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RESUMEN

Recientemente se ha presentado interés en la industria alimenticia, en la medicina
preventiva y consumidores por la bisqueda de ingredientes naturales, principalmente de
extractos de plantas, que puedan sustituir a los tradicionalmente utilizados. La presencia
de algunos compuestos en extractos de plantas han sido estudiados por sus diferentes
actividades biologicas como antioxidante y antimicrobiana. Actualmente en la industria
de alimentos se puede disponer de un extracto natural como es el aceite esencial de naranja
extraido de la cascara del fruto, el cual se utilizan como aromatizante y es uno de los
ingredientes basicos en las industrias de perfumeria, alimentos, cosmética y farmacéutica;
sin embargo, es muy inestable a factores ambientales como luz, oxigeno, humedad, pH,
etc. Por esta razdn, se han utilizando nuevas técnicas de proteccion de estos compuestos
activos, como la microencapsulacion, que se ha empleado para proteger las sustancias que
son sensibles a factores que los deterioran. En esta investigacion, se estudio la
composicion quimica, actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial de
naranja, el compuesto principal de este aceite, el D-limoneno y aceites concentrados 5x,
10x y 20x, ademas se realizd la microencapsulaciéon mediante emulsiones e inclusion
molecular para su preservacion y estabilidad en la actividad antioxidante y antimicrobiana.
En relacion a la actividad biologica, los aceites concentrados sin encapsular, fueron
significativamente diferentes al aceite esencial de naranja y D-limoneno, ademas
presentaron una composicion quimica diferente posiblemente debido a la disminucion de
compuestos volatiles potencializando otros compuestos minoritarios. En las emulsiones
sencillas con los aceites concentrados, la formulacion 1 mostré mejor estabilidad fisica,
manteniendo su actividad antioxidante almacenada a temperaturas de 4 y 25 °C a mas de
90 dias. Los complejos de inclusion con B-CD, la relacion 12:88 con los aceites
concentrados de naranja, mostraron mayor eficiencia de encapsulacion, concentracion de
aceite, actividad antioxidante y antimicrobiana. Pocos estudios se han realizado para los
aceites concentrados de citricos, en especial para los obtenidos del aceite esencial de
naranja, pudiendo ser una alternativa potencial en alimentos, como ingrediente con efecto

antioxidante y antimicrobiano.



ABSTRACT

Recently, there has been interest in the food industry, in preventive medicine and
consumers for the search for natural ingredients, mainly plant extracts, which can replace
those traditionally used. The presence of some compounds in plant extracts has been
studied for their different biological activities as antioxidant and antimicrobial. Currently
in the food industry you can have a natural extract such as the orange essential oil extracted
from the skin of the fruit, which is used as a flavoring and is one of the basic ingredients
in the perfumery, food, cosmetics and pharmaceutical; however, it is very unstable to
environmental factors such as light, oxygen, humidity, pH, etc. For this reason, new
techniques have been used to protect these active compounds, such as microencapsulation,
which has been used to protect substances that are sensitive to factors that impair them. In
this research, the chemical composition, antioxidant and antimicrobial activity of the
essential oil of orange, the main compound of this oil, the D-limonene and 5x, 10x and
20x concentrated oils were studied, as well as microencapsulation by means of emulsions
and molecular inclusion. for its preservation and stability in the antioxidant and
antimicrobial activity. In relation to the biological activity, the unencapsulated
concentrated oils were significantly different to the essential oil of orange and D-
limonene, in addition they presented a different chemical composition possibly due to the
decrease of volatile compounds potentizing other minority compounds. In simple
emulsions with concentrated oils, formulation 1 showed better physical stability, keeping
its antioxidant activity stored at temperatures of 4 and 25 °C to more than 90 days. The
con B-CD inclusion complexes, the 12:88 ratio with concentrated orange oils, showed
higher encapsulation efficiency, oil concentration, antioxidant and antimicrobial activity.
Few studies have been conducted for citrus oil concentrates, especially those obtained
from the essential oil of orange, and may be a potential alternative in foods, as an

ingredient with antioxidant and antimicrobial effect.



1. INTRODUCCION

La conservacion de los alimentos ha estado relacionanda con muchos factores,
principalmente quimicos y biologicos. Por ello para aumentar el tiempo de conservacion
de los alimentos se han utilizado aditivos quimicos sintéticos que puedan cumplir un papel
como agentes antioxidantes/antimicrobianos en combinacién con métodos fisicos, tales
como la refrigeracion. Tradicionalmente se han empleado antioxidantes sintéticos, que
estan siendo utilizados en la industria de alimentos, con una gran demanda por contar con
caracteristicas de efectividad, bajo costo y alta estabilidad como son el Butilhidroxianiso
(BHA) ® y el Butilhidroxitolueno (BHT) ®, pero en los ultimos afios su uso se ha visto
disminuido debido a la sospecha de ser carcinogénicos y a su posible mutagenicidad
(Miron et al. 2010). Recientemente se ha presentado un gran interés en la industria
alimenticia, medicina preventiva y la tendencia de los consumidores por adquerir
productos naturales que sustituyan los tradicionalmente utilizados. Entre los productos
naturales se encuentran los aceites esenciales que derivan de las plantas, asi como de
algunos frutos. Las plantas aromdticas y sus extractos han sido examinados para
determinar su eficacia para la seguridad y conservacion de alimentos. La mayor parte de
sus propiedades es debido a sus aceites esenciales (AE) y otros metabolitos secundarios
que poseen actividad antimicrobiana (Velazquez et al. 2013). Estos compuestos son
reconocidos generalmente como seguros (GRAS) por la Food and Drug Administration
(FDA) de la EE.UU. (Fisher y Phillips, 2008b), por lo que se consideran como alternativas
prometedoras dentro de la industria alimentaria y farmacéutica. Desde hace siglos, las
propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales han sido reconocidas, ademas de
tener una creciente demanda gracias a las tendencias de consumo. La legislacion y el
aislamiento cada vez mayor de agentes patogenos resistentes a diversos antibioticos, ha
conllevado a la investigacion y desarrollo de productos que puedan contener este tipo de
compuestos fungiendo como aditivos, y a su vez antimicrobianos para alargar la vida de
anaquel. Los aceites de citricos pueden tener diferentes usos, se ha encontrado que pueden
inhibir tanto de manera directa como en su forma volatil, una gran gama de bacterias tanto
Gram negativas como Gram positivas como Salmonella spp, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli entre otras; asi como algunos géneros de hongos

como Asperguillius, Penicillium, Fusarium, Alternaria entre otras (Jing et al. 2014). Los



fungicidas sintéticos son considerados como uno de los principales aditivos en la industria
para controlar la proliferacion de hongos en los alimentos (Ismail y Zhang 2004). El uso
de fungicidas genera residuos toxicos que estan siendo relacionado con cancer, ademas de
que su degradacion suele ser prolongada por lo que genera una contaminacién ambiental
(Tripathi y Dubey 2003). A pesar de su alta efectividad, su uso continuo puede llegar a
crear resistencia fungica, lo que incrementa la dificultad del manejo del problema (Mercier

y Smilanick, 2005).

Los aceites citricos se utilizan como aromatizantes en diferentes industrias, siendo
ingredientes basicos en las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica. Contiene D—
limoneno, componente mayoritario en su composicion normal, ademas, en menor
proporcion poseen una gran cantidad de terpenos (Yanez et al. 2007); pero a la vez son
muy inestables a ciertos factores ambientales como luz, oxigeno, humedad, pH, etc.; por
esta razon se han investigado nuevas técnicas que permitan darle proteccion a muchas
sustancias que pueden verse afectadas por factores a los que se suelen exponer. Estas
técnicas como la alta presion, la nanotecnologia, la irradiacion, la microencapsulacion,
etc., se utilizan cada vez mds para maximizar las propiedades nutricionales de los
alimentos, mientras que los nuevos ingredientes con propiedades funcionales contribuyen
ala mejora de la salud (Viuda-Martos et al. 2008). Para prevenir la degradacion de muchos
compuestos se utilizan polimeros naturales o sintéticos que ya han sido utilizados como
aditivos en la industria alimentaria, como lo son los almidones, maltodextrinas,
ciclodextrinas, lipidos, proteina natural y vegetal, goma arabiga, quitosano, etc. (Desai y

Park, 2005).

Por lo anterior, esta investigacion tiene como objetivo evaluar la eficiencia de
encapsulacion mediante el desarrollo de emulsiones sencillas, ademas por el método de
inclusiéon molecular, para la conservacion de la actividad antioxidante y antimicrobiana
del aceite esencial de naranja y sus concentrados. Esto aportaria informacion relevante
para el futuro desarrollo de aditivos alimentarios naturales que puedan aportar actividad

antioxidante ademas de incrementar la vida de anaquel del producto.



2. ANTECEDENTES

2.1 Naranja

La naranja, entre sus principales caracteristicas esta su delicioso sabor y versatilidad en la
cocina, sin dejar de mencionar las prodigiosas propiedades que tiene para la salud,
contienen sustancias esenciales para el organismo como vitaminas sobre todo vitamina C,
y minerales, entre los que destacan hierro, fosforo, calcio y magnesio. Esta fruta tiene una
produccion de 70 millones de toneladas en todo el mundo, constituyen el fruto mas
consumido y representan el tercer fruto en extension de cultivo después del platano y las
uvas, hoy en dia se encuentran cultivadas en todos los continentes, en zonas donde se

tenga un clima propicio, es decir abundancia de sol, agua y poca humedad ambiental.

La naranja Valencia del grupo Blancas tiene un doble uso, para el consumo en fresco y
para jugo; por ello es la variedad lider en cuanto a su amplia distribucion a nivel mundial.
Sin embargo, su consumo en fresco se reduce a los propios paises productores; por la
dificultad que presenta el retirar la cascara, se utiliza preferentemente para jugo en fresco,
que se prepara en casa o en estanquillos de las grandes urbes de dichos paises (ASERCA-
SAGARPA, 2009). La naranja, producto del arbol del naranjo dulce, es una de las frutas
mas populares, siendo México uno de los primeros productores a nivel mundial
(SAGARPA, 2010), ocupando entre los primeros 5 lugares de produccion, siendo
principales productores Brasil, E.U.A., China e India (FAO, 2011).

La naranja dulce pertenece a la familia de las Rutaceas, una familia muy amplia que
contiene unas 1700 especies de plantas que crecen en paises de clima calido y templado.
Las plantas mas conocidas son los citricos, especies que estan incluidas en el género de
Citrus, al cual pertenecen la naranja comun (Citrus sinensis), la naranja amarga (Citrus

japonica), la naranja amarga (Citrus auratium) entre otras (Yafiez et al. 2007).

De la naranja, no solamente se aprovecha el jugo, de la cascara se pueden obtener aceites
que se utilizan como aromatizantes en diferentes industrias. Su aceite esencial es uno de
los ingredientes basicos en la industria de perfumeria, alimentos, agronomia y

farmacéutica (Yafiez et al. 2007).



2.2 Aceites esenciales

Aceite esencial (AE) término utilizado para sustancias liquidas concentradas, de caracter
hidréfobo y contiene una gran variedad de compuestos volatiles aromaticos. Son
sustancias sintetizadas por las plantas como metabolitos secundarios como papel
importante en la proteccion de las plantas actuando como agentes antibacterianos,
antivirales, antifingicos e insecticidas. Los AE pueden presentar un aroma diferente a la
planta de origen y poseen una composicion quimica compleja incluyendo una mezcla de
sustancias orgdnicas como hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, etc., de
peso molecular menor de 400 Da y presion de vapor suficientemente alta para volatilizarse
a temperatura ambiente. Los AE son cominmente extraidos mediante métodos fisicos
como la destilacién a vapor o hidrodestilacion, sin embargo, existen otros métodos de
extraccion como la maceracion, prensado en frio o extraccion con disolventes (Bauer et
al. 1985). Se requiere considerar, que el producto de la extraccion puede variar en varios
aspectos como es la calidad, cantidad y composicion, generado por diversos factores como
las caracteristicas de cultivo, la parte de la planta que se realiza la extraccion, edad y estado
del ciclo vegetativo, tipo de extraccion elegida, entre otros, generando interés en la
importancia de controlar el material y las condiciones en que se realiza la extraccion para
obtener un AE de caracteristicas homogéneas (Masotti et al. 2003; Angioni et al. 2006).
Usualmente la composicion quimica de los AE suele ser caracterizada por cromatografia

de gases - espectrometria de masas (GC-MS).

La mezcla de compuestos que contienen los AE otorgan a estas sustancias una diversidad
de propiedades funcionales importantes para muchas aplicaciones en la ciencia y
tecnologia de los alimentos. Sin embargo, la configuracion quimica de los componentes,
la cantidad presente y la interaccion entre ellos, pueden afectar las propiedades bioactivas
de cada aceite (Fisher y Phillips, 2008b). Pueden contener hasta 60 compuestos diferentes,
en determinadas concentraciones, atribuyendo sus propiedades a dos o tres componentes
mayoritarios (20-70%), que son los que determinan la actividad bioldgica de los mismos

(Croteau et al. 2000).



Los aceites esenciales (AE) han sido utilizados desde hace tiempo por sus propiedades
antisépticas, terapéuticas y por su caracteristico aroma, creando un gran interés en la
conservacion de diversos alimentos. Por su propiedades antimicrobianas, actualmente se
ha generado el uso de estos compuestos en la industria alimentaria y farmacéutica,
estrechando el uso de productos sintéticos y protegiendo el equilibrio ecoldgico,
aumentando la importancia en la industria sobre todo alimentaria, farmacéutica, sanitaria
y cosmética. Los aceites esenciales de citricos se han aplicado industrialmente en muchos
productos, incluidos alimentos y bebidas, cosméticos y medicamentos (Setanni et al.

2012).

2.2.1 Aceite esencial de naranja

Los aceites esenciales de citricos (AEC) son generados principalmente de frutos citricos
principalmente naranja, limon, mandarina, toronja; que contienen en su estructura una
cubierta de proteccion para el exterior denominada céscara, la cual estd conformada por
un flavedo, gldndulas de aceite, albedo y sacos donde se encuentra el jugo. Se encuentra
la epidermis que consiste de plaquetas de una capa de cera epicuticular, el flavedo en la
region subepidermal el cual contiene los cromoplastos que proporcionan el color
caracteristico a la naranja de acuerdo a su variedad, de igual manera, se encuentran

numerosos sacos que contienen el aceite esencial aromatico (Kealey y Kinsella, 1979).

Cada parte de la naranja estd compuesta por sustancias voldtiles, enzimas, acidos,
proteinas, lipidos, azucares, pigmentos y vitaminas, al igual, contiene pequeiias cantidades
de volatiles en la atmosfera, lo que le confiere ese aroma distintivo de fruto citrico, por su
lanzamiento continuo de estas sustancias. Los AEC son mezclas complejas que contienen
compuestos volatiles (85-99%) y no volatiles (1-15%), procedentes principalmente de
monoterpenos, sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, incluyendo aldehidos, cetonas,
acidos, alcoholes, y ésteres. El limoneno es uno de los principales componentes de los
AEC (25 - 97 %) y su contenido varia significativamente entre especies y/o variedades de
los mismos (Njoroge et al. 2005; Fisher y Phillips, 2008b; Jing et al. 2014). El residuo no
volatil del aceite, puede contener hidrocarburos, esteroles, acidos grasos, ceras,

carotenoides, cumarinas, psoralenos y flavonoides, estos ultimos compuestos son ttiles



para la diferenciacion entre especies (Tranchida et al. 2012). A pesar de su alto contenido
en los AEC, los hidrocarburos terpénicos (incluyendo el limoneno) son muy sensibles a
las reacciones de degradacion por oxidacion, dando como resultado sustancias como los
hidroperéxidos. Estas reacciones de oxidacion se deben a que el D-limoneno presenta
enlaces dobles ente los carbonos C1-C2 y C8-C9, aumentando las probabilidades de
oxidacion (hidroxilacion) en los carbones alilicas (C3, C6) y la epoxidacion en los dobles
enlaces debido a su estabilidad y reactividad quimica, sin embargo, pueden oxidarse en
otros carbonos menos reactivos, ademas de la posible formacién de malos sabores,
perdiendo el olor caracteristico (Castellanos, 2007; Djordjevic et al. 2007a). Ademas estos
compuestos, no contribuyen mucho al sabor y fragancia del aceite, debido a que son
inestables al calor, luz, ademas de disminuir la solubilidad del aceite; es por esto que deben
ser removidos para estabilizar el producto final. Por otro lado, la fraccién oxigenada,
proporciona gran parte de sabor intenso, caracteristico de los aceites de citricos y se
compone principalmente de alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres (Lopes et al, 2003).
Industrialmente, es conveniente elaborar un producto con mayor estabilidad, obteniendo

asi los aceites concentrados de naranja.

