lado, el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales esta
relacionado con su hidrofobicidad. Esta propiedad permite a los aceites esenciales
atravesar la pared celular y la membrana citoplasmatica y desorganizar la estructura de
sus componentes. Ademas, los aceites esenciales son capaces de inhibir enzimas de
regulacién energética y la sintesis de componentes estructurales [59].

2.4.1.3 Fibra dietética (B-glucanos)

La fibra dietética estd compuesta por polimeros de tres 0 mas unidades de
carbohidratos que son resistentes a la actividad de las enzimas digestivas enddgenas,
y, por lo tanto, no pueden ser hidrolizados ni absorbidos por el intestino delgado. La
fibra se clasifica en fibra insoluble y soluble. Las fibras solubles, como los B-glucanos,
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos y algunas pectinas, son fermentadas por el
microbiota intestinal y dan lugar a &cidos grasos de cadena corta (acetato, propionato
y butirato) [59] (Figura 5).
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Figura 5. Estructura quimica de los f-glucanos [59].

Particularmente en la acuicultura, los B-glucanos son reconocidos por su actividad
inmunoestimulante. Estos compuestos son polisacaridos compuestos por unidades de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos. Se encuentran como componentes de la pared
celular de plantas y levaduras principalmente, pero también en algunas especies de
algas y hongos. Los B-glucanos mas relevantes son B-1,3 y B-1,6. La actividad
inmunoestimulante de los PB-glucanos depende de su reconocimiento y unién a
receptores de membrana. Ademas, el grado de polimerizacién, el grado y tipo de
ramificacion y la conformacion estructural de los B-glucanos afectan su interaccion con
los receptores [59].

2.4.1.4 Saponinas

Las saponinas son moléculas anfipaticas compuestas por residuos de azlcar
enlazados a un sistema de anillos policiclicos (esteroles y triterpenos) a través de
enlaces glucosidicos. Las saponinas tienen efectos inmunoestimulantes. Ademas, las
saponinas ejercen un efecto modulador del microbiota, que esta relacionado con su
actividad antimicrobiana. Asimismo, las saponinas pueden disociar la membrana
celular, lo que permite el flujo de componentes extracelulares e intracelulares. La
efectividad de las saponinas es mayor contra bacterias grampositivas, mientras que las
bacterias gramnegativas son mas resistentes, posiblemente debido a la presencia de la
doble membrana lipidica en estas ultimas [59].
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2.4.2 Céascara de nuez

La nuez pecanera (Carya illinoinensis) pertenece a la familia Juglandaceae y es
nativa del sur de los Estados Unidos y el Norte de México [92]. Se trata de un arbol
caducifolio monoico que puede medir 30 metros de altura. Su corteza es gris clara o
parda cubierta de escamas o exfoliaciones laminares con hojas de hasta 25 cm de
longitud. El producto consta de un fruto grande con mesocarpio carnoso y endocarpio
duro, arrugado, en dos valvas color café, el interior esta dividido incompletamente en
do o cuatro celdas; la semilla tiene 2 o 4 l6bulos. Sus frutos o semillas tienen céscara
dura y estan provistos de una piel que se separa con facilidad de la pepita interior
comestible. El fruto monospermo se forma a partir de un ovario compuesto con paredes
externas endurecidas hasta adquirir consistencia lefiosa e indehiscente, es decir, que no
se abre para liberar la semilla [6]. La produccion mundial de nuez pecanera la
encabezan Estados Unidos y México [93]. En los ultimos 10 afios, se ha registrado una
tendencia positiva en la produccion, con una tasa media anual de crecimiento de 6,1%.
No obstante, en 2020, se observé una caida de 3.9% respecto a 2019, resultado de una
disminucion de 9.8% en su rendimiento, teniendo un consumo anual per capita de 936
gramos y una participacion en la produccion nacional de frutos de 0.7% [6].

La superficie mundial de plantios abarcé 1.3 millones de hectareas. Siendo el
territorio mexicano el cuarto en extension y correspondié Unicamente a nuez pecanera
[6]. En la Tabla 11 se muestran los principales productores en volumen de nuez a nivel
nacional.

Tabla 11. Principales entidades productoras en volumen de nuez en México [6].

Puesto Entidad federativa Region Volumen (toneladas)
1 Chihuahua Noroeste 102061
2 Sonora Noroeste 24054
3 Coahuila Noroeste 18917
4 Durango Noroeste 7595
5 Nuevo Ledn Noroeste 4654
6 Hidalgo Centro 3178
7 Puebla Centro 873
8 San Luis Potosi Centro-occidente 836
9 Aguascalientes Centro-occidente 568
10 Oaxaca Sursureste 419
- Resto - 1497

La cascara de nuez es el subproducto no comestible de la nuez comercial, la cual
representa entre un 45% a un 50% del peso total del fruto, por tanto, los residuos
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generados durante el procesamiento de la nuez son en exceso abundantes. La cascara
contiene sustancias funcionales vy fibras como la celulosa, hemicelulosa y lignina no
utilizadas eficientemente. La recuperacion de dichas sustancias es un enfoque atractivo
para la reduccion de residuos y obtencion de fitoquimicos antioxidantes con valor
agregado [7, 8]. La cascara de nuez puede servir como materia prima para la obtencion
de antioxidantes naturales debido a su alto contenido de compuestos fendlicos, ademas
de contar con compuestos con capacidad de inhibicion en el crecimiento bacteriano y
la proliferacion celular, demostrando actividad antibacteriana sobre Staphylococcus
aureus, atribuyendo la actividad antimicrobiana a la presencia de proantocianidinas.
La céscara de nuez entonces es rica en &cidos fendlicos, resveratrol y derivados de
acido gélico, especialmente en proantocianidinas de alto peso molecular. Siendo las
proantocianidinas capaces de desencadenar la muerte celular bacteriana por activacion
de la apoptosis [8]. Recientemente, se ha implementado el uso de la c&scara de nuez
como adsorbente para remover iones toxicos y contaminantes organicos de soluciones
acuosas. La explotacion de la céscara de nuez como fuente de carbono para la
produccion de fungica o bacteriana de bioactivos es otro campo emergente de
aplicacion de este material de desecho multifacético. Impulsado por estas
observaciones, el posible uso de la cascara de nuez en aplicaciones alimenticias,
especialmente direccionadas a empaques antioxidantes activos, inhibicion de
pardeamiento enzimatico en frutas y estabilizacién de antocianinas ampliamente
usadas como colorantes alimenticios es investigado [92]. De acuerdo con Moccia, et
al. [92], los compuestos extraidos a partir de cascara nuez pecana por extraccion
hidroalcoholica muestran una fuerte absorcion en la region ultravioleta y la presencia
de restos fendlicos y polifenoles, principalmente taninos condensados, considerados
como alternativas para suplementos alimenticios, nutracedticos y, como auxiliares en
el tratamiento para diversas patologias, incluido el tratamiento para el cancer. Los
compuestos mostraron una buena biocompatibilidad, actividad antioxidante e
inhibicidn ante el pardeamiento enzimatico. Los componentes del pericarpio y la flor
de las nueces pecanas son muy similares a los de las cascaras. Del exocarpo de la nuez
se pueden extraer pigmentos marrones, pigmentos comestibles naturales y pigmentos
verdes. La cascara de la nuez puede utilizarse para extraer y purificar pigmento marron
natural [94], estos pigmentos son asociados con la melanina [95].

La mayoria de la actividad antioxidante encontrada en las cascaras de nuez pecana
se atribuye a su alto contenido de compuestos polifendlicos, como taninos, flavonoides
y acidos fendlicos [92]. Los componentes estructurales de las cascaras de nuez pecana
incluyen celulosa y lignina, que contribuyen a la dureza y durabilidad de la céscara.
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Estos biopolimeros son de interés por su potencial en la creacion de productos de valor
agregado, como biocombustibles, bioplasticos y otros biomateriales [96]. La extraccion
y utilizacion de compuestos de las cdscaras de nuez pecana se han explorado para
aplicaciones innovadoras en el envasado, enfocandose en los beneficios derivados de
sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas [8].

La nuez pecanera como alimento, asi como sus semillas, son ricas en grasas crudas,
aminoacidos, azucares, nitrogeno, fésforo, magnesio, potasio, calcio y otros elementos
minerales. Sus semillas adicionalmente son fuente de fenoles, vitamina E y
flavonoides. El aceite proveniente de la nuez es rico en acidos grasos poliinsaturados,
los cuales pueden reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, son reguladores
del metabolismo lipidico y el sistema inmune, con presencia de actividad
anticancerigena y antioxidante. Todas las partes de la nuez, tales como cascara,
semillas, flores, hojas y el exocarpo tienen ciertas propiedades antioxidantes. Los
principales compuestos son polifenoles, los cuales pueden inhibir la oxidacion de los
acidos grasos poliinsaturados [94]. El epicarpio y las hojas de las nueces contienen
determinados componentes antibacterianos, mostrando potencial en el desarrollo de
fungicidas botanicos. Los componentes antibacterianos de las hojas de la nuez son
complejos, entre los cuales se encuentra el extracto de n-butanol y acetato etilico
teniendo los mejores efectos antibacterianos, inhibiendo bacterias gram-positivas y
gram-negativas. El extracto de etanol proveniente de sus hojas posee un efecto
inhibidor significativo sobre Staphylococcus aureus, levaduras, Escherichia coli,
Penicillium y Apergillus niger. El extracto de metanol del exocarpio de la nuez tiene
efectos bactericidas bajo condiciones apropiadas sobre antracnosis en pepinos,
Sclerotinia sclerotiorum, podredumbre en manzanas, tizon del pimiento, Rhizoctonia
solani y Sclerotinia scleotiorum [94]. Se ha encontrado que los extractos de cascaras
de nuez pecana, particularmente aquellos obtenidos mediante extraccién
hidroalcohodlica, exhiben propiedades antioxidantes excepcionales. Estos extractos
pueden utilizarse en el desarrollo de materiales de envasado activo para mejorar la vida
atil y la calidad de los productos alimenticios. Por ejemplo, se ha demostrado que la
introduccion de extracto de cascara de nuez pecana en peliculas de acido poliléactico
(PLA) ofrece ventajas antioxidantes sin alterar significativamente las propiedades
mecanicas de las peliculas. Estas peliculas tienen la capacidad de retrasar el
pardeamiento de productos alimenticios, lo que sugiere que podrian usarse mas
ampliamente en el envasado de alimentos para mantener la frescura y prolongar la vida
de anaquel de estos [92]. La encapsulacion de extractos de cascara de nuez pecana ha
sido investigada para la liberacion controlada de compuestos bioactivos. La liberacion
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progresiva de compuestos fendlicos de estos extractos cuando estan encapsulados en
materiales como microparticulas de zeina puede ser ventajosa en el desarrollo de
materiales de envasado con propiedades antioxidantes y potencialmente
antibacterianas duraderas. Este enfoque no solo utiliza las propiedades naturales de los
extractos de cascara de nuez pecana, sino que también mejora el valor funcional de los
materiales de envasado, contribuyendo al desarrollo de soluciones de envasado activo
que pueden interactuar beneficiosamente con el alimento envasado [97].

