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RESUMEN

El uso de carotenoides como colorantes naturales, antimicrobianos o antioxidantes, sobre todo en la
industria alimentaria, cosmética o nutracética, es una alternativa prometedora frente a la utilizacién
de compuestos quimicos y sintéticos. En este trabajo, se estudié la extraccién de carotenoides
presentes en la yema de huevo y sus fracciones mediante el empleo de solventes respetuosos con el
medio ambiente, como es el aceite de girasol, y alternativamente utilizando disolventes organicos. Las
propiedades del aceite de girasol enriquecido en carotenoides fueron evaluadas, mientras que con el
extracto obtenido con disolventes organicos se prepararon films de acido polilactico (polylactic acid,

PLA) enriquecidos.

Los extractos de aceite de girasol enriquecidos con carotenoides mostraron una coloracion claramente
naranja, que evidencia su posible utilizacion como colorante natural; asi mismo, este aceite
enriquecido mostré una mayor estabilidad frente a la fotooxidacion que el aceite de girasol normal, lo
que demuestra el efecto antioxidante de los carotenoides presentes. En cuanto a los films de PLA
enriquecidos con extracto de yema de huevo obtenido con solventes orgdnicos, su transmitancia,
transparencia, color, permeabilidad al vapor de agua, solubilidad, microestructura y propiedades
antioxidantes y antimicrobianas fueron evaluadas. Ademas, con el propdsito de evidenciar sus
propiedades antioxidantes y barrera frente a la luz solar, y su capacidad de actuar como packaging
alimentario, se elaboraron bolsas de PLA con extracto de carotenoides con el objetivo de proteger
resveratrol y aceite de oliva virgen extra (AOVE) frente a la isomerizacién y fotooxidacion,
respectivamente. Los resultados muestran que los films enriquecidos con carotenoides son capaces de
proteger ligeramente a compuestos fotosensibles frente a la oxidacién; lo cual es debido a que la
incorporacidon del extracto de carotenoides a la matriz del PLA produce una disminucion de la

transmitancia y transparencia de las peliculas y un aumento de su capacidad antioxidante.



ABSTRACT

Extraction, purification and use of natural extracts rich in antioxidants and other bioactive compounds
is a field of study that has gained much importance in recent years. The use of carotenoids as natural
colorants, antimicrobials or antioxidants, especially in food, cosmetic or nutraceutical industry, is a
promising alternative to chemical and synthetic compounds used so far. The aim of this study was to
obtain extracts rich in carotenoids, xanthophylls and B-carotene, from egg yolk and analyze their

potential applications as colorants or as packaging active additives in food industry.

Sunflower oil extracts enriched with carotenoids showed a clearly orange coloration, which proved its
possible use as natural colorant; in addition, this enriched oil showed a greater stability against
photooxidation than normal sunflower oil, which evidences the antioxidant effect of the carotenoids
present in it. To study the application of these extracts rich in carotenoids in food packaging, polylactic
acid (PLA) films containing carotenoids were produce, and the effects of increasing concentrations of
extract on the transmittance, transparency, color, water vapor permeability, and solubility,
microstructure and antioxidant and antimicrobial properties on PLA films were analyzed. Finally, in
order to demonstrate its antioxidant and sunlight barrier properties, and its possible application as
food packaging, PLA bags with carotenoid extract were made with the aim of protecting resveratrol
and EVOO against isomerization and photooxidation, respectively. The results show a small protective

effect, which could be increased by increasing films’ carotenoids content.
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1 INTRODUCCION

El huevo de gallina es un alimento ampliamente consumido y distribuido a nivel mundial. En Espaiia el
consumo total de huevos en 2018 fue de 385,5 millones de kilogramos, lo cual representa un consumo
per cdpita de 134,3 unidades, de las cuales 131 unidades correspondian con huevos de gallina, 116,2
unidades de huevos no ecolégicos y 19,4 de huevos ecoldgicos. En cuanto a la produccién, Espafia
posee el 11% de las gallinas ponedoras de la Unidn Europa, siendo las principales regiones productoras

Castila-La Mancha, Castilla y Ledn, Aragdn, Catalufia, Comunidad Valenciana y Galicia (Gil, 2020).

Desde un punto de vista nutricional, el huevo puede considerarse un alimento muy completo ya que
posee practicamente todos los nutrientes necesarios para el organismo. La proteina del huevo es la de
mayor valor bioldgico y sirve de estdndar para la comparacién de la calidad proteica de otros alimentos
(IEH, 2009). Ademas de su importancia como alimento por sus cualidades nutritivas, el huevo también
posee un importante interés culinario y como fuente de compuestos bioactivos de interés

farmacoldgico o en tecnologia de los alimentos.

Su importancia en el ambito de tecnologia de los alimentos y en la industria alimentaria, no solo radica
en las propiedades nutricionales y organolépticas del huevo, sino que también en sus propiedades
funcionales, las cuales son necesarias en procesos de fabricacidon de gran cantidad de alimentos.
Cobrando especial importancia la yema de huevo, por sus propiedades gelificantes, emulsionantes,
colorantes, aromaticas y antioxidantes, en la elaboracidon de mayonesas, tartas, cremas, salsas, pastas,

etc. (Anton, 2007).

Ademas de sus importantes propiedades fisicoquimicas, la yema de huevo es una importante fuente
de compuestos bioactivos de gran interés en las industrias médica, farmacéutica, cosmética,
nutracética y biotecnoldgica (Anton, 2007). Entre los compuestos bioactivos presentes en el huevo los
de mayor interés industrial o biotecnoldgico son: lecitina, vitaminas (A, B, Biotina, B, D, E, K), biotina,

riboflavina y carotenoides, luteina y zeaxantina (IEH, 2009).

El sector de la industria alimentaria y biotecnolédgica busca aprovechar estos componentes presentes
en el huevo, extraerlos y poder emplearlos en otras industrias como la nutracética, cosmética o incluso

para la elaboracion de biomateriales.

En los ultimos afios, el interés en la extraccidn de carotenoides de diferentes fuentes y materias primas
ha crecido. Estos compuestos son pigmentos naturales de colores Ilamativos, desde el amarillo hasta
el rojo, los cuales no son sintetizados por el ser humano (Ellison, 2016). Dado el importante papel que
juegan los carotenoides en la prevencion de enfermedades humanas y en el mantenimiento de la
salud, y el hecho de que solo pueden ser incorporados por la dieta hacen que la extraccion de estos de

fuentes ricas en ellos sea un importante punto de estudio. Las frutas y verduras son las principales
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fuentes de estos compuestos bioactivos, sin embargo, la biodisponibilidad de estas moléculas en las
matrices vegetales es pobre. La yema, ademas de ser una importante fuente de carotenoides como la
luteina y la zeaxantina, permite un mayor aprovechamiento de estos compuestos, ya que el estado en
el que estos se encuentran y las interacciones con los lipidos de la matriz del huevo hacen que la
biodisponibilidad de estos pigmentos sea mayor que en las fuentes vegetales (Zaheer, 2017). El uso de
solventes vegetales, como aceites, permite a su vez conseguir extractos enriquecidos en estos

pigmentos que pueden tener interés nutricional y culinario.

Por otra parte, las propiedades antioxidantes, colorantes y, en altas concentraciones, antimicrobianas
de estos compuestos hacen que sean un aditivo interesante para incorporar en biomateriales. En los
ultimos afos, el creciente interés por la elaboracion de packaging alimentario activo, ha hecho que se
haya estudiado la incorporacién de gran cantidad de compuestos naturales bioactivos, la mayoria de

origen vegetal o bacteriano, en biopolimeros.

La finalidad del packaging activo es preservar la calidad, seguridad y propiedades sensoriales de los
productos alimentarios que protegen. Asi mismo, la incorporacion compuestos bioactivos, como
antioxidantes o antimicrobianos, en algunos tipos de biopolimeros va a permitir obtener materiales
con liberacién controlada de estas sustancias bioactivas en los alimentos que protegen (Barbosa-

Pereira et al., 2014).

1.1 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo ha sido evaluar la extraccion de carotenoides de la yema de huevo
utilizando diferentes disolventes, en concreto aceite de girasol y una mezcla de dos disolventes
organicos como son el 2-propanol y el hexano, y evaluar la posible utilidad para la industria alimentaria

de los diferentes extractos obtenidos.

Asi pues, los objetivos planteados en este trabajo son los siguientes:

- Caracterizacion de la extraccion de carotenoides de la yema de huevo y sus fracciones
utilizando un disolvente amigable con el medio ambiente, en este caso se ensayara el aceite
de girasol.

- Evaluacion de algunas de las propiedades de interés para la industria alimentaria de los aceites
enriquecidos.

- Extraccién de los carotenoides de la yema de huevo utilizando disolventes organicos.

- Preparacidn y caracterizacion de biopeliculas enriquecidas con este extracto. Evaluacién de

aplicaciones para los materiales de packaging preparados.
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2.1

CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES

Carotenoides

Los carotenoides son un grupo de pigmentos liposolubles, ampliamente distribuidos en la naturaleza.

Aunque dichas moléculas Unicamente son sintetizadas de manera primaria por plantas, algas,

levaduras, hongos, bacterias y arqueas, se pueden encontrar presentes en el reino animal debido a la

absorcién selectiva en la cadena alimentaria (Ellison, 2016; Schieber & Weber, 2016).

Los carotenoides son reconocidos por sus colores amarillos, naranjas y rojos, los cuales se deben a la

estructura quimica de las moléculas, las cuales consisten en una larga cadena de carbonos poliénicos,

dobles enlaces carbono-carbono, que permiten la absorcién de luz visible. La estructura general de los

carotenoides consiste en un esqueleto de 40 dtomos de carbono compuesto por 8 moléculas de

isopreno y 2 grupos terminales (Figura 1); las variaciones y derivatizaciones en el esqueleto

isoprenoide, mediante la ciclacidon y oxidacidon de grupos terminales, da lugar a cambios en las

propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de las moléculas, generando la existencia de mas de 850

carotenoides naturales diferentes (Ellison, 2016; Maoka, 2020; Schieber & Weber, 2016).

end group polyene chain end group

pB-Carotene

end group

sdllo o e

p-end group y-end group g-end group k-end group

& ek

¢-end group x-end group ¢-end group

Figura 1: Estructura quimica bdsica de los carotenoides y de los grupos terminales (Maoka, 2020).
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Segun su estructura, los carotenoides se dividen en dos subgrupos: carotenos y xantéfilas. Los
carotenos, de los cuales se conocen hasta 50 tipos diferentes, son moléculas hidrocarbonadas,
compuestas Unicamente por dtomos de carbono e hidrégeno, dentro de los cuales los mas importantes
son los f-carotenos, a-carotenos, jy-carotenosy licopeno (Figura 2.A). En cuanto a las xantoéfilas, como
la [-criptoxantina, luteina, zeaxantina, astaxantina, fucoxantina o peridinina (Figura 2.B), son
carotenoides que ademas de carbono e hidrégeno contienen dtomos de oxigeno como grupos
hidroxilo, carbonilo, aldehido, carboxilo, epdéxido o furandxido; esta gran diversidad de estructuras da

lugar a la existencia de mas de 800 tipos diferentes de xantéfilas (Maoka, 2020).

Carotanas

A

A e s T e e s

p-Carotene Lycopene
Xanthophylls
B
s .-*
W M
B-Cryptoxanthin Lutein
a
Astaxanthin
o

A g !J

o] Fucoxanthin Peridinin

Figura 2: Estructuras quimicas de los principales carotenos (A) y xantdfilas (B) (Maoka, 2020).

2.2 Aplicaciones de los carotenoides

Como se comentd previamente, los carotenoides son moléculas presentes de manera natural en las
plantas, principalmente frutas y vegetales, donde van a tener diferentes funciones entre las cuales
destacan: fotoprotectora y de captacion de luz, precursores de moléculas sefial y hormonas, como el

acido abscisico o las estrigolactonas, y su funcidon como atrayentes de pajaros e insectos que dispersan
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el polen de las plantas (Ellison, 2016). Sin embargo, a pesar de ser moléculas esenciales, los animales
no son capaces de sintetizar estas moléculas de novo, como hacen las plantas, y tienen que ingerirlas
por medio de la dieta, siendo alrededor de 50 los diferentes tipos de carotenoides que se encuentran
de manera habitual en los alimentos humanos mds comunes, de los cuales 20 tipos se pueden detectar
en la sangre tras la ingestidn, es decir, son metabolizados. De estos ultimos, f-carotenos, a-carotenos,
licopeno, f-criptoxantina, luteina y zeaxantina, constituyen mds del 90% del total de carotenoides
ingeridos, los cuales se pueden separar en dos grupos: los precursores de la vitamina A, como los /-
carotenos, los a-carotenos y la S-criptoxantina; y los no precursores de la vitamina A, como el licopeno,
la luteina y la zeaxantina. Teniendo los primeros un rol esencial en la nutricién humana como fuente

de provitamina A (Maoka, 2020).

Ademas de su funcién esencial como fuente de provitamina A, hoy dia se conoce que los carotenoides
tienen numerosos efectos beneficiosos en la salud de las personas. Se ha demostrado que tienen un
importante peso en la prevencién de enfermedades de la piel o de la vista, neurodegenerativas o
cardiovasculares (Zia-Ul-Haq et al., 2021). Ademas, actualmente se estan realizando estudios que
demuestran la capacidad de estas moléculas de actuar como anticancerigenos, disminuyendo el riesgo

de la aparicidn de canceres como el de prostata, ovarios, intestinal, etc. (Ellison, 2016).

El creciente interés por estas moléculas estd haciendo que numerosas empresas se centren en la
extraccién y purificacion de carotenoides con fines nutracéuticos y cosméticos. Pero no solo estan
cobrando peso en estas industrias, en la industria alimentaria se estdn empezando a utilizar estos

compuestos como antioxidantes y colorantes naturales (Zia-Ul-Haq et al., 2021).

2.3 Extraccidn de carotenoides

La creciente demanda e interés por los carotenoides, su extraccion, purificacidn y sus aplicaciones en
la industria, ha ocasionado un aumento en las investigaciones en este campo, centradas,

principalmente, en la optimizacion de los procesos de extraccién de carotenoides.

Las fuentes de las cuales se pueden obtener carotenoides de interés industrial son muy variadas, y los
procesos de extraccién dependeran del tipo de materia prima de la cual se obtengan estos. Entre las
fuentes mas utilizadas destacan las frutas, verduras, hojas y algas o microalgas de origen marino;
siendo estas ultimas la mayor fuente de carotenoides, hasta el 14% de su peso seco (Galasso et al.,
2017). Estos procesos de extraccion y purificacién de compuestos bioactivos no solo son importantes
por la obtencion de compuestos de interés industrial, farmacéutico o alimentario, sino que en muchos

casos permiten revalorizar subproductos de determinadas industrias, al acumularse los carotenoides
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en la biomasa descartada: piel de frutas y verduras en la industria alimentaria o exoesqueletos de

determinados crustaceos, subproducto de la industria pesquera.

A la hora de extraer los carotenoides de la biomasa se han utilizado diferentes métodos, entre los que

destacan:

- Extraccion liquida a presion atmosférica por maceracion. Se trata de una extraccion sélido-
liguido en la que se pone en contacto la biomasa que contiene los compuestos de interés,
carotenoides, con el extractante, el cual suele ser un solvente orgdnico permitido en la
industria alimentaria. Durante el tiempo que la biomasa y el solvente estan en contacto se
produce la migracion de los compuestos solubles desde la biomasa al extractante. Este proceso

puede realizar en frio o con calor (Saini & Keum, 2018).

- Extraccidn por agitacién. En este caso se pone en contacto la biomasa con el solvente y se
mantienen un cierto tiempo bajo agitacidn a las rpm de interés y a la temperatura de interés,

produciéndose la migracién de los carotenoides de la biomasa al solvente.

- Método Soxhlet. Se trata de una extraccidn liquida a presién atmosférica, en la que se utilizan
solventes a la temperatura de ebullicién de los mismos para conseguir una extraccion selectiva

de los compuestos de interés (Saini & Keum, 2018).

- Extraccion asistida con microondas. Este método consiste en una irradiacién electromagnética
de frecuencias entre 0,3 y 300 GHz, la cual produce la excitacién de las moléculas presentes
en el medio y una presion en el interior de la matriz biolégica donde se encuentran los
compuestos de interés, que genera la rotura de esta y la liberacidon de los compuestos de

interés al solvente utilizado (Otalora-Orrego & Martin, 2021; Saini & Keum, 2018).

- Extraccion asistida por ultrasonidos. En este caso la mezcla solvente/biomasa se irradia con
ultrasonidos, los cuales al impactar con el medio liquido producen una cavitacion acustica que
genera la rotura de la matriz, facilitando la migracién de los compuestos de interés hacia el

extractante (Otalora-Orrego & Martin, 2021; Saini & Keum, 2018).

- Extraccion liquida acelerada o presurizada. Este tipo de extraccidn liquida se realiza a altas
presiones, lo cual mejora la permeabilidad celular y facilita la penetracidn de los solventes en

la matriz celular y la extraccion de los compuestos de interés (Saini & Keum, 2018).

- Extraccion por pulso eléctrico. Este proceso, mas conocido como electroporacion, consiste en
someter a la mezcla solvente/biomasa a pulsos eléctricos de alto voltaje durante periodos de
tiempo muy cortos (segundos), lo que produce un aumento de la permeabilidad de la

membrana celular, facilitando la extraccion de los compuestos de interés (Saini & Keum, 2018).
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- Extraccidn por fluidos supercriticos. Este es uno de los métodos mas eficientes para llevar a
cabo la extraccién de compuestos termolabiles, como los carotenoides, de matrices sélidas o
liguidas. Se caracteriza por utilizar como extractante fluidos especificos en estado supercritico,
los cuales se pueden comportar como gas o como liquido segun las condiciones de operacion,
facilitando asi el proceso de extraccién. Por lo general, se utiliza didxido de carbono (CO;) en
estado supercritico, el cual no genera residuos téxicos y evita la degradacion de los
compuestos bioactivos, permitiendo su obtencién en una elevada pureza (Otalora-Orrego &

Martin, 2021; Saini & Keum, 2018).