2.2.1.1 Aceites concentrados de naranja

Industrialmente, el aceite esencial de naranja se produce a partir de la cascara del fruto
por el método de prensado en frio, posteriormente se pueden realizar diferentes métodos
para la disminucion de compuestos no deseados como son los hidrocarburos terpénicos
(incluyendo el limoneno) los cuales se pueden eliminar convencionalmente por destilacién
al vacio (O'Bryan et al. 2008), extraccion con disolvente y cromatografia de adsorcion.
Durante la destilacion al vacio, es dificil indicar limites generales para la obtencion de
propiedades fisico-quimicas definidas de las fracciones concentradas, debido a que estas
propiedades dependen del grado de concentracion, condiciones de operacion, tecnologia
aplicada, proporciones relativas de los componentes oxigenados de origen y de factores

economicos (Lopes et al. 2003).

Los aceites concentrados se preparan por lo general por técnicas de extraccion tales como
la destilacion, prensado en frio o por extraccion (Burt, 2004). Por lo general, son mezclas

muy complejas de cientos de compuestos aromaticos individuales. Hierbas y especias



usadas comunmente en los alimentos han proporcionado la mayor parte de los
concentrados que han sido estudiados por su actividad antimicrobiana. Estos posibles
atributos y una creciente demanda de opciones de aditivos alimentarios naturales han dado
lugar a un gran interés en el uso de AE y sus concentrados como posibles agentes

antimicrobianos alternativos (Ruiz y Flotats, 2014).

La reproduccion de la fragancia natural en un extracto concentrado es una tarea compleja;
la presencia de compuestos termoldbiles, la posibilidad de hidrolisis y de
hidrosolubilizacién son serios obstaculos para la reproduccion de las fragancias. Por lo
general, el aceite esencial de naranja se compone de una mezcla compleja de terpenos,
sesquiterpenos y sesquiterpenos oxigenados, ademés de los componentes ya antes
mencionados del aceite de naranja, a diferentes concentraciones (Silvestre et al. 2016).
Los aceites concentrados también pueden contener diterpenos y algunos compuestos
especificos que no pueden ser clasificados como pertenecientes a cualquiera de las
familias de compuestos anteriormente mencionados. Otros compuestos que se pueden
extraer de vegetales son: dcidos grasos y metilicos de 4cidos grasos ésteres, las materias
colorantes, cumarinas, esteroles y flavonas, que en conjunto proporcionan las
caracteristicas de interés de determinado aceite (Beneti et al. 2011). Actualmente, los
aceites concentrados se pueden obtener por proveedores quienes ya cuentan con
fracciones estandarizadas de cada uno de los concentrados como son el 5x, 10x, y 20x del

aceite esencial de naranja.

2.3 Actividad bioldgica

2.3.1 Actividad antimicrobiana

Los AE son reconocidos por ser agentes antimicrobianos naturales, poseen un amplio
espectro de actividad biologica, que puede abarcar diferentes tipos de microorganismos
como bacterias y hongos. Esta caracteristica puede ser de gran importancia en varias areas,
desde la quimica de los alimentos, cosmética, farmacologia y farmacéutica. Una de las
principales ventajas de algunos aceites esenciales es que pueden ser utilizados en cualquier
alimento debido a que se consideran sustancias generalmente reconocidas como seguras

(GRAS) (Kabara, 1991; Kim et al. 1995), sin embargo, se requiere su evaluacion para que



logre un efecto minimo en los cambios de las propiedades organolépticas de los alimentos,
por lo tanto, podrian usarse para prevenir el crecimiento de muchos patogenos y
microorganismos causantes de deterioro en los alimentos (Velazquez et al. 2013). Dicha
actividad se debe a la presencia de sustancias bioactivas tales como los flavonoides,

terpenos, cumarinas y carotenos (Viuda-Martos et al. 2008).

Viuda-Martos et al. (2008), estudiaron el efecto de los aceites de limon, mandarina,
pomelo y naranja sobre el crecimiento de mohos asociados al deterioro de alimentos como
Asperguillius niger, Asperguillius flavus, Penicillium chrysogenum y Penicillium
verrucosum; estos mostraron actividad antifingica, dependiendo del tipo de aceite y el
tipo de moho, considerando esto como alternativa a los aditivos quimicos para la industria
alimentaria. Fisher y Phillips (2006a), investigaron la efectividad de aceites de limon,
naranja dulce y bergamota y sus componentes contra varios patdgenos en alimentos como
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillius cereus, Escherichia coli O157
y Campylobacter jejuni. Los resultados indicaron que la bergamota fue el aceite esencial
mas inhibidor seguido por citral y linalool, y la cepa Staphylococcus aureus fue el menos
susceptible; sugiriendo la posibilidad de utilizar aceites esenciales de citricos y sus
componentes como una forma de combatir el crecimiento de causas de intoxicacién
alimentaria. Estudios en la determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria se
realizé en el aceite esencial obtenido de la cascada de naranja dulce Bingtang (Citrus
sinensis Osbeck) mostraron que el aceite esencial tenia un amplio espectro de actividades
antimicrobianas contra Staphylococcus aureus, Penicillium chrysogenum, Bacillus
subtilis, Escherichia coli'y Saccharomyces cerevisiae, sugiriendo que este aceite seria una

alternativa natural para productos en la conservacion de alimentos (Neng-guo et al. 2009).

Para el estudio de actividad antibacteriana realizada en distintos aceites esenciales de
naranja amarga, naranja dulce, limon y mandarina frente a diez cepas de géneros de
Xanthomonas, Escherichia, Salmonella, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus,
Enterobacter realizada por Frassinetti et al. (2011), reportando que todos los aceites
mostraron una buena actividad antibacteriana, confirmando que adicionar los aceites

puede ser utilizado como potenciales agentes antimicrobianos en la industria de alimentos.

Espina et al. (2011), examinaron la actividad antimicrobiana de tres aceites esenciales de

citricos (naranja, limén y mandarina) contra microorganismos patdgenos y en



descomposicion (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecium,
Salmonella enteritidis, Escherichia coli O157:H7 y Pseudomona aeruginosa), obteniendo
como resultados que el aceite de mandarina fue el mejor inhibidor de crecimiento. Sin
embargo, bajas concentraciones de los aceites en combinacion con un tratamiento térmico
suave mostraron efectos letales sinérgicos, mostrando un potencial disefio en tratamientos

combinados para la conservacion de alimentos.

En la actualidad, existen pocas investigaciones de aceites concentrados, es decir aquellos
a los que disminuyen considerablemente los compuestos volatiles, de tal manera que
compuestos que se encuentran en minima concentracion de forma natural, después de un
proceso aumentan considerablemente convirtiéndose en compuestos mayoritarios. Los
aceites concentrados procedentes de aceite esencial de naranja pueden ser diferentes
dependiendo del tiempo de proceso que conlleve, en esta investigacion fue de 5x, 10x y
20x. Nannapaneni et al. (2009), analizaron 7 fracciones de aceite esencial de naranja para
inhibir el crecimiento de bacterias de los generos Campylobacter y Arcobacter spp;
obteniendo que las bacterias del género Campylobacter fueron més sensibles a las
fracciones probadas principalmente al aceite de naranja sin terpenos, aceite 5x y D-
limoneno, sin embargo Arcobacter no se obtuvieron inhibiciones en el crecimiento por
ninguna fraccidon a excepcion del aceite de naranja sin terpenos, concluyendo que las
fracciones de aceite de naranja puedan servir como antimicrobianos naturales. De igual
manera, O’Bryan et al. (2008), realizaron un estudio utilizando 7 fracciones obtenidas del
aceite esencial de naranja (incluyendo el aceite 5x) en su actividad antibacteriana frente a
11 cepas de Salmonella; reportando que los terpenos, D-limoneno y los terpenos de
esencia de naranja exhibieron actividad inhibitoria contra las cepas mediante el ensayo de
difusion de disco, concluyendo que estos tipos de compuestos ofrecen la posibilidad de

utilizar como antimicrobianos naturales para mejorar la seguridad de los alimentos.

Una de las principales razones de pérdidas econdmicas en la industria alimentaria son los
ocasionados por hongos, con la subsequente la reduccion del valor nutricional del
alimento (Magro et al. 2008). Los quimicos sintéticos como los fungicidas son usualmente
utilizados para la inhibicidn de esporas, las cuales son altamente toxicas y peligrosas para

el medio ambiente y la salud. Diversos problemas surgen, siendo la resistencia que llegan



a desarrollar estos microorganismos a distintos tratamientos, causando problemas en la
salud (Jacometti et al. 2010). Varios estudios han demostrado que los aceites esenciales
de diversas fuentes tienen una actividad potente contra los microorganismos. Debido al
gran contenido de componentes presentes en el aceite esencial de naranja y muchos
citricos, se ha logrado detectar una significante actividad antimicrobiana tanto en bacterias

como en hongos (Chanthaphon et al. 2008).

Los aceites esenciales de naranja, limén, mandarina y pomelo muestran actividad
antifungica contra los hongos A. niger, A. flavus, P. chrysogenum 'y P. verrucosum por el
método de dilucidn en agar; resultando el aceite esencial de naranja como el mas eficaz
contra 4. niger, mientras que la mandarina es el mejor inhibidor de A. flavus. En el caso
de P. chrysogenum y P. verrucosum, el aceite esencial de pomelo fue més efectivo para
reducir el crecimiento. Los aceites esenciales de citricos podrian considerarse alternativas
adecuadas a los aditivos quimicos para su uso en la industria alimentaria, considerando
las necesidades de seguridad y los requerimientos de los componentes naturales por los
consumidores (Viuda-Martos et al. 2008). Singh et al. (2011), estudiaron la actividad
antifungica de aceites esenciales de naranja de Citrus maxima y Citrus sinensis,
reportando que los aceites solos y en combinacion lograron inhibir completamente la
produccion de aflatoxinas B1 (AFB1), mientras que el principal compuesto en ambos
aceites de forma individual mostr6 una mejor eficacia antiaflatoxigénica. Considerando
que estos aceites podrian recomendarse como antimicrobianos naturales para controlar el

crecimiento de hongos y la produccion de aflatoxinas.

Por lo antes mencionado, los AE son por excelencia agentes antimicrobianos (Matiz et al.
2012). Sin embargo, el aceite esencial de naranja y en general, los aceites esenciales son
muy inestables y se degradan muy facilmente por factores medioambientales (luz,
oxigeno, temperatura etc.), una manera de proteger la degradacion es por medio de

microencapsulacion (Velazquez, 2008).

2.3.2 Actividad antioxidante

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacién de otras

moléculas, es una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia a un
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agente oxidante. Las reacciones de oxidacion pueden producir radicales libres que
comienzan reacciones en cadena (Botsoglou et al. 2009). Los antioxidantes terminan estas
reacciones quitando intermedios del radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacion,
oxidandose ellos mismos. Como resultado, los antioxidantes a menudo son agentes
reductores, como los tioles o polifenoles (Alfaro, 2012). Los antioxidantes se usaron por
primera vez para preservar los alimentos antes de la segunda guerra mundial. Los primeros
en ser utilizados fueron sustancias naturales, pero fueron reemplazados rapidamente por
sustancias sintéticas, mas baratas de pureza controlada y poseedoras de una capacidad
antioxidante mds uniforme. Se valor6 su toxicidad por métodos muy variados a
concentraciones 100-200 veces mayores que su nivel real de consumo. Pero el aumento
del uso de aditivos sintéticos puso en tela de juicio su utilizacién por parte de los
consumidores creandose la necesidad de reemplazar estas sustancias por otras de origen

natural (Pokorny et al. 2005).

A menudo son clasificados en dos amplias divisiones, dependiendo de su solubilidad en
agua (hidrofilicos) o en lipidos (hidrofobicos), la capacidad de accion antioxidante, por
otro lado, dependera de la funcion de otros miembros del sistema antioxidante, la
proteccion que aporta dependerd de su concentracion, y de su reactividad en particular a
especies oxigeno reactivas (Alfaro, 2012). Una alternativa como fuente de antioxidantes
naturales pueden ser el uso de aceites esenciales con actividad antioxidante (Madsen y

Bertelsen, 1995).

La actividad antioxidante se puede evaluar mediante numerosos métodos (Prior et al.
2005). Los métodos de determinacion antioxidante se basan en comprobar coémo un agente
oxidante induce dafo oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido
por la presencia de un antioxidante. Estas técnicas son muy variadas y proporcionan una
gran variedad de parametros (Fernandez-Pachon et al. 2006). E1 DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), es una de estas técnicas, en la cual el reactivo que se utiliza es de bajo
costo, se utiliza en pequefia cantidad, y solo se requiere un espectrofotdmetro para realizar
las lecturas (Garcia-Becerra et al. 2010), asi mismo existen otras como el ABTS (2,2-
azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid). Un estudio de la actividad antioxidante

del residuo no volatil del aceite esencial de naranja contra la oxidacion del aceite de oliva
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de recién extraccion, mediante la medicion del valor de peroxidos producidos a 70 °C
durante 48 h, reportando actividad antioxidante e identificaron mediante HPLC
compuestos como o-tocoferol y tres flavonas metoxiladas, confirmando que la fraccién

no volatil contiene antioxidantes naturales (Vargas-Arispuro et al. 1998).

Guddadarangavvanahally et al. (2008), evaluaron la actividad antioxidante de naranjas de
pomelo y ombligo mediante la extraccion de diferentes solventes, utilizando métodos
como ABTS, DPPH y ORAC, reportando que si obtuvieron actividad antioxidante de los
extractos con diferentes solventes pero que la actividad dependia del tipo de solvente
utilizado, tipo de naranja y la técnica de estudio utilizada, incluso encontraron diferencia
significativa entre los valores obtenidos por el mismo método en diferentes solventes.
Atribuyendo que la actividad antioxidante de cada extracto pudo deberse a la cantidad de

carotenoides, compuestos fenolicos y vitamina C presentes en los extractos.

Zia-ur-Rehman (2006), valord el extracto de cascara de citricos como fuente natural
antioxidante durante 6 meses de almacenamiento en aceite de maiz a 25 y 45 °C. Los
extractos se obtuvieron con diferentes solventes, obteniendo como resultados que el
extracto metanolico exhibi6 una actividad antioxidante muy fuerte, casi comparable con
antioxidantes sintéticos como BHA y BHT, recomendando el uso de extracto como un

antioxidante natural para suprimir el desarrollo de la rancidez en aceites y grasas.

Di Vaio et al. (2010), realizaron un estudio sobre la actividad antioxidante de extractos
etanolicos de cascara de 18 cultivares de limon en regiones de Italia, obteniendo resultados
con alto poder captador de radicales sugiriendo que el aceite esencial de limén y sus
componentes pueden contribuir a la prevencion de la oxidacion en alimentos e inhibir la
oxidacion de lipidos, sin embargo mencionan el interés de determinar las concentraciones

de los metabolitos bioactivos y su posible correlacion con la actividad antioxidante.

Hyang-Sook et al. (2000), estudiaron la actividad antioxidante de 34 tipos de aceites
esenciales de citricos y sus componentes mediante el radical DPPH, obteniendo que la
actividad de 31 tipos de aceites fue comparables o mas fuertes que las de Trolox
(antioxidante de referencia), concluyendo que estos son altamente biodisponibles y
pueden ser activos en el cuerpo como antioxidantes y eliminadores de radicales libres.