2.4.3 Melanina

La melanina es una familia de pigmentos poliméricos heterogéneos, presentes en
todas las formas de vida en la naturaleza, que proveen a los organismos entre otros, de
pigmentacion, proteccion a la radiacién y regulacién térmica. La melanina es
quimicamente compleja y pobremente soluble en la mayoria de los solventes. Es
posible categorizarlos segun su fuente de origen, o bien, como alomelanina,
eumelanina, neuromelanina, feomelanina y piomelanina. La eumelanina, feomelanina
y neuromelanina (especificamente asociado con el sistema nervioso) son encontrados
principalmente en tejidos animales, mientras que, la alomelanina y la piomelanina son
mayormente encontradas en plantas y microorganismos [98]. Las fuentes ubicuas de
melanina podrian ser responsables de su estructura heterogénea. En términos generales,
las melaninas pueden ser categorizadas en eumelaninas (café oscuro/negro),
feomelaninas (amarillas/rojas) y alomelaninas especificas del reino vegetal. Tanto la
eumelanina como la feomelanina derivan del comun precursor dopaquinona, el cual es
obtenido a través de la tirosina o la oxidacién de L-DOPA (L,3,4-dihidroxifenilalanina)
(véase Figura 9 y Figura 10). Como una mezcla de la eumelanina y feomelanina, la
neuromelanina es el Gnico pigmento de la melanina el cual no es formado en los
melanocitos, sino en las neuronas catecolaminérgicas de la substantia nigra y en menor
proporcion en locus coeruleus [99, 100]. Por su parte, las alomelaninas son un grupo
heterogeneo libre de nitrdgeno como catecoles, 1,8-dihidroxinaftaleno y, y-glutaminil-
3,4-dihidroxibenzeno, los cuales incluyen la piomelanina, la cual es obtenida a traves
de la autooxidacién y polimerizacion de acido homogentisico (véase Figura 11).
Ademas de estas melaninas, también existen melaninas sintéticas que se utilizan con
frecuencia como modelo de melanina para estudios biofisicos [99, 100]. Las melaninas
pueden formar agregados con fuertes interacciones m-m, los cuales proveen las bases
estructurales y quimicas para las propiedades Unicas de las melaninas [41].
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La biosintesis de la eumelanina y de la feomelanina son muy similares, puesto que
ambas comparten la L-Tirosina como precursor, el cual es obtenido a través de la ruta
del &cido shikimico. El acido shikimico es un intermediario hidroaromético clave en la
ruta biosintética del shikimato (Figura 7) de aminoacidos aromaticos esenciales (L-
fenilalanina, L-tirosinay L-tript6fano), ligninay la mayoria de los alcaloides de plantas
y microorganismos. También juega un papel principal como precursor de &cidos
cinamicos y flavonoides, como flavonas, antocianinas, flavonoles y taninos. Ademas,
es requerido para la asimilacion de acido folico, alcaloides y vitaminas en esos
organismos [101].

CO,H

HO™ ™ OH
OH

i

Figura 6. (-)-Acido shikimico [101].

El 4&cido shikimico tiene propiedades bioldgicas interesantes, mostrando actividad
como antioxidante, anticoagulante y antitrombdtico, antibacteriano, antiinflamatorio y
analgeésico. Sin embargo, ademas de ser importante en si mismo desde el punto de vista
farmacoldgico, el acido shikimico también desempefia un papel clave en la sintesis de
varios compuestos relevantes en la industria farmacoldgica, habiéndose reportado su
uso en la sintesis de agentes anticancerigenos, antibacterianos, hormonas o herbicidas.
Pero, la razon por la que el acido shikimico ha cobrado relevancia en los Gltimos afios
es porque se utiliza generalmente como material de partida para la sintesis industrial
del antiviral oseltamivir, un medicamento contra el virus de la influenza H5N1 [101].
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Figura 7. Ruta sintética del shikimato [101].

En resumen, el &cido shikimico se ha convertido en un compuesto de enorme
interés en la quimica medicinal debido a su papel clave en la preparacion de antivirales.
Se han empleado diferentes procedimientos para acceder al &cido shikimico:
aislamiento de fuentes naturales, procedimientos biotecnol6gicos o sintesis quimica
[101].

Por el contrario de la eumelanina y feomelanina, la alomelanina tiene como
precursor al Acetil Coenzima A (Acetil CoA), el cual proviene de la ruta sintética del
acetato-malonato. Los productos principales de la ruta del acetato-malonato son los
acidos grasos. Esta ruta también hace una contribucion importante a los compuestos
alifaticos y aromaticos de las plantas, los cuales se biosintetizan a través de la
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formacion de policétidos. En todos los organismos vivos existe una reserva metabolica
de acetil CoA que se repone y se consume continuamente. La glucolisis y el
catabolismo de acidos grasos y aminoacidos producen acetil CoA, mientras que este
compuesto es el precursor de una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios,
incluyendo &cidos grasos, terpenoides, esteroides, policétidos, compuestos aromaticos,
ésteres y amidas de acetilo. La conversion de acetil CoA en citrato y otros acidos
tricarboxilicos conduce a la formacion de aminoacidos y sus productos, tales como
acidos nucleicos y alcaloides [102].

Acidos grasos Glucosa-6-fosfato Aminoacidos

Oxidacion Glicolisis Oxidacion

B ) Bsteres
Acetil Coenzima A . Y
amidas
Compuestos
aromaticos Ruta del
acetato-mevalonato
Policétidos
Ruta del
acetato-malonato
Acidos grasos Acidos tricarboxilicos Terpenoides
Esteroides

Poliacetilenos

Glicéridos  + Glicolipidos
Energia Aminoacidos

Fosfolipidos
Acidos  Alcaloides

nucleicos

Figura 8. El grupo de metabolitos de acetil coenzima A [102].
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2.4.3.1 Eumelanina

La eumelanina marrén oscuro se obtiene mediante la oxidacion de la tirosina o 3,4-
dihidroxil-L-fenilalanina (L-DOPA) catalizada por la tirosinasa para formar L-
Dopaquinona y L-Dopacroma. La L-Dopacroma mediante aromatizacion genera los
intermediarios 5,6-dihidroxindol (DHI) y é&cido 5,6-dihidroxindol-2-carboxilico
(DHICA). Como se muestra en la Figura 9, la polimerizacion de DHI'y DHICA da paso
a la formacion de eumelanina [37].

0
Tirosinasa o
i == — 100X,
HO NHZ HO

L-Tirosina L-Dopaquinona L-Dopacroma

CO/ NrpEiDet

/Tlrosmasa

W IC;D 0
NH

DHICA

N/

Eumelanina

L-DOPA

Figura 9. Biosintesis de la eumelanina [37].

2.4.3.2 Feomelanina

La sintesis de feomelanina, un pigmento que contiene azufre, es el resultado de un
cambio metabdlico en la via de la eumelanina. La fase inicial de la via, que es la
oxidacion de L-tirosina a L-Dopaquinona, es la misma tanto para la eumelanina como
para la feomelanina. Sin embargo, la feomelanina se deriva de L-dopaquinona en
presencia de L-cisteina u otros compuestos que contienen tioles, como el glutation.
Como se muestra en la Figura 10, se forman intermediarios de benzotiazina y
benzotiazol mediante la oxidacién de 5-S-cisteinildopa y 5-S-cisteinildopaquinona, y
luego se polimerizan para formar la feomelanina de color amarillo claro [37].
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Figura 10. Biosintesis de la feomelanina [37].

2.4.3.3 Alomelanina

En la via de sintesis de la alomelanina (o melanina DHN), el malonil CoA o el
acetil CoA experimentan una ciclizacion por la policétido sintasa produce 1,3,6,8-
tetrahidroxinaftaleno (THN). Este derivado tetrahidroxilado se transforma en el
precursor principal de la melanina, el 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN). La lacasa u otra
fenol oxidasa puede catalizar la transformacion del naftaleno a naftoquinona, y el

pigmento final se forma mediante la polimerizacion del DHN y su forma quinona
(Figura 11) [37].
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Figura 11. Biosintesis de la alomelanina [37].