- Extraccion enzimatica. En este caso se utilizan enzimas hidroliticas, generalmente pectinasa y
celulasa, que destruyen las paredes celulares, quedando expuesto al solvente o extractante el
material intracelular donde se encuentran los compuestos bioactivos de interés, carotenoides.
Implementar la hidrélisis enzimatica permite disminuir la energia de activacion de la reaccion
guimica, permitiendo llevar a cabo el proceso de extracciones en una condiciones de operacién
muy leves que no suponen un peligro para la estabilidad de estos compuestos bioactivos

(Otalora-Orrego & Martin, 2021).

- Extraccidn mediante solventes verdes. Este tipo de extraccién busca sustituir los solventes
organicos utilizados normalmente, hexano, etanol, cloroformo o acetona, altamente téxicos,
inflamables y perjudiciales para el medio ambiente y la salud, por solventes verdes, los cuales
suponen un menor riesgo para las personas y el medio ambiente (Otdlora-Orrego & Martin,

2021).

Este ultimo punto, extraccion mediante solventes verdes, es un ambito de especial importancia
hoy dia. Debido a las nuevas leyes y normas sobre el tratamiento de solventes, residuos, gases y
subproductos toxicos, inflamables o altamente contaminantes, asi como los impuestos que recaen
sobre estos, su compra o tratamiento, las industrias buscan reducir su consumo vy sustituirlos por
solventes verdes, de fuentes renovables y naturales, no téxicos, ni contaminantes. Entre los
solventes verdes utilizados para llevar a cabo la extraccion de compuestos bioactivos destacan el
alcohol isopropilico, acetato de etilo, ciclopentil etil éter o dimetil carbonato. Ademas de los
solventes verdes de origen quimico mencionados previamente, en los Ultimos afos se han
empezado a utilizar solventes naturales, como el pineno, limoneno y aceites vegetales de canola,
girasol y oliva (Otalora-Orrego & Martin, 2021; Saini & Keum, 2018). El uso de estos solventes
naturales permite obtener extractos que posean tanto las propiedades beneficiosas que estos
aportan como las aportadas por los compuestos bioactivos que se logran extraer, y en algunos
casos, permiten aumentar el rendimiento de extraccién respecto a los solventes convencionales

(Otalora-Orrego & Martin, 2021).
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2.4 Huevo

El huevo vy, en concreto, el huevo de gallina es uno de los alimentos mas basicos y versatiles que
existen, presente en la dieta de la mayoria de las familias y ampliamente utilizado en la industria
alimentaria debido a sus multiples propiedades emulsificantes, coagulantes, espumantes, etc. Sin
embargo, durante los ultimos 50 afios, tanto la industria del huevo como la tecnologia de
procesamiento del huevo y sus derivados ha sufrido importantes cambios, siendo hoy dia mas del 30%

del huevo consumido en forma de huevos procesados (Froning, 2008; Valverde et al., 2016).

Un huevo estdndar contiene alrededor de un 65% de clara y un 35% de yema, siendo estas un 88% vy
un 48% agua, respectivamente (Kulinka et al., 2017). En la Figura 3 se pueden apreciar las diferentes
partes del huevo: cdscara, clara y yema, separadas entre si por medio de membranas. La industria del
huevo permite utilizar, tanto de manera conjunta como por separado, todas las partes del huevo,
incluso los subproductos de su tratamiento, como pueden ser la cdscara, permitiendo una

revalorizacion completa de este producto.

Cascara Membrana

\ . ___vitelina
” Yema

Camara Calaza

de aire

Albumen denso Albumen ligero

Figura 3: Huevo y sus partes (Imagen modificada obtenida de: dietadelhuevo.com).

En concreto, la yema de huevo es una de las partes mas versatiles y funcionales del huevo, no solo en
la industria alimentaria por sus cualidades nutricionales y organolépticas, sino que también es
ampliamente utilizada en la industria farmacéutica y cosmética, al ser una importante fuente de
ingredientes activos (Laca et al., 2015). Se trata de una emulsidn natural de aceite en agua con un 52%
de materia seca, de la cual un 65% es grasa, un 31% proteinas y el 4% restante carbohidratos, vitaminas

y minerales (Rodil et al., 2016).
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Los lipidos de la yema, su componente mayoritario, se encuentran asociados a complejos de
lipoproteinas y estan constituidos por un 62% de triglicéridos, un 33% de fosfolipidos y menos de un
5% de colesterol. El perfil de acidos grasos esta sujeto a importantes variaciones de acuerdo con la
alimentacion de las gallinas, siendo la composicion estandar un 30-35% de acidos grasos saturados, un
40-45% de acidos grasos monoinsaturados y un 20-25% de dacidos grasos poliinsaturados. Los
carotenoides, los cuales dotan de color a la yema del huevo, constituyen menos del 1% del total de

lipidos.

En cuanto a las proteinas, estas se pueden encontrar en forma de proteinas libres o como
apoproteinas, proteinas que poseen lipidos unidos. Estas interacciones entre los lipidos y las proteinas
resultan en la formacién de lipoproteinas, de alta y baja densidad, que representan los principales
constituyentes de la yema de huevo. Por lo tanto, la materia seca de la yema esta constituida por 5
componentes mayoritarios: 68% de lipoproteinas de baja densidad (low density lipoprotein, LDL), 16%
de lipoproteinas de alta densidad (high density lipoprotein, HDL), 10% de proteinas globulares

(livetina), 4% de fosfoproteinas (fosfovitina) y 2% de proteinas minoritarias (Anton, 2007).

Asi mismo, la yema de huevo se puede separar por centrifugacion en dos fracciones bien diferenciadas;
los granulos, que aparecen en el precipitado, y el plasma, que constituyen el sobrenadante (Figura 4);
siendo esta, una linea de investigacién bastante potente hoy dia, con el objetivo de separar y extraer
los compuestos bioactivos presentes en la yema y asi explorar nuevas aplicaciones tecnoldgicas (Rodil
etal.,, 2016). Ambas fracciones presentan diferente composicion, estructura y sensibilidad a
tratamientos mecanico-térmicos, por lo que trabajar con ellas por separado va a permitir un uso mas

eficiente de las mismas.

Figura 4: Muestras resultantes de la liofilizacion de: yema completa (izquierda), granulos (centro) y plasma (derecha).

Los granulos representan aproximadamente el 22% del total de materia seca de la yema de huevo,

conteniendo sobre el 50% del total de proteinas de la yema y el 7% del total de los lipidos. El 78%
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restante de materia seca esta constituido por el plasma, que contiene entorno al 90% del total de los

lipidos y al 50% del total de las proteinas (Valverde et al., 2016).

En cuanto a su composicion (Figura 5), los granulos consisten en complejos circulares de entre 0,3y 2
pum de diametro, los cuales estan constituidos mayoritariamente por HDLs, y por fosfovitina, y en
menor medida por LDLs, las cuales se encuentran incluidas en la estructura granular. Estos agregados
de proteinas no solubles se encuentran en suspensién en un fluido mas denso que es el plasma, el cual

esta constituido por LDLs y por glicoproteinas globulares, las livetinas (Rodil et al., 2016).

hen egg yolk

Y% dilution with 0.17 M NaCl solution
10,000 x g / 30 min

sediment supernatant
granules plasma
(19-23% yolk (77-81% yolk
dry matter) dry matter)
| | | |
HDL phosvitin LDLg LDL livetin
70% 16% 12% 85% 15%

Figura 5: Fraccionamiento de la yema de huevo en grdnulos y plasma, y la composicion de estos (Anton, 2007).

Como se menciond previamente, en la yema de huevo se encuentran la mayoria de los compuestos
bioactivos de interés en la industria alimentaria, cosmética o farmacéutica. De entre estos, uno de los
mas importantes son los carotenoides, los cuales se encuentran principalmente en las LDLs,

mayoritarias en las fraccién plasmidica.

2.5 Carotenoides en la yema de huevo

El perfil y la concentracidon de carotenoides en la yema de huevo depende ampliamente de la
alimentacién de las gallinas, siendo mayor la concentracion cuanto mas rica sea la dieta en vegetales
ricos en dichos pigmentos (Zaheer, 2017). No obstante, independientemente de esto, los carotenoides
van a ser responsables de la coloracién naranja de la yema de huevo, pudiendo variar la intensidad de
color o el brillo segun el contenido de carotenoides, el cual va a ser menor del 1% del total de los lipidos

presentes en la yema.
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Los principales carotenoides presentes en la yema de huevo son luteina, zeaxantina y [-caroteno,
aunque también se puede encontrar cantaxantina y criptoxantina en una menor medida (Anton, 2007;
Kovalcuks & Duma, 2017). Una de las ventajas de los carotenoides presentes en la yema de huevo es

su biodisponibilidad, la cual es bastante mayor que la de las fuentes vegetales (Zaheer, 2017).

Luteina y zeaxantina pertenecen al grupo de las xantdfilas y se trata de los carotenoides mas polares
gue se pueden encontrar en la yema de huevo, al poseer, ambos, grupos hidroxilo terminales en los
extremos de sus estructuras. Ademads, su capacidad de encontrarse tanto libres como formando
ésteres de d4cidos grasos modifica tanto su polaridad como su solubilidad, influyendo en la

biodisponibilidad de estos (Kovalcuks & Duma, 2017).

Se trata de poliisoprenoides que contienen 40 atomos de carbono y unas estructuras ciclicas al final
de sus cadenas conjugadas (Figura 6). A pesar de poseer ambas la misma férmula quimica no son
estereoisdmeros; siendo la Unica diferencia que existe entre ambas la localizacion del doble enlace en
una de las estructuras ciclicas terminales, lo que dota a la luteina de tres centros quirales mientras que

la zeaxantina solo posee dos (Figura 6) (Kovalcuks & Duma, 2017).

Figura 6: Estructura quimica de la luteina (imagen superior) y la zeaxantina (imagen inferior) (Kovalcuks & Duma, 2017).

El B-caroteno, el otro carotenoide de los tres mayoritarios en la yema de huevo, se trata de un
carotenoide hidrocarbonado sin grupos funcionales, por lo que es un compuesto muy apolar y
lipofilico, mucho mas que la luteina y la zeaxantina. A diferencia de las xantofilas, el B-caroteno es uno
de los principales precursores de vitamina A, lo cual le dota de una importancia adicional sobre el resto

de los carotenoides presentes.
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Figura 7: Estructura quimica del f-caroteno (Kovalcuks & Duma, 2017).

La presencia de estos carotenoides junto con la vitamina E, la vitamina A, el selenio y ciertas proteinas
como la ovoalbumina, la ovotransferrina, fosfovitina, y cierto lipidos, dota a los huevos de una
importante capacidad antioxidante, la cual permite que estos sean considerados como uno de los
principales alimentos antioxidantes de la dieta. La presencia de estos antioxidantes en el huevo,
principalmente luteina, zeaxantina y B-caroteno, ha demostrado que los huevos son alimentos con

numerosos efectos beneficiosos para la salud (Zaheer, 2017):

- Laluteina y la zeaxantina son los principales componentes del pigmento macular del ojo, por
lo que se considera que estos tienen un importante papel en la proteccidn de los ojos frente a
la degeneracién macular relacionada con la edad. Propiedad que se relaciona con la capacidad

captadora de radicales libres y de oxigeno singlete de estos carotenoides.

- Otro importante mecanismo de proteccién radica en su capacidad para captar luz azul antes
de que esta dafie los fotorreceptores de las células, lo cual es considerada un mecanismo

antioxidante pasivo.

- Son capaces de reducir el dafio en el DNA y la oxidacidn lipidica, principalmente de LDL,

eliminando o disminuyendo la cantidad de peroxinitrilo en las células.

No obstante, al igual que los vegetales, los huevos también se cocinan antes de ser consumidos; esto
puede dar lugar a la degradacidn o isomerizacidn de los carotenoides y otros de los componentes
bioactivos presentes en el huevo. Mientras que la preparacion doméstica de los huevos implica
procesos de coccion o freido, la preparacidn industrial de la yema o el huevo implica secado por
congelacion, secado por spray o pasteurizacidn. Estos tratamientos que implican altas temperaturas,
freido, coccién o microondas, producen una pérdida de carotenoides de entre el 6 y el 18% del total.
Por lo que, para evitar esto, se estdn empezando a aplicar tratamientos que no supongan un
calentamiento en exceso de la materia prima, como pueden ser la irradiacién con rayos y o

tratamientos a alta presidn (Schieber & Weber, 2016).

Ademas, el almacenamiento de los huevos o los ovoproductos, tanto a temperatura ambiente como
congelados, también resulta en una pérdida significativa de xantodfilas, sobre todo a partir de las 4

semanas de almacenamiento; degradacién que se debe principalmente a la oxidacién de los lipidos del
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huevo. Por lo que la capacidad antioxidante del huevo, la yema de huevo o los ovoproductos derivados
va a depender de numerosos factores como el tratamiento de estos o su almacenamiento, donde van
a tener un importante peso factores como la incidencia de luz o la temperatura a la que estos se

mantengan (Schieber & Weber, 2016).

2.6  Films o biopeliculas biodegradables

Durante muchos afios, plasticos como el poliestireno (PS), polietileno (PE), polipropileno (PP) o
tereftalato de polietileno (PET) han sido ampliamente empleados en la industria alimentaria y del
envasado tanto por su facilidad de procesamiento, bajo precio y gran resistencia quimica y mecanica,
como por su buena permeabilidad frente al oxigeno, diéxido de carbono y aromas ( Khalil et al., 2018).
Sin embargo, estos materiales, derivados del petréleo, requieren cientos de anos para poder
degradarse, siendo su acumulacion un importante problema medioambiental; razén por la cual, en los
ultimos afios, algunos paises han restringido el uso de estos materiales pldsticos derivados del petréleo

(da Rocha et al., 2018).

Con el fin de reducir la cantidad de residuos plasticos que se envian a los vertederos y al medio
ambiente, asi como todos los problemas causados por estos, en los Ultimos afios, las investigaciones
en el campo de los biomateriales se han centrado en la obtencién de materiales de envasado a partir

de recursos renovables, ganando especial atencion el empleo de biopolimeros.

Estos biopolimeros, cuyo empleo ha crecido notablemente en los ultimos 20 afios, resultan una buena
opcién para el envasado de frutas, verduras y otros productos frescos, debido a que son altamente
seguros gracias a la ausencia de productos quimicos dafiinos y toxinas, y a su biodegradabilidad,

degradandose en compuestos facilmente absorbibles por la tierra (Khalil et al., 2018).

De acuerdo con su fuente, los biopolimeros se pueden dividir en tres clases: polimeros formados por
procesos quimicos a partir de mondmeros renovables como precursores, como es el caso del PLA;
polimeros como los polihidroxialcanoatos, sintetizados por microorganismos; y los polimeros
obtenidos directamente de biomasa animal o vegetal, entre los que destacan lipidos, proteinas y
polisacaridos. A pesar del gran nimeros de biopolimeros existentes, el uso de muchos de ellos en
packaging alimentario se ve limitado debido a sus, relativamente pobres, propiedades mecdanicas y de
barrera, en comparacion con los materiales derivados del petréleo. Para solventar las limitaciones de
estos materiales, se han propuestos diversos métodos de tratamientos quimicos y fisicos entre los que
destacan: tratamientos térmicos, irradiacidon gamma, modificaciones quimicas y la incorporacion de

aditivos, como compuestos bioactivos o plastificantes (Khalil et al., 2018).
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Los films biodegradables pueden dividirse en tres categorias de acuerdo a sus componentes:

hidrocoloides, lipidos y composites.

- Hidrocoloides. Son polimeros hidrofilicos, proteinas y polisacaridos, de origen natural o
sintético, que son capaces de formar geles al entrar en contacto con agua gracias a la presencia

de un gran nimero de grupos hidroxilo en su estructura (da Rocha et al., 2018).

En cuanto a los polisacéridos, estos son los biopolimeros mas utilizados para la elaboracién de
films biodegradables debido a su baja toxicidad, buenas propiedades mecdnicas y de barrera,
y su alta degradabilidad. Estos polimeros poseen una estructura linear compuesta por uno o
mas monosacaridos diferentes repetidos y carga neutra, positiva o negativa, dependiendo de
los grupos funcionales presentes en los mondmeros. Entre los mas comunes destacan:
almiddn, celulosa y sus derivados, pectina, quitosano, alginato, agar, carragenato, PLA vy

policaprolactonas ( Khalil et al., 2018; da Rocha et al., 2018).

Las proteinas son componentes estructurales y funcionales de plantas y animales, constituidos
por cadenas de aminodcidos unidos por enlaces peptidicos. Tanto las proteinas de origen
animal como las de origen vegetal han sido ampliamente utilizadas para la elaboracidn de films
biodegradables gracias a su relativa abundancia, habilidad para formar films y su calidad
nutricional. Sin embargo, una desventaja de los films biodegradables de proteinas es que
algunos de ellos, como los films de gluten o los de proteina de leche, pueden ocasionar
reacciones alérgicas; algo que hay que tener en cuenta al utilizar este tipo de biomateriales
como packaging alimentario (Khalil et al., 2018). Entre los tipos de proteina mas utilizados para
la elaboracion de films biodegradables destacan: gelatina (tanto de origen marino como
terrestre), proteinas miofibrilares de pescado, proteina de soja, proteina de maiz o zeina,

caseina, proteina del suero, colageno y proteina del gluten (da Rocha et al., 2018).