Mahmud et al. (2009), evaluaron la actividad antioxidante del aceite esencial de Citrus
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acida, obteniendo como resultados que el aceite era capaz de reducir el DPPH hasta un
91.7 % en comparacion con la referencia del acido ascorbico, como potencial antioxidante

e ingrediente en la industria de alimentos.
2.4 Microencapsulacion

La encapsulacién y/o microencapsulacion es una tecnologia que permite envolver
fisicamente en una matriz protectora o material denominado “tipo pared”, a aquellos
ingredientes considerados sensibles, como una manera de protegerlos o cubrirlos, de
diversas reacciones adversas, pérdidas volatiles, deterioro nutricional (Hogan et al. 2001),
de la humedad, calor o condiciones extremas y asi desarrollar o mejorar su estabilidad y
mantener la viabilidad del producto, la técnica posee un alto potencial para generar nuevos
productos y procesos. En las aplicaciones para alimentos, son tipicamente empleados para
resolver problemas de formulacién que puedan surgir de la estabilidad quimica o fisica
limitada del ingrediente activo, una incompatibilidad entre el ingrediente activo y la
matriz, control de liberacion del compuesto o biodisponibilidad de un nutriente (Alfaro,
2012). Actualmente, la microencapsulacion se utiliza para mejorar la estabilidad y
controlar la liberacion de ingredientes alimenticios secos activos tales como aromas,
enzimas, probidticos y aceites sensibles a la oxidacion; también provee un medio de
envasar, separar y almacenar materiales en escalas microscopicas para su liberacion

posterior bajo condiciones controladas (Chavez-Péez et al. 2012; Jyothi et al. 2010).

Los procesos de encapsulacion fueron desarrollados entre los afios 1930 y 1940 por la
National Cash Register para la aplicacion comercial de un tinte a partir de gelatina como
agente encapsulante mediante un proceso de coacervacion (Lopretti et al. 2007; Filardo y
Sanchez, 2010). Después de la primera utilizacion comercial de microencapsulacién en
1954 para crear un papel de copia sin carbon; diferentes técnicas de encapsulacion fueron
desarrolladas y aceptadas dentro de la industria farmacéutica, quimica, cosmética y
alimentaria (Seid et al. 2008). La microencapsulacion de compuestos de actividad
bioldgica (ADN, farmacos, proteinas, probidticos, enzimas, etc.), desde el punto de vista
tecnoldgico, podria definirse como el proceso de recubrimiento de dichos compuestos,
bajo la forma de moléculas, particulas sélidas o globulos liquidos, como materiales de

distinta naturaleza, para dar lugar a particulas de tamafio micrométricos. El producto
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resultante de este proceso tecnoldgico recibe la denominaciéon de “microesfera” 6

“microcapsula”, dependiendo de cudl sea su morfologia y estructura interna.

La microcépsula se diferencia de las microesferas principalmente por el tipo de estructura
interna. En el primer caso, el principio activo, que puede ser de naturaleza liquida o solida,
se encuentra incluido en una especie de reservorio recubierto por una fina pelicula de
material. En el caso de las microesferas, el principio activo se encuentra altamente
disperso bajo la forma de diminutas particulas o de moléculas en una matriz de material
que puede ser lo mismo del recubrimiento. La obtencion de un tipo de estructura u otro,
depende de las propiedades fisicoquimicas del principio activo y del material de

recubrimiento, asi como del proceso tecnologico elegido (Lopretti et al. 2007).

El tamafio de las particulas formadas a través de encapsulacion puede ser clasificado en:
macro (> 5000 pm): micro (1,0 a 5,000 um); y nano (<1,0 um). Capsulas debajo de 1,0
pm de tamafio son frecuentemente referidas como nanocapsulas, que a menudo se hacen
por métodos de nanoencapsulacion muy especializados (Seid et al. 2008). La produccion
de microcéapsulas, involucra procesos de distinta naturaleza segin sea el objetivo.
Diversos métodos han sido propuestos para la produccién de microcapsulas; en general,
estos métodos pueden ser divididos en tres grupos: fisicos, quimicos o fisicoquimicos,
presentado en la Figura 1, donde se mencionan algunos ejemplos, siendo uno de los mas
importante el secado por aspersion, ya que es un método efectivo y econdmico para la
proteccion de materiales y que esta siendo ampliamente utilizado en la industria de
alimentos (Lopretti et al. 2007). La seleccion del proceso de encapsulacion para una
aplicacion se considera el tamafio medio de la particula requerida y las propiedades
fisicoquimicas del agente encapsulante y la sustancia a encapsular, las aplicaciones para
el material microencapsulado, el mecanismo de liberacion deseado y el costo (Yanez et

al, 2005).

14



‘ Proceso ’

Fisico ’ ‘ Quimico ’ ‘ Fisicoquimico

* Secado por . .,
adoj * Polimerizacion

atomizacion . . % Concervacion i ,
. . interfacial Coaccrl\ acion simple y
* Liofilizacion . compicja
- * Inclusion . :
* Extrusion molecular * Atrapamiento en

liposomas

Figura 1. Procesos para la obtencién de microcapsulas.

2.4.1 Proceso para la obtencion de microcapsulas
2.4.1.1 Secado por atomizacion

Recientemente, se ha extendido un gran interés hacia el desarrollo de productos
preformulados utilizando el secado por aspersion, conocido también como secado por
atomizacion, pulverizacion, spray, rocio o "spray drying". Este método se ha utilizado
desde principios del siglo XX, aunque existen patentes sobre equipos para el secado por
aspersion de huevos y leche desde 1850, su aplicacion en la industria de alimentos surgio
en 1913 en un proceso desarrollado para la leche (Lopez, 2010). El proceso de secado por
atomizacion es una operacion basica que consiste en la transformacion de una suspension
o disolucién en un material seco particulado, mediante la atomizacién del primero en un
medio caliente y seco. El secado por atomizacion de gotas es utilizado en muchas
aplicaciones industriales de los sectores ceramico, quimico, alimentario, farmacéutico

(Mondragon et al. 2013).
2.4.1.2 Liofilizacion

Una de las técnicas de secado utilizada para retardar en altas proporciones la calidad
nutricional, el sabor y las propiedades fisicas de los productos es la liofilizacion. Este
proceso de secado se basa fundamentalmente en la sublimacion del agua, abarca tres

etapas: el congelamiento del producto, el secado primario y el secado secundario (Salazar
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et al. 2016). Permite reducir las pérdidas de los compuestos volatiles o termosensibles,
considerado como uno de los mds nobles procesos de conservacion de productos
bioldgicos, sin el uso de conservantes y productos quimicos, siendo adecuado para
preservar células, enzimas, vacunas, virus, levaduras, sueros, derivados sanguineos, algas,

asi como frutas, vegetales, carnes, pescado y alimentos en general (Ramirez, 2006).

2.4.1.3 Extrusion

En esta técnica, la emulsion del material activo y del recubrimiento generan gotas al pasar
por un dispositivo extrusor a alta presion. Comunmente, un material utilizado como
recubrimiento es el alginato de calcio. Esta técnica ha sido aplicada para encapsular
microorganismos, enzimas, acidos grasos y prebioticos, generando microcapsulas menos
porosas que otras técnicas como secado por aspersion. Consideraciones del proceso es que
se duplica el costo y el empleo de extrusores de tornillos a alta presion, que ocasionan
grandes fuerzas de cizallamiento, que no son benéficos a la estabilidad de materiales

sensibles como el aceite omega-3 (Nava et al. 2015).

2.4.1.4 Polimerizacion interfacial

Esta técnica consiste en disolver un mondémero hidrofébico polimerizable en un material
activo hidrofébico, que ocasiona que la mezcla sea dispersa en una fase polar mientras un
catalizador genera la polimerizacion del monémero, haciendo insoluble el polimero en la
sustancia activa hidrofobica y se sitia como cubierta de la sustancia activa. Los materiales
de recubrimiento son principalmente polimeros como poliamidas, poliuretanos y nylon;
siendo utilizados ampliamente para realizar microcapsulas de proteinas, farmacéuticos,
entre otros (Yanez et al. 2005). Jiang et al. (2012), obtuvieron microesferas de acidos
carboxilicos por polimerizacion interfacial, exhibiendo superparamagnetismo y
magnetizacion de alta saturacion, generando interés por su aplicacion para bioseparacion,

liberacion de fArmacos y biocatélisis.

2.4.1.5 Coacervacion simple y compleja

Es un método que consiste en la separacion de fases, en el cual el soluto polimérico es

separado en gotas pequefias que constituye el coacervado y la otra fase sin polimero es
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llamada solucion de equilibrio. En la coacervacion simple esta presente solo un polimero,
mientras que en la compleja interactian dos coloides opuestamente cargados. Las
microcéapsulas finales son formadas por la gelificacion de las capsulas que previamente se
generaron cuando el coacervado se deposita alrededor de particulas insolubles dispersas
en un liquido. La coacervacion fue introducida en 1929 para detallar el fendmeno de
separacion de fases liquidas (dos fases liquidas, un coacervado y un sobrenadante), que
tenia lugar en un sistema coloidal (Maji et al. 2007). El uso de este método se ha usado
para realizar microcapsulas de enzimas, dcidos grasos, aminoacidos, entre otros utilizando

diversos polimeros como polivinilico (Yafiez et al. 2005).

2.4.1.6 Atrapamiento en liposomas

Para la proteccion de ingredientes se utilizan liposomas como material recubriente, el cual
es utilizado comunmente para aplicaciones farmacéuticas, con la finalidad de controlar la
liberacion de ingredientes encapsulados, pero ha generado tal interés que en afios recientes
ha iniciado su uso en alimentos. Los fosfolipidos son los agentes encapsulantes mas
utilizados debido a que una vez mezclados con el agua sufren un rearreglo (Yanez et al.
2005). Compuestos solubles en agua y solubles en lipidos pueden ser encapsulados por
esta técnica al mismo tiempo, debido a que los solubles en agua pueden ser envueltos
dentro de las gotas y los solubles en lipidos en el material de recubrimiento. Los
ingredientes encapsulados exhiben una alta actividad acuosa comparada con otras técnicas
como secado por atomizacion, extrusion, siendo una de las ventajas que presenta esta
técnica, sin embargo, los altos costos y la baja estabilidad fisicoquimica durante el proceso
limitan su uso en la encapsulacion principalmente de compuestos como aceites ricos en

omega-3 (Barrow et al. 2013).

Para generar algunas microcapsulas se requiere desarrollar la encapsulacion en emulsiones
y posteriormente realizar el secado para el cambio de estado liquido a s6lido y prolongar

la vida de anaquel.
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2.4.1.7 Emulsiones

Existen dos principales técnicas de emulsion que permiten llevar a cabo los diferentes
procesos de microencapsulacion siendo la emulsion aceite en agua (Oil/Water: O/W) y

agua en aceite (Water/Oil: W/O) (Lopretti et al. 2007).

Una emulsion simple se obtiene cuando dos liquidos inmiscibles, como aceite y agua, se
agitan y forman gotas de un liquido en otro. Estas gotas de un liquido en otro eslo que
se conoce como una emulsion. Las emulsiones pueden ser entonces de dos tipos: una en
la cual las gotas (fase dispersa) son de agua o solucion acuosa y la fase en donde estan
inmersas las gotas (fase continua) es aceite, el otro tipo de emulsion es la inversa; gotas
de aceite en una fase continua acuosa. Las primeras se denotan como emulsiones agua en
aceite (W/O), ejemplos de estas son mantequilla, margarina y algunos spreads y las aceite
en agua (O/W), siendo ejemplos la leche, cremas, helado, dressings, mayonesas, bebidas,
sopas, dips y salsas (Alfaro, 2012). En la Figura 2, se muestran los dos tipos de emulsiones

mencionadas (Cardenas, 2003).
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Figura 2. Tipos de emulsiones (W/O; O/W)

En la industria de los alimentos, usualmente estos liquidos son aceite y agua, sin embargo
no siempre es asi. El tamafno del diametro de las gotas esféricas en el producto
emulsificado alimenticio puede variar entre el rango de 0.1 a 100 um (Alfaro, 2012). Es
necesario evitar que al cesar la agitacion las gotas se unan de una vez. Para lograr la
estabilidad de las emulsiones se necesita entonces un tercer componente conocido como
“surfactante”. Este componente se ubica en la superficie de las gotas de la emulsion y
evita o retarda la coalescencia de las gotas, haciendo de esta forma la emulsion “estable”

(Cardenas, 2003). El término “surfactante” se utiliza para referirse relativamente a
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aquellas pequefias moléculas tensoactivas que constan de una “cabeza” grupo hidrofilo,
que tiene una alta afinidad por el agua que se adjunta a una “cola” grupo lip6filo, que tiene
una alta afinidad por el aceite. El principal papel de los surfactantes en una emulsion es
mejorar la formacion de la emulsion y su estabilidad. Una amplia variedad de tensoactivos
estan disponibles para uso en productos alimenticios. Por otro lado, un agente estabilizante
es un compuesto quimico (o mezcla) que confiere estabilidad a la emulsion a largo plazo,
posiblemente por un mecanismo de adsorcion, pero no necesariamente. Los estabilizantes
son generalmente biopolimeros como proteinas y polisacaridos (McClements, 2005;
Ruiz, 2004). El mecanismo por el que estabilizan los polisacaridos es via modificacion de
las propiedades reoldgicas del medio de dispersion (viscosidad o gelacion de la fase
acuosa continua) (Dickinson, 2003), es decir tiene la capacidad de aumentar la viscosidad
o la formacién de una red de gel en fase continua (Mey-Chuah et al. 2008); mientras que
en el caso de las proteinas, la estabilizacion se debe a que tienen una fuerte tendencia a
adsorberse en las interfases aceite-agua y formando capas estabilizadoras alrededor de las

gotas de aceite.
2.4.1.7.1 Material de pared

Los principales materiales encapsulantes utilizados son carbohidratos (almidon y
derivados, maltodextrinas, jarabes de maiz, sacarosa, dextrana, ciclodextrinas,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, nitrocelulosa, acetilcelulosa); gomas
(arabiga, mezquite, guar, xantana, carragenina); lipidos (ceras, parafinas, grasas, acido
estearico, tristearina, mono y diglicéridos) y proteinas (gelatina, proteina de soya,
caseinatos, suero de leche, zeina, gluten, caseina). Estos encapsulantes deben de tener la
capacidad de proporcionar una emulsion estable durante el proceso de secado por
aspersion y tener muy buenas propiedades de formacion de pelicula para proveer una capa

que proteja al ingrediente activo de la oxidacion (Desai y Park 2005).

Hay un niimero de recubrimientos disponibles y aprobados comercialmente para producir
diversos alimentos microencapsulados. No todos los materiales de proteccion satisfacen
todas las propiedades, es necesario utilizar a menudo en combinacion con otros materiales
de revestimiento con otras propiedades modificadoras tales como eliminadores de

oxigeno, antioxidantes, agentes quelantes y tensioactivos (R¢, 1998). Las proteinas y los
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polisacaridos son dos de los biopolimeros funcionales mas importantes anadidos en los
productos alimenticios basados en la emulsion para controlar la estabilidad, la textura,
tiempo de conservacion, y la apariencia general de emulsiones de alimentos. La proteina
de suero (WPI por sus siglas en inglés) es un excelente emulsionante y ampliamente
utilizado en las emulsiones de alimentos debido a sus propiedades de superficie activa.
WPI es adsorbida en la interface aceite-agua para formar una pelicula protectora y
proporcionar soporte estructural para las gotitas de aceite a través de una combinacion de
interacciones electrostaticas y estéricas (Changhui y Gunasekaran, 2010). La seleccion de
las combinaciones de materiales de pared puede afectar las propiedades de la emulsion,
tales como estabilidad, viscosidad, tamafio de las gotas, por consecuencia las
caracteristicas de las particulas después del secado y durante el almacenamiento como las
propiedades del polvo tales como aceite superficial, tamafio de particula, densidad,
morfologia y estabilidad oxidativa, siendo influenciadas por el tipo de agente de
encapsulacion utilizado (Carneiro et al. 2013). Existen diversos autores que han realizado
estudios sobre la estabilidad de aceites, particularmente de aceite esencial de naranja e
incluso de sus componentes de forma individual. Sin embargo, existen muy pocos estudios

en relacion a aceites concentrados encapsulados.

Tsung-Shi et al. (2011), evaluaron el efecto de la lecitina y pectina sobre la oxidacion
fotosensibilizada de riboflavina con aceite de naranja en la estabilidad de la emulsion
mediante tamafio de particula, viscosidad y potencial Z. Los resultados obtenidos
mostraron que el contenido de lecitina y pectina tiene efectos significativos sobre la
estabilidad oxidativa del aceite de naranja durante la oxidacion fotosensibilizada, y no se
encontrd efecto interactivo entre los contenidos de los compuestos, sugiriendo una

proporcion para el contenido de lecitina y pectina de 14.1 y 19 respectivamente.