2.4.3.4 Propiedades bioactivas de la alomelanina

Las alomelaninas son pigmentos provenientes de plantas, bacterias y hongos que
usan compuestos catecélicos y 1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno como precursores. Son
melaninas libres de nitrégenos y a pesar de su potencial debido a sus compuestos
bioactivos, se sabe realmente poco acerca de su estructura quimica [103, 104]. La
melanina posee propiedades tales como un alto indice de refraccidn, un amplio espectro
de absorcion que abarca desde la radiacion ultravioleta hasta la region visible e
infrarroja, capacidad para eliminar radicales, quelacion de iones metalicos y alta
actividad antioxidante debido a su eficiente comportamiento como donador de atomos
de hidrogeno [35, 105].
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Figura 12. Autooxidacién del catecol [106].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son radicales libres de oxigeno e incluyen
a cualquier otra molécula que contenga oxigeno, cuyo atomo de oxigeno tenga mayor
reactividad que el oxigeno molecular (O2) y son capaces de degradar compuestos
organicos, asi como suprimir el crecimiento el crecimiento microbiano. La alta
reactividad de las especies reactivas de oxigeno permite que extraigan electrones de los
compuestos organicos, lo que conduce a la degradacion de estos compuestos en agua y
diéxido de carbono. Tal reactividad, también puede causar la muerte de
microorganismos al dafiar su membrana celular, degradandoles a oxigeno y agua. Los
compuestos catecolicos son parte fundamental de la estructura de la alomelanina, las
especies reactivas de oxigeno pueden ser generadas a partir de la oxidacion de los
catecoles a través de la autooxidacion, la oxidacion quimica o la oxidacion usando
metales como intermediarios. Estos procesos de oxidacion involucran la transferencia
de electrones que convierten el Oz en superoxido (O2") y posteriormente a peroxido de
hidrogeno (H20.) y es, la liberacién sustancial de H2O> la responsable de la actividad
antimicrobiana y antiviral de las alomelaninas [106].
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3

Meétodo o Procedimiento de
Investigacion

3.1 Descripcion del método.

En este capitulo se presenta la metodologia efectuada para lograr la caracterizacion
e identificacién de la melanina extraida de la cascara proveniente de nuez pecanera
(Carya illinoinensis), asi como su incorporacion en fibras electrohiladas a base de
policaprolactona y gelatina, con el objetivo de evaluar su actividad antiflngica y
antioxidante para su potencial uso en empaques alimenticios. Se detalla, ademas, los
procedimientos empleados para la evaluacion de las propiedades de las fibras
electrohiladas obtenidas.



3.1.1 Materiales y reactivos

Las nueces pecanas (Carya illinoensis Koch) fueron recolectadas de la granja
productora de nueces BARHER en Saltillo, México. El acido acético glacial (AA,
99.7%), cloroformo (CHCl3, >99.5%), hidréxido de amonio (NH4OH, 28.0-30.0%) y
acido clorhidrico (HCI, 36.5-38.0%) fueron adquiridos de Karal™ (Guanajuato,
Meéxico). El acetato de etilo (CH3COOCzHs, >99.5%) fue adquirido de Jalmek (Nuevo
Ledn, México). La policaprolactona (PCL) (PM 80000), la gelatina (tipo A de piel de
porcino), el acido formico (FA, >98%), el DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), el ABTS
(2,2'-azino-bis (3-etilbencotiazolina-6- acido sulfonico), melanina M2649 (CAS 8049-
97-6, Sepia officinalis), M0418 (CAS 8049-97-6, sintética) e higromicina B (CAS
31282-04-9, Streptomyces hygroscopicus) fueron comprados a Sigma-Aldrich
Chemical Reagent Co., Ltd. (Saint Louis, USA). Los endofitos fungicos fueron
aislados de fresas comerciales (Fragaria x ananassa L..).

3.1.2 Aislamiento y purificacion de la melanina

El procedimiento de aislamiento de melanina siguié un método previamente
descrito por Sava et al. [107] y Wang et al. [108] con modificaciones. La céscara de
nuez pecana se lavd con agua corriente en una proporcion de volumen de 1:10, para ser
afiadido NHs-H20 a una concentracion de 10g/100g y ajustar el valor de pH a 10.5 (con
una concentracion final de 2g/100g). Después de un periodo de incubacién de 24 horas
a temperatura ambiente, la mezcla se filtr6 inicialmente a través de un filtro de nylon
de 0.45 mm, y posteriormente se obtuvo el extracto de melanina mediante una filtracion
adicional. EI pH del filtrado se ajust6 a 2.5 con HCI 2 M, y se llevé a cabo otro paso
de filtracion para obtener melanina cruda.

El paso inicial involucré la hidrdlisis de la melanina cruda con HCI (7 M) a 100
°C durante 6 horas. Los residuos no hidrolizados se sometieron a centrifugacion a
10000 rpm durante 10 minutos y se resuspendieron en NHs (5.28 M). Posteriormente,
se realizaron tres lavados secuenciales con cloroformo (>99.5%) y acetato de etilo
(>99.5%). El sobrenadante resultante se acidifico con HCI 1 M. Finalmente, el residuo
filtrado se lavo con agua. El residuo solido se volvio a disolver en NHz (1 M) y se filtrd.
El sobrenadante se acidificé nuevamente con HCI 1 M, y el residuo filtrado se lavé con
agua para obtener melanina purificada.
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3.1.3 Solubilidad

El método para determinar el porcentaje de solubilidad del pigmento de melanina
en varios disolventes se adapt6 de la metodologia propuesta por Roy y Rhim [109], con
ciertas modificaciones. En este procedimiento, se disolvieron 10 mg de melanina en 1
mL de cada disolvente (incluyendo agua, NaOH 0.1 My 1 M, Na,COz 1 M, y algunos
disolventes organicos comunes como benceno, cloroformo, acetato de etilo, etanol,
metanol, acido acético, éter, éter de petrdleo, hexano y acetona) y se agitaron durante
1 hora a 30 °C. Posteriormente, la mezcla se centrifug6 a 10000 rpm durante 10
minutos. El sedimento resultante se seco a 60 °C durante 24 horas.

El porcentaje de solubilidad fue calculado mediante la Ecuacién (1):

W, — W,

%Solubilidad = * 100 1

1

Donde W, representa el peso inicial de la muestra y W, denota el peso de la
muestra en seco que permanece insoluble.

3.1.4 Sintesis de fibras electrohiladas de
policaprolactona/gelatina con melanina

Se sigui6 la metodologia propuesta por Tran-Ly et al. [38] con modificaciones. Se
disolvieron individualmente PCL (15%, p/p) y gelatina (15%, p/p) en una solucién de
AA/FA 9:1 (p/p) en agitacion durante 24 horas. Las soluciones se mezclaron 1:1 (p/p)
permaneciendo en agitacion 2 horas a temperatura ambiente antes del hilado. Se llevo
a cabo un disefio experimental para el electrohilado de fibras infundidas con melanina
utilizando concentraciones de 0.5% (PGO0.5), 1.0% (PG1.0), 2.0% (PG2.0), 3.0%
(PG3.0) y 4.0% (PG4.0) (p/p). El electrohilado se ejecutd en el dispositivo NE100
Single Nozzle Electrospinning/Spraying Machine (INOVENSO Ltd. Estambul,
Turquia), inyectando 6 mL de cada solucion polimérica a una velocidad de flujo de 0.3
mL h%. La solucion se proyectd sobre un colector giratorio cubierto con una pelicula
de aluminio girando a 300 rpm. La distancia entre la punta y el colector fue de 15 cm
con un voltaje de 15 kV.
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3.1.5 Caracterizaciéon de fibras electrohiladas de
policaprolactona/gelatina con melanina

En esta seccion se describe la caracterizacion de las membranas electrohiladas de
policaprolactona/gelatina con melanina. Se llevaron a cabo diversas técnicas analiticas
para evaluar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de las fibras obtenidas. Entre
las caracteristicas analizadas se incluyen la morfologia de las fibras y la composicién
quimica con el fin de determinar su idoneidad para aplicaciones en empaques
alimenticios.

3.1.5.1 Caracterizacion ultravioleta-visible (UV-VIS)

Para proceder con la caracterizacion de la melanina, se realizaron mediciones
utilizando un espectrofotdmetro ultravioleta-visible de doble haz, modelo Evolution
300 de la marca Thermo Scientific (Madison, WI, EE. UU.). Se realiz6 un barrido
espectral desde 190 nm a 800 nm, con un ancho de banda de 2.0 nm, una velocidad de
escaneo de 120 nm min y un intervalo de datos de 1.0 nm. La melanina se pretratd
moliéndola bajo el precepto de sustancia termolabil y tamizandola a través de una malla
230 (63 pm), luego se disolvio en NaOH 0.1 M. Esto involucro disolver 100 mg de
melanina en 10 mL de NaOH y centrifugar durante 15 minutos a 5500 rpm para separar
la fase liquida de los sélidos no disueltos. Posteriormente, la solucion se midio y ajustd
a una concentracion del 1%. La medicion en blanco se realiz6 utilizando la matriz de
disolucion NaOH 0.1 M.

3.1.5.2 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier
(FTIR)

Los espectros infrarrojos de la melanina y de las fibras de electrohiladas
infusionadas con melanina se obtuvieron utilizando el espectrometro Nicolet iS10 de
la marca Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) con un accesorio de reflectancia
total atenuada (ATR) de diamante, siguiendo las directrices de la norma ASTM E573-
01(2013). El fondo se recolectd en el aire evitando el contacto con la torre de presion
del instrumento. Se realizaron un total de 64 escaneos a una resolucion de 4 cm™ en
una region de nimero de onda desde 4000 cm™ hasta 400 cm™.
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3.1.5.3 Angulo de Contacto

Se sigui6 la metodologia propuesta por Ruiz-Rocha et al. [110] con
modificaciones. Las mediciones se efectuaron en el equipo OCA 15EC (Dataphysic,
Filderstadt, Alemania). Los angulos se midieron 166 ms después de la aplicacion de la
gota, utilizando un ajuste eliptico, se determinaron los &ngulos de contacto derecho e
izquierdo (expresados en °) de cada gota a partir de la imagen digital, con un valor de
error experimental de 3°. Para garantizar la reproducibilidad, se tomaron cinco puntos
de referencia para analizar la interaccion del agua con la melanina molida y las fibras
de electrohilado respectivamente.