- Lipidos. Se trata de moléculas hidrofébicas o anfifilicas que incluyen ceras, acilgliceroles y
acidos grasos. Los films lipidicos se usan principalmente por sus propiedades hidrofdbicas,
constituyendo una buena barrera para evitar la pérdida de humedad. Sin embargo, debido a
la falta de integridad estructural, los lipidos dan lugar a films fragiles y con unas propiedades
mecanicas muy pobres. Una solucion a estos problemas puede ser mezclar los lipidos con
materiales hidrofilicos como los polisacdridos para formar emulsiones formadoras de films o

films bicapa (Khalil et al., 2018).

- Composites. Los composites o resinas compuestas se elaboran a partir de dos o mas

constituyentes, proteinas, polisacaridos y/o lipidos, con el objetivo de conseguir una
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amalgama con caracteristicas mejoradas respecto a los componentes individuales que lo

componen (Khalil et al., 2018).

Estas peliculas biodegradables se pueden preparar por tres métodos diferentes: la técnica de fundicion
o casting, se trata de la técnica mas empleada a nivel de laboratorio, la cual consiste en verter la
solucidn formadora de films sobre una placa de material adecuado; la técnica de fundicién en cinta o
tape casting, que consiste en verter la solucién formadora de films sobre un soporte en movimiento
continuo, lo cual permite controlar el grosor de la pelicula formada; y la técnica de extrusion, esta
técnica es la mas utilizada a nivel industrial, que permite generar films a partir de pellets o barras del
material de interés que se funden y se hacen pasar entre dos rodillos para obtener la pelicula (da Rocha

et al., 2018).

Hoy dia, la seguridad y la calidad alimentaria son las principales preocupaciones en la industria
alimentaria. Es por ello, que la elaboracién de recubrimientos o peliculas bioactivas a partir de
polimeros biodegradables combinados con compuestos antimicrobianos y/o antioxidantes es una de
las estrategias mas interesantes y prometedoras. En los Ultimos afios, los investigadores que trabajan
en el campo de los materiales y biomateriales se han centrado en la busqueda de formas de envasado
o materiales activos, active packaging, que permitan mantener la calidad de los alimentos, minimizar
el crecimiento de microorganismos indeseables en la superficie de estos y ofrecer proteccién extra
contra los agentes oxidativos, como el oxigeno o la luz solar (Shen & Kamdem, 2015). Las aplicaciones
especificas de estos films bioactivos van a depender de las caracteristicas de estos, las cuales en gran
parte van a deberse a los aditivos incluidos: permeabilidad al vapor de agua, permeabilidad al oxigeno,
resistencia a la rotura, elasticidad, solubilidad en agua o en lipidos, color, transmitancia y

transparencia, propiedades antimicrobianas y poder antioxidante.

El principal cometido de estos films biodegradables en la industria de tecnologia alimentaria es
permitir prolongar la vida util y mejorar la calidad de los alimentos frescos y los productos procesados.
Durante los ultimos afios, un gran nimero de industrias han centrado sus esfuerzos en el desarrollo de
packaging alimentario sostenible y comercialmente viable a partir de biopolimeros. Algunas de estas
empresas y los productos desarrollados por estas se muestran en la Figura 8, donde se puede observar
la gran diversidad de aplicaciones como packaging alimentario de estos biomateriales y su
reconocimiento a escala industrial como una forma de produccion de materiales respetuosos con el

medioambiente (Khalil et al., 2018).
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Company Biopolymer Application

Bioenvelop Starch Moisture barrier coating films for food
EverCorn, Inc. (subsidiary of Japan Starch Films for food wrapping
Com Starch Co., Ltd.)
FKur Kunststoffe GmbH Cellulose/polylactic acid Composite film for food packaging applications
Metabolix Polyhydroxyalkanoates Utilized as cast film
NatureWorks LLC Polylactic acid Food wrapping
NODAX Polyhydroxyalkanoates Good odor and oxygen barrier properties, customizable mechanical
properties, thus highly suitable for food packaging
Fresh Del Monte Produce Inc Polylactic acid Packaging of fresh-cut fruits
ILIP Polylactic acid Packaging of fresh-cut to fresh whole produce

Figura 8: Compaiiias implicadas en la produccion de biopldsticos con aplicaciones relacionadas con el packaging alimentario
(Khalil et al., 2018).

Como se puede observar en la Figura 8, el PLA es uno de los polimeros biodegradables y de origen bio
mas utilizados a nivel industrial y mas prometedores, debido a su facilidad de procesado, buenas
propiedades mecdnicas y alta transparencia. Se trata de un poliéster alifatico, biodegradable y sintético
gue se genera a partir de la unién de mondémeros de acido lactico (lactic acid, LA) (Figura 9), el cual se
obtiene de recursos renovables como el almiddn y azlcar de determinadas fuentes vegetales como el
maiz, la tapioca, la cafia de azucar o la remolacha. Para las aplicaciones industriales, como fibras, films
o botellas, la longitud de la cadena de mondmeros, n, ha de ser entre 700 y 1400 unidades; un tamafio
significativamente mayor que el de otros poliésteres parcialmente aromaticos como tereftalato de
polietileno (PET) o tereftalato de polibutileno (PBT), cuya n varia entre 100 y 200 unidades (Hagen,
2012).

?Hs C|H3
) S
n HO—-C—C—OH HTO—C—C+OH n-1)H 01
L = L F (- H,
H O H O
- —In
Lactic acid PLA

Figura 9: Sintesis del PLA a partir del LC (Hagen, 2012).

La sintesis de LA a partir de la correspondiente materia prima vegetal puede ser tanto por
fermentacién bacteriana como por ruta petroquimica. El LA se puede encontrar en forma de dos
isdmeros épticamente activos, L- y D- (Figura 10); siendo el producido por sintesis petroquimica una

mezcla 50/50 dpticamente inactiva de ambos isémeros, mientras que el LA generado por fermentacién
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existe casi exclusivamente en forma L- (99,5 % isdmero L- y 0,5 % isémero D-) (Rasal et al., 2010). La
polimerizacién del LA a PLA se puede conseguir por tres vias diferentes: polimerizacidn de apertura del
anillo de lactida (ring-opening polymerization, ROP), polimerizacién por condensacién directa (direct
polycondensation, DP), y polimerizacién por condensacién azeotrdpica directa (azeotropic

polycondensation, AP) (Ibarra et al., 2016).

L-Lactic acid D-Lactic acid

Figura 10: Isémeros dpticamente activos del LA.

En los ultimos anos, la produccidn, venta y empleo del PLA ha crecido notablemente, siendo Europa el
principal mercado del producto, seguido de Japdn, Estados Unidos y Corea del Sur (Hagen, 2012). Las
principales aplicaciones de este biopolimero son como packaging alimentario debido a sus
propiedades y caracteristicas fisicoquimicas, la cuales son comparables y, en algunos casos, superiores

a los polimeros derivados del petréleo (Ibarra et al., 2016).

El éxito de la implementacion del PLA en aplicaciones biomédicas y de consumo depende no solo de
las buenas propiedades mecdanicas de este biopolimero, sino también de la capacidad de controlar y
funcionalizar su superficie. Entre las ventajas del PLA frente a muchos plasticos derivados del petréleo
y otros biomateriales destacan: la biodegradabilidad, reciclabilidad y compostabilidad del biopolimero;
la biocompatibilidad, lo cual resulta un aspecto importante para las aplicaciones biomédicas; la
procesabilidad, la cual es mucho mejor que la de otros biomateriales como los polihidroxialcanoatos o
el polietilenglicol; y el ahorro de energia, la produccién de PLA requiere un 25-55% menos de energia
gue otros polimeros derivados del petréleo. Este biopolimero también presenta ciertas limitaciones:
poca resistencia mecanica, velocidad de degradacién lenta, hidrofobicidad y la falta de grupos
reactivos en la cadena (Rasal et al., 2010); las cuales se han ido solventando mediante modificaciones
en la superficie del PLA o la incorporacidn de compuestos bioactivos, entre los que destacan extractos

naturales, bacteriocinas, acidos organicos, enzimas y metales (lbarra et al., 2016).
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3  METODOLOGIA

3.1 Preparaciéon de la yema de huevo y separacién de sus fracciones

Tanto para obtener la yema de huevo limpia como las fracciones de esta por separado, en primer lugar,
se separo la clara de la yema y esta se secé cuidadosamente con papel de meseta, evitando romper la
membrana vitelina y mezclar la yema con la clara. A continuacidn, la membrana vitelina se rompidé y

se recogio la yema en un vaso de precipitado.

En el caso de la yema pura, esta se liofilizo sin tratamiento previo. Sin embargo, para obtener granulos
y plasma por separado, la yema liquida se mezclé con agua destilada en una proporcion 1:1,5 (v/v) vy,
a continuacioén, la solucién se ajusté a pH 7,0 con NaOH 0,1 M y se centrifugé a 10000g durante 45

minutos a 8 °C.

Tras la centrifugacion, tanto el sedimento, los granulos; como el sobrenadante, el plasma, se
recogieron en recipientes separados y se sometieron a liofilizacidn junto con la yema liquida pura. Una
vez liofilizadas (Figura 11), todas las muestras (yema, plasma y granulos) se trituraron hasta conseguir

un polvo fino, el cual se almacend en el congelador.

Figura 11: Grénulos y plasma de yema de huevo liofilizados.

3.2 Extraccién de carotenoides con aceite de girasol

Para determinar en qué condiciones se obtiene una mejor extraccién de los carotenoides tanto de la
yema de huevo completa como de sus fracciones (plasma y granulos), se llevé a cabo el proceso de
extraccion con aceite de girasol marca Alimerka (mercado local) con diferentes condiciones
experimentales, variando pardmetros como la velocidad de homogenizacion, la temperatura de
extraccion y el tiempo. Los carotenoides extraidos en cada una de las operaciones se cuantificaron

mediante un espectrofotémetro UV-Visible Genesys 150 Thermo Scientific (Thermo, Estados Unidos)
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(Figura 12 ), midiendo a la longitud de onda de 450 nm (Islam & Schweigert, 2015; Schlatterer &
Breithaupt, 2006).

A fin de cuantificar la concentraciéon de carotenoides en cada extracto a partir de los valores de
absorbancia obtenidos en la medida espectrofotométrica, se realizé una recta patrén de -carotenos
(Sigma Aldrich, 22040-1G-F) en aceite de girasol. Las concentraciones utilizadas fueron 20, 15, 10, 8, 6,

4, 2 y 0 ug/mL, cuya absorbancia se midié a 450nm al igual que las muestras extraidas.

Figura 12: Espectrofotémetro empleado para
cuantificar la cantidad de carotenoides
presentes en las muestras de aceite.

El proceso de extraccidn de carotenoides se caracterizé en funcion de la velocidad de agitacién y del
tiempo y la temperatura de reacciéon. Los rangos de valores estudiados para cada una de estas variables
que se detallan a continuacién se determinaron de acuerdo con los resultados obtenidos en ensayos

preliminares.

- Tiempo de reaccidn. Se hizo un seguimiento de cada proceso de extraccién tomando muestras

alos0,5,1,1,5,2,4,6,10y 15 minutos.

- Temperatura de reaccion. Para ver la influencia de esta variable en el proceso, se realizé la
extraccién a 5 °C, 15 °C, 30 °Cy 55 °C. Para lo cual se utilizé un bafio y un vaso con entrada y
salida de agua (Figura 9.A), que garantiza que el liquido contenido se encuentre a la

temperatura establecida en el bafio.
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- Velocidad de agitacion. Se empled el homogeneizador Silent Crusher (Heidolph, Alemania) con

el rotor 12 GM (Figura 9.B) y las extracciones se estudiaron a 5000 y 15000 rpm.

Figura 13: Equipos empleados para realizar las extracciones. (A) Bafio de
temperatura y vaso con recirculacion de agua. (B) Homogeneizador Silent Crusher.

Para llevar a cabo el proceso de extraccidon, se pesaron 27 g de aceite de girasol y se vertieron en el
vaso conectado al bafio de agua; a la temperatura deseada para la extraccion. Una vez que el aceite
alcanzd la temperatura deseada, se pesaron 3 g de la muestra (yema, granulos o plasma) y se afiadieron

al vaso que contenia el aceite.

En el momento en el que la muestra y el aceite entraron en contacto, se encendid el homogeneizador

a la velocidad adecuada y durante los tiempos antes definidos.

A continuacioén, las muestras se centrifugaron a 13000 rpm durante 7 minutos, inmediatamente tras
su extraccion. Se descarto el precipitado y se recogié el sobrenadante, en el cual se encuentran los
carotenoides; los cuales se cuantificaron midiendo la absorbancia de los sobrenadantes a 450 nm, tal

y como se explicéd anteriormente, utilizando como blanco aceite de girasol.

El proceso de extraccidn se repitié para todas las combinaciones de las variables a estudiar por

duplicado, y para los tres tipos de muestra, yema completa, granulos y plasma.

Para poder determinar el porcentaje de carotenoides extraidos tanto de la yema completa como de
sus fracciones, es necesario conocer la cantidad total de carotenoides que hay en cada una de ellas.
Para lo cual se llevd a cabo una extraccién utilizando acetona como fraccion liquida o extractante (Islam

& Schweigert, 2015; AOAC, 1973).
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De acuerdo con el método AOAC, se pesd 1 g de muestra liofilizada (yema, plasma o granulos) y se
mezclé con acetona en 2 pasos; primero se mezclé con 2 mL de acetona para conseguir una pasta
espesa y, posteriormente, se enrasé hasta 50 mL. La mezcla se mantuvo en agitacién 10 minutos vy, a
continuacién, se filtré con papel de filtro Whatman N24, limpiando bien el filtro con acetona para
aclarar el precipitado retenido en el filtro (Figura 14). La disolucién de acetona recuperada se diluyé

hasta 100 mL y se midié la absorbancia a 450 nm.

Figura 14: Restos de yema de huevo tras la extraccion con acetona (izquierda) y yema
liofilizada original (derecha).

Para poder determinar la concentracidon de carotenoides totales extraidos a partir de los valores de
absorbancia obtenidos, se realizé una recta patrén de B-carotenos (Sigma Aldrich, 22040-1G-F) en
acetona. Las concentraciones utilizadas fueron 6, 4,5, 3,6, 2,7, 1,35, 0,675, 0,338, 0,169 y 0 pg/mL,
cuya absorbancia se midié a 450 nm al igual que las muestras extraidas. Sustituyendo el valor de la
absorbancia en la ecuacidn obtenida del ajuste lineal y teniendo en cuenta las diluciones realizadas, se

calcularon los pg de carotenoides por gramo de muestra (yema, plasma o granulos).

3.2.1 Evolucién de la calidad del aceite de girasol enriquecido bajo condiciones fotooxidativas

La calidad de los aceites y grasas esta estrechamente relacionada con la estabilidad oxidativa y la
degradacion de los componentes del producto (Stoll et al.,, 2017). Para determinar la estabilidad
oxidativa del aceite de girasol enriquecido con carotenoides frente al normal se determind la evolucién
de diferentes parametros, como el valor perdxido (peroxide value, PV) y la concentracion de
carotenoides y clorofilas de ambos aceites, bajo condiciones de fotooxidacidn; para lo cual las muestras
de aceite, aceite enriquecido con carotenoides y aceite de girasol sometido al mismo tratamiento, se

mantuvieron 9 dias en una placa abierta por la superficie y bajo la incidencia de la luz solar.
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- Valor peréxido (PV)

El PV) de las muestras se determind de acuerdo con el método estandar ISO 3976 | IDF 74 (1SO, 2006).
Se pesaron entre 10-15 mg de aceite y se disolvieron en 9,8 mL de una mezcla de cloroformo-metanol
7:3 (v/v); posteriormente, se afiadieron 50 L de tiocianato de amonio y 50 pL de solucién de Fe (l1).
Las muestras se agitaron y se mantuvieron 10 minutos en oscuridad y, a continuacién, se midid la
absorbancia a 500 nm frente a un blanco. El banco contiene todos los reactivos anteriores excepto la
muestra de aceite. El PV, expresado como mEq de O,/Kg de aceite, se calculé con la siguiente féormula
(2):

Abs

(1) PV = 55,84xXw

x% [mEq 0,/Kg aceite]

Donde w es el peso del aceite en g; Abs la absorbancia de la muestra; 55,84 el peso atémico del Fe

(1); y b la pendiente de la curva de calibrado de Fe (ll1).

Para la curva de calibrado, se prepard una solucién de 1 mg/mL de cloruro de hierro (lll) en agua
destilada, a partir de la cual se prepard una disolucion stock de Fe (Ill) de 10 ug/mL en cloroformo-
metanol. A partir de la solucién stock de 10 pg/mL se prepararon estandares conteniendo 5, 10, 20,
30, 40y 50 pg de Fe (1) a los cuales se afiadio cloroformo-metanol (7:3) hasta un volumen de 9,8 mL;
posteriormente, se anadieron 50 pL de tiocianato de amonio y se midié la absorbancia a 500 nm. La
absorbancia de los estandares de 5 a 40 pug de Fe (Ill) se represento frente a su concentracioén. El resto
de soluciones, la solucion de Fe (ll) y la de tiocianato de amonio, se prepararon de acuerdo con ISO

(2006).
- Carotenoides y clorofilas

Para determinar el contenido en clorofilas y carotenoides de las muestras de aceite se pesé 1,5 g de
cada muestra de aceite y se disolvié en 5 mL de ciclohexano. Las absorbancias correspondientes de
cada muestra se midieron a 670 y 472 nm y la concentracién de clorofilas y carotenoides en mg por Kg

de aceite se calculé con las ecuaciones (2) y (3), respectivamente (Stoll et al., 2017):
(2)  [clorofilas] = (Ag79 X 10%)/(613 x 100 X densidad aceite)
(3) [carotenoides] = (A,;, X 10%)/(2000 X 100 X densidad aceite)

Siendo la densidad del aceite de girasol 0,85 mg/mL.