Li et al. (2011), investigaron los efectos de la maltosa sobre la estabilidad y las
propiedades reologicas de la emulsion de naranja (aceite en agua: O/W) desarrollada con
almidoén de maiz modificado con anhidrido octenil succinico, evaluando el indice de
cremado, tamafio de particula y propiedades reologicas durante el almacenamiento. La
emulsion sin maltosa durante un almacenamiento de un mes mostré inestabilidad,

contrario a la que contenia maltosa que es mas estables, siendo el almidéon modificado
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importante en la estabilizacién adsorbiendo en la interfaz de la emulsion, sin embargo, al
aumentar el contenido de maltosa, los resultados de las caracteristicas reoldgicas
aumentaban sus propiedades viscoelasticas, mejorando la estructura elastica de la

emulsion.

Djordjevic et al. (2007a), realizaron estudios sobre la encapsulacion de componentes de
sabor de los aceites citricos como citral y limoneno, ambos pueden generar degradacion
quimica que produce una pérdida de sabor y la posible formacion de sabores
desagradables, considerando que en emulsién pueda inhibir las reacciones quimicas y
estabilidad de los compuestos, utilizando como materiales de pared dos opciones
dodecilsulfato de sodio (SDS) con quitosano y solo goma arabiga. Reportando que el citral
se degrado menos utilizando goma arabiga, sin embargo, las emulsiones utilizando SDS-
quitosano fueron mas efectivas para retardar la formacion de compuestos de oxidacion,
para el limoneno estabilizado con SDS-quitosano fue menor la formacion de productos de
oxidacidn que la goma arabiga, considerando que la capacidad de un sistema emulsionante
de SDS-quitosano puede disminuir las interacciones prooxidantes de los compuestos. Otra
investigacion utilizando aislado de proteina de suero de leche (WPI, por sus siglas en
ingles), menciona que es mas efectiva que la goma arabiga, reportando que la WPI generd
menor degradacion del limoneno que utilizando goma arabiga, en dos pH (3 y 7)
sugiriendo que la WPI podria ser capaz de inhibir el deterioro oxidativo del limoneno en

emulsiones de aceite en agua (Djordjevic et al. 2008b).

Hye-Sook et al. (2011), realizaron la preparacion de emulsiones con aceite de pescado
utilizando B y y-ciclodextrinas y concentrado de proteina de suero de leche en varias
proporciones; siendo la g-ciclodextrina mas eficiente que la B-ciclodextrina para este
aceite, mejorando la estabilidad de la emulsion y la eficacia de la encapsulacién con un
80%; reportando que con una cantidad mayor de ciclodextrina y menor cantidad de
concentrado de proteina de suero de leche se generaron particulas mas pequefias, ademas

de reducir un 30% del olor del aceite de pescado encapsulado.

Mirhosseini et al. (2008), realizaron una emulsion para una bebida de naranja diluida,

utilizando aceite de naranja y como materiales de pared goma xantana y goma arabiga,
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evaluando la liberacion del sabor en la bebida, con 13 compuesto de sabor volatiles
incluidos el mirceno, limoneno, octanal linalool entre otros. Concluyendo que la emulsién
de bebida de naranja que contenia 15.87 % de goma arabiga, 0.5% de goma xantana y

10% de aceite de naranja proporciona la liberacion de aroma.

Rao y McClements (2012), estudiaron la influencia de formacion y propiedades de
emulsiones (aceite en agua) utilizando aceite concentrado de limon (1x, 3x, 5x y 10x). Los
resultados de la densidad, tension interfacial, viscosidad e indice de refraccidén de los
aceites aumentaba a medida que era mas concentrada (es decir, 1 <3 <5 <10), de igual
manera, la estabilidad estuvo influenciada segun el aceite concentrado, siendo los aceites
mas inestables el 1x, 3x y 5x, atribuyendo a la maduracioén de Ostwald, difusion del aceite
de limén de pequenas gotas a grandes, el aceite concentrado 10x fue estable al crecimiento

de gotas.

2.4.1.7.2 Estabilidad de emulsiones

El proceso de ruptura de las emulsiones puede ocurrir mediante cuatro mecanismos de
inestabilidad diferentes. La Figura 3, muestra una representacion grafica de cada uno de

los procesos (Aranberri et al. 2006).

Emulsion inicial

Creaming

Ostwald npening Coalescencia

Figura 3. Mecanismos que contribuyen a la inestabilidad de las emulsiones.
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o “Creaming” o sedimentacion. Se trata de un proceso causado por la accion de la
gravedad y produce un gradiente vertical de concentracion de las gotas sin variar
la distribucion del tamafio de las mismas (Aranberri et al. 2006).

o Floculacion. Es la adhesion de las gotas sin fusionarse y una vez mas no existe una
variacion en la distribucion de tamafio de gotas. El proceso de la floculacion esta
controlado por un equilibrio global entre las fuerzas de atraccion electrostaticas de
van der Waals, y repulsivas de tipo estéricas y de hidratacién (Aranberri et al.
2006).

o Coalescencia. Es la fusion de gotas para crear unas gotas mas grandes con la
eliminacion de parte de la interfase liquido/liquido. Este cambio irreversible
requeriria un aporte extra de energia para restablecer la distribucion de tamaio de
particula original. El proceso de inestabilidad debido a la coalescencia esta
relacionado con la curvatura preferida y con la rigidez de la capa del tensoactivo
que estabiliza la emulsion (Aranberri et al. 2006).

o Engrosamiento de gotas (Ostwald ripening). Se debe al crecimiento de las gotas
mas grandes a costa de las mas pequeias hasta que éstas ultimas practicamente
desaparecen. Este proceso ocurre a una velocidad que es funcion de la solubilidad
de la fase dispersa en la fase continua y se debe a que la presion interna de las
gotas (presion de Laplace) es mayor en las gotas mas pequefias (Aranberri et al.

20006).

El complejo proceso de la inestabilidad de las emulsiones suele ocurrir mediante la
combinacion de los cuatro posibles procesos de inestabilidad que pueden suceder
simultaneamente a diferentes velocidades. Dos de los procesos anteriormente citados se
suelen acoplar. Por ejemplo, las velocidades de flotacion en las emulsiones diluidas son
mas rapidas en sistemas floculados que en los no-floculados debido al aumento del tamafio

de particula flotante en el primer caso (Aranberri et al. 2006).

Para ello se utilizan los emulsificantes, que son moléculas superficialmente activas que se
absorben en la superficie de las gotas, formando una membrana protectora que retarda la
aproximacion de las gotas y su agregacion, fomenta la formacion de la emulsion y

estabilizacion a corto plazo por accidn interfacial. Los emulsionantes mas utilizados en la
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industria alimentaria son pequefias moléculas surfactantes, biopolimeros anfifilicos y la

materia particulada de superficie activa.

2.4.1.8 Inclusion molecular

Las ciclodextrinas (CDs) se obtienen durante la degradacion del almidon ocasionada por
la enzima ciclodextrina glucotransferasa (CGTasa) de Bacillius macerans. Consisten en
una serie de oligosacaridos ciclicos formados por seis (a-CD), siete (B-CD) u ocho (y-CD)
unidades de glucosa, unidas entre si por enlaces a-D (1-4), dando lugar a una estructura
molecular toroidal, rigida y con una cavidad interior de volumen especifico, se describe
como una forma de cono truncado, mostrada en la Figura 4 (De Garcia et al. 2008). Los
grupos hidroxilo primarios en posicion 6 estan localizados en el lado mas estrecho del
toroide, mientras que los grupos hidroxilo secundarios se ubican en el lado méas ancho del

mismo (Martinez y Gomez 2007).
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Figura 4. Estructura de la o, B y y-CD

Independientemente de los detalles de la estructura, la caracteristica mas importante de
CDs es su cavidad, porque esto permite formar complejos de inclusion con pequefios
invitados moleculares de un tamafio adecuado, forma y polaridad (de naturaleza orgéanica
o inorgéanica) (Astray et al. 2010). En los ultimos afios, varias revisiones han sido
publicadas describiendo el uso de CDs en aplicaciones de alimentos. Las CDs han sido

recomendadas para aplicaciones en el procesamiento de alimentos como aditivos
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alimentarios con una variedad de objetivos: (I) para proteger los componentes lipofilicos
de alimentos que son sensibles al oxigeno y a la degradacion inducida por la luz o el calor;
(IT) para disolver colorantes y vitaminas; (III) para estabilizar fragancias, sabores,
vitaminas y aceites esenciales contra cambios no deseados; (IV) para suprimir olores o
sabores desagradable; y (V) para lograr una liberacion controlada de ciertos constituyentes
de los alimentos. Dentro de la produccion de alimentos, el sabor juega un importante papel
en la satisfaccion de los consumidores e influye en el consumo adicional, debido a que
durante el proceso de elaboracion, de almacenamiento, uso de ingredientes y material de
empaque pueden causar modificaciones en el sabor (reducir la intensidad de aroma o
producir un mal sabor); la encapsulacion de ingredientes voldatiles, permite limitar la
degradacion de aroma o pérdida durante el procesamiento o almacenamiento de alimentos
y/o bebidas (Astray et al. 2010). B-ciclodextrina (B-CD) es el tipo mds comun de
ciclodextrina, aunque la cavidad es basicamente lipofila y su superficie exterior hidrofila,
las moléculas de agua son huéspedes que llenan el espacio de la cavidad de la
ciclodextrina. Sin embargo, la cavidad lipéfila de B -CD proporciona un microambiente
en el que el tamafio apropiado de las fracciones apolares puede entrar a formar complejos

de inclusién (Madene et al. 2005).

Para lograr un complejo de inclusion exitoso, se deben producir interacciones entre la
molécula huésped y la CD, es decir, que exista una interaccion hidrofobica, acompanada
de varios factores entre ambas como lo es la entalpia y entropia, ademas se pueden generar
diferentes interacciones entre ellas como lo son la formacién de puentes de hidrogeno
entre ambas moléculas (huésped y grupos hidroxilo de la CD); puede haber pérdida de
energia ocasionada por las moléculas de agua que hay en el interior de la cavidad de la
CD. La union entre la CD y la molécula huésped no es fija o permanente, sino que es un
equilibrio dindmico gobernado por una constante, cuya fuerza depende del tamafio relativo
de la molécula complejada y de las interacciones establecidas entre la CDs y la molécula
complejada (Schneiderman y Stalcup, 2000). Esta propiedad ha sido ampliamente
utilizada en las industrias de alimentos, farmacéutica y cosmética encapsulando
componentes activos (antioxidantes, vitaminas, aceites esenciales, colorantes) para

mejorar su estabilidad, solubilidad y eficacia (Fang et al. 2013).
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Recientemente, se ha incrementado el interés por la microencapsulacion de aceites
esenciales (Dos Passos et al. 2016; Haloci et al. 2014; Kfoury et al. 2015; Petrovic et al.
2010) e incluso de compuesto de forma individual (Duarte et al. 2015; Ferreira et al. 2013)
utilizando ciclodextrinas naturales o modificadas, por diferentes métodos de obtencion,
evaluando las propiedades fisicoquimicas de los complejos de inclusion mediante diversas
técnicas como espectrometria infrarroja con transformada de Fourier, permitiendo el
estudio de los cambios en las caracteristicas espectrales de las moléculas huésped (Calabro

et al. 2004; Manthey 2006).

Galvao et al. (2015), desarrollaron complejos de inclusion con B—CD con aceite esencial
de Citrus sinensis por el método de pasta y co-precipitacion con la finalidad de aumentar
la solubilidad acuosa del aceite y estudiaron la actividad bioldgica contra larvas de Aedes
aegypti Linn. Evaluaron las propiedades fisicoquimicas de los complejos mediante
andlisis térmico, difraccion de rayos X, espectrometria infrarroja con transformada de
Fourier y microscopia electronica de barrido, ademds el contenido de aceite y la
solubilidad de los complejos. El estudio demostrd que el aceite esencial de naranja formo
efectiva en inclusion molecular con B-CD, siendo eficaz contra las larvas, la evaluacién
de las propiedades fisicoquimicas sugiri6 la formacion de los complejos, obteniendo que
el mejor método era el de pasta, con el mayor contenido de inclusion (78.5%).
Concluyendo que el producto se convierte en una alternativa ambientalmente segura

(biodegradable, no toxica y econdmicamente viable) para controlar las larvas de A.

aegypti.

Kringel et al. (2016), realizaron estudios en complejos de inclusion con aceite esencial de
naranja Valencia utilizando el método de precipitacion; realizaron la caracterizacion a
través del andlisis por microscopia electronica de barrido y calometria diferencial de
barrido. Mostrando resultados que fue posible producir un complejo de inclusion entre el

aceite esencial de naranja.

Zhu et al. (2014), consideraron que el sabor juega un importante papel en los alimentos
siendo la encapsulacion un método para evitar la pérdida de ingredientes aromaticos
volatiles proporcionando proteccion y mejorar la estabilidad. Por lo cual, desarrollaron

complejos de inclusion por método de precipitacion con B-CD y sabor de naranja dulce;
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logrando la formacion de los complejos dando conocimiento en la interaccion de la -CD
con las moléculas huésped, considerando que las ciclodextrinas son un buen material de

pared para la generacion de microcéapsulas.

Fang et al. 2013, estudiaron el efecto de la encapsulacion de D-limoneno en diferentes
concentraciones (0, 3, 7.5, 9.68 g/ 100g) sobre la propiedad de adsorcion de humedad de
la B-CD; obteniendo que al incrementar el contenido de limoneno reducia
significativamente la capacidad de adsorcion de humedad de B-CD, causada por la
disminucién de los sitios de adsorcion, siendo importante debido a que la -CD es un
material de pared cominmente utilizado para la encapsulacion de bioactivas, su propiedad
de adsorcion de humedad es importante para la estabilidad de los componentes
encapsulados, considerando relevante para la prediccion de la estabilidad de

almacenamiento del limoneno encapsulado en B-CD.

Menezes et al. (2014), investigaron el desarrollo y caracterizacion de complejos de
inclusion del B-CD con linalool, que es un compuesto presente en los aceites esenciales
de varias plantas aromaticas incluyendo las citricas, que han hecho referencia que tiene
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes, en
modelos de animales. Para la obtencion utilizaron tres métodos, mezcla fisica, pasta 'y de
suspension, caracterizandolos por colorimetria de barrido diferencial, andlisis
termogravimétrico, espectroscopia FTIR entre otros. Los resultados mostrados indican
que hubo una complejacion principalmente en el método de pasta, siendo de gran
importancia para la preservacion y uso de este compuesto para la incorporacion en la

industria.

Abarca et al. (2016), consideraron importante utilizar diversas aplicaciones para el
desarrollo de materiales de envasado con activos antimicrobianos, considerando que la
mayoria de los compuestos antimicrobianos son volatiles y requieren proteccion.
Estudiaron los complejos de inclusion con 2-nonanona con 3-CD en relaciones 1:0.5, 1:1
y 1:2 mediante el método de co-precipitado, evaluaron la eficiencia de atrapamiento,
andlisis térmico, difractometria de rayos X, espectroscopia infrarroja transformada de

Fourier y la actividad antifingica. Obteniendo que la mayor eficiencia de atrapamiento
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fue de 34.8%, para la relacion 1:0.5, los analisis realizados a los complejos sugerian una
complejacidn entre los compuestos; en las pruebas antimicrobianas para la reduccion del

crecimiento micelial mostraron comportamiento fungistatico contra Botrytis cinerea.