3.1.5.4 Caracterizacion del color de las fibras

Una parte de las alteraciones fisicas observadas en las fibras electrohiladas implica
cambios en el color debido a las distintas concentraciones de melanina incorporada. La
medicién del color se llevé a cabo segun lo estipulado en las disposiciones de los
iluminantes y observadores estdndar ASTM E 308-08. Se utilizo el espectrofotometro
ColorFlex EZ de la marca HunterLab (Virginia, EE. UU.), con una geometria de
45°/0°, excluyendo el componente especular, un didmetro de puerto de 31.8 mm, en un
rango espectral de 400 a 700 nm y un ancho de banda de 10 nm. Ademas, se utilizé el
espectrofotometro UltraScan PRO de la marca HunterLab (Virginia, EE. UU.) con
geometria de reflectancia d/8° incluyendo el componente especular, y un puerto de 25
mm, con un rango completo CIE de 350 a 1050 nm y un ancho de banda espectral de
5 nm. Para cada instrumento, se realizaron 10 mediciones con un intervalo de 7
segundos entre lecturas, utilizando un iluminante D65, observador de 10° y escala CIE
L*a*b*, obteniendo datos espectrales para cada caso.

3.1.5.5 Microscopia éptica

Todas las mediciones Opticas se determinaron utilizando un microscopio éptico
modelo UPRIGHT LX 400 de la marca LABOMED (Labomed Inc., Culver City, CA,
EE. UU.) con objetivos acrométicos de 4x (distancia de trabajo 30.0 mm), 10x
(distancia de trabajo 4.5 mm), 40x (distancia de trabajo 0.50 mm) y 100x (distancia de
trabajo 0.13 mm).

3.1.5.6 Pruebas mecanicas
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Las evaluaciones fisicas se llevaron a cabo utilizando la méquina de ensayos
universal QUASAR 5 de la marca GALDABINI (Cardano al Campo, VA, Italia),
siguiendo los protocolos establecidos en el Método de Ensayo Estandar para
Propiedades de Traccion de L&minas Plasticas Delgadas (ASTM D882-18). Este
estandar refiere a la determinacion de propiedades de traccion para plasticos en forma
de l&minas delgadas con un grosor que no excede los 1.0 mm (0.04 pulgadas). Se
realizaron cinco mediciones siguiendo las pautas para fibras isotropicas. Cada fibra fue
seccionada en una forma rectangular, con una longitud de 200 mm y un ancho de 10
mm, posicionada con un espacio de 100 mm entre las mordazas, y sometida a una
velocidad de 10 mm min™,

3.1.5.7 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se realizaron pruebas de DSC en las fibras electrohiladas colocando 1 mg de cada
fibra en una bandeja de aluminio. Las pruebas se llevaron a cabo utilizando un
instrumento LINSEIS (Messgerate GmbH, Selb, Alemania) con un rango de
temperatura de 10 a 100 °C. Se establecio una linea de correccion de temperatura
utilizando una bandeja de aluminio vacia en un rango de -10 a 150 °C con una rampa
de 15 °C min™,

3.1.5.8 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologia superficial de las fibras electrohiladas se realiz6 en el Microscopio
Electronico de Barrido de Emision de Campo (FE-SEM), Zeiss Sigma (Jena,
Alemania), modelo Sigma HD VP, con detector de electrones secundarios (SE) a 2 kV.
En todos los casos, fue necesario recubrir las muestras con una fina capa de oro para
reducir los problemas asociados con la acumulacion de carga electrostatica causada por
la acumulacién de electrones en la superficie de la muestra durante el analisis.

3.1.6 Actividad antioxidante

Se detalla a continuacion, la evaluacion de la actividad antioxidante de la melanina
extraida de la cascara de nuez pecanera y de las fibras electrohiladas incorporadas con
melanina. Para este propdsito, se emplearon los métodos de DPPH y ABTS, los cuales
permiten medir la capacidad de las muestras para neutralizar radicales libres y asi
determinar su potencial antioxidante.
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3.1.6.1 Actividad antioxidante DPPH

El ensayo se basa en la reduccion del radical violeta DPPH a un compuesto de
color amarillo pélido por parte de los antioxidantes, medido colorimétricamente a 517
nm. El porcentaje de inhibicion en el tiempo del ensayo refleja la capacidad
antioxidante de la muestra. Se utiliz6 la metodologia propuesta por Orona-Tamayo et
al. [111], y Kalantary et al. [112] con modificaciones. Se prepar6é una solucion de
radical DPPH de 0.000180 mol L™ en 80/100 mL de metanol. Para la muestra se
disolvié 1 mg de cada fibra en 1 mL de solucion de AA/FA (9:1, p/p). Se mezclaron
50 pL de muestra y 170 pL de antioxidante en una placa de 96 pozos. La placa se
incubo a 37 °C durante 30 minutos en oscuridad. Se ley6 la absorbancia de la mezcla a
517 nm utilizando el espectrofotometro de microplacas Multiskan SkyHigh, Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). El blanco se realiz6 con 50 uL AA/FA con
la fibra PG. Los resultados se calcularon utilizando la Ecuacion (2).

RSA(%) = (1— y )*100

Cc

Donde A, es la absorbancia del radical sin la muestra, A; es la absorbancia de la
muestra ensayada y A; es la absorbancia del grupo blanco, (n = 3).

3.1.6.2 Actividad antioxidante ABTS

La solucion de ABTS se generd mediante oxidacién quimica del persulfato de
amonio (APS). Para el ensayo, se utilizd la metodologia propuesta por Orona-Tamayo
et al. [111] con modificaciones. La solucion de ABTS (0.007 mol L, 3 mL) y el APS
(0.00245 mol L%, 15 mL) se disolvieron en agua destilada y se mezclaron en oscuridad
a 25 °C, 16 horas antes de su uso. La solucion de radical ABTS se ajusté con metanol
al 100% a una absorbancia de 0.700 + 0.02 a 734 nm para realizar mediciones a la
misma longitud de onda. Para la preparacion de la muestra, se disolvié 1 mg de cada
fibra en 1 mL de solucién de AA/FA (9:1, p/p), mezclando 50 pL de la muestra en 180
pL de antioxidante. La placa se incubd a temperatura ambiente durante 6 minutos en
oscuridad, y se ley6 la absorbancia a 734 nm utilizando el espectrofotdbmetro de
microplacas Multiskan SkyHigh (Waltham, MA, EE. UU.). El blanco se realiz6 de la
misma manera con 50 pL de AA/FA con la fibra PG. Los resultados se calcularon
utilizando la Ecuacion (2).
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3.1.7 Aislamiento fungico

El aislamiento fungico se llevo a cabo a partir de fresas comerciales enfermas
haciendo cortes en la fruta usando un bisturi estéril. El tejido se colocé en placas de
Petri de agar papa dextrosa (PDA) con ampicilina (100 mg L ™). Las placas se incubaron
de 5 a 7 dias a 28 °C. Se realizaron subcultivos para lograr el aislamiento completo de
los hongos.

3.1.7.1 Postulados de Koch

Los postulados de Koch se llevaron a cabo en fresas sanas para verificar la
patogenicidad de los hongos previamente aislados. Se utilizé la metodologia descrita
en la norma ASTM D4576-08 con modificaciones. La superficie de los cultivos
axénicos de cada hongo se rasp6 cuidadosamente para recuperar las esporas utilizando
solucion salina de fosfatos 1X (PBS). Para la infeccion in vivo, se seleccionaron fresas
comerciales sanas, turgentes y sin dafios a las cuales se les retiraron cuidadosamente
los tallos para lavarlas, secarlas al aire sin aplicacion de calor externo, pesarlas y
medirlas. Posteriormente, las fresas se desinfectaron en una solucion de cloro al 0.07%
(v/v) durante cinco minutos para posteriormente ser irradiadas con luz ultravioleta a
365 nm. Se utilizaron envases plasticos transparentes desechables para contener las
fresas durante el periodo de infeccion. Se rociaron 10 mL de una solucion de esporas
ajustada de cada hongo (10% UFC mL™) en la superficie de las fresas. Las cajas selladas
que contenian las frutas se colocaron en un lugar fresco, libre de luz solar directa,
corrientes de aire u otras perturbaciones ambientales, a temperatura ambiente durante
7 dias. Al final de la infeccion, los hongos que brotaron durante este periodo se aislaron
de las frutas recién enfermas para obtener cultivos axénicos de hongos inoculados
individualmente.

3.1.8 Actividad antifungica

Se realiz6 por triplicado el método de difusion en disco para evaluar la eficacia de
la melanina pura. Cada papel de filtro (7.0 mm diametro) se impregn6 con 20 puL de
solucion de melanina (0-3%) disuelta en NaOH 0.1 M, y se colocé en placas de agar
PDA previamente inoculadas con 100 puL. de suspension fungica diluida a una
concentracion de 10* UFC mL? en solucion salina estéril. Se incluyé un control
positivo de higromicina B (100 mg L™) utilizando el mismo procedimiento. Para
evaluar las fibras electrohiladas, se cortaron muestras circulares con un didmetro de 7
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mm de cada tipo de fibra (PCL, PG, PG1.0 y PG3.0). Ademas, se establecid un control
positivo electrohilando una fibra de policaprolactona y gelatina en AA/FA (9:1 p/p)
con higromicina B (100 mg L), siguiendo el mismo proceso de inoculacion descrito
anteriormente. Los diametros de la zona de inhibicién resultante se midieron y
registraron para evaluar la actividad antifingica.

3.1.9 Andlisis estadistico
Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de analisis

post-hoc de Tukey. Todos los graficos y analisis se realizaron utilizando el software
RStudio v2023.09.1+494 para Windows.
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A

Resultados

4.1 Descripcion de los resultados.

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos a lo largo del estudio. Se
describen detalladamente los hallazgos de las pruebas realizadas, incluyendo la
caracterizacion de la melanina extraida de la c&scara de nuez pecanera, las propiedades
de las fibras electrohiladas de policaprolactona/gelatina con melanina, y la evaluacion
de su actividad antioxidante y antifingica. Los resultados se exponen de manera clara
y precisa, proporcionando datos y observaciones relevantes que respaldan el potencial
uso de estos materiales en empaques alimenticios.