3.2.2 Colorimetria del aceite de girasol enriquecido

Para medir el color del aceite enriquecido y analizar sus propiedades colorimétricas se empleé el

colorimetro espectral LC 100/ SV 100 (Lovibond, Reino Unido) (Figura 15), el cual permite obtener los
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parametros L*, a* y b* de acuerdo con la escala CIELAB; siendo L* la luminosidad, a* las coordenadas

rojo/verde y b* las coordenadas amarillo/azul (Stoll et al., 2018).

ﬁ '
Laviban, i d

Figura 15: Colorimetro utilizado para medir
las propiedades colorimétricas de las
muestras de aceite y de los films.

Para llevar a cabo el andlisis se calibré el instrumento con un blanco estandar y se midieron las
muestras de aceite en unas cubetas especificas del colorimetro. Las mediciones se realizaron por

duplicado.

La diferencia total de color (AE*) se calculd usando la ecuacién (4), donde AL*, Aa* y Ab* son los valores
de las diferencias de los correspondientes pardmetros de color entre las muestras de aceite
enriquecido con carotenoides y el aceite de girasol tratado; y el Chroma o saturacién se calculé con la

ecuacion (5) (Stoll et al., 2018).

(4) AE = J(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)?

(5) Chroma = +/a? + b?

3.3 Extraccién de carotenoides de la yema de huevo utilizando disolventes organicos.

Obtencién de aceite de yema de huevo

Para la extraccion total de los carotenoides contenidos en la yema de huevo se llevé a cabo una
extracciéon con una mezcla de dos disolventes de diferentes polaridades, 2-propanol y hexano

(Kovalcuks & Duma, 2014).
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Para ello, se mezclaron los disolventes, 2-propanol (polar) y hexano (no polar), en una proporcidn
30/70y a esta mezcla se afiadid la yema de huevo liofilizada en un ratio 1:10, solvente: yema de huevo.
La extraccidn se realizod agitando fuertemente durante 30 minutos a temperatura ambiente. El extracto
se filtré utilizando una bomba de vacio para eliminar el precipitado, y los disolventes orgdnicos se
recuperaron mediante el uso de un rotavapor R-205 Biichi (Blichi Labortechnik AG, Suiza) a 60 °C. Al
liguido viscoso resultante, que contiene los carotenoides de la yema de huevo asé como la mayoria de

los lipidos que la componen, se denominé “aceite de yema de huevo”.

La determinaciéon de la cantidad de -carotenos en el aceite de yema se realiz6 de acuerdo con el
método estandar UNE-EN ISO 17932:2012 (AENOR, 2012). Para lo cual se pesaron entre 100 y 500 mg
de aceite de yema en un matraz aforado de 25 mL y se enrasd hasta ese volumen. Tras agitar
vigorosamente, se midié la absorbancia de la mezcla a 446 nm, determinandose el contenido total de
carotenoides en mg por kg de muestra usando la férmula (6):

3834
l-p

(6) Wc=

Donde, 383 = 10%/ 2610, donde 2610 (g*100 mL? * cm™) es el coeficiente de extincién especifico de
una solucién 1% de B-carotenos en isooctano a 446 nm; A, la absorbancia de la muestra a 446 nm; /, la

longitud de la celda (1 cm); y p, la concentracion de la muestra en gramos por 100 mL.

3.4 Elaboracion de films de PLA con aceite de yema de huevo

La solucidn formadora de films se prepard disolviendo PLA en diclorometano al 5%, con agitacion a
temperatura ambiente durante una hora, y posteriormente se afiadieron 0,1, 0,2 y 0,3 g de aceite de

yema de huevo por gramo de PLA.

Para la elaboracién de los films, se vertieron 5 mL de cada solucién formadora de films en una placa
de vidrio, de tal manera que se vertieron 0,1 mL de solucién por cm? de la placa de vidrio. Los films se
secaron a temperatura ambiente bajo campana de extraccidn durante 15 minutos, hasta que todo el
disolvente se evapord y, posteriormente, se despegaron de la placa y se estabilizaron en una cdmara

de humedad a 25 °Cy 50% humedad durante 2 dias.

3.4.1 Transmitanciay transparencia

Las propiedades barrera de los films ante la luz ultravioleta y la luz visible fueron evaluadas de acuerdo
con la metodologia seguida por Dick etal. (2015). Para ello, los films se cortaron en piezas
rectangulares de 1 cm de ancho aproximadamente y se introdujeron en el interior de una celda de

vidrio del espectrofotémetro.
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El porcentaje de transmitancia de los films se estudié midiendo la transmitancia de las muestras tanto
en el rango ultravioleta como en el de luz visible, desde 280 hasta 800 nm, mediante un

espectrofotometro UV-vis (Figura 12), utilizando la celda vacia como blanco.

Por otro lado, la transparencia de los films se calculé mediante la ecuacién (7), donde Asp es la

absorbancia de los films a 600 nm y x es el grosor de los films en mm.

A600

(7) Transparencia =

El grosor de los films se midié utilizando un micrémetro digital (Mitutoyo C., Japdn), con una precisién
de = 1 um. El grosor se midié en 10 puntos diferentes de cada film y, posteriormente, se realizo la

media aritmética.

3.4.2 Colorimetria

Para medir el color de los films y analizar sus propiedades colorimétricas se empleé igualmente el

colorimetro descrito en la seccion 3.2.2.

Para llevar a cabo el analisis, los films se colocaron sobre una hoja blanca (L*, 98,3; a*, -0,9; b*, 0,9),
la cual se utilizé como estandar. El andlisis se realizé por triplicado tanto para el film control (PLA solo),

como para los films con diferentes cantidades de aceite (0,1, 0,2y 0,3 g).

La diferencia total de color (AE*) se calcul6 usando la ecuacion (4), donde AL*, Aa*y Ab* son los valores
de las diferencias de los correspondientes parametros de color entre los films con aceite de yema de
huevo y film control sin aceite de yema de huevo. El indice de blancura (White Index, WI) de los films
se calculé mediante la ecuacion (8), y el Chroma o saturacion se calculd con la ecuacion (5) (Asadi &

Pirsa, 2020; Stoll et al., 2018).

(8) WI = 100 — /(100 — L)% + a2 + b2

3.4.3 Propiedades mecanicas

Las propiedades mecdnicas de los films de PLA con diferentes concentraciones de aceite de yema de
huevo fueron analizadas mediante una prueba de puncidn usando un texturometro TA.XT.Plus Texture
Analyser (Stable Microsystems, UK), equipado con una celda de carga de 5 kg y una sonda de 5 mm de

didmetro (P/5S) (Figura 16).
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Figura 16: Texturometro con plataforma para colocar
los fragmentos de film y la sonda P/5S utilizada para
estudiar las propiedades mecdnicas de los films.

Para llevar a cabo el analisis, los films se cortaron en 4 trozos cuadrados de igual tamafio y se colocaron
en el texturometro entre dos placas, asegurandose que el film estuviera bien tenso y sujeto, sin
arrugas. Las placas utilizadas tienen un agujero que permite el contacto del film con la sonda, la cual
lo va a presionar hasta hacerlo romper. En este caso, la velocidad de retorno de la sonda fue 10 mm/s,
la fuerza de contacto 1gy la distancia de retorno 30 mm. Los valores de resistencia a la puncién (PS) y

deformacién por punciéon (PD) fueron calculados mediante las ecuaciones (9) y (10), respectivamente:

(9) PS = Fm/Th

(10) PD = (/D% + R2 —R)/R

Donde Fm (N/mm?) es la fuerza maxima aplicada por la sonda antes de la rotura del film, Th es el
grosor del film, D es la distancia recorrida por la sonda desde que entra en contacto con el film hasta

que este rompe, y R es el radio del orificio de rotura del film (Weng et al., 2021).
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3.4.4 Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

Para estudiar la permeabilidad al vapor de agua de los films, se siguidé la metodologia empleada por
Weng et al.( 2021). Se llenaron tapones de cloruro de polivinilo 1,6 cm de alturay 2,1 cm de didmetro
con 1 mL de agua destilada y se sellaron con trozos circulares de los films del mismo didmetro que la
boca de los tapones, procurando que no quedase ningln poro sin pegar entre el tapon y el trozo de

film, el cual debia estar intacto.

Los tapones con agua y sellados fueron pesados al comienzo de la prueba y se colocaron en un
desecador de silica gel (Figura 17), y los pesos de cada uno de los tapones fueron tomados cada hora
durante 7 horas, obteniendo un total de 8 medidas. La pérdida de peso de los tapones se representd
frente al tiempo, y el ratio de trasmisién de vapor de agua (water vapor transmission rate, WVTR) se
calculé de acuerdo con la ecuacidn (11):

G
11) WVTR = ——
b txA

Donde G/t es el cambio de peso del tapdn por unidad de tiempo (g/h), es decir, la pendiente de la

representacién grafica, y A (m?) es el rea del tapdn cubierta por el film.

Los valores de WVTR obtenidos fueron usados para calcular la permeabilidad al vapor de agua de los
films (water vapor permeability, WVP) por medio de la ecuacién (12):

WVTR X Th

12) WVP =
(12) AP

Donde Th (mm) es el grosor del film y AP (kPa) es la diferencia de presiones parciales entre las dos

caras del film, es decir, la presién de vapor del agua a temperatura ambiente.

Figura 17: Tapones sellados con trozos de film en el desecador para el estudio de la permeabilidad del material al
vapor de agua
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3.4.5 Solubilidad

La solubilidad en agua de los films de PLA se midié de acuerdo con la metodologia seguida por Weng
et al. (2021). Para ello los films de PLA con diferentes concentraciones de aceite se cortaron en circulos

de 2 cm de didmetro y se secaron en un horno a 90 °C durante 24 h para conocer su peso seco.

Otros fragmentos de film intactos se sumergieron en una disolucién tampdn de Trizma 0,1 M pH 7,0 a
temperatura ambiente durante 24 h. Los trozos de film no disueltos se recuperaron utilizando unas
pinzas y un filtro, se secaron a 90 °C durante 24 h y se pesaron. La siguiente ecuacién (13) se utilizé
para calcular el porcentaje de film disuelto, es decir, la solubilidad de los films de PLA con diferentes

concentraciones de aceite de yema de huevo.

ml—m2

Donde S(%) es el porcentaje de solubilidad del film, m1 es el peso seco inicial del film y m2 es el peso

seco de los restos de film que no se han disuelto en gramos.

3.4.6 Microestructura

Las micrografias de los films se tomaron con un microscopio electrénico de barrido JSM-6610LV (JEOL,
Estados Unidos), con el objetivo de estudiar la microestructura de la seccién transversal de los films de
PLA con diferentes concentraciones de aceite de yema de huevo, y asi ver como afecta la adicion del

aceite a la formacidn y estructura de los films.

Para ello, los films se cortaron en piezas cuadradas de aproximadamente 1 x 1 cm con un bisturi
quirargico. Los fragmentos se fijaron a unas bases metdlicas mediante una tira de carbono adhesiva
por ambas caras, de modo que por una cara la tira se une al soporte y por la otra al fragmento del film,
y, a continuacioén, los films se recubrieron de oro mediante pulverizacién catddica durante 5 minutos
bajo una atmdsfera de argdn. Las micrografias fueron tomadas con aumentos entre x2000 y x3000, y

el voltaje se fijé en 20 kV.

3.4.7 Propiedades antimicrobianas

Para determinar si los films con aceite de yema de huevo o el propio aceite poseian propiedades
antimicrobianas, se llevaron a cabo dos ensayos de inhibicidn frente a Staphylococcus aureus CECT 101

y Escherichia coli CECT 240 (Asadi & Pirsa, 2020).

El primero de ellos se realizé en medio liquido, Nutrient Broth (NB) para E. coli y Triptone Soy Broth

(TSB) para S. aureus. Para ello, los films de PLA y de PLA con 0.3g de aceite de yema se cortaron en
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tiras y se sumergieron completamente en tubos Falcon con 25 mL de medio de cultivo con 1.15x10*
UFC/mL de S. aureus y 4.4x10* UFC/mL de E. coli. Ademas, se realizé un control positivo sin film, para
estudiar si el PLA pudiese interferir en el crecimiento de los microorganismos. Los tubos se incubaron
24 horas a 37 °Cy con una agitacion orbital de 200 rpm. A continuacién, se midié la densidad dptica
de las muestrasy de los controles para determinar si el film poseia propiedades antimicrobianas frente

a S. aureus y/o E. coli.

Para determinar las propiedades antimicrobianas del propio aceite de yema de huevo, se llevé a cabo
un ensayo de inhibicién en placa. Para ello se prepararon placas con 35 mL de medio de cultivo (mas
gruesas de lo comun), NB para E. coliy Baird-Parker enriquecido con una emulsién de telurito de yema
de huevo para S. aureus (Kim & Oh, 2010; Neder et al., 2015), en las cuales se sembraron en sabana
200 pL de ambas bacterias, para conseguir una concentracion final 10* UFC/mL en la placa. A
continuacién, en cada placa se hicieron 4 pocillos y se introdujeron 90 pL de agua destilada y de aceite
con diferentes concentraciones de carotenoides: 60, 30 y 15 pg/mL de carotenoides (Figura 18). Tras

24 horas de incubacién a 37 °C, se observé si se producia halo de inhibicion alrededor de los pocillos

con aceite.

Figura 18: Placas de NB con E. coli (izquierda) y Baird-Parker con S. aureus (derecha) con los pocillos inoculados con agua
destilada (1) y las soluciones de aceite de yema de huevo con diferentes concentraciones de carotenoides: 60, 30 y 15 ug/mlL,
2, 3y 4 respectivamente.
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3.4.8 Propiedades antioxidantes

Para determinar la capacidad antioxidante de los films con diferentes cantidades de aceite de yema de
huevo se utilizé el método del radical libre 2,2-difenil-1-1-picrilhidracilo (DPPH). Para ello se preparé
una solucién stock de DPPH en isopropanol/hexano (30/70), mezclando 16 mg de DPPH (Cayman
Chemical Company, 14805) con 40 mL de la mezcla de disolventes. A continuacidn, los films se cortaron
en tiras y se metieron en unos botes de cristal a los cuales de afiadieron 15 mL de isopropanol/hexano
y 1 mL de la solucién stock de DPPH preparada. Los botes se almacenaron en la oscuridad y se midié
la absorbancia a 517 nm del liquido cada 24 horas, utilizando como blanco isopropanol/hexano. Tras
cada medida, el liquido extraido para medir la absorbancia se devolvié a los botes. La capacidad

antioxidante de los films de PLA con aceite se calculd segun la formula (14):

] o Abs. — Absg
(14) Capacidad antioxidante (%) = T x 100
c

Donde Abs, es la absorbancia a 517 nm del control, el film de PLA; y Abs es la absorbancia a 517 nm

de la muestra, los films de PLA con aceite de yema de huevo (Asadi & Pirsa, 2020).

3.49 Ensayo de liberacidn

Para estudiar la liberacidn de los carotenoides en un alimento graso, se utilizé una solucién de etanol
al 96% (v/v) como simulante alimentario (Stoll et al., 2019). Para llevar a cabo el ensayo, los films se
cortaron en tiras y se introdujeron en unos frascos a los cuales se afiadieron 20 mL de simulante
alimentario, de modo que todo el film quedara bien cubierto por la solucién (Figura 19). Los frascos se
taparon y se almacenaron a 40 °C durante 7 dias. La liberacién de carotenoides en el simulante se
midié cada 24 horas mediante la medida de la absorbancia de la solucién del frasco a 450 nm, tras

cada medida el volumen utilizado se introdujo de nuevo al frasco.

Figura 19: Botes con film y simulante alimentario (Ensayo de liberacion).
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3.5 Aplicacion de los films de PLA con aceite de yema de huevo como packaging primario

Tras estudiar las propiedades fisicas y antioxidantes de los films, se planted la posibilidad de utilizar
estos films PLA con aceite de yema de huevo como packaging primerio en alimentacién. Para lo cual

se estudiaron dos posibles aplicaciones.

3.5.1 Packaging primario para AVOE

En primer lugar, se analizé la capacidad de los films para proteger el AOVE frente a la fotooxidacién.
Se prefirid realizar el ensayo con aceite de oliva (AO) en vez de girasol debido a que el perfil lipidico de
este Ultimo es mucho mas rico en acidos grasos poliinsaturados y mas pobre en fenoles que el AO, por
lo que se oxida mucho mas rapido, y en este caso, se buscaba ver una oxidacién paulatina del aceite
para poder estudiar el efecto de los films en este fendmeno, siendo el AOVE la mejor opcién. Para ello
7 mL del AOVE se contuvieron en bolsas preparadas con los films de PLA con 0.3 g aceite de yema de
huevo por g de PLA (A3), usando como control bosas preparadas con films de PLA solo. Los envases se
elaboraron con una selladora de plastico convencional, sellando los films de tal manera que quedaran
bolsas de estructura rectangular (Figura 20). Las bolsas con el AOVE se sometieron a condiciones
fotooxidantes durante 5 dias, para lo cual se mantuvieron sobre la meseta del laboratorio expuestas
directamente a la luz ambiental; utilizando como control positivo 7 mL de AOVE sobre una placa
abierta, sometido a las mismas condiciones oxidativas que las bolsas de PLA. Para determinar
evolucion de la oxidacion del AOVE de cada una de las muestras, se estudié la evolucién del valor

perdxido (PV), tal y como se realizé en el apartado 3.2.1.