Por su estructura, las ciclodextrinas (CD) pueden formar complejos de inclusion sobre una
base molecular con compuestos lipdfilos (por su cavidad), mejorando la solubilidad,
dispersabilidad y absorcion acuosa. Estudios realizados en compuestos como la curcumina
(compuesto lipofilico) con beneficios para la salud 6ptimos, sin embargo, con baja
solubilidad en agua y una absorcion intestinal deficiente. Purpura et al. (2016),
investigaron la biodisponibilidad de una formula de curcumina con y-ciclodextrina, siendo
comparada con un extracto sin encapsular y 2 formulaciones comerciales disponibles con
un supuesto incremento en la disponibilidad. Utilizaron doce voluntarios humanos sanos,
determinando al inicio y diversos intervalos en las concentraciones de plasma de los
curcuminoides que estan presentes en la curcuma, administradas oralmente durante un
periodo de 12 h. Los resultados mostraron que la formulacion utilizando y-CD, mostraba
mayores concentraciones plasmaticas de curcumina, demetoxicurcumina y curcuminoides
totales, generando un incremento (39 veces) biodisponibilidad relativa en comparacion de
formulaciones sin encapsular; sugiriendo que las formulaciones de curcumina con y-CD

mejora significativamente la adsorcion de curcuminoides en humanos sanos.
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3. JUSTIFICACION

Actualmente, se busca cada dia més en la industria de alimentos el uso de mas ingredientes
naturales que puedan proveer de beneficios a la salud, sin que estos puedan ser
perjudiciales. El aceite esencial de naranja es extraido de su cascara brindando beneficios
en la medicina preventiva e industria de alimentos como ingrediente con actividades
antioxidantes, antimicrobianas, entre otras. El aceite esencial de naranja puede ser
concentrado, es decir, retirar aquellos compuestos volatiles, aumentando compuestos que
otorgan las propiedades antes mencionadas. Sin embargo, este tipo de compuestos son
susceptibles a factores ambientales como la temperatura, pH, el oxigeno, ademds ser
afectados por procesos tecnologicos industriales. Debido a esto, ha sido necesaria la
busqueda de nuevas técnicas para reducir la inestabilidad y prolongar la vida til de estos
compuestos, para lo cual, se requiere la utilizacion de tecnologias, que los protejan de los
factores que puedan deteriorarlos. Una de las tecnologias es la microencapsulacion y su
aplicacion en alimentos. Este proceso evita la degradacion prematura de compuestos de
alto valor alimenticio con propiedades funcionales, para dotar de mayor calidad
nutricional a los alimentos enriquecidos con los mismos. Para el desarrollo de la
microencapsulacion se realizan primeramente emulsiones sencillas y/o multiples y
posteriormente alguna técnica de secado; otra manera de encapsular los compuestos es
mediante inclusion molecular mediante el uso de ciclodextrinas. Por consiguiente, la
presente propuesta estd dirigida al uso de nuevas tecnologias protectoras como la
microencapsulacion por medio de emulsiones, aprovechamiento de las propiedades de
biopolimeros para ser utilizados como material de pared y de esta manera proteger,
mantener y resguardar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del aceite esencial
de naranja para que pueda ser utilizado como un aditivo en la industria de alimentos y

pueda llegar a tener un mayor valor nutritivo en la ingesta del consumidor.
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4. HIPOTESIS

El aceite esencial de naranja y sus concentrados incorporados en microcapsulas
desarrolladas mediante emulsiones e inclusion molecular con biopolimeros y B-CD, se

estabilizan y preservan su actividad antimicrobiana y antioxidante.
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5. OBJETIVO

Objetivo General

Evaluar el efecto estabilizante y preservador de la capacidad antimicrobiana y
antioxidante de microcépsulas de aceite esencial de naranja y sus concentrados,

desarrolladas mediante emulsiones e inclusion molecular con biopolimeros y -CD

Objetivos Particulares

e Caracterizar mediante cromatografia de gases — espectrometria de masas
(GC/MS) el aceite esencial de naranja y sus concentrados obtenido por prensado

en frio y destilacion fraccionada.

e Determinar la actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite esencial de

naranja, sus concentrados (5x, 10x y 20x) y D-limoneno.

e Desarrollar emulsiones con aceite esencial de naranja y sus concentrados

utilizando B-CD y biopolimeros y determinar su estabilidad fisica.

e Evaluar la cinética de actividad antioxidante de aceites concentrados de naranja

(5%, 10x y 20x), en emulsién almacenadas a diferentes temperaturas.

e Obtener y caracterizar complejos de inclusion con B-CD de los aceites

concentrados de naranja (5x, 10x y 20x) a través del método de co-precipitado.

e Evaluar la capacidad antioxidante de los complejos de inclusion de la B-CD con

los aceites concentrados de naranja (5x, 10x y 20x).

e Evaluar la capacidad antimicrobiana los complejos de inclusion de la B-CD con
los aceites concentrados de naranja (5x, 10x y 20x) sobre microorganismos de

importancia en la industria de alimentos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material

El aceite esencial de naranja (AN) y los aceites concentrados de naranja (5x, 10x
y 20x) fueron proporcionados por Frutech International Mexico, el D-limoneno (DL) fue
adquirido en SIGMA-Aldrich México. La beta-ciclodextrina (3-CD) fue proporcionada
por Wacker México, concentrado de proteina de suero (WPC, por sus siglas en ingles) y
goma xantana (XQG) fueron adquiridos comercialmente. Todos los reactivos utilizados

fueron de grado analitico.

6.2 Métodos
6.2.1. Caracterizacion del aceite esencial de naranja y sus concentrados

El aceite esencial de naranja fue obtenido industrialmente por prensado en frio,
posteriormente mediante la destilacion fraccionada utilizando una columna de platos con
empaque estructurado al vacio se obtuvieron los aceites concentrados de naranja 5x, 10x
y 20x. Las condiciones de los pardmetros utilizados durante la destilacion, se ajustaron en
base a la composicion inicial del aceite esencial de naranja para obtener un producto final
con una composicion deseada, en base a las especificaciones del producto requerido por
los clientes. Un intervalo de presiones de 5-20 mbar y con reflujo a temperaturas entre

80-100°C.

6.2.2 Analisis cromatografico del aceite esencial de naranja y sus concentrados

El andlisis se realiz6 de acuerdo a Liu et al. (2012), con algunas modificaciones.
Cromatografo de gases 7890B acoplado a un espectrometro de masas 5977A con una
columna capilar HP SMS: 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm (Agilent Technologies. Santa Clara,
CA, USA). Las condiciones cromatograficas fueron: temperatura del Inyector fue de 250
°C y la temperatura de la fuente de ionizacion y el cuadropolo fue 230 y 150 °C
respectivamente. Se utiliz6 helio como gas acarreador con un flujo de 1.0 mL/min. El tipo
de ionizacion fue por impacto electrénico con 70 ev, el modo de adquisicion fue Scan con
rango de 30 a 400 uma. La temperatura del horno fue 70 °C, se mantuvo por Imin, después

se alcanzo la temperatura de 200 °C con una rampa de 10 °C/min, esta temperatura se
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mantuvo por 2 min, una segunda rampa de 10 °C/min hasta alcanzar una temperatura de
300 °C esta se mantuvo por 5 minutos. Se utilizaron como estandares: D-limoneno,

linalool, decanal, a-terpineol y valenceno.

6.2.3 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas utilizadas fueron Salmonella typhi ATCC 19430, adquirida de la
Coleccion de cepas tipicas americanas (American Type Culture Collection ATCC),
Bacillius  cereus ATCC13061, Staphylococcus aureus ATCC 6538 vy Listeria
monocytogenes ATCC 7644, fueron donadas por el laboratorio de Microbiologia
Sanitaria, de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL. Las cepas fueron
conservadas a -80°C en medio infusion cerebro corazon (ICC) con 20% v/v de glicerol y
cultivadas en caldo 6 agar Miieller Hinton (MH). En el caso de Listeria monocytogenes se
utiliz6 medio soya tripticasa (ST) tanto para su conservacion como para su cultivo. Para
la activacion de bacterias, se tom6 una alicuota (50uL) del cultivo en congelacion y se
adiciond a un tubo conteniendo 5 mL de caldo Muller Hinton o Soya tripticasa segiin fuese
el caso. Se incubaron a 37 °C durante 18 h. Posteriormente, se tomé una alicuota (10 pL)

de cada cultivo activado por separado, colocandose en tubos conteniendo caldo MH.

6.2.4 Determinacion de la actividad antimicrobiana

Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se utilizé el método de difusion en
disco mencionado por Klan¢nik et al. 2010. Una suspension bacteriana (ajustada al 0.5
Mc Farland ~10") fue distribuida homogéneamente en placas con agar MH. Cinco discos
de 6 mm de didmetro fueron colocados en la superficie del agar e impregnados con 10 pLL
de cada compuesto. Las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 h. Transcurrido ese tiempo
se midieron los halos de inhibicion alrededor de los discos, definiéndose la actividad
antimicrobiana como la ausencia de crecimiento bacteriano en la zona que rodea los
discos. Para Listeria monocytogenes, se procedio de la misma forma mencionada
utilizandose el agar soya tripticasa. El ensayo se realiz6 tres veces por duplicado. Como
control negativo se utilizo agua destilada estéril y DMSO. Como control positivo se utilizo

gentamicina a una concentracion de 400 pg/mL.
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6.2.5 Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) y

Bactericida (CMB)

Para la determinacion de la CMI y CMB se utilizé el método de dilucion en tubo de
acuerdo al método mencionado por Castillo et al. (2011), con algunas modificaciones.
Alicuotas (50 pL) de cultivos activados y ajustados (0.2 O.D.geonm) (1x10”) de cada
bacteria, fueron adicionados por separado en tubos conteniendo 5 mL de caldo Mueller
Hinton con diferentes concentraciones de AN, DL y las fracciones concentradas (0.25-
0.5, 1.0, 1.5, 2, 2.5 mg/mL concentracion final en el tubo por cada uno de los aceites o
concentrados utilizados), se incubaron a 37 °C por 24 h. Posterior al tiempo de incubacion,
se realiz6 una cuenta en placa, definiéndose la CMI como la concentracién menor que
causara una disminucion del 90% de la poblacion bacteriana a las 24 h 'y la CMB aquella
concentracion minima que inhiba por completo el crecimiento microbiano (Klan¢nik et
al. 2010). Para Listeria monocytogenes se procedio de la misma forma, pero se utilizo el

medio soya tripticasa.
6.2.6 Determinacon de la actividad antioxidante

La determinacion de actividad antioxidante del AN, DL y fracciones concentradas, se
realizé por los métodos de ABTS [2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] y
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo). Se utilizé Trolox (4acido 6-hidroxi-2, 5, 7, 8-
tetrametilcromo-2- carboxilico 97%) como antioxidante de referencia. Para Ila
determinacion por ABTS™ se realizo segun el método propuesto Re et al. (1999), con
algunas modificaciones. ABTS" fue generado por la reaccion 7 mM de ABTS con 2.45
mM persulfato de potasio por 16 h en la oscuridad a temperatura ambiente. E1l ABTS " fue
diluido con etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0.7 £ 0.02 a 734 nm en un
espectrofotometro Genesys 5 (Spectronic). Para el andlisis con el radical DPPH acorde al
método de Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones, se peso 3.9 mg del
radical aforando a 100 mL con etanol, la solucion fue medida a 517 nm en un

espectrofotometro a una absorbancia de 1 + 0.05.
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Alicuotas de 10-300 pL de solucion de los aceites esenciales con etanol fueron mezcladas
con 2.7 mL de ABTS" reaccionando por 7 minutos en oscuridad. La absorbancia de la
solucion fue medida a 734 nm en un espectrofotometro. Para el andlisis con DPPH se
utilizaron alicuotas de 200—600 pL, se afiadi6 2.25 mL del radical DPPH reaccionando
por 240 minutos. La actividad antioxidante fue expresada en porcentaje de inhibicion del

radical obteniéndose con la siguiente ecuacion:

% Inhibicibn=Ac—Am x 100
Ac

Donde Ac= absorbancia del control, Am= absorbancia de la muestra.

Se realiz6 una curva de calibracion con el estdndar de Trolox para cada radical (ABTS y

DPPH), en un rango de 10-160 uM. Cada muestra fue determinada por triplicado.

6.2.7 Desarrollo de emulsiones utilizando B-ciclodextrinas y biopolimeros

Para el desarrollo de las formulaciones de emulsiones se utilizaron diferentes materiales
de pared siendo B-CD, WPC y XG, en diferentes proporciones como se muestra en la
Tabla 7. Se hidrataron los materiales de pared utilizados para las formulaciones de
emulsiones, pesando entre 3 - 3.5 g de cada uno, mezclandose en agua destilada a
temperatura de 55-60 °C por agitacion magnética, en caso de la goma xantana se agitaron
durante 2 h en una propela a 25 °C. Se realiz6 la medicion de porcentaje de solidos totales
mediante un refractometro Abbemat 300, el resultado nos permite conocer la
concentracion de cada material de pared a utilizar. La fase acuosa fue la B-CD y WPC,
fase oleosa el aceite esencial de naranja utilizdndose una @ 0.1 y finalmente el XG como
estabilizante. Se utilizé el homogeneizador a 7500 rpm durante 5 min, posteriormente fue
afiadido lentamente la fase oleosa, terminando se elevd a 10000 rpm durante 5 min,
finalmente se anadi6 la cantidad de XG manteniendo las condiciones. Se realizaron 10
formulas, las cuales se almacenaron a temperatura ambiente durante 30 dias
correspondientes al analisis de estabilidad fisica de las emulsiones. Una vez establecida la
formulacion de la emulsidon mas estable, ésta seria utilizada en los aceite concentrado 5x,

10x y 20x, para evaluar su actividad antioxidante durante 93 dias.
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6.2.7.1 Analisis del tamaifio de particula

La distribucion de tamaio de particula de las emulsiones como son el didmetro promedio
superficial [Ds,] y diametro promedio volumétrico [Da 3], se determinaron con el equipo
analizador de tamafio de particula Malvern Mastersizer 3000. Se tom6 de 3-4 gotas de

cada emulsion, utilizando agua destilada como liquido dispersante.

6.2.7.2 Analisis del indice de cremado

En un tubo cénico de plastico graduado (15 mm de didmetro interno y 125 mm de altura)
se colocaron a 10 cm de cada emulsion y fueron almacenadas a temperatura ambiente
durante el tiempo del analisis, segin Charoen et al. (2010). Al término del tiempo de

almacenamiento, se realiz6 el calculo con la siguiente ecuacion:

Indice de cremado = 100 x (Hl/HS)

Se determin6 por la medicion de la altura de la capa opaca (H;) y altura total (H3). La

emulsion de mayor estabilidad es la més cercana a cero.

6.2.7.3 Determinacion de tasa de coalescencia

La estabilidad de una emulsion se mide a través de la variacion del tamafio de particula de
la emulsion respecto al tiempo, calculando de esta manera la tasa de coalescencia, a través

de la siguiente ecuacion:

& — [(d30)t=0r
NO (d30)t=1

Donde Ntes el nimero de gldbulos con respecto al tiempo (t), N es el nimero de globulos

. N . .
al tiempo cero. Al graficar In (N—t) In versus, el tiempo de almacenamiento en segundos
o

(t) para cada emulsion, se describe por Jafari et al. (2007a).
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La tasa de coalescencia permite cuantificar la estabilidad de las emulsiones como:

=  Muy estable: 1x107 - 1x10”
= Estable: 1x10°- 1x107

* Inestable: > 1x107

6.2.7.4 Determinacion de la actividad antioxidante

De cada emulsion se tomd 1 mL y se coloco en un tubo de centrifuga con 15 mL de etanol
absoluto, se mezclo en el vortex por 2 min, posteriormente se centrifugé a 10000 rpm
durante 30 min, seglin Sang et al. (2011), con modificaciones. Se tom6 del sobrenadante,
300 y 600 pL para el analisis con el radical ABTS y DPPH respectivamente, la

metodologia posterior se siguid segun el punto 6.2.6.

6.2.8 Formacion y caracterizacion de los complejos de inlcusion

6.2.8.1 Preparacion de los complejos de inlusion

El método de co-precipitacion fue utilizado para preparar los compejos de inclusion de f3-
CD y los concentrados de acuerdo a Ayala-Zavala et al. (2008), con algunas
modificaciones. Una proporcion de 5 g de B-CD se disolvio en 50 mL de una mezcla de
etanol-agua (1:2 v/v) y se mantuvo en calentamiento a 55 °C (2 °C) con agitacién
magnética constante. Una determinada cantidad de cada aceite fue disuelta en etanol (10
% p/v), la cual fue afiadida lentamente a la solucion de 3-CD, la mezcla fue agitada durante
4 h sin calentamiento. Fueron 3 relaciones utilizadas de cada aceite con la B-CD siendo
4:96, 12:88 y 16:84 (p/p). Posteriormente, fue refrigerada toda la noche a 4 °C. La solucion
fue filtrada al vacio y secada en una estufa de conveccion a 50 °C por 24 h. Se almacenaron

a temperatura ambiente hasta su analisis.
6.2.8.2 Determinacion del rendimiento (%)

El rendimiento de los complejos de inclusion, se realiz6 de acuerdo al método mencionado

por Shakouri y Krasaaekoopt (2014), con la siguiente ecuacion:

P2
Rendimiento (%) = PL ¥ 100
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Donde, P1 es el peso inicial de la B-CD y el aceite y P2 es el peso de los complejos de

inclusion, ambos en gramos.