4.1.1 Caracterizacion de la melanina extraida

En esta seccion se describen los resultados obtenidos de la caracterizacion de la
melanina extraida de la cascara de nuez pecanera. Se incluyen analisis detallados de las
propiedades fisicas, quimicas y estructurales de la melanina, utilizando técnicas como
la espectroscopia. Estos estudios permiten comprender mejor la naturaleza de la
melanina y su idoneidad para ser incorporada en las nanofibras de policaprolactona y
gelatina.

4.1.1.1 Solubilidad

Se midio el porcentaje de solubilidad de la melanina extraida de cascara de nuez
pecana en varios disolventes, los resultados indicaron que es soluble en soluciones
alcalinas, pero poco soluble en disolventes organicos como metanol, etanol y
cloroformo (23.74 + 0.62% en NaOH 0.1 M, 12.33 £ 1.31% en NaOH 1 My 16.15 +
4.43% en NaxCOgz) (P>0.05). La solubilidad observada en NaOH fue mayor. Sin
embargo, el porcentaje para hidroxido de sodio no fue el previsto, lo cual podria
explicarse por los cristales de sal que quedaron después del proceso de secado. Ademas,
la solubilidad en disolventes organicos es consistente con el estudio realizado por
Yong-Yang et al. [113], que indica que la melanina es insoluble en agua y en
disolventes organicos.

4.1.1.2 Composicion quimica de la melanina extraida.

La melanina extraida a partir de cascara de nuez mostré una absorbancia maxima
en la regién espectral ultravioleta (200 a 400 nm) (Figura 13A). La presencia de
estructuras moleculares conjugadas complejas en la estructura de la melanina, son las
responsables de la absorcién de la luz ultravioleta. EI fendmeno caracteristico de
significancia es el decremento de la absorbancia conforme incrementa la longitud de
onda (400 a 800 nm) [114], explicando asi, su capacidad de proteccion contra la
radiacion basada en su fuerte energia de absorcion y habilidad de dispersion.
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Figura 13. Barrido espectral UV-Vis desde 200 a 800 nm de la melanina proveniente de
cascara de nuez disuelta en NaOH 0.1 M y (B) logaritmo de la absorbancia contra la

longitud de onda.

El logaritmo de la absorbancia como una funcién de la longitud de onda produce
una curva lineal con una pendiente negativa caracteristica de la melanina [115-117]
representada por la ecuacion y = —0.0043x + 1.6602 con un coeficiente de

correlacion r2 = 0.9417, pendiente equiparable a la reportada por Li., et al. (Figura
13B).

Se ejecuto un analisis infrarrojo para las melaninas comerciales de origen sintético
y proveniente de Sepia officinalis con la finalidad de ser comparadas con el espectro
generado por la melanina obtenida a partir de cascara de nuez bajo condiciones de
reproducibilidad. Los espectros resultantes son mostrados en la Figura 14.
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Figura 14. Analisis espectral de melaninas mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) de la melanina extraida de cascara de nuez pecana (A, B)
comparada con melaninas comerciales de Sepia officinalis (C) y de origen sintético (D).

La eumelanina esta constituida por unidades poliméricas de indol-5,6-quinona y
5,6-dihidroxiindol-acido carboxilico, mientras que la feomelanina esta compuesta por
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unidades benzotiazinas y benzotiazoles en su estructura. Debido a las diferencias en los
grupos funcionales presentes en los anillos heterociclicos, las bandas de absorcion
infrarroja caracteristicas en el espectro permiten la facil diferenciacion de la melanina.
Los picos caracteristicos comunes entre la eumelanina y la feomelanina estan
localizados entre 3500 cm™ y 3000 cm para los grupos hidroxilo (-OH) y los radicales
aminos (-NH:), mientras que los grupos C=C se observan en un rango de nimero de
onda de 1645 cm™ y 1631 cm™. Permitiendo asi, la diferenciacion de los picos
caracteristicos entre la feomelanina y la eumelanina, tales como los enlaces C-S
observados en 600 cm™ y 700 cm™ (Figura 2, C y D) [115]. La melanina extraida de
nuez pecana exhibe un espectro similar al reportado por Singla et al. [118], donde los
picos caracteristicos (1034 cm™, 1069 cm™ y 1110 cm™) son atribuidos a los enlaces
C-O. El rango espectral comprendido entre 3500 cm™ y 3000 cm™ se sobrepone a los
picos caracteristicos reportados para la eumelanina y la feomelanina, al igual que el
rango en la region de 1645 cm™ y 1631 cm™, picos caracteristicos asociados a
alomelanina libre de nitrdgeno. Esto se refuerza debido a que, la alomelanina
usualmente se encuentra presente en plantas y hongos [119], asi como el color café
particular del compuesto.

4.1.2 Nanofibras PG-Melanina

En esta seccién se presenta la investigacion sobre las nanofibras compuestas de
policaprolactona (PCL) y gelatina (GT), incorporadas con melanina extraida de la
cascara de nuez pecanera. Se analizan sus propiedades fisicas y quimicas. Ademas, se
evalla la actividad antioxidante y antifungica de las nanofibras, destacando su
potencial aplicacion en el desarrollo de empaques alimenticios innovadores y
funcionales.

4.1.2.1 Morfologia y dimensiones de las fibras

Las membranas obtenidas se presentan en la Figura 4. Todas las membranas fueron
sintetizadas con una dimension aproximada de 255 cm?, con un grosor de 0.10 + 0.01
mm, 0.13 + 0.03 mm, 0.08 £ 0.01 mm, 0.19 + 0.09 mm, 0.24 + 0.06 mm, 0.18 £ 0.10
mmy 0.23 £ 0.09 mm para las fibras de PCL, PG (policaprolactona y gelatina), PG0.5
(policaprolactona, gelatina y melanina 0.5% p/p), PG1.0 (policaprolactona, gelatina y
melanina 1.0% p/p), PG2.0 (policaprolactona, gelatina y melanina 2.0% p/p), PG3.0
(policaprolactona, gelatina y melanina 3.0% p/p) y PG4.0 (policaprolactona, gelatina'y
melanina 4.0% p/p) respectivamente (Figura 15).
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Figura 15. Grosor de las peliculas electrohiladas de PCL, PG, PGO0.5, PG1.0, PG2.0, PG3.0
y PG4.0.

La variabilidad en el grosor de las membranas electrohiladas de policaprolactona
(PCL) vy las diferentes formulaciones de policaprolactona-gelatina (PG) (PG, PGO.5,
PG1.0, PG2.0, PG3.0 y PG4.0) es notable, con valores oscilando entre 0.08 mmy 0.24
mm. Este rango amplio puede reflejar diferencias en la uniformidad del proceso de
electrohilado y en la composicion de las soluciones precursoras utilizadas. Las
membranas méas delgadas, como las de PCL y PGO0.5, podrian sugerir una mejor
compactacion de las fibras durante el proceso de deposicidn, posiblemente relacionado
con condiciones optimizadas de electrohilado. En contraste, las membranas mas
gruesas, como las de PG3.0 y PG4.0, podrian indicar una mayor acumulacién de
material durante la deposicion electrostatica, quizas debido a una viscosidad més alta
o alaformacion de aglomerados de fibras. Estas observaciones subrayan la importancia
de controlar cuidadosamente las condiciones de fabricacion para lograr membranas
consistentes en terminos de grosor. La Figura 16 muestra imagenes representativas de
las fibras producidas mediante electrohilado, observadas a nivel macroscopico y
mediante microscopio Optico, destacando las caracteristicas morfoldgicas de cada
muestra.
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Figura 16. Imagenes representativas de las fibras producidas a través de electrohilado vistas a
nivel macroscopico y mediante el microscopio éptico objetivo 100x, (A) PCL, (B) PG, (C)
PGO0.5, (D) PG1.0, (E) PG2.0, (F) PG3.0y (G) PG4.0.
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Figura 17 Caracterizacion del material electrohilado a través de microscopia electrénica de

barrido (SEM) de las fibras PCL (A), PG (B), PG0.5(C), PG1.0 (D), PG2.0 (E), PG3.0 (F) y

PG4.0 (G) y sus respectivos histogramas de distribucion del tamafio de los didmetros de las
fibras (n = 100).

Las fibras de PCL (Figura 17A) exhiben una distribucion rigida y uniforme con un
diametro de 132.93 + 27.6 nm, mientras que las fibras de PG (Figura 17B) muestran
que la adicion de gelatina a la PCL conduce a un engrosamiento de las fibras
electrohiladas con un didmetro de 1548.34 + 1056.19 nm, asi como la imparticion de
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flexibilidad de la estructura. El notable aumento en el grosor de las fibras se atribuye a
una porcidn sustancial de gelatina que permanece en la superficie de la fibra y se funde
debido a su naturaleza hidrofilica. La inclusién de melanina en la mezcla de
policaprolactonay gelatina produce fibras heterogéneas con un mayor adelgazamiento,
con didmetros registrados de 113.5 + 35.7 nm (PGO0.5, Figura 17C), 199.48 + 85.44 nm
(PG1.0, Figura 17D), 258.36 £ 72.78 nm (PG2.0, Figura 17E), 351.39 + 168.41 nm
(PG3.0, Figura 17F) y 411.25 + 191.47 nm (PG4.0, Figura 17G).

Aunque inicialmente la incorporacion de melanina puede causar un
adelgazamiento de las fibras, se observa que a medida que se incrementa la cantidad
de melanina afiadida, se produce un leve aumento en el didmetro de las fibras
electrohiladas. Este fendmeno sugiere que la presencia de melanina podria influir en la
viscosidad y la tension superficial de las soluciones precursoras utilizadas en el proceso
de electrohilado, afectando asi las propiedades morfolégicas de las nanofibras
resultantes. Este hallazgo es crucial para entender como la concentracién de melanina
puede modular las caracteristicas fisicas y estructurales de las nanofibras de
policaprolactona/gelatina, y su impacto potencial en las propiedades antioxidantes y
antimicrobianas de los empaques alimenticios desarrollados.