Figura 20: AOVE envasado en bolsas de films de PLA normal (izquierda) y PLA con aceite de
yema de huevo (derecha).
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3.5.2 Packaging primario para resveratrol

Ademads del ensayo con AOVE, se estudié la capacidad de proteccién de los films frente a la
fotooxidacion de compuestos fotosensibles, como el resveratrol. Para ello se prepard una disolucion
stock de resveratrol, disolviendo 15 mg de resveratrol (TCl, 501-36-0, RO071) en 500 mL de agua
destilada; la mezcla se dejo en agitacidn 24 horas, protegida completamente de la luz solar, para lograr

la total disolucion del resveratrol en el agua.

Para determinar si las propiedades barrera de los films eran suficientes para proteger a la disolucién
de resveratrol frente a la luz solar, se prepararon unas bolsas con los films en las cuales se introdujeron
4 mL de la solucion de resveratrol y se sellaron con calor para evitar la pérdida de liquido (Figura 21).
Las bolsas de PLA y PLA con aceite de yema se pusieron sobre la meseta del laboratorio, de manera
gue les incidiese directamente la luz solar, y se midié la absorbancia de la solucién que contenian a
304 nm y a 286 nm cada 24 horas. Se utilizd6 como control positivo una placa de vidrio con 10 mL de
solucidn de resveratrol sin tapar, la cual se colocé en la encimera junto con las bolsas de PLA. Para
calcular las concentraciones de cis-resveratrol y trans-resveratrol en las soluciones y su variacién a lo
largo del tiempo, se utilizaron las ecuaciones (15) y (16):

Ay — (&2¢is/ E1cis) " Al

L (£2trans - (EZCiS/‘SlciS) " E1trans

(15) Ctrans =

Ay — (&2trans/ E1trans) * Al

L (£2cis - (EZtrans/gltrans) " E1cis

(16) Ceis =

Donde A; y A, son las absorbancia de la solucién de resveratrol a 304 y 286 nm, respectivamente;
E1trans Y €2trans SON los coeficientes de extincion molar del trans-resveratrol a 304 y 286 nm,
respectivamente; y &1.is Y €2¢is S0N los coeficientes de extinciéon molar del cis-resveratrol a 304 y 286
nm, respetivamente. Teniendo en cuenta que los coeficientes de extincion molar del trans-resveratrol
y cis-resveratrol son 30335y 9515 M*cm™ para una longitud de onda de 304 nmy 23400 y 14986 M!

cmpara 286 nm, respectivamente.
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Figura 21: Bolsas de PLA con aceite de yema (arriba) y
PLA control (abajo), conteniendo la solucion de
resveratrol.

3.6 Analisis estadistico

Cada uno de los diferentes ensayos se realizd por duplicado, representandose en cada caso el
promedio y la correspondiente desviacién estandar de los resultados obtenidos. Los resultados de
algunos de los ensayos realizados fueron tratados estadisticamente para identificar valores
significativamente diferentes de otros mediante un andlisis de varianza (ANOVA) simple con un nivel

de confianza del 95%. El programa estadistico empleado fue Statgraphics Centurion XVI.

4  RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Extraccion de carotenoides con aceite de girasol

La extraccién de carotenoides se realizé tanto de la yema completa como de sus fracciones, granulos
y plasma, por separado. En todos los casos, para poder conocer la concentracién de [B-carotenos

equivalentes en las muestras de cada una de las extracciones, se realizé una recta patrdn a partir de

concentraciones conocidas de -carotenos (Figura 22).
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Figura 22: Recta patrdon de [-carotenos en aceite.

La ecuacién obtenida de la recta patrén permite convertir los valores de absorbancia obtenidos
experimentalmente en concentraciones de P-carotenos equivalentes, que son los que se han

empleado para modelizar el proceso.

Las extracciones se llevaron a cabo, tal y como se menciond en la seccién 3.2, por duplicado vy
ensayando diferentes condiciones de temperatura, tiempo y agitacion. En el caso de la temperatura,
se ensayaron temperaturas desde los 5 °C hasta los 55 °C para poder conocer el comportamiento del
proceso frente a valores diferentes y poder estudiar el peso de la variable, se eligié como temperatura
maxima 55 °C, ya que hay estudios que demuestran que todas las formas de carotenoides son estables
a 60 °C (Tsiaka et al., 2018). En cuanto al tiempo, se ensayaron tiempos desde 30 segundos hasta 15
minutos, ya que se observd que la mayoria de los carotenoides se extraian durante los primeros
minutos del proceso y luego la variable iba tomando menos peso. Finalmente, en cuanto a la velocidad
de agitacién se ensayaron dos velocidades, 5000 rpm y 15000 rpm, los valores minimo y maximo

permitidos por el homogeneizador para la mezcla utilizada.

4.1.1 Extraccion de carotenoides de la yema de huevo

Tal y como se sefialé en el apartado de material y métodos, cada extraccion a una condiciones dadas
se realizé por duplicado para minimizar los errores experimentales. En el caso de las extracciones de

carotenoides de la yema de huevo completa, se obtuvieron los resultados expuestos en la Tabla 1.

Al analizar los valores que se muestran en la Tabla 1, se puede ver la influencia de cada una de las
variables del proceso de extraccién, temperatura, velocidad de giro y tiempo, en el propio proceso. Se
puede observar que al aumentar la temperatura aumenta la cantidad de B-carotenos que se consiguen

extraer en el proceso. Si se analizan los valores extremos ensayados, 5 °C y 55 °C, para un tiempo
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medio de extraccién de 6 minutos, se puede observar que el porcentaje de extraccion aumenta un
47,13% para una velocidad de giro de 5000 rpm y un 36,11% para una velocidad de giro de 15000 rpm.
Esto refleja el efecto positivo del aumento de la temperatura en el proceso de extraccidn; sin embargo,
se observa que el efecto de la variable es mucho mas acusado a velocidades de giro bajas que a altas

velocidades.

Tabla 1: Extraccion de carotenoides de la yema de huevo en diferentes condiciones de extraccion.

Velocidad de . . .
giro (rpm) Tiempo (min) B-carotenos equivalentes (ug/mL)
5°C 15°C 30°C 55 °C
0.5 3,39+0,09 4,31 +£0,05 4,85 +0,17 5,45+0,21
1 3,56 £ 0,07 4,40 £ 0,02 4,97 £0,04 575+0,11
15 3,40 £ 0,07 4,48 £ 0,06 5,26 £ 0,21 6,01 +£0,26
2 3,38+0,21 4,53 +0,09 5,44 £ 0,19 6,21+0,24
5000
4 4,19+0,17 5,29 £ 0,00 6,35+0,40 6,85+0,43
6 4,39+0,14 5,48 + 0,04 6,65 0,29 7,31+£0,30
10 4,15+0,16 5,82 + 0,00 6,65 0,16 7,53+£0,10
15 4,63 £ 0,06 5,92 +0,03 7,10+ 0,12 7,89+0,21
0.5 3,80 £ 0,07 4,83 £0,09 5,77 £ 0,09 6,03+£0,18
1 4,20+0,29 5,22 £ 0,08 6,29 £ 0,09 6,34+ 0,29
15 4,35+ 0,07 5,47 £0,16 6,66 £ 0,19 6,40 £ 0,53
2 4,44 +0,14 5,74 £0,38 6,86 £ 0,44 6,49 + 0,56
15000
4 5,07 £0,08 6,14 £ 0,24 6,99 £ 0,23 7,53+£0,27
6 5,00+0,02 6,19 £ 025 7,20+0,21 7,60+ 0,46
10 5,15+0,19 6,36 £ 0,39 7,42 £0,14 7,78 £ 0,40
15 5,18 +0,15 6,35+0,54 7,38 £ 0,03 8,05+0,31

Por otro lado, la velocidad de giro utilizada en el proceso también tiene un importante peso en el
proceso de extracciodn, es decir, en la cantidad de -carotenos que se logran extraer, siendo esta mayor
a medida que aumenta va velocidad de giro aplicada. Si se comparan los valores obtenidos a 5000 rpm

y 15000 rpm a las diferentes temperaturas ensayadas y para un tiempo medio de 6 minutos de

44



extraccion, se puede observar un aumento de la cantidad de carotenoides extraidos del 12,20% para
5 °C, del 11,42% para 15 °C, del 8,08% para 30 °Cy del 2,95% para 55 °C. En este caso y de manera
reciproca a como se observo anteriormente, se observa que cuanto menor es la temperatura a la que

se realiza la extraccidn mayor es la influencia de la velocidad de giro en el proceso de extraccion.

Por ultimo, cabe destacar la influencia de la variable tiempo en el proceso de extraccion y en la
cantidad de carotenoides extraidos. Si se comparan la cantidad de -carotenos equivalentes extraidos
cuando la extraccidn se realiza durante 30 segundos, tiempo minimo ensayado, frente a los 15 minutos
maximos ensayados, fijando la temperatura de extraccion en 15 °C (temperatura ambiente), se puede
observar un aumento en la cantidad de carotenos extraidos del 27,2% para una velocidad de giro de
5000 rpm y del 23,9% para 15000 rpm. Si en vez de fijar la temperatura se fija la velocidad de giro en
5000 rpm y se compara el aumento en la cantidad de carotenoides extraidos entre 30 segundos y 15
minutos para cada una de las temperaturas ensayadas, se puede observar un aumento de la extraccion
del 26,8% para 5 °C, del 27,2% para 15 °C, del 31,6% para 30 °Cy del 28,0% para 55 °C. Esto demuestra
gue la variable tiempo pierde peso al aumentar la velocidad de giro del homogeneizador, pero no al
aumentar la temperatura, donde aumenta la extraccién a medida que aumenta la temperatura salvo
para los 55 °C, donde el aumento en la concentracién de carotenoides extraidos es menor que con 30

°C.

Al contemplar de manera global los resultados (Tabla 1y Figura 23), se puede ver que las tres variables
estudiadas (tiempo, temperatura y velocidad de giro) afectan al proceso de extraccién de carotenoides
de la yema de huevo; siendo la temperatura la variable con mayor peso y la velocidad de giro la de
menor efecto sobre el proceso. Si se observa la Figura 23, se puede observar cdmo avanza el proceso
de extraccién para cada una de las condiciones ensayadas; en todos los casos, se observa un rapido
aumento de la cantidad de carotenoides extraidos durante los primeros minutos de la extraccion,
mientras que a partir de los 6 minutos la extraccién alcanza una tendencia mas o menos plana en la
que la cantidad de carotenoides extraidos por unidad de tiempo es muy pequefia. Todas la
extracciones avanzan con una tendencia similar, obteniéndose los mejores resultados para una

extraccién a 55 °Cy 15000 rpm, para tiempos de entre 6 y 15 minutos.
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Figura 23: [-carotenos equivalentes extraidos de la yema en funcion del tiempo para cada una de las
condiciones de extraccion ensayadas.

4.1.2 Extraccion de carotenoides del plasma

Al igual que para la yema, las extracciones de carotenoides de la fraccién del plasma se realizaron por
duplicado y se ensayaron las mismas condiciones de extraccidn, obteniéndose los resultados de la

Tabla 2.

Al igual que con la yema completa, al realizar las extracciones con la fraccion de plasma Unicamente
también se observa como a medida que se trabaja con mayor tiempo y velocidad de agitacion aumenta
la concentracion de carotenoides en los extractos. Sin embargo, esto sucede en proporciones mucho
menos significativas que con la yema, y en el caso de la temperatura, que antes tenia un peso muy
importante, aqui se puede observar una influencia practicamente nula al mantenerse la cantidad de
carotenoides extraidos practicamente constante entre las diferentes temperaturas ensayadas (Tabla

2).

Al observar los datos de la Tabla 2, se puede observar cdmo al aumentar la temperatura a la que se
realizan las extracciones la cantidad de 3-carotenos equivalentes extraidos se mantiene practicamente
constante. Si se analizan los valores extremos ensayados, 5 °C y 55 °C, para un tiempo medio de
extraccién de 6 minutos se puede observar que para una velocidad de agitacion de 5000 rpm la tasa

de extraccion solo aumenta un 0,14%, y para una velocidad de giro de 15000 rpm el porcentaje de
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extraccién aumenta un 1,1 % al aumentar la temperatura. Si tenemos en cuenta las desviaciones
estdndar, podemos ver que la influencia de esta variable seria nula, ya que no hay diferencias en la

concentracién de carotenoides extraidos entre las temperaturas ensayadas

Tabla 2: Extraccion de carotenoides del plasma de la yema de huevo en diferentes condiciones de extraccion.

Velocidad de . . ;
giro (rpm) Tiempo (min) B-carotenos equivalentes (ug/mL)
5°C 15°C 30 °C 55 °C
0.5 4,68 £0,22 4,72 £0,21 4,70+0,21 4,80+0,13
1 4,87 £0,12 4,77+ 0,15 4,91 +0,03 4,95 10,26
1.5 4,73 £0,05 4,79 £0,32 4,93 £ 0,06 4,91+0,34
2 5,03 £ 0,05 4,88 +0,18 4,98 £ 0,02 4,86 + 0,07
5000
4 4,97 £ 0,04 5,15+0,02 5,15+ 0,09 4,85+ 0,07
6 4,94 £ 0,15 5,18 +0,12 5,10 £ 0,09 4,95 10,15
10 5,24+ 0,05 5,28 £0,26 5,22+0,19 5,04 £ 0,37
15 5,25+ 0,07 5,19+0,10 5,19+0,03 5,14+0,19
0.5 4,65 + 0,06 5,13+0,03 4,80 +0,37 4,96 £ 0,20
1 4,93 +£0,05 5,19 £ 0,06 4,95 10,16 5,20+0,15
1.5 4,98 £ 0,23 5,13 +£0,07 4,91 £ 0,20 5,10+ 0,04
2 5,03+0,13 5,23+0,11 4,86 £ 0,17 5,13+ 0,00
15000
4 5,19+0,26 5,26 £ 0,04 4,85 10,30 5,34+0,18
6 5,32 +0,08 5,36 £ 0,06 4,95 +0,33 5,38+0,12
10 5,48 +0,14 5,44 + 0,14 5,04 £ 0,03 5,44 + 0,02
15 5,34 +0,14 5,38 £0,03 5,14 £0,12 5,66 0,27

Por otro lado, se puede observar que la velocidad de giro utilizada en el proceso también influye en la
cantidad de carotenoides que se logran extraer del plasma, pero en este caso la influencia es mucho
menor que con la yema completa. Si se comparan los valores obtenidos a 5000 rpm y 15000 rpm a las
diferentes temperaturas ensayadas y para un tiempo medio de 6 minutos de extraccién, se puede
observar un aumento de la cantidad de carotenoides extraidos del 7,2% para 5 °C, del 3,3% para 15 °C

y del 8,1% para 55 °C, mientras que para la extraccidn a 30 °C la cantidad de carotenoides extraidos
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no solo no aumenta, sino que disminuye en un 3,1%. En este caso, teniendo en cuenta las desviaciones
estdndar se puede observar que hay una minima influencia, casi despreciable, de la variable velocidad

de giro en el proceso.

Por ultimo, cabe destacar la influencia de la variable tiempo en el proceso de extracciéon y en la
cantidad de carotenoides extraidos. Si se comparan la cantidad de B-carotenos equivalentes extraidos
cuando la extraccidn se realiza durante 30 segundos, tiempo minimo ensayado, frente a los 15 minutos
maximos ensayados, fijando la temperatura de extraccion en 15 °C (temperatura ambiente), se puede
observar un aumento en la cantidad de carotenos extraidos del 9,06% para una velocidad de giro de
5000 rpm y del 4,6% para 15000 rpm. Si en vez de fijar la temperatura se fija la velocidad de giro en
5000 rpm y se compara el aumento en la cantidad de carotenoides extraidos entre 30 segundos y 15
minutos para cada una de las temperaturas ensayadas, se puede observar un aumento de la extraccion
del 10,84% para 5 °C, del 9,06% para 15 °C, del 9,48% para 30 °Cy del 6.62% para 55 °C. Esto demuestra
que la variable tiempo pierde peso al aumentar la velocidad de giro del homogeneizador y al aumentar

la temperatura a la que se realiza el proceso de extraccion.

Al contemplar de manera global los resultados (Tabla 2 y Figura 24), se puede ver cdmo afectan las
tres variables estudiadas (temperatura, tiempo y velocidad de giro) al proceso de extraccion de B-
carotenos del plasma. Como se analizd previamente, no hay ninguna variable que muestre un peso
superior en la extraccidn, ni ninguna tendencia destacable; ya que como se puede observar, el patréon
seguido es practicamente el mismo en todas las condiciones ensayadas. Se puede apreciar, que el
proceso de extraccidon de carotenoides de la fracciéon del plasma de yema de huevo es bastante
independiente de las variables ensayadas, lo que puede deberse a que los carotenoides de estd
fraccion se extraen muy facilmente y no se necesitan tratamientos adicionales, solo el contacto entre
el plasma liofilizado y el aceite de girasol. Esto puede ser debido a que el tratamiento seguido para
separar el plasma y los granulos haya desestabilizado las LDLs, en concreto, la monocapa de
fosfolipidos y proteinas que rodean al core interno donde se encuentra la matriz lipidica con los
carotenoides, permitiendo que estos se liberen con mas facilidad durante la extraccion (Anton, 2007).
No obstante, los mejores resultados se obtienen con una temperatura de extraccién de 55°C y una

velocidad de giro de 15000 rpm.
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Figura 24: [-carotenos equivalentes extraidos del plasma en funcion del tiempo para cada una de las
condiciones de extraccion ensayadas.

4.1.3 Extraccion de carotenoides de los granulos

Tras la extraccién de carotenoides de la yema de huevo completa y del plasma, se realizd la extraccion
de la fraccion de granulos del huevo, cuyos resultados se muestran en la Tabla 3. Los valores obtenidos
reflejan la influencia de cada una de las variables del proceso de extraccion, temperatura, velocidad

de giro y tiempo, en la cantidad de carotenoides extraidos.