6.2.8.3 Determinacion de la Eficiencia de encapsulacion (%EE) y

cuantificacion del aceite encapsulado

Acorde a Santos et al. (2015b), con ligeras modificaciones, la cantidad de aceite (5x, 10x
y 20x), fue determinada espectrofotométricamente. El aceite encapsulado (atrapado en la
cavidad de la 3-CD) fue calculado del total del aceite mas el aceite de la superficie de los
complejos de inclusion. Para obtener la cantidad de aceite total fueron pesados 0.1 g de
cada complejo de inclusion, se disolvieron en agua (5.35 mL) y hexano (2.66 mL), esta
mezcla se agitd en vortex por 2 min y se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min; se realizd
el lavado con hexano dos veces adicionales, se retir6 la parte hexanica y se aforé a 10 mL
con hexano. Para obtener la cantidad de aceite superficial, se pesaron 0.1 g de los
complejos de inclusion y se adicionaron 2 mL de hexano; se agitdé manualmente y se
centrifugd a 4000 rpm durante 10 min. Se filtr6 con un filtro de 0.45 um y finalmente se
afor6 a 10 mL con hexano. Se realizaron, lecturas en el espectrofotometro UV-visible
(Thermo Scientific, modelo Genesys 10S) a una longitud de onda a 313 nm. Para
cuantificar el aceite, los valores obtenidos se interpolaron en una curva de calibracién
realizada para cada aceite a concentraciones de 2.5 a 30 pg/mL bajo las mismas

condiciones.

La EE (%) se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion

., Aceite total-Aceite superficial
EEC0)= Aceite total x 100

Donde, la cantidad del aceite encapsulado es la diferencia entre la cantidad total y
la cantidad superficial de los complejos de inclusion reportandose en mg de aceite/g de [3-

CD.
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6.2.8.4 Analisis de tamaiio de particula

El tamafio de particula de cada complejo de inclusion fue medido utilizando el equipo
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments), con un indice de refraccion de 1.333. Se pesaron

0.07 g de cada complejo de inclusion, se utilizé isopropanol como liquido dispersante.

6.2.8.5 Analisis por espectrometria infrarroja por transformada de Fourier

(FTIR)

El andlisis de los complejos de inclusion de cada aceite con B-CD, fueron realizados en
un espectro de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) (Perkin Elmer). Las
condiciones de escaner fueron las siguientes: rango de longitud de onda de 4000 — 400 cm
! resolucién de 4 cm ' y ntimero de exploraciones 16, rapidez de exploracién 0.2 cm ™',

detector LiTa0; (Toro-Sénchez et al. 2010)
6.2.8.6 Analisis morfologico

Para estudiar la morfologia de las muestras, se realizaron microfotografias mediante
microscopia electronica de barrido (Merlin VP Compact, Zeiss, Alemania), las cuales se

fijaron en los botones de montaje y se observaron al microscopio.
6.2.9 Cepas Bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas que se utilizaron fueron Salmonella typhi ATCC 19430, adquirida
de la coleccion de cepas tipicas americanas (American Type Culture Collection ATCC),
y Listeria monocytogenes ATCC 7644. Las cepas fueron conservadas a -80°C en medio
infusion cerebro corazon (ICC) con 20% v/v de glicerol y cultivadas en caldo o agar
Miieller Hinton (MH). En el caso de Listeria monocytogenes se utilizd medio soya
tripticasa (ST) tanto para su conservacion como para su cultivo. Para la activacion de
bacterias, se tomo una alicuota (50 puL) del cultivo en congelacion y se adiciono a un tubo
conteniendo 5 mL de caldo Muller Hinton o Soya tripticasa seglin la cepa. Se incubaron a

37 °C durante 18 h. Posteriormente, se ajustd la bacteria en espectrofotometro a 0.1
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0O.D.600 nm €n tubos con el medio de cultivo correspondiente para su posterior utilizacion.
Las cepas fungicas con las que se trabajaron fueron Aspergillus niger y Aspergillus flavus,
donadas por el Laboratorio de Micologia y Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas, las cuales se conservaron en agar papa dextrosa (PDA). Posterior a eso se
ajustaron a 10* esporas en tubos conteniendo solucion salina al 0.85% con 0.05% de

Tween 80.
6.2.10 Determinacion de la actividad biologica
6.2.10.1 Preparacion de la solucion stock

Se pesaron 0.1 g del complejo de inclusidon correspondiente, en una solucion etanol/agua

a una relacion 2:1, en condiciones estériles.

6.2.10.2 Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) y

bactericida (CMB)

Para la determinacion de la CMI y CMB se utilizo el método de dilucion en tubo. Alicuotas
(10uL) de cultivos activados y ajustados (0.1 O.D. 600nm) (1x10°) de cada bacteria,
fueron adicionados por separado en tubos conteniendo 2 mL de caldo Mueller Hinton, en
diferentes concentraciones (1.25,2.5, 5y 10 mg/mL) de los complejos de inlcusion de 5x,
10x y 20x, incubandose a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, se realizé el método por
goteo en placa de Miles and Misra. Definiéndose la CMI como la concentraciéon menor
que causara una disminucion del 90% de la poblacion bacteriana a las 24 h y la CMB
aquella concentracion minima que inhiba por completo el crecimiento microbiano
(Kamimura et al. 2014). Para Listeria monocytogenes se procedid de la misma forma

utilizandose el medio Soya Tripticasa.
6.2.10.3 Determinacion de la actividad antifungica: Inhibicion micelial

Las cepas fungicas se mantuvieron en 25 mL de agar papa dextrosa (PDA) y 2% de agar
maltosa (MA2) a 28 °C para asegurar condiciones 0ptimas de crecimiento. Los medios de
cultivo se prepararon y esterilizaron en una autoclave a 121 °C durante 20 minutos. Siete

dias antes de su uso, las cepas fingicas se activaron para después sub- cultivarlas.
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6.2.10.4 Concentracion minima inhibitoria fungicida (CIF)

De acuerdo al método semi-cuantitativo reportado por Rosas-Taraco et al. (2011), con
ligeras modificaciones. Suspendieron 200 pL de conidias ajustadas a (1x10) en tubos que
contenian 1.8 mL de caldo PDA con las determinadas concentraciones (1.25, 2.5, 5y 10
mg/mL) de los complejos de inclusién, se incubaron a 28° C durante 5 dias. La
concentracion inhibitoria fungicida se asignd de acuerdo a una escala simbolica (+) y
arbitraria de 0 a 5 en donde 0 (+) representa ausencia total de crecimiento y 5 (+) el
maximo crecimiento comparado con el crecimiento control de la cepa pura sin afadir
encapsulado o concentrado. La determinacion de la CIF se definié como la concentracion

minima que no permitiera el crecimiento micelial visual del hongo.

6.2.10.5 Determinacion de la actividad antioxidante

De cada complejo de inclusion, se peséd 0.1 gy se colocd en un tubo de centrifuga con 1.5
mL de la soluciéon NaCl (10%)-metanol (1:1), se mezcld en el vortex por 10 min,
posteriormente se afadio 8 mL de hexano-acetona (1:1), se centrifugé a 10000 rpm
durante 15 min. Se tomo del sobrenadante de 300 y 600 pL para el analisis con el radical

ABTS y DPPH respectivamente, la metodologia posterior se siguié segln el punto 6.2.6.
6.3 Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por duplicado o triplicado al menos tres veces.
El analisis estadistico fue realizado usando el software SPSS (IBM version 22, SPSS Inc.,
Chicago IL). Los datos fueron analizados mediante andlisis de varianza (ANOVA) para
los datos y determinar la diferencia (p<0.05) y la prueba de Tukey, para determinar la

diferencia significativa entre la media de los factores principales.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de aceite esencial de naranja y sus concentrados

Para esta investigacion, se utilizaron aceite esencial de naranja obtenido industrialmente

por prensado en frio, posteriormente se obtuvieron los aceites concentrados de naranja 5x,

10x, 20x (la asignacion “x” es un simbolo utilizado internacionalmente), el D-limoneno

se obtuvo comercialmente. En la Tabla 1, se muestran las propiedades fisicoquimicas de

estos aceites, principalmente para conocer sus caracteristicas entre los aceites.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los aceites

. Densidad  ndicede o 1 bilidad
Abreviatura Nombre (20°C) refraccion en aoua
(20 °C) &

AN Aceite esencial de naranja 0.846 1.477 Insoluble

DL D-Limoneno al 97% 0.840 1.472 Insoluble

5x 5 veces concentradp del aceite de 0.884 1 482 Insoluble
naranja

10x 10 veces concentrado del aceite de 0.920 1.494 Insoluble
naranja

20x 20 veces concentrado del aceite de 0.945 1 497 Insoluble

naranja

7.2 Perfil cromatografico del aceite esencial de naranja y sus concentrados

El andlisis de los principales componentes del aceite esencial de naranja (AN) y sus

concentrados (5x, 10x y 20x) reveld diferencias cualitativas y cuantitativas de los
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compuestos presentes (Tabla 2). Se identificaron en total 40 compuestos, los cuales
mostraron similitudes cualitativas, asi como diferencias cuantitativas en los componentes
de cada uno de los aceites analizados. Para AN y concentrados 5x, 10x y 20x, se
identificaron un total de 18, 20, 18 y 27 componentes respectivamente, que representan el
99.87, 98.49, 98.25, 92.11% del total los de componentes detectados. El principal
componente del AN es el D-limoneno que se reporta en un 91.12%, mientras en los aceites
concentrados 5 y 10x se mostrd en 72.08 y 73.77% respectivamente, resultando con el
menor porcentaje el aceite 20x con 23.24%. De los demas componentes que resultaron
mayores al 1%, se observd que el Decanal, un aldehido, aumentd considerablemente en
los aceites 5x, 10x y 20x con un 3.60, 4.78 y 18.46% respectivamente, mientras que en
AN se detecto solo un 0.44%. Asi mismo, el linalool, presentd un aumento en los aceites
5x (3.33%), 10x (3.99%) y 20x (5.53%) con respecto a AN (0.65%). Por otra parte, se
encontr6 una disminucion en la mezcla de monoterpenos hidrocarbonados en todos los
aceites concentrados comparadas con el AN (97.67%) siendo el aceite 20x la que presento
la menor cantidad (23.24%), mientras que los aceites 10x y 5x se mantuvieron en 74.88 y
72.51%, respectivamente. Para los monoterpenos oxigenados se detectd un aumento en la
concentracion en los aceites concentrados con 11.83% (5x), 9.30% (10x) y 21.56 % (20x).
con respecto al AN con 1.25%. La misma tendencia se observd para los sesquiterpenos
hidrocarbonados, en donde se detectd un aumento significativo en las concentraciones
presentes en los aceites concentrados en comparacion con el AN, siendo el aceite 20x el
que presentd la mayor concentracion de los mismos, mientras que los sesquiterpenos

oxigenados solo pudieron ser detectados en el aceite 20x (2.67%).
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Tabla 2. Perfil cromatografico del AN, 5x, 10x y 20x

Porcentaje (%)

No. Compuesto
AN 5x 10x 20x
1 o-Pineno 1.11
2 Sabineno 0.41
3 B-Felandreno 0.42
4 B-Mirceno 4.11 0.43 1.11
5 Octanal 0.15
6 Felandreno 0.09
7 Careno 0.20
8 D-Limoneno 91.12 72.08 73.77 23.24
9 Ocimeno 0.11
10 Terpinoleno 0.10
11 Octanol 0.10
12 Linalool 0.65 3.33 3.99 5.53
13 trans-p-mentha-2,8-dienol 0.80 0.46 0.98
14  trans-2-menthenol 1.00
15  cis-Oxido de Limoneno 1.94
16  trans-Oxido de Limoneno 1.01
17  Citronela 0.09 0.52 0.69 1.04
18  a-Terpineol 0.60 1.37 2.16 4.60
19  Decanal 0.44 3.60 4.78 18.46
20  Tras-carveol 1.07
21  cis-Carvotanacetol 1.59
22 Citronelol 0.61
23 Carveol 0.76
24 Z-citral 0.67 0.79 1.70
25 D-Carvona 1.25 0.68 2.01
26  Citral 1.12 1.33 348
27  Perilaldehido 0.52 0.57 1.31
28  Acetato de geraniol 0.45
29  a-Cubebeno 0.71 0.98 2.32
30  2-isopropil-5-metil-9-metileno 2.06
31 B-Cubebeno 0.05 0.82 2.22
32 Germacrene D 0.05 0.71 0.94 0.91
33  Dodecanal 0.84 1.09 2.80
34  Cariofileno 0.64 1.35
35 y—Muuroleno 0.65 1.46
36  Valenceno 4.89 2.14 6.35
37  §-Cadineno 0.07 0.98 1.31 3.21
38  Elemol 0.96
39  Oxido de cariofileno 0.77
40 Nootkatona 0.94
Monoterpenos Hidrocarbonados 97.67 72.51 74.88 23.24
Monoterpenos Oxigenados 1.25 11.83 9.30 21.56
Sesquiterpenos Hidrocarbonados 0.17 7.94 6.83 19.88
Sesquiterpenos Oxigenados ND ND ND 2.67
Otros 0.78 6.21 7.24 24.76
Porcentaje total de compuestos identificados 99.87 98.49 98.25 92.11

ND: No detectado



7.3 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de naranja y sus concentrados

De manera general, entre los aceites que se analizaron para la actividad antimicrobiana
por el método de difusion en disco (Tabla 3) presentaron halos de inhibicién que variaron
desde 12 mm hasta 28 mm. La mayor inhibicién se presento con los aceites 10x y 20x
para B. cereus y S. aureus, mientras que para L. monocytogenes fueron 5x y 20x,
presentando diferencia significativa (p<0.05) comparadas con AN y DL. En el caso de S.
typhi, la mayor inhibicion fue con los aceites 5x y 10x siendo comparable su actividad con
el control positivo (gentamicina), se mostrd una diferencia significativa con el aceite 20x,
ANy DL. Al comparar la actividad antimicrobiana de los aceites concentrados (5x, 10x,
20x) con el DL y AN se evidencié una diferencia significativa con los aceites concentrados

en la mayoria de los casos.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana del AN, DL, 5x, 10x y 20x
por el método de difusion en disco.

Compuesto o
Utilizado Halo de Inhibicion (mm)
B. cereus S. aureus L. monocytogenes S. typhi

AN 13+1¢ 13+19 12+0.7¢ 16+0.7°
DL 154+1.1¢ 17+1° 14+0.7¢ 17+0.7°¢
5x 234+£20° 174+0.5° 244+13" 28+14°
10x 28+1.2° 204+£24° 226+18° 272+16°
20x 27.8+13°  18.6+08" 262+ 1.1° 248+1.1°

Gentamicina 452+0.8° 37+£14° 352+08" 28+0.7°

- PP B . " ., A ad N
Halo de inhibicion son valores promedio de tres repeticiones por duplicado + desviacion estandar. *“Los promedios en
una columna con diferentes superindices difieren significativamente (p<0.05).

Al determinar la CMI y CMB se encontr6 diferencia significativa entre la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales con las fracciones concentradas. La CMI para las
fracciones concentradas varié desde <0.25 - 1 mg/mL mientras que la CMB desde 0.25 -
2.5 mg/mL. La CMI para los aceites esenciales vario de 1.5-2.5mg/mL y la CMB 2 -
>2.5mg/mL. Los valores mas bajos encontrados fueron para la fraccion 20x tanto de CMI

como de CMB en todos los casos, seguida de las fracciones 10x y 5x las cuales presentaron
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similitudes en los valores encontrados (Tabla 4). La CMI y CMB variaron muy poco entre
las fracciones 5x, 10x, 20x para un mismo microorganismo, sin embargo, al comparar la
CMI y CMB determinadas para AN y D-Limoneno con aquellas de las fracciones, se
observo diferencia significativa, siendo el D-Limoneno el compuesto con menor actividad
antimicrobiana con valores de CMI (0.5-2mg/mL) y CMB mayores a 2 mg/mL. El AN
presentd mejor actividad antimicrobiana que éste ultimo en la CMI (0.5-2 mg/mL) y

aunque la CMB solo pudo determinarse para L. monocytogenes (2mg/mL).

Tabla 4. Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB)
de AN, DL, 5x, 10x y 20x.