4.1.3 Propiedades quimicas de las fibras con melanina

La Figura 18 muestra los espectros FTIR obtenidos de las fibras electrohiladas de
PCL y sus variantes con adicion de gelatina y diferentes concentraciones de melanina.
Estos espectros proporcionan informacion crucial sobre las interacciones moleculares
y las caracteristicas estructurales de los materiales.

En la figura, se observan los espectros correspondientes a las muestras de PCL
puro (A), PCL con gelatina (PG) (B), y las muestras de las fibras electrohiladas de
policaprolactona-gelatina con adiciones crecientes de melanina, 0.5% (PGO0.5) (C),
1.0% (PG1.0) (D), 2.0% (PG2.0) (E), 3.0% (PG3.0) (F) y 4.0% (PG4.0) (G). Estos
datos permiten analizar como la incorporacién de gelatina y melanina afecta las
propiedades quimicas y estructurales de las fibras.
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Figura 18. Espectros infrarrojos obtenidos de todas las muestras realizadas de las fibras de
(A) policaprolactona, (B) policaprolactona-gelatina y (C-G) policaprolactona-gelatina y
melanina en el infrarrojo medio en un rango de 4000 cm™ hasta 400 cm™.

La Figura 19A muestra los espectros infrarrojos de las fibras PG y PCL, mostrando
las bandas de absorcién infrarroja caracteristicas en las gréficas, los cuales son
equiparables con los resultados obtenidos por Kuppan, et al. [120] en el cual, se
reportan las bandas de absorcion en 1729 cm™ relacionados a los grupos carbonilo,
1652 cm™ y 1551 cm relacionados a los grupos amidas. Por otro lado, para la fibra de
PCL se han reportados bandas de absorcion en 2939 cm™ y 2868 cm™ relacionados con
enlaces CHz asimétricos, 1294 cm™* asociados con los enlaces C-O y C-C, mientras que
1239 cm™ es consistente con los enlaces C-O-C. Adicionalmente, las diferencias
significativas pueden ser observadas entre las bandas de absorcion caracteristicas en
numeros de onda comprendidos desde 1689 cm™ hasta 1491 cm™.
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Figura 19. Espectros FTIR obtenidos de las fibras electrohiladas de policaprolactona (PCL)
(A), PCL y gelatina (B) y, PCL, gelatinay 1.0% (C) y 3.0% (D) melanina, (E) muestra la
superposicion de FTIR de las fibras PCL, PG y PG3.0 en un rango de 4000 cm™ a 800 cm™,
(F) muestra los grupos funcionales observados en la fibra PCL y (G) muestra los grupos
funcionales OH en las fibras PCL, PG y PG3.0.

En la Figura 19E, las bandas caracteristicas de absorcion de la PCL pueden ser
observadas a 1723 cm™ correspondiente al estiramiento del grupo carbonilo, los
estiramientos simétricos y asimétricos de los grupos CH2/CHs en 2946 cm™ y 2868 cm-
! respectivamente. Las bandas caracteristicas de absorcion infrarroja de la gelatina son
observadas alrededor de 3330 cm™ para el grupo funcional OH, asi como el
estiramiento del N-H de la amida desde 1550 cm™ hasta 1500 cm™. Los espectros
infrarrojos de los materiales de PG esta representada por la suma de las bandas de
absorcién para la PCL y la gelatina. Se observo un ligero decremento en la intensidad
de las bandas de absorcion en el material PG asociado a la interaccién entre los grupos
amina y amida de la gelatina y los grupos ésteres de la PCL, consistente con lo
reportado en literatura [121].

Conforme se incorpora una mayor cantidad de melanina en la mezcla de
policaprolactona-gelatina (Figura 19F), un cambio significativo en los espectros
infrarrojos de los materiales es observado. Entre los cambios mas notables, se observa
la desaparicion de la banda en 1723 cm™ correspondiente al grupo carbonilo de la PCL,
junto con un aumento en la intensidad de la banda en 3300 cm, que puede atribuirse
a un aumento en el grupo -OH o -RNH-R, lo que potencialmente lleva al material a
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exhibir una mayor afinidad con el agua. Las bandas de absorcion infrarroja
correspondientes al PCL en 1725 cm, atribuidas al estiramiento asimétrico del grupo
carbonilo, y la banda de absorcion en 1170 cm™, correspondiente al estiramiento
simétrico del grupo C-O-C, desaparecen. Ademas, se observo la desaparicion de
bandas de absorcion infrarroja alrededor de 1300 cm™, que pueden estar relacionadas
estrechamente con el estiramiento de los grupos C-O y C-C en la fase cristalina de la
PCL, segun Gorodzha, et al. [122]. Esto es un indicio de una fuerte interaccién entre
los materiales, lo que puede interferir con el proceso de cristalizacion de la PCL. La
desaparicion de las bandas de absorcidon infrarroja correspondientes al grupo carbonilo
de la PCL sirve como indicador de una fuerte interaccion del material. La gelatina, al
ser una proteina compleja incorporada en la mezcla, es un polimero que consiste en
unidades monoméricas de aminoécidos con multiples grupos funcionales -C(O)NHz y
grupos NH2 que pueden interactuar con la PCL, causando que la sefial del grupo
carbonilo a 1725 cm™ desaparezca. Por Gltimo, en la region de 3800 cm™ a 2600 cm™,
se observa un aumento en la banda de absorcion del grupo -OH, lo que posiblemente
explica el aumento en la hidrofilicidad de los compuestos (Figura 19G).

4.1.4 Angulo de contacto

El angulo de contacto es una técnica ampliamente reconocida para evaluar el
comportamiento de humectacién o no humectacién de diversos materiales, incluidos
metales, no metales y polimeros. Una mayor hidrofilicidad, que indica una mayor
capacidad de humectacidn, se asocia con valores bajos de angulo de contacto, mientras
que los valores mas altos sugieren superficies hidrofobicas resistentes a la
humectacion. La capacidad de humectacion de las superficies solidas es una propiedad
crucial influenciada tanto por la composicién quimica como por la microestructura
geométrica de la superficie. Las superficies con angulos de contacto con el agua
inferiores a 60° se clasifican como hidrofilicas, mientras que aquellas con angulos de
contacto superiores a 90° se consideran hidrofébicas, y las superficies con angulos de
contacto superiores a 120° se denominan superhidrofébicas [123] (Figura 20 y Figura
21). La humectabilidad de un material depende de mdltiples factores, tal como la
composicion gquimica, topografia de la superficie, entre otros. Como la superficie de
cualquier material difiere del interior, el entendimiento de las caracteristicas
superficiales de los materiales es esencial para correlacionar las propiedades de
contacto con el agua [123].
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Figura 20. Angulo de contacto de la melanina en estado solido (A) y las fibras electrohiladas
de PCL (B), PG (C), PG0.5 (D), PG1.0 (E), PG2.0 (F), PG3.0 (G) y PG4.0 (H).
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Figura 21. Anélisis estadistico de los resultados obtenidos del angulo de contacto de la
melanina en estado solido (A) y las fibras electrohiladas de PCL (B), PG (C), PG1.0 (D) y
PG3.0 (E),n = 5.

En el interior, los &tomos se encuentran en equilibrio, y las fuerzas de interaccion
atomicas entre los 4tomos adyacentes en la estructura cristalina se encuentran en
balance. Situacion que no es posible en la superficie debido que no existen
interacciones interatomicas de los a&tomos que se encuentran en la superficie externa.
Por lo tanto, se crea una diferencia de energia entre un atomo de la superficie y un
atomo en el interior, el cual es llamado de energia libre. EI decremento en el angulo de
contacto de cualquier material es atribuido al incremento de la energia libre superficial
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y la rugosidad del material. Las fibras PCL y PG exhibieron una mayor hidrofobicidad
en comparacion con las fibras adicionadas con melanina. Esta disparidad puede
atribuirse a la conductividad y cargas superficiales de melanina presentes en las
nanofibras [39]. La presencia de grupos funcionales OH y compuestos catec6licos en
la melanina permiten la interaccion con las moléculas de agua, facilitando la transicion
de un comportamiento altamente hidrofébico a hidrofilico[42].

4.1.4.1 Caracterizacion colorimétrica de las fibras electrohiladas

La escala de color CIELAB (L*a*b*) se basa en la teoria de colores opuestos,
donde a* es positivo en la direccion roja y negativo en la direccion verde, y b* es
positivo en la direccién amarilla y negativo en la direccion azul. Por otro lado, el valor
L* se refiere a la luminosidad que varia dentro de un rango de 0 (negro) a 100 (blanco).
El iluminante D65 es un iluminante colorimétrico que representa la luz del dia
correlacionada con una temperatura de color de 6504 K. Finalmente, el observador de
10° corresponde al campo de visidn en un angulo de este valor en la retina [124]. A
medida que aumenta la concentracion de melanina en las fibras electrohiladas hechas
de policaprolactona y gelatina, hay una disminucion en el valor L*, lo que sirve como
un indicador de la presencia de melanina en la fibra y proporciona una representacion
clara del color de la fibra. La Figura 22 ilustra los valores de L* de las fibras
sintetizadas, medidos bajo dos configuraciones geométricas distintas, 45°/0° y d/8°.
Los valores de L* proporcionan informacion sobre como la incorporacion de melanina
afecta la luminosidad de las fibras electrohiladas. La geometria 45°/0° se utiliza para
evaluar el color en condiciones que simulan la percepcion humana en angulos
especificos, mientras que la geometria d/8° permite una evaluaciéon mas difusa del
color, reduciendo el efecto de la direccion de la luz. Al analizar los cambios en L* bajo
estas dos configuraciones, se puede determinar cdmo la melanina influye en la
percepcion visual de las fibras en diferentes condiciones de iluminacion, lo que es
esencial para aplicaciones en empaques alimenticios donde la apariencia visual es
importante. Dado que el color se utiliza frecuentemente como un criterio de calidad en
la fabricacion de materiales, una medicion precisa del color puede ayudar a lograr fibras
repetibles, lo que hace posible evaluar los cambios de coloracién en las misma. La
determinacion de mediciones colorimétricas no solo permite una mejora estética en la
apariencia del producto final, sino que también permite detectar cualquier cambio que
pueda surgir durante el proceso de produccion [124].