Se puede observar que al aumentar la temperatura a la que se realiza la extraccién, aumenta la
cantidad de B-carotenos que se consiguen extraer en el proceso. Si se analizan los resultados obtenidos
para la menor y la mayor temperatura ensayadas, 5 °C y 55 °C, para un tiempo medio de extraccidn
de 6 minutos se puede observar que el porcentaje de carotenoides extraidos aumenta un 44,5% para
una velocidad de giro de 5000 rpm y un 39,9% para una velocidad de giro de 15000 rpm. Esto refleja
el efecto positivo del aumento de la temperatura en el proceso de extraccion, el cual es mayor a bajas

velocidades de giro que a altas.

La velocidad de giro utilizada en el proceso también tiene una clara influencia en el proceso de
extraccion, es decir, en la cantidad de (-carotenos equivalentes que se logran extraer, siendo esta
mayor a medida que aumenta la velocidad de giro aplicada. Si se comparan los valores obtenidos a
5000 rpm y 15000 rpm a las diferentes temperaturas ensayadas y para un tiempo medio de 6 minutos

de extraccidn, se puede observar un aumento de la cantidad de carotenoides extraidos del 21,4% para
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5 °C, del 30,7% para 15 °C y del 14,9% para 55 °C, mientras que para 30 °C la tasa de extraccion
disminuye un 2,3%. Se observa que la velocidad de giro tiene un mayor peso en la extraccion a bajas
temperaturas que a altas, lo que se puede deber a que a altas temperaturas los carotenoides se

extraigan mas facilmente y no necesiten tanto movimiento mecanico.

Tabla 3: Extraccion de carotenoides de los grdnulos de la yema de huevo en diferentes condiciones de extraccion

Velocidad de . . .
giro (rpm) Tiempo (min) B-carotenos equivalentes (ug/mL)
5°C 15 °C 30°C 55 °C
0.5 2,93+0,24 2,33+0,05 3,31+0,29 4,59 + 0,33
1 3,10+0,54 2,36 £ 0,06 3,66 +0,35 4,88 +0,41
1.5 2,95+0,43 2,33+0,08 3,79+0,29 4,80+0,29
2 2,94 +0,29 2,29 +0,01 3,86 +0,38 4,77 £0,34
5000
4 2,97 £0,23 2,50+0,12 4,37 +£0,57 4,77 £ 0,02
6 2,99+0,35 2,60 0,05 4,60+ 0,58 5,38+0,20
10 3,22 +0,35 2,63+0,14 4,79 £ 0,92 5,97 £0,57
15 3,12+ 0,07 2,74 £ 0,27 4,85 +0,77 6,86 + 0,95
0.5 2,73 +0,10 2,44 0,21 3,42 0,21 4,44 + 0,43
1 2,96 £ 0,26 2,68 +0,10 3,68+0,33 4,95+0,11
1.5 3,70+0,62 2,72 £0,08 3,69+0,17 5,25+0,28
2 3,28+0,31 2,91 +0,06 3,91+0,30 5,39+0,22
15000
4 3,98 + 0,02 3,58+0,19 4,10+ 0,48 5,76 £ 0,60
6 3,80+ 0,02 3,75 0,07 4,50 + 0,53 6,32 0,16
10 4,22 +0,02 3,91+0,04 4,55 + 0,50 6,22 +0,17
15 4,56 +0,19 3,81 +0,09 4,86 +0,31 6,83 0,23

En cuanto a la variable tiempo, si se comparan la cantidad de [B-carotenos equivalentes extraidos
cuando la extraccidn se realiza durante 30 segundos, tiempo minimo ensayado, frente a los 15 minutos
maximos ensayados, fijando la temperatura de extraccion en 15 °C (temperatura ambiente), se puede
observar un aumento en la cantidad de carotenos extraidos del 15,2% para una velocidad de giro de
5000 rpm y del 35,9% para 15000 rpm. Si en vez de fijar la temperatura se fija la velocidad de giro en

5000 rpm y se compara el aumento en la cantidad de carotenoides extraidos entre 30 segundos y 15
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minutos para cada una de las temperaturas ensayadas, se puede observar un aumento de la extraccion
del 6,0% para 5 °C, del 15,2% para 15 °C, del 26,6% para 30 °Cy del 33,1% para 55 °C. Esto demuestra
que la variable tiempo, al contrario de como sucedia con la yema completa, gana peso al aumentar la
velocidad de giro del homogeneizador y también, al aumentar la temperatura a la que se realiza la
extraccién. Esto se puede deber a que los carotenoides presentes en los granulos sean de dificil
liberaciéon debido a que se encuentran en el interior de las HDLs y estas al tener una estructura
mayoritariamente proteica sean dificiles de desestabilizar y permitir la liberacidon de los compuestos
bioactivos en el interior o unidos a su estructura pseudomolecular(Anton, 2007). Por ello, al aumentar
la temperaturay la velocidad de giro del homogeneizador va aumentando la cantidad de carotenoides

gue se liberan.

Al contemplar de manera global los resultados (Tabla 3 y Figura 25), se puede ver cémo afectan al
proceso de extracciéon de carotenoides de los granulos de la yema de huevo las tres variables
estudiadas (tiempo, temperatura y velocidad de giro); siendo la temperatura la variable con mayor
peso sobre el proceso de extraccidn. Si se observa la Figura 25 se puede observar que los mejores
resultados se obtienen con una temperatura de extraccion de 55 °Cy tiempo de extraccién largos de
entre 6 y 15 minutos. A diferencia de como ocurre con el plasma, en este caso se puede observar como
para condicién ensayada, temperatura y velocidad de giro, se consiguen extraer diferentes
concentraciones de carotenoides, las cuales aumentan con la temperatura y con el movimiento
mecanico, lo cual puede sugerir la liberacion de carotenoides de dificil acceso al aumentar la intensidad

del tratamiento.

b-carotenos (ug/mL)

0 T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (min)
==@-—"5 2C /5000 rpm 59C/ 15000 rpm 159C/ 5000 rpm 152C/ 15000
Figura 25: [-carotenos equivalentes extraidos del os granulos en funcidn del tiempo para cada una de las condiciones
de extraccion ensayadas
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4.1.4 Discusion extraccion carotenoides

Como muestran los resultados obtenidos, las variables ensayadas en el proceso de extraccidn de
carotenoides juegan diferente papel y tienen diferente peso en el proceso dependiendo de la muestra

utilizada para llevar a cabo la extraccién, yema completa, plasma o granulos.

Para las extracciones realizadas con yema completa y granulos, se observa una clara influencia de las
variables temperatura, velocidad de agitacién y tiempo; observandose un aumento en la cantidad de
carotenoides extraidos a medida que aumenta la temperatura o las rpm del homogeneizador, como
norma general. Sin embargo, en el caso del plasma, no se aprecia una clara influencia de las variables,
siendo los resultados obtenidos similares para todas las condiciones ensayadas. Estos resultados
pueden deberse a la diferente composicién de la yema completa y de cada una de las fracciones de

esta, asi como a la distribucién de los carotenoides en estas.

Los principales carotenoides presentes en la yema de huevo son luteina, zeaxantina, cantaxantina y -
carotenos (Kovalcuks & Duma, 2017). La luteina y zeaxantina al pertenecer al grupo de las xantéfilas,
a pesar de ser compuestos apolares, son carotenoides mds polares que el resto debido a su contenido
en grupos hidroxilo y a que se pueden encontrar libres o formando ésteres de acidos grasos, lo cual
afecta a su polaridad y solubilidad (Nimalaratne et al., 2013). A |la hora del fraccionamiento de la yema
de huevo, la interacciones de estas moléculas hace que los carotenoides se repartan entre las dos
fracciones; siendo la fraccidn plasmidica la mas rica en carotenoides con 45,65 ug/g frente a 25,78
ug/g de la fraccion granular, lo cual se debe a que la fraccion plasmidica es la mas rica en lipidos y por
lo tanto la que mas carotenoides posee. El plasma estd compuesto principalmente por LDLs las cuales

son un 11-17% proteinas y un 83-89% lipidos, mientras que los granulos estan compuestos

principalmente por HDLs, que son un 75-80% proteinas y un 20-25% lipidos, por lo que poseen menor
cantidad de carotenoides que la fraccién plasmidica. Estos resultados no concuerdan con lo observado
en las extracciones a 50 °C, donde se extraen mas carotenoides de los granulos que del plasma. Esto
puede deberse a que en el fraccionamiento el plasma quede cargado con mas carotenoides
relativamente polares que los granulos y ,por lo tanto, al extraer con aceite de girasol, un disolvente
no polar y lipidico, la extraccién de carotenoides del plasma sea solo parcial mientras que en los
granulos sea una liberacion total o practicamente total y sostenida, ya que se van liberando poco a
poco los carotenoides menos polares que estaban interaccionando o quedaron retenidos por alguno
de los componentes de los granulos, los cuales se van desestructurando con el calor y permitiendo

esta liberacion. El plasma al ser en gran parte lipidos, en cuanto se pone en contacto el plasma con el

aceite estos se solubilizan instantaneamente junto con los carotenoides mas lipofilicos.
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Otra posible explicacion de estos resultados puede ser que, en el caso del plasma, al poner en contacto
el aceite con la muestra liofilizada la difusién de los carotenoides sea tan rapida de una fase a otra que
salgan todos durante los primeros minutos del proceso y, por lo tanto, al aumentar la temperatura o
la agitacion la concentracion se mantenga practicamente constante ya que no hay mas pigmentos que
se puedan liberar. En el caso de los granulos, al ser carotenoides de mas dificil liberacion, la
concentracién de ellos va aumentando al aumentar el efecto de las variables en el proceso, lo que

permite obtener extractos mds concentrados con el paso del tiempo.

4.2 Evolucidn de la calidad del aceite de girasol enriquecido bajo condiciones fotooxidantes

El efecto protector de la presencia de los carotenoides en el aceite de girasol frente a la fotooxidacion
se evalud mediante el estudio de la evolucidn del PV y de la concentracidn de clorofilas y carotenoides
en el aceite sometido a las condiciones de luz ambientales del propio laboratorio. En la Figura 26 se

puede apreciar la curva de calibrado y los patrones de Fe (lll) utilizados.

A

y =0,0237x + 0,0233
R%=0,9957

0 10 20 30 40 50 60
Conc Fe(lll)

Figura 26: Curva de calibrado de la disolucion de Fe (lll) (izquierda) y patrones utilizados (derecha).

Para llevar a cabo este ensayo se trabajo con un aceite de girasol enriquecido con carotenoides y un
aceite de girasol tratado. Como aceite de girasol enriquecido con carotenoides se selecciond el
resultante de la extraccidon de carotenoides de la yema de huevo a 30 °C y 15000 rpm durante 15
minutos, ya que a esta temperatura nos aseguramos de que los carotenoides se mantienen activos y
la oxidacién térmica del aceite de girasol es menor que a 55 °C, lo que en este caso resulta preferible
ya que se va a estudiar la fotooxidacion del aceite. En cuanto al aceite de girasol tratado, este se obtuvo
sometiendo al aceite de girasol a las mismas condiciones y tratamientos que el enriquecido, pero sin

la adicidn de yema de huevo.
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En la Figura 27 se puede observar la evolucién de los PV del aceite de girasol tratado y del aceite de
girasol enriquecido bajo las condiciones fotooxidantes. Se puede observar que los valores iniciales de
PV, indicador del estado de oxidacidn y deterioro del aceite, ya se encuentran por encima de lo
establecido en la legislacion, que seria un maximo de 10 mEq de O, activo por Kg de aceite (Real
Decreto 308/1983, 1983). Sin embargo, el PV del aceite enriquecido y del aceite de girasol son bastante
menores que el aceite de girasol sometido al mismo tratamiento que el enriquecido, 33,94 y 32,45
mEqg 0,/Kg frente a 38,16 mEqg 0,/Kg, respectivamente; lo que demuestra que las condiciones a las
cuales se realiza la extraccién son oxidantes para el aceite, produciendo un aumento en la produccién
de hidroperodxidos y en el enranciamiento de este. Se puede apreciar que el aceite enriquecido posee
un PV una unidad y media menor que el aceite de girasol normal, lo cual se puede deber a que la
extracciéon de carotenoides puede producir una pequeiia dilucién del aceite de girasol, y por lo tanto
de los mEq de oxigeno libre. Por otro lado, también se podria considerar que esta disminucién es
debida al poder antioxidante de los carotenoides, que destruyen o estabilizan las especies reactivas de
oxigeno que generan los hidroperoxidos (Luna-Guevara & Delgado-Alvarado, 2014; Meléndez-
Martinez et al., 2004). No obstante, para evitar una sobreestimacién de la actividad antioxidante de
los carotenoides y teniendo en cuenta la cantidad de aceite de yema extraido, se corrigieron los PV del

aceite enriquecido aumentando el valor de estos una unidad y media (Figura 27)
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Figura 27: Evolucion de los PV del aceite de girasol y el aceite enriquecido durante el tratamiento
oxidativo. AG: Aceite de girasol. AG+carot: Aceite de girasol + carotenoides.

Durante las primeras 24 horas bajo condiciones fotooxidantes se observa una mayor oxidaciéon o
enranciamiento del aceite de girasol que del aceite enriquecido con carotenoides, observdndose un
aumento de 22 valores perdxido del aceite de girasol frente a un aumento de 14 unidades en el aceite

enriquecido. Una tendencia que se mantiene constante hasta el dia 3, a partir del cual la oxidacién del
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aceite de girasol normal sufre un estancamiento mientras que la oxidacion del aceite enriquecido sigue
subiendo muy poco a poco hasta el séptimo dia. Esta diferencia en la oxidacion de los lipidos se debe
a la presencia de carotenoides en el aceite enriquecido, principalmente 3-caroteno y luteina, los cuales
se ha demostrado que muestran actividad antioxidante frente a la oxidacion de compuestos
fotosensibles (Viljanen et al., 2002). Los carotenoides presentes en el aceite enriquecido van a
reaccionar con los radicales libres desactivandolos, evitando la oxidacién de las grasas del aceite (Stahl
& Sies, 1993). Esta capacidad antioxidante va a depender de la concentracién de antioxidantes en el
extracto, ya que se van consumiendo durante la fotoxidacién (Viljanen et al., 2002). A medida que los
carotenoides absorben luz, propiedad que viene determinada por la presencia de dobles enlaces en su
estructura, se van consumiendo y descomponiendo, lo cual concuerda con los resultados que se
muestran en Figura 28.A, donde se puede observar que tras 9 dias de exposicidn al sol la concentracién
de carotenoides en el aceite enriquecido disminuyd un 17%, y con los resultados de la Figura 27 donde
se observa un estancamiento de la capacidad antioxidante de los mismos. En el caso del aceite de
girasol tratado se puede observar que la cantidad de carotenoides que se descomponen es
practicamente la misma que en el aceite enriquecido, lo que sugiere que esa es la cantidad de

carotenoides que se consumen bajo las condiciones oxidativas a las cuales se sometieron los aceites.

La diferencia de carotenoides entre el aceite de girasol y el aceite enriquecido con carotenoides se
puede observar a simple vista (Figura 28.B), ya que estos actian como colorante dotando al aceite de
un color naranja. Mas alla del aspecto visual, la diferente concentracion de carotenoides se comprobé
experimentalmente, siendo la del aceite enriquecido 4,289 mg/Kg mientras que la del aceite de girasol

tratado 1,113 mg/Kg.
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Figura 28: (A) Evolucidn del contenido de carotenoides de los aceites normal y enriquecido  sometidos a las condiciones
fotooxidantes (B) Aceite de girasol normal tratado (izquierda) y aceite de girasol enriquecido con carotenoides (derecha).
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4.3 Propiedades colorimétricas del aceite de girasol enriquecido

En cuanto a las propiedades colorimétricas del aceite, la presencia de los carotenoides tiene una clara
influencia en el color del aceite, sobre todo en los valores de b* (coordenadas amarillo/azul) (Tabla 4).
Se puede observar que los valores de b* para el aceite enriquecido son mucho mayores que los del
aceite normal, lo que significa que hay un aumento en el color amarillento del aceite, el cual se puede
observar a simple vista (Figura 28.B). Asi mismo, hay una disminucién del valor de L*, disminuye la
luminosidad del aceite, y aumenta a* (coordenadas rojo/verde), lo que supone un aumento en la

tonalidad roja del extracto respecto al aceite normal.

Tabla 4: Parametros colorimétricos CIELab del aceite de girasol normal y del aceite de girasol enriquecido con carotenoides.

L* a* b* AE* wi Chroma

AG tratado 64,95+0,49° 2,05+0,07° 11,45 +0,07° - 63,07+0,49° 11,63+0,06°

AG+carot 60,90%+0,00* 16,555+0,21* 81,10+0,28° 71,43+0,24 8,46+0,29° 82,77+0,32°2

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

Respecto a la diferencia total de color (AE*) entre ambos aceites, tratado y con carotenoides, se puede
observar que esta es de 71,43 unidades, lo que demuestra que hay una diferencia significativa de color
entre ambos. Los valores de AE* concuerdan con los valores obtenidos para la intensidad de color de
cada uno de los aceites, observandose un claro aumento del chroma del aceite enriquecido con
carotenoides respecto al aceite de girasol normal. Esto demuestra la capacidad de estos extracto
enriquecidos de actuar como colorantes, siendo sustitutos potenciales de colorantes artificiales a la
hora de elaborar margarinas, mayonesas o sustitutivos grasos (Wrolstad & Culver, 2012), mejorando

su estabilidad por la presencia de los antioxidantes en el aceite (Kaur et al, 2011).

4.4 Extraccién de carotenoides de la yema de huevo utilizando disolventes organicos.

Obtencién de aceite de yema de huevo.