CMI y CMB (mg/mL)

Aceite B. cereus S. aureus L. monocytogenes S. typhi

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
AN  1.5+03®  >2° 1+0.3° >2° 0.5£0.2°  2+0.3°  2+0.5" >2.5°
DL >)0 >)° 240.2° >2% 0.5£0.2° >2'  2.5+0.3° >2.5°
5x 1403  1.540.3° 0.5£0.2° 1.5+0.3° 0.25+0.1° 0.5+0.2° 1+0.3" 2.5+0.3®
10x  140.3*  1.5£0.3° 0.5£0.3° 2+0.3™ 0.25+0.1° 0.5+0.2° 1+0.3" 2.5+0.3®
20X 0.5+0.3°  1+0.3°  0.5£0.2° 1.5+0.3° <025 0.25+0.1° 1+0.6°  2+0.3

Zona de inhibicion son valores promedio de tres repeticiones por duplicado + desviacion estandar. ““Los promedios en una columna
con diferentes superindices difieren significativamente (p<0.05).

7.4 Actividad antioxidante del aceite esencial de naranja y sus concentrados

La actividad antioxidante del AN, DL y aceites concentrados 5x, 10x, 20x fue analizada
mediante los métodos de DPPH y ABTS. En la Tabla 5, se reportan los promedios
obtenidos de la actividad antioxidante en [umol equivalentes Trolox (ET) / mL aceite de
citrico (AC)] siendo el aceite 20x la que presentd la mayor actividad antioxidante con
156.25 pmol ET/mL AC en ABTS y 21.24 pmol ET/mL AC en DPPH, seguido de los
aceites 10x y 5x con 141.53 y 86.02 pumol ET/mL AC en ABTS respectivamente, mientras
que en DPPH fueron de 16.96 y 7.69 umol ET/mL AC respectivamente; para el caso de
AN se obtuvo 23.25 ET/mL AC en ABTS y 3.01umol ET/mL AC en DPPH, finalmente

en D-Limoneno, no se detectd actividad antioxidante por ninguno de los métodos.

46



Tabla 5. Actividad antioxidante de AN, DL, 5x, 10x y 20x.

pmol TE/mL aceite
AN DL 5x 10x 20x
ABTS  2325+084% ND 86.02+1.12° 141.53+0.16" 156.25+0.62°
DPPH  3.01+020% ND 7.69+035° 1696+0.81° 21.24+0.32°

Valores promedio de tres repeticiones = desviacion estandar de la media. *“Los promedios en la misma fila con diferente
letra difieren significativamente (p<0.05). ND=No detectado

Método

En la Tabla 6, se muestran los valores de la actividad antioxidante en Clso, donde el aceite
20x mostrd mayor actividad antioxidante con 3.80 y 10.25 mg/mL, para inhibir el 50 %
del radical ABTS y DPPH respectivamente, seguido del 10x y 5x con 6.49 y 16.27 mg/mL
ABTS y 15.50 y 37.25 mg/mL en DPPH. El AN obtuvo 68.40 y 70.17 mg/mL en ABTS
y DPPH respectivamente. El DL, no presentd actividad antioxidante para inhibir los

radicales estudiados.

Tabla 6. Concentracion Inhibitoria (Clso) de AN, DL, 5x, 10x y 20x.

Clso (mg/mL)
AN DL 5x 10x 20x

Método

ABTS 68.40+039% ND 1627+032° 649+0.10° 3.80+0.06¢

DPPH 70.17+£5.15° ND 3725+285° 1550+1.20° 10.25+0.50°¢

Valores promedio de tres repeticiones + desviacién estindar. ** Los promedios en una fila con diferentes superindices
difieren significativamente (p<0.05). ND= No detectado

7.5 Obtencion de emulsiones utilizando B-ciclodextrinas y biopolimeros

Se desarrollaron 10 formulaciones de emulsiones, a diferentes concentraciones con
diferentes matrices biopoliméricas mostradas en la Tabla 7. Se utiliz6 como fase oleosa el
AN con @ 0.1, al definir la formulacién mas estable (mostrado mas adelante) se realizaron

con aceites concentrados (5x, 10x, 20x).
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Tabla 7. Formulaciones (%) desarrolladas para emulsiones con AN

Formula B-CD WPC XG Agua
1 11.80 12.43 9.375 56.30
2 19.00 4.97 9.375 56.70
3 9.43 7.46 4.69 67.24
4 15.10 2.98 4.69 67.24
5 33.00 0.00 8.00 49.00
6 0.00 27.54 8.00 54.46
7 26.90 4.13 8.00 59.67
8 28.50 2.75 8.00 50.98
9 30.10 1.38 8.00 50.77
10 14.40 15.97 0.00 52.21

A todas las emulsiones se determiné su estabilidad fisica mediante el anélisis de tamafio
de particula (um), determinacion de la tasa de coalescencia, medicion del indice de
cremado (%) y observacion de la morfologia por microscopio 6ptico durante 30 dias

almacenadas a temperatura ambiente.

7.5.1 Estabilidad fisica de las emulsiones con AN

En la Tabla 8, se muestran los resultados para la estabilidad fisica con AN al término de
los 30 dias. Las emulsiones formuladas 1, 2, 7, 8 y 9 presentaron valores que se consideran
como estables, tamafio de particula promedio de 1.5 um, en la tasa de coalescencia segiin
la escala presentada en la seccion 6.2.7.3, los valores obtenidos los clasifican como
emulsiones muy estables. Para el indice de cremado en la observacion del comportamiento
de la emulsion de manera visual, si presenta alguna separacion fisica de la emulsion entre
sus materiales. Emulsiones cercanas a 0% son las mas estables, ya que no presentan
separacion; las emulsiones 3, 4, 5, 6 y 10 presentaron separacion entre sus materiales
mostrando valores entre 14.5-29.35 % en el indice de cremado, sin embargo para estas
emulsiones no se logr6 determinar el tamafo de particula y la tasa de coalescencia debido

a la inestabilidad del sistema, mostrando incluso separacion de la emulsion en ocasiones
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al término de la homogeneizacion o en algunos dias, descartando estas emulsiones por su

inestabilidad.
Tabla 8. Estabilidad fisica de emulsiones con AN
Férmula Tamaino de Tasa de ' Indice de
particula (um) Coalescencia cremado (%)
1 1.62 1.49 x 10” 0
2 1.59 1.35x 10 0
3 ND ND 14.50
4 ND ND 15.77
5 ND ND 15.50
6 1.59 1.49x 107 29.35
7 1.57 1.43 x 107 0
8 1.56 9.13x 107 0
9 1.57 1.52x 10 0
10 ND ND 23.19

ND=No determinado

En la Figura 5, se muestran iméagenes al microscopio Optico de las emulsiones realizadas,
donde podemos observar el comportamiento de la gota de aceite en la fase continua y si
se crea algin mecanismo que contribuya a la inestabilidad de las emulsiones como
floculacion o aglomeracion entre otras. Sin embargo, se observan de manera general las
gotas de aceite de forma dispersa. Las imagenes de indice de cremado para la observacion
de la separacion de fases que se mencion6 anteriormente, siendo mas notoria la separacion

en las emulsiones 3, 4 y 10, siendo inestables.

7.6 Evaluacion de la cinética de actividad antioxidante de aceites concentrados de
naranja en emulsion almacenadas a diferentes temperaturas

De la evaluacion de la estabilidad fisica de las emulsiones, se determind que las

formulaciones realizadas, la férmula de la emulsion 1, era la que seria utilizada para los
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aceites concentrados 5x, 10x y 20x, debido a que presento mejores resultados de

estabilidad fisica durante 30 dias con AN.

Figura 5. Fotografias de emulsiones con AN por microscopio optico y
de indice de cremado

Tabla 9. Estabilidad fisica de emulsiones con 5x, 10x y 20x durante 93 dias.

Aceite Tratamiento Ta’maﬁo de Tasa de .
particula (nm) coalescencia

4°C 1.52 1.51x 10°

5x 25°C 2.19 1.52x 107
55°C 537 245x10°

4°C 1.52 2.54x 107

10x 25°C 1.61 3.17x 10
55°C 4.92 2.10x 10

4°C 1.70 421x 10"

20x 25°C 1.61 2.66x 10"
55°C 4.93 2.09x 10°
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En la Tabla 9, se muestran los valores del tamafio de particula (um) y tasa de coalescencia,
que indican de manera cuantificable la estabilidad de la emulsion, observando que a
temperaturas de almacenamiento 4 y 25 °C presentd un rango entre 1.52-2.19 um, sin
embargo a 55 °C las emulsiones empezaron a incrementar este valor por encima de 4 pm,
resaltando que la lectura se obtuvo hasta el dia 21, debido a que iba en aumento, aunado
a que su valor de tasa de coalescencia también mostraba un incremento y con ello una
inestabilidad del sistema. EI comportamiento de temperatura, aceite y tamafio de particula

fue similar para los 3 aceites concentrados (5x, 10x y 20x).

Los resultados de la cinética de la actividad antioxidante de los aceites concentrados de
naranja (5x, 10x, 20x) en emulsion por el método ABTS y DPPH, se presentan en las
Figuras 6 y 7, respectivamente. De manera general, los resultados obtenidos muestran una
diferencia significativa entre el aceite sin encapsular (ORL) con los aceites encapsulados
(5%, 10x y 20x), sin embargo, la actividad antioxidante del aceite encapsulado con respecto
al tiempo se mantuvo durante el tiempo de analisis a temperaturas de 4 y 25 °C, y se
observa que decayo la temperatura a 55 °C.
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Valores promedio de tres repeticiones. *' Los promedios por columna con diferentes superindices difieren
significativamente (p<0.05).
Figura 6. Grafica de la cinética de la actividad antioxidante (ABTS) de emulsiones de
aceites concentrados de naranja almacenadas a diferentes temperaturas durante 93 dias
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Figura 7. Grafica de la cinética de la actividad antioxidante (ABTS) de emulsiones de

aceites concentrados de naranja almacenadas a diferentes temperaturas durante 93 dias
7.7 Caracterizacion de los complejos de inclusion

7.7.1 Rendimiento (%)

Se obtuvieron los complejos de inclusion de cada aceite concentrado de naranja
(5%, 10x, 20x) con B-CD en 3 relaciones (4:96, 12:88 y 16:84). En la Figura 8, se muestra
el porcentaje de rendimiento, de manera general se obtuvo entre 75 — 85%,
particularmente la relacién 4:96 obtiene un rendimiento de entre el 74 — 78% en los
complejos de inclusion de cada aceite, sin diferencia significativa entre ellos, pero al
compararse con las relaciones 12:88 y 16:84 de todos los complejos, muestra una
diferencia significativa (p<0.05). En la relacion 12:88 de todos los complejos muestran
rendimientos entre un 80 — 83%, sin mostrar una diferencia significativa entre cada uno
de ellos. Asi mismo, la relacion 16:84 se obtuvieron resultados entre 82 - 85% de
rendimiento. No se observo diferencia significativa (p<0.05) entre las relaciones 12:88 y

16:84 de todos los complejos de inclusion con 5x, 10x y 20x.
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significativamente (p<0.05).

Figura 8. Grafica del rendimiento (%) de los complejos de inclusion

7.7.2 Eficiencia de encapsulacion (% EE) y cuantificacion del aceite
encapsulado

La cuantificacion del aceite es la diferencia en la cantidad de aceite total y aceite
superficial, es decir la cantidad que estd en la cavidad de la molécula de B-CD y la
eficiencia de encapsulacion es la asociacion que exista entre el compuesto y el
encapsulante para resguardar el compuesto. Los resultados obtenidos tras la encapsulacion
de los aceites concentrados 5x, 10x y 20x, en sus relaciones 4:96, 12:88 y 16:84 con [3-
CD, se muestran en la Tabla 10. La relacion 12:88 del aceite 20x obtuvo la mayor cantidad
de aceite resguardada en la cavidad de la B-CD con 102.3 mg de aceite/g de 3-CD, seguido
de la 16:84 del mismo aceite con 83.1 mg de aceite/g de B-CD, el resto de los aceites y

sus relaciones estuvieron por debajo de 60 mg de aceite/g de B-CD.
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Tabla 10. Aceite encapsulado (mg/g B-CD) y eficiencia de encapsulacion (%)
de los complejos de inclusion

Aceite encapsulado * Eficiencia de

Aceite Relacion (mg/g B-CD) encapsulacion (%)
4:96 7.8+1.3f 75.6+0.1¢
5x 12:88 23.7+1.6¢ 84.4+3.02b
16:84 35.84+4.14 85.242 4ab
4:96 7.7+1.3f 84.542.02b
10x 12:88 58.1+1.0¢ 80.7+3.4bc
16:84 35.942.24d 67.1+3 .44
4:96 18.242.5¢ 85.840.9ab
20x 12:88 102.3+3 .44 89.5+0.4a
16:84 83.1+1.5b 74.5+1.4 ¢

Valores promedio de tres repeticiones. ** Los promedios por columna con diferentes superindices
difieren significativamente (p<0.05)

La relacion 12:88 del concentrado de aceite 20x obtuvo el mayor % de eficiencia de
encapsulacion con 89.5, sin embargo no hubo diferencia significativa con la relacion 4:96
de este mismo aceite con 85.8 % y 10x con un 84.5 %, de la misma forma que el 5x en
sus relaciones 12:88 (84.4 %) y 16:84 (85.2 %). La relacion 4:96 (5x), 16:84 (10x), 16:84
(20x) obtuvieron % eficiencia de encapsulacion de 75.6, 67.1 y 74.5% respectivamente,

siendo los resultados mas bajos.

7.7.3 Tamaiio de particula
La Tabla 11, muestra los tamafos de particula de los complejos de inclusion en los
aceite concentrados 5x, 10x, 20x y sus relaciones 4:96, 12:88, 16:84. Se muestran
suspensiones y particulas dispersas de diferentes tamafios de acuerdo a cada relacion, se
presentaron tamarfios desde 1.5 um (20x; 12:88) hasta de 3.6 um (5x; 4:96), mostrandose
diferencia significativa entre los aceites concentrados y las relaciones con la B-CD, sin
embargo, se obtuvo diferencia significativa de la B-CD sola que presento 12.63 pum con

respecto a los complejos de inclusion con valores menores a 3.6 pm.
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Tabla 11. Tamano de particula (um) de los complejos de inclusion.

Relacién Tamafio de particula (um)
Aceite : B-CD
5x 10x 20x
4:96 3.6+0.03° 2.1£0.02¢ 3.3+0.1¢
12:88 2.540.014 1.6+£0.01¢  1.5+0.01#
16:84 2.0+0.01¢f 2.0+0.07¢f  1.9+0.01f
B-CD 12.632

Valores promedio de tres repeticiones. ** Los promedios con diferentes superindices difieren
significativamente (p<0.05)

7.7.4 Caracterizacion por espectrofotometria de infrarrojo por transformadas
de Fourier (FTIR)

El andlisis de FTIR es una técnica muy utilizada para confirmar la formacion de los
complejos de inclusion. En la Figura 9, se muestra el comportamiento de 3-CD pura,
concentrado de aceite 20x libre y el complejo de inclusion (relacion 12:88); se pueden
observar el comportamiento del nimero de ondas para la B-CD pura, mostrando una
significativa banda a 3340 cm™, debido a la O-H de vibraciones de estiramiento de los
diferentes grupos hidroxilo de la B-CD. También es ligeramente visible una banda a 1647
cm’, relacionada con las vibraciones de flexion de estos grupos O-H. El espectro de FTIR
del aceite 20x, se revela una banda a 2946 cm™ (estiramiento C-H), ademas de una gran
cantidad de bandas entre las regiones (C-0O), (C-C), (C-C). Para el aceite concentrado, se
puede observar una banda intensa a 2800 cm™' aproximadamente atribuida a vibraciones
relacionados con el compuesto metileno cuyos principales enlaces C-H cercano a 2926
cm™'. La banda intensa en 1644 cm™ se atribuye a la vibracion de estiramiento C = C del
grupo alilo. Dichas bandas se presentaron en los aceites concentrados 5x, 10x, 20x y se
vio disminuido, por tanto la desaparicion de la banda tipica indica en algin grado, que
este compuesto (metileno) se incluyd en la cavidad de las B-CDs, de tal modo indica la
formacidn exitosa de los complejos de inclusion B-CD/aceite. Cada complejo de inclusion

(aceite:-CD) muestran el mismo comportamiento, observandose en el Anexo.
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Figura 9. Espectro FTIR de (a) aceite 20x, (b) B-CD, (c) relacion 12:88

7.7.5 Analisis morfologico

La estructura morfolégica de los diferentes polvos obtenidos por el método co-
precipitacion para los aceites concentrados se analizé en el microscopio electronico de
barrido (Figura 10), observando sin distincion del tipo de aceite utilizado, estructuras
amorfas tipo cristal e irregulares, de diferentes tamafios.