Existe una tendencia de respuesta lineal de la escala de color L* (y) a medida que
aumenta la adicion de melanina (x) en las fibras electrohiladas (Figura 22). La
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pendiente negativa en la ecuacion de la linea indica una disminucién en la escala L* a
medida que aumenta la cantidad de melanina afiadida, representada por la ecuacion
y = —4.185x + 91.596 con un coeficiente de determinacion r? = 0.9354 para la
geometria de 45°/0°y y = —4.2573x + 92.983 con r? = 0.959 para la geometria
asge.
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Figura 22. Mediciones colorimétricas de las fibras electrohiladas en la escala de color
L*a*b* utilizando las geometrias 45°/0° y d/8° (n = 10)

Para las escalas a* y b* (Figura 23) en la geometria 45/0, los valores de a* y b*
muestran una tendencia clara de incremento con el aumento de la concentracion de las
muestras. Los valores de a* aumentan desde valores negativos para las fibras de PCL
y PG, pasando por valores positivos en concentraciones mas bajas como PGO0.5, hasta
alcanzar valores significativamente positivos en concentraciones mas altas como
PG4.0. Esto indica que las muestras con mayor concentracion tienden a ser mas rojas
(a* positivo). De manera similar, los valores de b* muestran un incremento desde los
valores mas bajos para las fibras de PCL y PG, pasando por incrementos graduales con
cada aumento de concentracion, hasta alcanzar los valores mas altos en las muestras de
PG3.0, lo que sugiere que las muestras con mayor concentracion tienden a ser mas
amarillas (b* positivo).
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Figura 23. Anélisis de color de las fibras electrohiladas en la escala L*a*b*, mostrando
Unicamente los resultados de a* y b* en las geometrias 45/0y d/8, (n = 10).

En la geometria d/8, se observa una tendencia similar en los valores de a* y b*,
con incrementos claros a medida que aumenta la concentracién de las muestras. Los
valores de a* también aumentan desde valores negativos en las fibras de PCL y PG,
hasta valores significativamente positivos en las concentraciones mas altas como
PG4.0. Los valores de b* también aumentan con la concentracion, comenzando desde
valores muy bajos para las fibras de PG y aumentando gradualmente en cada nivel de
concentracion, alcanzando los valores mas altos en las muestras de PG3.0. Cabe
destacar que los valores de a* y b* tienden a ser ligeramente més altos en la geometria
d/8 en comparacién con 45/0 para concentraciones similares, sugiriendo que d/8 es mas
sensible a los cambios de color debido a una mayor integracion de la luz reflejada desde
diferentes angulos.

4.1.5 Propiedades mecanicas de las fibras
La cristalinidad y la fase amorfa de los materiales poliméricos estan directamente
relacionadas con sus propiedades mecanicas (Figura 24). Un material mayormente

amorfo es mas flexible que un polimero del mismo tipo con mayor cristalinidad.

La resistencia a la traccion de la policaprolactona disminuye con la incorporacion
de gelatina (PG) y la presencia de melanina en las formulaciones (PG1.0 a PG4.0).
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Figura 24. Evaluacion de las propiedades mecénicas de las fibras electrohiladas utilizando
la maquina universal de ensayos.

Este comportamiento mecanico es coherente con los resultados de los anélisis DSC
y FTIR, que demostraron una fuerte interaccion entre los materiales. Esta interaccion
reduce la fase cristalina en la policaprolactona y la gelatina, haciendo que el material
sea mayormente amorfo y, por lo tanto, mucho mas flexible. Se obtuvo una resistencia
a la tension de 3.60 + 1.04 MPa, 2.42 + 0.40 MPa, 1.32 + 0.09 MPa, 1.90 £ 0.97 MPa,
0.72 £ 0.35 MPay 2.04 + 0.41 MPa para las fibras de PCL, PG, PG1.0, PG2.0 PG3.0
y PG4.0 respectivamente (Figura 25). No se analiz6 la fibra PG0.5 en las pruebas
mecénicas debido a la delgadez de la fibra. Por otro lado, la resistencia a la tension
refiere a la capacidad del material para soportar fuerzas de traccion antes de romperse.
La estructuray la morfologia de las fibras electrohiladas, como el diametro de las fibras
y la presencia de defectos o irregularidades, afectan significativamente sus propiedades
mecéanicas. Las fibras mas uniformes tienden a mostrar una mayor resistencia a la
traccion debido a una distribucién mas homogénea de las tensiones [125]. La fase
cristalina del material desempefia un papel crucial. La policaprolactona electrohilada
con una alta cristalinidad exhibe una mayor resistencia a la tension. Sin embargo, si el
proceso de electrohilado induce una mayor fase amorfa, como lo es el caso al adicionar
gelatina, el material se vuelve mas flexible, pero con menor resistencia a la traccion.
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Por otro lado, el modulo de Young se define como la relacion E = Z = L//l donde

o es la resistencia a la tension (definida como la fuerza aplicada por unidad de area), €
es la deformacién (definida como el desplazamiento por unidad de longitud), F es la
fuerza aplicada a lo largo, A es el &rea de la seccion transversal de la muestra, L es el
desplazamiento total, y [ es la longitud de prueba que inicialmente estaba entre las dos
mordazas del dispositivo. Esta relacion define como una muestra del material se
deforma en respuesta a una fuerza que se aplica a lo largo. En la modelizacion
matematica de fendmenos de elasticidad, esto se conoce como elasticidad lineal. Dado
que E se define como la relacion entre la resistencia a la tension y la deformacion, el
modulo de Young se puede encontrar tomando la pendiente de la curva esfuerzo-
deformacion (Figura 26A-F). Esto solo es aplicable cuando el gréafico es lineal, ya que
el mddulo de Young no es valido fuera de la region elastica lineal. El punto donde el
gréfico deja de ser lineal se llama limite elastico. En este punto, el material se deforma
lo suficiente como para que se introduzcan efectos no lineales y no pueda volver a su
longitud original [126]. La Figura 26G muestra el modulo de Young de las fibras
electrohiladas que exhibié valores de 4.32 + 0.66 MPa, 3.95 + 2.34 MPa, 4.92 + 0.50
MPa, 1.68 + 0.69 MPa, 2.53 £ 1.81 MPa y 1.55 £ 0.29 MPa para las fibras de PCL,
PG, PG1.0, PG2.0, PG3.0 y PG4.0 respectivamente
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Las fibras de policaprolactona (PCL) tienen un médulo de Young relativamente
alto, lo cual es esperado debido a las propiedades mecénicas inherentes de la PCL, que
es un polimero resistente y flexible. La adicion de gelatina a la PCL resulta en una
ligera disminucion del modulo de Young. La gelatina, siendo un biopolimero menos
rigido en comparacion con la PCL, puede contribuir a esta reduccion de la rigidez. La
alta desviacion estandar (2.34 MPa) indica una variabilidad significativa en la
distribucion de gelatina en las fibras o en la homogeneidad de las muestras.
Curiosamente, la adicion del 1% (p/p) de melanina a la mezcla de PCL y gelatina
aumenta el médulo de Young a 4.92 MPa. Esto sugiere que, en bajas concentraciones,
la melanina puede mejorar las propiedades mecénicas de las fibras, posiblemente
actuando como un agente de refuerzo que mejora la rigidez. Sin embargo, una mayor
concentracion de melanina no necesariamente mejora las propiedades mecanicas, tal
como puede ser observado con los resultados de las fibras PG2.0 a PG4.0. Esto podria
ser causado por un exceso de melanina que provoca aglomeraciones y defectos
estructurales dentro de las fibras.

4.1.6 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) proporciona informacién cuantitativa
sobre los cambios entélpicos en el polimero.

®

Sefial DSC calibrada absoluta (myY)
Sefial DSC calibrada absoluta {m)

10 20 20 40 50 B0 70 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 27. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las fibras electrohiladas PCL y PG
(0.00-4.0) (A) y DSC de las fibras de PCL, PG, PG1.0 y PG3.0 (B).

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico semicristalino, altamente
ductil, cuyas propiedades finales dependen en gran medida del historial térmico
experimentado. Las caracteristicas moleculares del material pueden influir en su
proceso de cristalizacion. Este proceso es crucial en los polimeros semicristalinos, ya
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que variaciones en la nucleacién de esferulitas, el crecimiento, la velocidad de
cristalizacion o el espesor lamelar pueden provocar cambios significativos en las
propiedades térmicas y mecénicas finales. En el termograma de DSC (Figura 27), la
temperatura de fusion (T,,,) de la policaprolactona como membrana se observa como
una endoterma alrededor de 68 °C, consistente con la literatura [127]. En el termograma
correspondiente a la mezcla de policaprolactona y gelatina (PG), se observo una
transicion de fusion térmica de menor intensidad en comparacion con la T,, de la
policaprolactona, lo cual podria indicar una reduccion en los cristales, o bien, presencia
de cristales méas pequefios o imperfectos en el material debido a la intervencion de la
gelatina en el proceso de cristalizacion de la policaprolactona a través de uno de los
siguientes mecanismos: a) la gelatina disminuye el tamafio de los cristales de la PCL,
afectando el mecanismo de cristalizacion; b) la gelatina afecta los nucleos criticos para
la cristalizacion de la PCL; o ¢) mediante interacciones fisicas que causan desorden en
la PCL, como se evidencia en el analisis de grupos funcionales via FTIR. En el analisis
DSC realizado, no se observa ninguna transicion mas alla de 100 °C, sin embargo, la
temperatura de fusion reportada para la gelatina pura esta alrededor de 110 °C [128].
La transicion correspondiente a la fusion de la gelatina en la fibra PG se observa
alrededor de 70 °C, posiblemente debido a las fuertes interacciones policaprolactona y
gelatina y al solapamiento con la T, de la policaprolactona. Al incorporar diferentes
concentraciones de melanina (Figura 27B), las interacciones aumentan, lo que puede
inducir desorden o impedir un arreglo ordenado tanto en la policaprolactona como en
la gelatina. En consecuencia, el termograma de los materiales no muestra ninguna
transicion correspondiente a la T,,, lo que sugiere que el material es mayormente
amorfo.