A pesar de conseguir extracciones de un 70% de los carotenoides totales presentes en la yema
mediante el empleo del aceite de girasol como extractante, la concentracién mas alta conseguida en
el aceite fue de 8,6 pg/mL. Al ver que la concentracidon de carotenoides en el aceite de girasol después
de la extraccion podria considerarse como baja, en este trabajo también se exploré la recuperacién de
carotenoides de la yema de huevo utilizando disolventes organicos, con el objetivo de obtener
extracciones con una mayor concentracion de carotenoides para su posterior uso en otras
aplicaciones, entre ellas la elaboracién de biomateriales de PLA. Los ensayos realizados hasta el

momento muestran que, mediante el empleo de disolventes organicos, se ha conseguido obtener
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extractos con hasta 80 mg de carotenoides por Kg de aceite, 80 pg/mL, extractos hasta 10 veces mas
concentrados que el aceite de girasol enriquecido conseguido previamente (Kovalcuks, 2014;

Kovalcuks & Duma, 2014).

Como resultado de la extraccion de carotenoides de la yema de huevo mediante disolventes organicos,
se obtuvo una solucidn oleosa bastante densa, de color naranja intenso, a la cual se denominé aceite
de yema de huevo (Figura 29). Con este aceite de yema lo primero que se realizé fue la cuantificacién
de los carotenoides extraidos de acuerdo con el método estandar UNE-EN ISO 17932:2012 (AENOR,
2012); siendo la concentracién de carotenos presentes en el aceite de 59,59 + 0,85 ug carotenoides/g
de yema liofilizada, lo cual concuerda con los resultados de otros estudios realizados hasta el momento
(Kovalcuks, 2014, 2015). Este extracto se empled para la elaboracién de los films de PLA con aceite de
yema de huevo, los cuales al contener una cantidad significativa de carotenoides podrian emplearse

como packaging alimentario con propiedades antioxidantes.

Figura 29: Aceite de yema de huevo

4.5 Elaboracién de films de PLA con aceite de yema de huevo

4.5.1 Transmitancia y transparencia

Los films de PLA con diferentes concentraciones de aceite de yema de huevo, 0,1 g/g PLA (A1),0,2 g/g
PLA (A2)y 0,3 g/g PLA (A3), se despegaron de la placa de vidrio con ayuda de una punta, separando la
pelicula de film de la superficie de la placa sin dafarlos. Obteniéndose unos films con aspecto
homogéneo, bastante mas opacos que el de PLA normal y con una ligera coloracion naranja (Figura

30).
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Figura 30: Films de PLA con aceite de yema de huevo: A1 (A), A2 (B), A3 (C); y film de PLA control (D).
A1 (0,1 g aceite/g PLA), A2 (0,2 g/g) y A3 (0,3 g/9).

Las propiedades de transmisién de luz de los films se evaluaron en longitudes desde los 200 hasta los
800 nm y se registro el porcentaje de transmitancia de luz (Tabla 5). Tanto la luz solar como la radiacion
UV son potentes agentes oxidantes de lipidos y otros compuestos fotosensibles presentes en los
alimentos, cosméticos y otros materiales, por lo que lo que se busca en estos materiales barrera es un
bajo porcentaje de transmitancia. Los films elaborados con PLA y aceite muestran un porcentaje de
transmitancia de luz UV/Vis menor que los films de PLA normales, esto sugiere que el aceite de yema
de huevo rico en carotenoides dota a los films de la capacidad de actuar como una barrera contra la
luz ultravioleta (200-300 nm) y contra la luz visible (300-800 nm). Esta propiedad de los films con el
extracto de aceite de yema de huevo, seguramente se deba a la alta concentracién de carotenoides
presentes en este, los cuales se ha demostrado que pueden actuar como barrera contra la luz UV/Vis

(Stoll et al., 2019).

Al igual que con la transmitancia, la adicidn de aceite de yema de huevo también afectd a la
transparencia de los films, la cual disminuyd a medida que se aumento la cantidad de extracto de aceite
afiadido. Los valores de transparencia (Tabla 6), se muestran como un ndimero que correlaciona la
absorbancia del film con su grosor, cuanta mas luz absorba un film menor es la transmitancia y por lo
tanto la transparencia; por lo que cuanto mayores sean las relaciones Aso/x, menor va a ser la
transparencia de los films. De acuerdo con los expuesto previamente, al aumentar la cantidad de aceite

en el film aumenta la relacidén Asoo/x y por lo tanto disminuye la trasparencia de los films, aumentando
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las propiedades de barrera de estos como se habia predicho con anterioridad. Estudios demuestran
gue estas propiedades de barrera de los films pueden variar, viéndose disminuidas tras periodos de
almacenamiento en los que los films son expuestos a la luz solar, debido a la foto degradacidn de los

pigmentos (Stoll et al., 2019).

Tabla 5: Valores de transmitancia de los films de PLA con aceite de yema de huevo, A1 (0,3 g aceite/g PLA), A2 (0,2 g/g) y A3
(0,3 g/g), y el film de PLA control (C).

Transmitancia (%)

Film 200 nm 280 nm 350 nm 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm 800 nm

C 1,29+0,12 84,60+0,42 87,75+0,78 88,60+0,71 89,50+0,85 90,10+0,85 90,55+0,92 90,35+1,48
Al 0,04 + 0,00 47,40+1,98 62,80+3,96 67,85+4,03 73,30+4,67 7885+3,89 82,00+3,11 84,20+2,55
A2 0,03+0,01 42,65+7,35 62,15+4,60 67,45+3,89 72,75+3,32 7730+2,83 79,602,555 81,40+2,40
A3 0,03 +0,00 41,10+4,67 58,25+2,19 63,10+1,56 68,30+0,85 72,85+0,21 75,15+0,07 76,95+0,21

4.5.2 Colorimetria

En cuanto a las propiedades colorimétricas de los films (Tabla 6), al incorporar el aceite de yema de
huevo a los films de PLA se puede observar que aumentaron principalmente los valores de b*, lo que
significa que los materiales preparados adquirieron una coloracién amarillenta. Ademas, loa valores
de L* disminuyeron, debido a que al afiadir el aceite de yema de huevo el film adquirié una apariencia
mas oscura y opaca, que hizo que la luminosidad de estos disminuyera. Sin embargo, a diferencia de
los resultados obtenidos por Rawdkuen et al. (2020) en los cuales se describe un aumento del valor de
a* (coordenadas rojo/verde) al aumentar la cantidad de pigmento, en este caso antocianina, afiadido
a los films, al afiadir el aceite se ve que con pequefias cantidades los valores de a* se encuentran por
debajo del films control y solo con la mayor cantidad afiadida supera minimamente al films de PLA
solo. Estos resultados, los cuales concuerdan con los obtenidos por Stoll et al. (2018), donde para los
films de PLA con B-carotenos muestran valores de a* negativos y los films con extractos de bixina o
licopeno muestran valores muy altos de esta coordenada; se pueden deber a que los B-carotenos, los
carotenoides mayoritarios en el aceite de yema de huevo, presentan un color amarillo-anaranjado a
diferencia de los otros mencionados los cuales son rojos, por lo cual estos tendran mucho mas peso

en la coordenada b* que en la a*.

Respecto a la diferencia total de color (AE*) de los films con aceite de yema de huevo (A1, A2, A3)
frente film de PLA normal (control), se puede observar que hay una pequefia diferencia de color, la
cual aumenta a medida que se incrementa el contenido de aceite de los films. Estos resultados de AE*

concuerdan con los valores de chroma, cantidad total de color, los cuales aumentan junto con las

59



concentraciones de pigmento. Sin embargo, los valores de WI disminuyen al aumentar la cantidad de
aceite afiadida, ya que los grupos cromdforos presentes en los carotenoides del extracto de aceite

disminuyen la blancura del aceite y por lo tanto, la de los films elaborados (Asadi & Pirsa, 2020).

Tabla 6: Transparencia y atributos de color de los films de PLA con aceite de yema de huevo, A1 (0,3 g aceite/g PLA), A2 (0,2 g/g) y
A3 (0,3 g/g), y el film de PLA control (C).

Film  Transparencia L* a* b* AE* wi Chroma
C 1,118 £ 0,060 © 94,00+ 1,34° 0,00+0,42° 1,10£042°¢ - 94,70+1,22% 1,14+0,41°
Al 1,629+0,323> 96,60+1,56® -0,70+0,42° 2,40+0,99® 2,30+0,48° 9559+0,59% 2,50+1,07°
A2 2,113 £ 0,006 ° 96,35+0,21° -0,30+0,99* 4,40+1,13° 3,78+0,21% 94,20+0,78% 4,46+1,18°
A3 3,650+0,399° 95,27 £0,87 2 0,70x0,70° 7,27+2,11° 7,24+2,18% 90,24+1,99° 8,32+1,82°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

4.5.3 Propiedades mecanicas

La adicion de aceite de yema de huevo a los films de PLA tuvo un ligero efecto sobre las propiedades
mecanicas de los films (Tabla 7). En cuanto al grosor de los films, se puede apreciar una tendencia a
aumentar el grosor de los films a medida que aumenta la cantidad de aceite de yema que se afiade. A
pesar de ser cambios muy pequefios, estos pueden ser debidos a que la incorporacién del aceite afecte
a la microestructura del film, desestructurandola, descompactandola o, simplemente, alterandola al
acomodarse el aceite a la microestructura del material, aumentando esto el grosor de los films. La
interaccion entre la microestructura del material y el aceite de yema de huevo se estudid, como se

muestra posteriormente, mediante microscopia electrénica.

La adicién del aceite de yema de huevo también afectéd otros pardmetros mecdnicos como la
resistencia a la puncion (PS) y deformacion por puncién (PD) de los films (Tabla 7). Se puede observar
que a medida que aumenta la cantidad de aceite en los films, su PD disminuye, es decir, los films
pierden elasticidad a medida que aumenta la presencia de aceite en ellos. Estos resultados son
contrarios a los obtenidos por Stoll et al. (2018), donde se observa que al afiadir pequefias cantidades
de carotenoides a los films de PLA la elasticidad de los mismos aumenta, aunque en su caso el grosor
de estos se ve inalterado, lo cual se puede deber a que los extractos utilizados en su caso eran mas
concentrados, consiguiendo incorporar hasta 100 pg carotenoides/g de PLA. En cuanto al parametro
PD, que se refiere a la cantidad de energia que se necesita para romper un film de un determinado

grosor, este disminuye a medida que aumenta la cantidad de aceite que se afiade a los films.

Estos resultados reflejan que la adicidon de aceite de yema de huevo a la solucion formadora de films

tiene una clara influencia en las propiedades mecanicas de los films, al aumentar su grosor y disminuir
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su flexibilidad y resistencia mecdnica. Esto puede deberse a que la acomodacion del aceite de yema
de huevo a la matriz del film cambie sus propiedades mecdnicas, lo cual deberia de quedar reflejado
en la microestructura como se vera mds adelante mediante un andlisis por microscopia electrdnica. Se
puede concluir que la adicidn de este extracto a los films de PLA, no solventa las limitaciones del PLA

como son la poca resistencia al impacto y la fragilidad (Su et al., 2017).

Tabla 7: Grosor, resistencia a la puncion (PS) y deformacion por puncion (PD) de los films de PLA con diferentes
concentraciones de aceite de yema de huevo: A1 (0,1g/g PLA), A2 (0,2g/g PLA) y A3 (0,3g/g PLA). Control (C) es un film
de PLA normal.

Film Grosor (mm) PS (N/mm) PD (%)
Control 0,037 +£0,003° 41555,74 £+ 6721,61° 183,19 £33,13°
Al 0,040 £ 0,008 321113,21 +2733,49° 161,36 £ 29,74 °
A2 0,046 £ 0,008° 25668,57 £3327,35°¢ 139,24 +33,07°
A3 0,050+0,013° 16489,40 +2200,84 ¢ 98,97 +12,20°¢

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias

4.5.4 Permeabilidad al vapor de agua (WVP) y solubilidad

Algunas de las propiedades mas importantes de los polimeros utilizados para el empaquetado de
alimentos son la permeabilidad o barrera de estos frente al vapor de agua, los gases o las moléculas
de aroma (Farah et al., 2016). La WVP de films basados en biopolimeros depende de factores como el
tipo y la concentracidn del biopolimero utilizado, el tipo y cantidad de plastificador utilizado, y la
cantidad y tipo de aditivos afiadidos a la solucidon formadora del films, en este caso el aceite de yema
de huevo, siendo una propiedad estrechamente relacionada con la microestructura de los films (Weng

et al., 2021).

Los resultados del ensayo (Tabla 8) muestran que la incorporacion de aceite de yema de huevo a la
matriz de los films de PLA produce un aumento de la permeabilidad de los mismos cuando se trabaja
con concentraciones de aceite altas. Como se muestra en la tabla, al afiadir 0,1y 0,2 g de aceite/g PLA
se genera un descenso de la WVP de los films del 44,8 y 14,5 %, respetivamente, respecto al film de
PLA normal; lo que sugiere que el aceite en estas cantidades actla como un plastificador, tapando los
poros de las peliculas y disminuyendo su permeabilidad o mejorando la estructura y uniones de la
matriz del film. Sin embargo, con una concentracién de 0,3 g aceite/ g PLA se produce un aumento de
la WVP de los films del 22,1%, esto puede deberse a que al aumentar tanto la cantidad de aceite y, por
lo tanto, moléculas lipidicas en la matriz del film se produzca una desestabilizacién de esta. Estos

resultados concuerdan con los de Stoll etal. (2018), en donde se observa que al aumentar la
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concentracién de carotenoides en los films de PLA se produce un aumento de la permeabilidad al
vapor. Sin embargo, hay estudios en los que se demuestra que al afladir compuestos hidrofdébicos a la
matriz de los films de PLA se disminuye la permeabilidad de este; como es el caso del estudio llevado
a cabo por Asadi & Pirsa (2020) donde se observa una disminucién de la WVP al afiadir licopeno a los
films de PLA. Se puede concluir que el efecto de los aditivos afiadidos en la permeabilidad de los films
va a depender de estos compuestos afiadidos, su estructura y naturaleza, y la forma en que estos

interactuen con la matriz del film.

Tabla 8: Permeabilidad al vapor de agua (WVP), tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) y solubilidad de los films
de PLA con diferentes concentraciones de aceite de yema de huevo: A1l (0,1g/g PLA), A2 (0,2g/g PLA) y A3 (0,3g/g PLA).
Control es un film de PLA.

Film WVTR (g/h x m?) WVP (g xmm/m?x h xkPa)  Solubilidad (%)
Control 6,633 £2,243° 0,145 + 0,063 ° 0

Al 5,970+1,219° 0,080+0,013° 0

A2 7,297 £ 1,599 ° 0,124 +0,025° 0

A3 8,209 +1,927° 0,177 +0,051° 0

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

En cuanto a la solubilidad de los films de PLA con aceite de yema de huevo, como se puede ver en la
Tabla 8, la adicion de diferentes concentraciones de aceite al PLA no afecté a la solubilidad de los films,
la cual se mantiene en todos los casos entorno a valores del 0%. Lo cual concuerda con lo esperado, ya
que el PLA es un polimero soluble en disolventes organicos como el cloroformo, acetonitrilo o
diclorometano y, por lo tanto, la solubilidad en disolventes polares como el agua o alcoholes, como

etanol o metanol, es nula o insignificante (Farah et al., 2016; Erdohan et al., 2013).

4.5.5 Microestructura

Las micrografias de la Figura 31 muestran la microestructura de la seccidn transversal de los films de
PLA sin y con la incorporacién de diferentes concentraciones de aceite de yema de huevo. Como se
habia previsto de acuerdo con los ensayos mecanicos, asi como de permeabilidad realizados
previamente, la adicion del aceite tiene un claro efecto en la estructura interna de los films. Los
resultados obtenidos muestran que el film de PLA presenta una matriz homogénea, compacta,
continla vy lisa, sin poros ni burbujas, perfectamente estructurada; sin embargo, a medida que
aumenta la cantidad de aceite en los films se aprecia un aumento en el nimero de poros o burbujas
en la matriz del film, lo que hace que esta sea menos compacta. Se puede ver que el film con menor

cantidad de aceite (A1, Figura 22.B) presenta algunos poros pequeiios distribuidos homogéneamente
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en la seccidén, mientras que los que tienen mayor cantidad de aceite (A2 y A3, Figura 22.Cy D) muestran
mayor numero de poros y oquedades y de mayor tamano; en el caso de A3, ademds de poros, se
pueden observar unos granulos o burbujas que revelan la existencia de dos fases o lo que se conoce
como morfologia island-and-sea en la cual el extracto se encuentra disperso en gotas de,

aproximadamente , 5 um en la matriz de PLA (Radusin et al., 2019).

Esta morfologia island-and-sea, puede ser la responsable de que la permeabilidad al vapor de agua del
film A3 sea mayor que el de resto de los materiales ensayados, ya que estos granulos y poros presentes
en la matriz del PLA pueden favorecer la difusién de gases a través de esta. En cuanto a las propiedades
mecanicas, la aparicién de poros en la matriz del film al afiadir el aceite podria explicar que estos
posean una menor resistencia a la rotura y elasticidad que los films de PLA normales, lo cual concuerda

con los resultados obtenidos previamente.

TSI T

x3,000 Spm x2,000 10pm

x2,000 10pm L x2,000 10pm

Figura 31: Micrografias de los films de PLA con aceite de yema de huevo. A) Film de PLA sin aceite. B) Films de PLA
preparados a partir de la solucion formadora de films con concentraciones de aceite de yema de huevo de 0,1g por
g PLA (A1), C) 0,2 g/ g PLA (A2), D) 0,3 g/g PLA.