4.1.7 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de la melanina pura no mostrd diferencias significativas
relevantes entre las concentraciones de 0.5% hasta 4.0% (Figura 28A), con valores de
actividad de captacion de radicales (RSA, %) de 99.1 +£0.19, 99.1 £ 0.79, 99.1 + 0.62,
99.0 £ 0.39y 98.7 + 0.46 para ABTS y 93.5+ 0.30, 95.4 + 2.78, 91.6 + 2.37,93.4 +
0.54y 97.1 £ 2.40 para DPPH en las concentraciones 0.5%, 1.0%, 2.0%, 3.0% y 4.0%
de melanina respectivamente. Cuando la melanina se encuentra presente en las fibras
de policaprolactona y gelatina, su actividad antioxidante es equiparable a la observada
en la melanina pura (Figura 28B). Este aumento es proporcional a la cantidad de
melanina presente en las fibras. Las fibras de PCL muestran una actividad antioxidante
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mas baja en comparacion con las muestras que contienen melanina, con valores de
actividad de 20.01 + 0.67 para ABTS y 57.37 £ 0.62 para DPPH, respectivamente,
mientras que las fibras adicionadas con gelatina y melanina mostraron actividades de
86.84 £ 0.22, 79.69 + 1.39, 87.20 + 1.82, 80.05 +£1.98, 89.78 + 0.64 y 82.93 £+ 2.07 para
ABTSy 84.00 + 0.34, 80.71 + 1.04, 84.93 + 0.52, 78.33 + 2.66, 92.11 + 0.84 y 76.90
+ 2.43 para DPPH en las fibras PG, PG0.5, PG1.0, PG2.0 PG3.0 y PG4.0
respectivamente. Este analisis proporciona una clara comprension de como la presencia
y cantidad de melanina afectan la actividad antioxidante en las diferentes muestras
evaluadas. Aun cuando las fibras muestran un comportamiento similar en DPPH vy
ABTS, una mayor adicion de melanina genera un mejor resultado antioxidante, debido
a que la melanina posee una capacidad antioxidante asociada con un comportamiento
eficiente como donador de &tomos de hidrégeno, lo que a su vez elimina los radicales
libres y otras sustancias generadas por la exposicion a la radiacion [35, 36].
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Figura 28. Resultados de la actividad de captacién de radicales (RSA) conducidos en
melanina pura (A) y las fibras PCL, PG, PGO0.5, PG1.0, PG2.0, PG3.0 y PG4.0 (B) para
ABTSy DPPH, n = 3.
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4.1.8 Actividad antifungica de la melanina

La Figura 29 ilustra las fresas comerciales sanas y su posterior cambio posterior a
7 dias sin refrigeracion, el tejido enfermo fue sustraido para la realizacion de las
pruebas antifungicas.

94



Figura 29. Fresas comerciales sanas (A) y fresa comercial posterior a 7 dias sin
refrigeracion (B).

Los postulados de Koch son un conjunto de criterios para establecer si un
organismo es el agente causante de una enfermedad especifica [129]. Los cuatro
postulados se cumplieron con éxito (Figura 30).
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Figura 30. Cultivos axénicos generados a partir del tejido superficial obtenido de fresas (A),
su identificacién morfoldgica a través de un microscopio 6ptico en objetivo 100 x (B), la
aplicacion de los postulados de Koch mediante la infeccion in vivo en fresas sanas (C), y el
aislamiento del agente patogeno tras la infeccion (D).

El microorganismo fue aislado y cultivado en un medio de cultivo después de ser
encontrado en fresas enfermas y estar ausente en frutos sanos. Posteriormente, se
demostro que el microorganismo es la causa de la enfermedad al infectar un fruto sano,
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el cual resultod contener el mismo microorganismo que habia sido aislado del primer
fruto enfermo.

La concentracion inhibitoria minima (MIC, por sus siglas en inglés) para los
aislados fungicos fue confirmada a través de los resultados obtenidos mediante el
ensayo de difusion en disco, el cual mostré nula actividad antifngica en el control
negativo representado por el disco de papel de filtro, asi como en el disco embebido
con solucion de NaOH 0.1 M sin melanina.
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Figura 31. Actividad antifingica de la melanina disuelta en NaOH 0.1 M mostrada como
diametro de inhibicién para los hongos aislados 1.1 (A), 1.3 (B) y 1.4 (C) y las fibras de
higromicina, PCL, PG, PG1.0 y PG3.0 para los hongos aislados 1.1 (D), 1.3 (E) y 1.4 (F),
n=3.
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Se observo inhibicion fangica (Figura 31) para los tres aislados a partir de una
concentracion del 1.0% (p/p) de melanina. Ademaés, se observé que la capacidad
inhibitoria aument6 conforme incrementa la concentracién de melanina. A una mayor
concentracion de melanina, existe un efecto inhibitorio en un menor tiempo
representado en dias. Los grupos catecolicos son componentes clave funcionales de los
elementos estructurales de la melanina que ejercen efectos antimicrobianos. La
oxidacion de grupos catecélicos implica la transferencia de electrones que convierten
el Oz en superdxido (O2) y peréxido de hidrégeno (H20.). Los radicales libres de
oxigeno y cualquier otra molécula que contenga oxigeno en la cual un atomo de
oxigeno exhiba una reactividad més alta que el oxigeno molecular (O2) se consideran
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés). La liberacion de H20- a
partir de la oxidacion de catecoles es responsable de la actividad antimicrobiana. Las
ROS pueden degradar compuestos organicos y asi funcionar como inhibidores del
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crecimiento bacteriano. La alta reactividad permite que las ROS extraigan electrones
de compuestos organicos, lo que conduce a la degradacion de compuestos bacterianos
al dafiar su membrana o pared celular [37, 106]. Los radicales libres pueden
desempefiar un papel disruptivo, ya que son responsables del dafio oxidativo de
biomoléculas, lo que conduce a la degradacion de proteinas, lipidos e incluso acidos
nucleicos [130].

La Figura 32 muestra los diametros de inhibicion fungica posterior a un periodo
de incubacion de 4 dias, donde las placas A, C y E fueron probadas con las fibras
electrohiladas de higromicina (100 mg L) (1), la fibra de policaprolactona (PCL) (2),
la fibra de policaprolactona y gelatina (PG) (3) y las fibras adicionadas con melanina
PG1.0 (4) y PG3.0 (5), asi como la melanina disuelta en hidréxido de sodio 0.1 M (B,
Dy F) donde se utilizaron discos de papel filtro como control (2), asi como embebidos
con 100 pL de higromicina (100 mg L) (1) como control positivo, NaOH 0.1 M como
control negativo (3) y melanina en concentraciones de 1% (p/p) (4) y 3% (p/p) (5)
respectivamente.

Figura 32. Diametros de inhibicién flngica reportados al cuarto dia, en placa PDA para las
fibras electrohiladas (A, Cy D) y la melanina disuelta en NaOH 0.1 M (B, Dy F).
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5

Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se desarroll6 un polimero de policaprolactona/gelatina con melanina mediante
electrohilado, mostrando una actividad antioxidante y antifungica significativa. La
técnica de electrohilado y la integracion de melanina destacan la novedad del trabajo,
mejorando las propiedades bioactivas del material. Las propiedades antioxidantes y
antifungicas se evaluaron mediante métodos DPPH, ABTS y ensayos de concentracion
minima inhibitoria (MIC), respectivamente. La melanina alterd las propiedades fisicas
y quimicas de las fibras, incrementando la hidrofilicidad y afectando las propiedades
mecanicas. Este estudio valida la eficacia del polimero para inhibir el deterioro fungico
y la oxidacion de alimentos, confirmando su potencial en aplicaciones de empaque de
alimentos.

5.2 Recomendaciones

Se sugiere considerar las siguientes actividades como perspectivas del proyecto.

Estudios relevantes a largo plazo incluyen la evaluacion in vivo de las fresas con
el material desarrollado y el disefio del empaque, asi como la evaluacién de la
biodegradabilidad de las fibras en distintos ambientes, como suelos y aguas residuales,
esto permitira una mejor comprension sobre su impacto ambiental y confirmar su
sostenibilidad. La optimizacion de la concentracion de melanina que maximice las
propiedades antioxidantes y antimicrobianas sin comprometer las propiedades
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mecénicas y la procesabilidad de las fibras. Ampliacion a otros alimentos, no solo
fresas, para evaluar su eficacia en la prolongacion de la vida Gtil y la preservacion de
calidad en una variedad mas amplia de productos perecederos. Estudios clinicos y
toxicoldgicos. Aunque la melanina ha demostrado ser eficaz como agente antioxidante
y antifungico, es crucial realizar estudios clinicos y toxicoldgicos para asegurar su
seguridad en contacto con alimentos, garantizando que no existan riesgos para la salud
de los consumidores. Explorar otras propiedades fisicas y quimicas de las fibras, como
su resistencia térmica y su interaccion con diferentes condiciones de almacenamiento,
para proporcionar un perfil mas completo de sus capacidades y limitaciones. Y, por
ultimo, avanzar hacia el desarrollo de prototipos de empaque basados en las fibras de
policaprolactona/gelatina con melanina para evaluar su rendimiento y funcionalidad en
situaciones préacticas, asi como el estudio a profundidad la interaccién PCL-gelatina
para explicar algunos de los resultados.
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