4.5.6 Propiedades antimicrobianas

Las propiedades antimicrobianas de los materiales preparados fueron ensayadas frente a E. coli y S.

aureus, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9: Ensayo en medio liquido. Propiedades antimicrobianas de los films de PLA con aceite de yema de huevo.

Film S. aureus (UFC/mL) E. coli (UFC/mL)
Control positivo 8,29 x 108+ 0,00 x 107 ® 4,63 x 108+ 0,00 x 107 ®
Film aceite (A3) 7,99 x 108+ 4,34 x 107 ® 5,06 x 108+ 6,11 x 1072

Film control 8,14 x 108+ 2,17 x 107 ? 4,85 x 108+ 1,31 x 1072

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

Los resultados del ensayo en medio liquido frente a E. coli y S. aureus muestran que los films de PLA
con aceite de yema de huevo no poseen propiedades antimicrobianas. Como se puede observar en la
Tabla 9, los resultados del ensayo en medio liquido con S. aureus muestran que hay un poco menos de
crecimiento en los tubos con el film de PLA control y el film con aceite (A3) que en el control positivo
(tubo sin film); sin embargo, esos resultados no son significativamente diferentes, por lo que no
permiten afirmar que dicho descenso en el crecimiento se deba a la presencia de los films en el medio.
En cuanto al ensayo con E. coli, los resultados que se presentan en la Tabla 9 muestran que hay menos
crecimiento microbiano en el control positivo que en los tubos conteniendo los films de PLA control y
los de aceite, lo cual es lo contrario a lo esperado; por lo que, los films de PLA con aceite de yema de
huevo no inhiben el crecimiento de E. coli. Como se puede observar, los films de PLA con aceite de
yema de huevo, en las concentraciones ensayadas, no tienen efecto antibacteriano, ya que no inhiben
el crecimiento de bacterias Gran-positivas o Gran-negativas tan comunes como S. aureus o E. coli,
respectivamente. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Asadi & Pirsa (2020), donde se
puede observar que los films modificados con extracto de licopeno no presentan efecto
antimicrobiano frente E. coli y S. aureus; solo mostraron efecto inhibitorio aquellos a los que se les

incorporaron las nanoparticulas de diéxido de titanio.

Tras ver que los films con aceite de yema de huevo carecian de propiedades antimicrobianas, se
procedid a ensayar el aceite de yema de huevo directamente. Los resultados del ensayo en medio
solido frente a E. coli (Figura 32.A) y S. aureus (Figura 32.B), muestran que la actividad antimicrobiana
del aceite es nula, no se observa halo de inhibicién alrededor de los pocillos en los cuales se introdujo
el extracto. Estos resultados demuestran que, a diferencia de lo que se puede ver en otros estudios
(Asadi & Pirsa, 2020; Tao et al., 2010), los carotenoides presentes en el aceite de yema de huevo no
tienen efecto antimicrobiano. Esta discrepancia se podria atribuir a que la concentracion de
carotenoides presentes en el aceite de yema no es suficiente para producir inhibicién de las bacterias
ensayadas, S. aureus y E.coli. Sin embargo, los estudios realizados por Tao etal. (2010) con
carotenoides extraidos de la piel del pomelo, muestran que la concentracién minima inhibitoria de

carotenoides para inhibir el crecimiento de S. aureus, E. coliy B. subtilis es de 35,0, 18,75y 70,0 ug/mL;
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por lo que la concentracion presente en el aceite de yema de huevo, 60,0 pg/g de aceite de yema de
huevo, deberia ser suficiente para causar la inhibicion de S. aureus y E. coli. Esto puede ser debido a
que los carotenoides de mayor concentracidn en el aceite de yema de huevo, luteina y zeaxantina no
poseen el mismo poder antimicrobiano que los presentes en la piel del pomelo Shaitan o se han visto
afectados por el tratamiento seguido para tu extraccién, perdiendo parte de sus propiedades.
Teniendo en cuenta los resultados de Ernawita et al. (2016) sobre las propiedades antimicrobianas de
extractos ricos en luteina y zeaxantina, que obtuvo de la piel y la pulpa de diferentes tipos de citricos,
las concentraciones de estos carotenoides presentes en el aceite de yema, aproximadamente 6
mg/100g, no son suficientes para inhibir el crecimiento de las bacterias de manera significativa, ya que
el coeficiente ICso para S. aureus varia entre 6 y 13 mg/mL segln la concentracion de carotenoides en

cada extracto, pulpay piel respectivamente.

Figura 32: Ensayo en pocillos. Propiedades antimicrobianas del aceite de yema de huevo frente a E. coli (A) y S. aureus (B).

Los resultados de ambos ensayos muestran que el aceite de yema de huevo no presenta propiedades
antibacterianas. Esto seguramente se deba, teniendo en cuenta los resultados de otros estudios
realizados previamente, a que los carotenoides presentes en el aceite no se encuentran en las

concentraciones suficientes para generar un efecto inhibitorio sobre las bacterias ensayadas.

4,5.7 Propiedades antioxidantes

En la Figura 33 se puede apreciar el efecto del aceite de yema de huevo en la capacidad antioxidante
de los films de PLA. Los resultados muestran que la actividad antioxidante de los films aumenta al
aumentar la concentracidn de aceite de yema de huevo y con el paso de los dias. Se puede observar

que los films A3, que poseen una concentracién de 0,3 g de aceite de yema de huevo por gramo de
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PLA, poseen un 20% mas de capacidad antioxidante que los films con 0,2 g aceite/g PLA (A2), llegando
a alcanzar una capacidad antioxidante del 54,3%. Esta capacidad antioxidante del aceite de yema de
huevo se debe al alto contenido de carotenoides como el luteina y zeaxantina (Ellison, 2016; Zaheer,
2017). La capacidad antioxidante de estos carotenoides se debe principalmente a que son moléculas
ricas en enlaces dobles conjugados, los cuales reaccionan facilmente con los radicales libres de oxigeno
eliminandolos; desde este punto de vista, se atribuye mayor capacidad antioxidante a la zeaxantina ya
gue posee un doble enlace mds que la luteina, lo que hace que posea un mejor efecto fotoprotectory
sea mas eficiente eliminando radicales libres de oxigeno y disminuyendo el dafio oxidativo (Murillo

et al., 2019).

En cuanto al aumento de la capacidad antioxidante, como se puede apreciar en la Figura 33, esta va
incrementandose de manera constante a medida que pasan los dias hasta que se alcanza el dia 9, a
partir del cual se observa un estancamiento en el aumento de la actividad antioxidante. Este aumento
progresivo de la capacidad antioxidante sugiere que los carotenoides retenidos en el film de PLA se
van liberando poco a poco a medida que pasa el tiempo, hasta alcanzar un maximo de liberacién entre
los dias 9 y 10, a partir de los cuales se observa una disminucién de la capacidad antioxidante, lo cual

se puede deber a la propia oxidacion de los carotenoides liberados.
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Figura 33: Evolucion de la capacidad antioxidante de los films de PLA con aceite de yema de huevo.

4.5.8 Ensayo de liberacidn

Los resultados del ensayo de liberacidn de los carotenoides retenidos en los films de PLA inmersos en
un simulante lipidico a 40 °C (Figura 34), muestran que en las primeras 24 horas en las que estan en

contacto los films con la solucién de etanol 96% se liberan todos los carotenoides retenidos en el film,
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obteniéndose la maxima absorbancia a 450 nm. Se puede observar que a medida que aumenta la
concentracién de carotenoides en el film aumenta la absorbancia a 450 nm del liquido simulante, lo
gue quiere decir que hay una mayor cantidad de carotenoides liberados. En todos los casos, Al, A2y
A3, la maxima liberacidn es tras 24 horas de ensayo, donde se observa un pico, mientras que a partir
de ese punto la absorbancia va disminuyendo, lo que se puede deber a una degradacidn de los

carotenoides liberados en el simulante.

Teniendo en cuenta que la liberacidén de los carotenoides retenidos en los films a 40 °C, temperatura
gue se habia seleccionado de acuerdo a estudios previos para facilitar la monitorizacién del ensayo, es
casi instantdnea; para poder determinar el modelo matematico que explique la liberacién de los
carotenoides en el simulante alimentario, tal y como hacen Stoll et al. (2019), habria que variar las
condiciones de trabajo, determinando la absorbancia a 450 nm del simulante cada hora durante las
primeras 24 horas o realizando el ensayo a temperatura ambiente lo que retardaria la liberacién. De
este modo se podria ver si el fenédmeno de liberacion ocurre segun la segunda ley de Fick y determinar
los coeficientes de transferencia o particidn, los cuales permiten determinar el nivel de interaccidon

entre los carotenoides y el simulante o la matriz de PLA (Stoll et al., 2019).
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Figura 34: Evolucion de la liberacion de carotenoides en el simulante lipidico (etanol
959%). A1 (0,1g/g PLA), A2 (0,2g/g PLA) y A3 (0,3g/g PLA.
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4.6 Aplicacién de los films de PLA con aceite de yema de huevo como packaging primario

4.6.1 Packaging primario para resveratrol

Las propiedades antioxidantes de los films previamente evaluadas, asi como los resultados obtenidos
en cuanto a la transmitancia y transparencia de los materiales preparados, sugieren que estos films
podrian actuar como una buena barrera frente al efecto fotooxidativo de las radiaciones de luz UV/Vis.
Para estudiar estas propiedades barrera frente a las radiaciones, se prepararon pequefias bolsas de
PLA con 0,3 g de aceite de yema de huevo por gramo de PLA (A3) cargadas con una disolucion acuosa
de resveratrol, un conocido antioxidante alimentario que pierde actividad al ser expuesto a la luz
ambiental, y se estudid la isomerizacion del trasn-resveratrol a cis-resveratrol al incidir la luz solar

sobre las pequefias bolsas de PLA cargadas con la solucién.

Los resultados obtenidos tras 48 horas de ensayo se muestran en la Tabla 10.:

Tabla 10: Proteccion de los films de PLA con aceite de yema de huevo frente a la Isomerizacion del resveratrol
bajo condiciones fotooxidantes.

trans-Resveratrol (%) cis-Resveratrol (%)

Solucion t=0 100,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
Control 24 h 11,75+ 0,04 88,25+ 0,04
Film PLA 24 h 14,71 +£0,40 85,29+ 0,40
Film A3 24 h 22,30+0,82 77,70+ 0,82
Control 48 h 4,84 + 0,02 95,16 + 0,02
Film PLA 48 h 13,41 10,22 86,59+ 0,22
Film A3 48 h 16,43 £ 0,07 83,57 +£0,07

Partiendo de una disolucidn inicial de resveratrol que posee un 100% de trans-resveratrol, se puede
observar que tras 24 horas de exposicion a la luz solar la solucion de resveratrol que actiia como control
positivo alcanza un 88,25% de isomerizacién (cis-resveratrol) y las soluciones de resveratrol protegidas
por los films alcanzan una isomerizacién del 85,29% y del 77,70% para el film de PLA y el de PLA con
aceite, respectivamente. Estos resultados demuestran que los films son capaces de proteger al
resveratrol de la isomerizacidn por la luz solar; se puede observar que el propio PLA tiene efecto
barrera frente a las radiaciones, pero la adicidn del aceite de yema de huevo aumenta el efecto
fotoprotector, lograndose hasta un 10,55% de proteccidn adicional en las primeras 24 horas. Tras 48
horas de ensayo, la solucién control alcanza una isomerizacidn del 95,16% y las solucién en el film de
PLA con aceite un 11,60% menos. Estos resultados muestran que en el periodo de tiempo ensayado

los films con aceite de yema de huevo son capaces de mantener sus propiedades de barrera, las cuales
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se deben principalmente a los cambios visibles en el aspecto y trasparencia de los films al afiadir el
extracto de aceite de yema de huevo. Sin embargo, aunque los resultados son significativos, el efecto
fotoprotector es bastante menor de lo esperado y de los resultados obtenidos en otros estudios donde
se encapsula el resveratrol en nanoparticulas o vesiculas para aumentar su estabilidad. En el caso de
Machado et al. (2021), la encapsulacidn del resveratrol en niosomas consiguid disminuir es porcentaje
de isomerizacion del trans-resveratrol a cis-resveratrol de un 42% a un 13%, tras 15 minutos de
irradiacién con luz UV de alta energia. Resultados similares fueron obtenidos por Koga et al. (2016),
los cuales tras encapsular el trans-resveratrol en microparticulas de caseinato de sodio lograron

aumentar la estabilidad del resveratrol frente a la isomerizacién por luz UV a 356 nm durante 1 hora.

4.6.2 Packaging primario para AOVE

Teniendo en cuenta que, como se puede ver con el resveratrol, los films son capaces de mostrar un
pequeiio efecto barrera frente a la radiaciéon UV/Vis y, como se observd con el ensayo de DPPH,
también poseen propiedades antioxidantes; podrian resultar un packaging primario biodegradable

interesante para proteger al AOVE frente a la oxidacidn lipidica que produce su enranciamiento.
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Figura 35: Evolucion del PV del AOVE libre (azul), en el film de PLA (naranja) y PLA con aceite de yema
de huevo (gris) durante los 4 dias de ensayo.

Los resultados del ensayo (Figura 35) muestran la evolucién de los PV del AOVE libre (control positivo),
empaquetado en un film de PLA y empaquetado en un film de PLA con aceite de yema de huevo,
sometidos a condiciones fotooxidantes. El PV es uno de los indicadores mds utilizados para estudiar la

calidad y el estado de deterioro de lipidos y grasas; se trata de un biomarcador que permite ver el
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estado de oxidaciéon de los lipidos, ya que cuantifica los hidroperdxidos presentes en el aceite,
resultado de la oxidacion primaria de los lipidos, en forma de mEq de O, por Kg de aceite. Se puede
observar que se parte de PV de AOVE un poco por encima de lo establecido legalmente, que seria un
maximo de 20 mEq de O, activo por Kg de aceite (Real Decreto 308/1983, 1983), lo que quiere decir
que el aceite ya esta bastante oxidado antes de empezar el ensayo. Se puede observar que el aceite
libre (control positivo) sufre una oxidacion mucho mas rdpida, llegando al maximo de oxidacion
durante las primeras 24 horas de ensayo, que el AOVE contenido en los films de PLA, el cual va
oxidandose poco a poco hasta alcanzar los mismos valores maximos que el control positivo tras 72
horas. Esta diferencia entre el control positivo y el AOVE protegido por los films de PLA seguramente
se debe a que los films protegen al aceite del contacto con el oxigeno atmosférico, evitando asi la
formacidn de oxigenos singletes reactivos al interaccionar la radiacidn solar con el oxigeno atmosférico
en presencia de fotosensibilizadores como la clorofila y otros pigmentos presentes en el AOVE (Frankel,
2012). En cuanto a la ligera diferencia existente entre los films de PLA normales y los films de PLA con
aceite de yema de huevo, esta seguramente se deba a la liberacion de los carotenoides retenidos en
el film, los cuales tienen efecto antioxidante protegiendo al AOVE frente a la autooxidacién de las
grasas y a la fotooxidacién. Como se menciond previamente los carotenoides van a evitar esta
autooxidacion o fotooxidacion del aceite, captando los radicales libres o actuando como quenchers,
desactivando los oxigenos singletes excitados resultado de la radiacidn solar (Psomiadou & Tsimidou,

2002; Stahl & Sies, 1993).
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5 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido extraer de la yema de huevo carotenoides y
emplear estos extractos para la elaboracién de biomateriales. De manera individualizada, las

conclusiones obtenidas durante el estudio son las siguientes:

- Ala hora de extraer carotenoides de la yema de huevo con aceite de girasol, se obtienen
extractos con mayor concentracion del pigmento cuando se utiliza como fuente o materia

prima la yema completa.

- Latemperatura, la velocidad de agitacién y el tiempo, son factores que tienen un importante
peso en el proceso de extraccién de carotenoides, siendo mayor la concentracién de

carotenoides extraidos al aumentar el valor de cada uno de estos pardmetros.

- El aceite de girasol enriquecido con carotenoides resultante del proceso de extraccion ha
demostrado ser mas estable frente a la fotooxidacién que el aceite de girasol normal, y posee

unas caracteristicas colorimétricas que hacen posible utilizarlo como colorante natural.

- La extraccién de carotenoides de la yema de huevo mediante disolventes organicos permite
obtener un aceite de yema de huevo con una concentracion de carotenoides 10 veces superior

a la presente en aceite de girasol enriquecido.

- La adicién de aceite de yema de huevo a la solucion formadora de films de PLA no soluciond
las limitaciones mecanicas de los films de PLA normales, pero si les doté de capacidad

antioxidante y de mejores propiedades barrera, menor transmitancia y transparencia.

- La utilizaciéon de los films de PLA con aceite de yema de huevo como packaging alimentario
mostré que estos films son capaces de ofrecer una ligera proteccidn a compuestos
fotosensibles, como el resveratrol o el AOVE, frente a la isomerizacién o la oxidacidn lipidica,

respectivamente.
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6 ABREVIATURAS

ANOVA

AO

AOVE

DPPH

HDLs

LA

LDLs

NB

PD

PLA

PS

PV

TSB

uv

Wi

WVP

WVTR

Analisis de varianza (Analisis of variance)

Aceite de oliva
Aceite de oliva virgen extra

2,2-difenil-1-1-picrilhidracilo

Lipoproteinas de alta densidad (high density lipoproteins)
Acido lactico (lactic acid)

Lipoproteinas de baja densidad (low density lipoproteins)
Nutrient Broth

Deformacidn por puncion

Acido polilactico (polylactic acid)

Resistencia a la puncién

Valor peréxido (peroxide value)

Triptone Soy Broth

Luz ultravioleta (Ultraviolet)

indice de blancura (White index)

Permeabilidad al vapor de agua (Water Vapor Permeability)

Tasa de transmision de vapor de agua (Water Vapor Transmission Rate)
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