Figura 10. Microfotografias en microscopio electronico de barrido (a) B-CD pura;
(b) 5x, 12:88; (c) 10x, 12:88; (d) 20x, 12:88
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7.7.6 Actividad bioldgica
7.7.6.1 Actividad antioxidante

La Figura 11, muestra los resultados obtenidos para la actividad antioxidante de los
aceites concentrados 5x, 10x, 20x libres (ORL) y en complejo de inclusion en sus
diferentes relaciones con la 3-CD, obteniendo valores entre 1000 — 8500 pmol de Trolox/g
de B-CD, donde no hubo diferencia significativa entre los aceites concentrados sin
encapsular y los complejos de inclusion en la relacion 12:88 en los 3 aceites con valores
entre 6500-8500 umol de Trolox/g de B-CD , sin embargo, si hay diferencia significativa
entre la relacion 12:88 respecto a la 4:96 y 16:84, obteniendo que el aceite 5x en relacion

4:96 y 16:84 presentaron los valores mas bajos entre 1000 - 2000 pumol de Trolox/g de [3-
CD.
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Figura 11. Gréfica de la actividad antioxidante de los complejos de inclusion de los
aceites concentrados con B-CD en diferentes relaciones

7.7.6.2 Concentracion minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB)
La capacidad antimicrobiana se evalud tanto inhibitoria como bactericida de los

aceites concentrados 5x, 10x, 20x en complejos de inclusion en las 3 relaciones (4:96,
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12:88 y 16:84). En estudios previos, se obtuvieron las CMI para algunas cepas bacterianas
de importancia en alimentos (Salmonela typhi, Listeria monocytogenes, Bacillius cereus,
Staphylococcus aureus) utilizando los aceites concentrados no encapsulados, mostrando
mayor efecto antimicrobiano las dos primeras cepas, por lo cual, en aceite encapsulado
solo se realiz6 con estas dos cepas bacterianas, obteniendo que el aceite concentrado 5x
presentd una buena actividad antimicrobiana para Sa/monella thyphi, mientras que para
Listeria monocytogenes fue el aceite 20x; el resto de los aceites concentrados
encapsulados no mostraron actividad antimicrobiana preliminar por lo cual solo se realizd
el estudio de CMI y CMB los aceites concentrados (5x y 20x). La CMB no se logrd
determinar para ninguna de las dos cepas debido a que el crecimiento se observé incluso
en la concentracion de 10 mg/mL. Sin embargo, al realizar el analisis de CMI se puedo
observar que la disminucion bacteriana fue mayor al 90% en ambos aceites, obteniendo
un crecimiento menor al 10% en todos los casos para ambas cepas. La CMI (definida
como la concentracion capaz de reducir el 90% del crecimiento microbiano) se determino
en una concentracion de 1.25mg/mL para ambas bacterias, no encontrdndose diferencia
significativa (Tabla 12). Entre las diferentes concentraciones probadas no hubo diferencia

significativa, pero si en comparacion con el control (Figuras 12 y 13).
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Figura 12. Gréfica del crecimiento (%) de Salmonella typhi a diferentes concentraciones
de complejos de inclusion 5x en relaciones 12:88 y 16:84
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Figura 13. Gréfica del crecimiento (%) de Listeria monocytogenes a diferentes
concentraciones de complejos de inclusion 20x en relaciones 12:88 y 16:84

Tabla 12. Concentracion minima inhibitoria (mg/mL) de los complejos de inclusion.

Bacteria Aceite Relacion
12:88 16:84
L. monocytogenes 20x 1.25 1.25

Los aceites concentrados 5x y 20x presentaron actividad inhibitoria en ambas relaciones
(12:88 y 16:84) a las diferentes concentraciones en las que se realiz6 el andlisis (1.25, 2.5,
5y 10 mg/mL) encontrandose la CIM para Listeria monocytogenes y Salmonella typhi de

1.25 mg/mL, donde se evidencia una disminucion del 90% del crecimiento bacteriano.

7.7.6.3 Concentracion inhibitoria fungicida (CIF)

Para el estudio de CIF se utilizaron los hongos Aspergillus niger y Aspergillus flavus,
debido a su gran importancia en la industria de alimentos por ser microorganismos
productores de micotoxinas. La CIF se definio como la concentraciéon minima en la cual
no hubiese crecimiento micelial visible. La CFI fue determinada en los aceites

concentrados 5x, 10x y 20x en sus tres relaciones con la B-CD (4:96, 12:88, 16:84),

59



utilizando las concentraciones de 1.25, 2.5, 5 y 10 mg/mL (no se utilizaron
concentraciones mayores debido a la concentracion de -ciclodextrina presente,
determinando el efecto de los complejos de inclusion a concentraciones iguales o menores
a 10 mg/mL). Los resultados obtenidos mostraron que a mayor concentracion de aceite
encapsulado, mayor inhibicion micelial para ambas cepas utilizadas. Aun con variaciones,
se obtuvo que los aceites concentrados 5x, 10x y 20x mostraron disminuciéon en
crecimiento en 10 mg/mL. El menor crecimiento miceliar para 4. niger se presentd en el
concentrado 10x en la relacion 16:84 y 12:88 en la concentracion de 10 mg/mL, mientras
que para A. flavus se observo en los 3 concentrados en ambas relaciones a excepcion del
20x. La CIF no se logr6 determinar, sin embargo se utilizaron unidades arbitrarias del O -
5 (representados con +) para determinar el crecimiento micelial, siendo el 0 la ausencia,
mientras que el 5 el crecimiento maximo comparable con el control positivo, mostrandose
en las Tablas 13 y 14, para 4. niger y Tablas 15 y 16, para A. flavus en relaciones 12:88 y
16:84, respectivamente.

Tabla 13. Crecimiento micelial de 4. niger en presencia de complejos
de inclusion en la relacion 12:88

Aceite Concentracion mg/mL
Control
12:88 1.25 2.5 5 10
5x +++++ ++++ ++++ +++ -+
10x ++++ +++ +++ ++ -+
20x +++++ ++++ ++++ -+ 4+

+++++ abundante crecimiento
++++ crecimiento regular
+++  crecimiento medio

++ poco crecimiento

+ muy poco crecimiento

Tabla 14. Crecimiento micelial de 4. niger en presencia de complejos
de inclusion en la relacion 16:84

Aceite Concentracion mg/mL
Control
16:84 1.25 2.5 5 10
5x ++++ +++ +++ +++ -+
10x ++++ +++ ++ + -+
20x ++++ ++++ ++++ ++++ 4+

+++++ abundante crecimiento
++++ crecimiento regular
+++  crecimiento medio

++ poco crecimiento

+ muy poco crecimiento
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Tabla 15.

Crecimiento micelial de 4. flavus en presencia de complejos

de inclusidn en la relacion 12:88

Aceite
12:88
5x
10x
20x

Concentracion mg/mL

125 25 5 10 Control
— — . o F——
et _— e o oo
otk et o+ o oo

+++++ abundante crecimiento
++++ crecimiento regular
+++  crecimiento medio

++ poco crecimiento

+ muy poco crecimiento

Tabla 16. Crecimiento micelial de 4. flavus en presencia de
complejos de inclusion en la relacion 16:84

Aceite Concentracion mg/mL
Control
16:84 1.25 2.5 5 10
5x -+ +++++ ++++ +++ A+
10x +H+++ ++++ -+ +++ -+
20x +H+++ +++++ ++++ +++ +++++

+++++ abundante crecimiento
++++ crecimiento regular
+++  crecimiento medio

++ poco crecimiento

+ muy poco crecimiento
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8. DISCUSION

Los aceites esenciales de citricos se han aplicado industrialmente en una amplia variedad
de productos, incluyendo alimentos, bebidas, cosméticos y medicamentos debido a su
sabor y/o aroma (Settanni et al. 2012; Liu et al. 2012). En esta investigacion, se utilizd
AN obtenido industrialmente por prensado en frio y posteriormente se obtuvieron los
aceites concentrados de naranja por destilacion fraccionada, con denominacion 5x, 10x y
20x, mostrado en la Tabla 1, un pardmetro como la densidad se observa que aumenta
dependiendo de la concentracion del aceite debido posiblemente a que sus componentes
de mayor peso molecular se van concentrando, pero se volatilizan aquellos con peso
molecular bajo (Lopes et al. 2003). Existen pocos estudios relacionados con los aceites

concentrados de citricos, es por eso que se tomo importancia para este estudio.

En el estudio del perfil cromatografico, su andlisis cualitativo y cuantitativo de los
principales componentes del aceite esencial de naranja y sus concentrados (5x, 10x y 20x)
mostrd diferencias en la composicion y porcentaje de los compuestos presentes (Tabla 2)
Estos resultados concuerdan con estudios anteriores (Espina et al. 2011; Ruiz y Flotats,
2014; Singh et al. 2010), donde se menciona que existen diferencias en el perfil
cromatografico del AN dependiendo del tipo de extraccion, conservando sus componentes
mayoritarios como el D-Limoneno, coincidiendo con nuestros resultados que mostraron
este compuesto como mayoritario. Lopes et al. (2003) realizaron un estudio donde
utilizaron diferentes parametros durante la destilacion al vacio, encontrando variaciones
cuantitativas importantes en los perfiles cromatograficos coincidiendo con las variaciones
encontradas en nuestros resultados. Estas diferencias encontradas podrian deberse al tipo
de proceso de extraccidon, ya que se sabe que el proceso de destilacion al vacio,
proporciona fracciones concentradas provenientes del aceite esencial de naranja mediante
la eliminacion selectiva de limoneno (principal constituyente) y otros terpenos
hidrocarbonados, aumentando asi la concentracion de compuestos oxigenados
principalmente aldehidos y alcoholes (Lopes et al. 2003; O’Bryan et al. 2008). Los
terpenos hidrocarbonados (incluyendo el limoneno) requieren ser removidos para obtener

un producto final estable debido a que no contribuyen de manera determinante al sabor y
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fragancia del aceite, ademas son inestables al calor, luz y disminuir la solubilidad del
aceite (Beneti et al. 2011; Liu et al. 2012; Lopes et al. 2003). El presente estudio examind
la composicion quimica del aceite esencial de naranja y aceites concentrados 5x, 10x y
20x, para comparar diferencias entre sus constituyentes, debido a que los aceites
concentrados proporcionan una mayor intensidad saborizante por el aumento en
concentracion de compuestos oxigenados en comparacion con el aceite de naranja
obtenido por prensado en frio, ademds son menos susceptibles a la oxidacién y el
desarrollo de mal sabor, mostrando asi una mejor estabilidad y solubilidad en alcohol, con
mayor interés industrial, en comparacion con el aceite de naranja (Beneti et al. 2011;
Lopes et al. 2003). El analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) permitio conocer la composicion quimica y la abundancia relativa de los
principales componentes, los cuales se agrupan en varias clases: monoterpenos
hidrocarbonados,  monoterpenos  oxigenados, sesquiterpenos hidrocarbonados,
sesquiterpenos oxigenados y otros (aldehidos, cetonas, esteres) (Tabla 2). Estos resultados
mostraron similitudes cualitativas, asi como diferencias cuantitativas en los componentes
de cada uno de los aceites analizados, mostrando una disminucidén en la mezcla de
monoterpenos hidrocarbonados en todos los aceites concentrados comparadas con el AN,
siendo el aceite 20x el que presento la menor cantidad. En monoterpenos oxigenados se
detectd un aumento en la concentraciéon de los aceites concentrados respecto al AN,
coincidiendo con Lopes et al. (2003), quienes al analizar los perfiles cromatograficos de
aceite concentrado de naranja 5x, reportaron una disminucién inversamente proporcional
respecto al concentrado de naranja de compuestos hidrocarbonados como limoneno,
mirceno, entre otros. Mientras que para los compuestos oxigenados como el decanal y
linalool se report6 un aumento directamente proporcional respecto al aceite concentrado

de naranja.

De acuerdo con algunos reportes (Espina et al. 2011; Njoroge et al. 2005; Singh et al.
2010) el limoneno se encuentra en un 90% reconociéndose como el componente principal
del aceite esencial, coincidiendo con nuestros resultados, donde el AN present6 91.12%
de D-Limoneno. Cuando se analizaron los aceites concentrados, se detectd una
disminucién en el porcentaje de D-Limoneno, resultando el aceite 20x con el menor

porcentaje, mientras que los aceites 10x y 5x se mantuvieron alrededor del 73 %. De los
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demds componentes que resultaron mayores al 1%, como el decanal y linalool
considerados por aportar fragancia y actividad bioldgica aumentaron considerablemente
en los aceites concentrados (Liu et al. 2012; Fisher y Phillips, 2006a). La composicion de
los aceites esenciales varia con respecto a las condiciones ecoldgicas geograficas, edad de
la planta, métodos de cultivo, momento de la cosecha, tipo de extraccion y separacion
(Nannapaneni et al. 2009; Singh et al. 2010). Tal variaciéon en la composicion quimica de
los aceites esenciales, sin duda podria alterar su actividad biologica (Singh et al. 2010).
Con base a lo anterior, se considerd también evaluar la actividad antimicrobiana y

antioxidante de los aceites en estudio.

Respecto a la actividad antimicrobiana, los resultados de este trabajo coinciden con lo
reportado por Frassinetti et al. (2011) quienes reportaron la menor actividad
antimicrobiana para el D-Limoneno comparado con aceites esenciales de citricos en
bacterias como Xanthomonas campestris, asi como lo reportado de Nannapanenni et al.
(2009) quienes encontraron poca o nula actividad antimicrobiana del D-Limoneno en
bacterias como L. monocytogenes, Escherichia coli y Campylobacter jejuni. A pesar de
las diferencias significativas encontradas en los halos de inhibicion entre los concentrados
en este estudio y de una minima pero aparente sensibilidad mayor de S. typhi por el método
de difusion en disco, al realizar la CMI y CMB, el aceite con mayor potencial
antimicrobiano fue 20x encontrando que la bacteria més sensible fue L. monocytogenes
mientras que la mas resistente fue S. #yphi, esto pudiera deberse a que el método de
difusion en disco es limitado, debido principalmente a variaciones en la capacidad de
difusién de los compuestos activos en el agar, el tamafio del halo de inhibicién no
necesariamente es correspondiente con la CMI/CMB determinada en medio liquido
(Nannapaneni et al. 2009; O’Bryan et al. 2008). Por otra parte, la CMI/CMB vari6 de una
bacteria a otra confirmando las observaciones de Kim et al. (1995), quienes reportaron
que un mismo compuesto puede tener diferentes efectos antimicrobianos o nulos sobre los
diferentes microorganismos. Esto dependera de algunos factores como el tipo de Gram y
variabilidad de compuestos presentes que en ocasiones pudieran ejercer un sinergismo
entre ellos (O’Bryan et al. 2008). Se ha reportado que las bacterias Gram (-) poseen una
resistencia mayor que las Gram (+) debido a la doble membrana que éstas poseen, ya que

la membrana externa rodea a la pared celular ejerciendo una proteccion extra que restringe

64



la difusiéon de compuestos hidrofébicos (Burt, 2004). En nuestro estudio se utilizé la
bacteria Gram (-) S. typhi que presentd una mayor resistencia al efecto antimicrobiano de
los aceites esenciales y aceites concentrados. Mientras que las Gram (+) presentaron
menor resistencia encontrando variaciones entre ellas. A pesar de estas observaciones,
existen reportes de bacterias Gram (-) mas susceptibles que las Gram (+) o incluso sin
diferencia significativa en susceptibilidad debido a otros factores que juegan un papel
importante en la actividad antimicrobiana tales como sinergismo entre los compuestos. Se
ha demostrado que aquellos componentes que se encuentran en menor proporcion, juegan
un papel critico en la actividad antimicrobiana y tienen un efecto sinérgico que
potencializa la actividad bioldgica (Burt, 2004). En este estudio, el aceite 20x present6 la
mayor actividad antimicrobiana seguida de la 10x y 5x, esto pudiera deberse al aumento
en la concentracion de los componentes minoritarios que poseen actividad antimicrobiana
que podrian actuar en sinergia con otros compuestos presentes, ya que se ha demostrado
que los aceites de citricos son mezclas complejas de aproximadamente 400 compuestos
cuyo contenido depende de los métodos de cultivo, extraccion y separacion especificos
ademas de la condicion ecoldgica, geografica y la edad de la planta que podrian alterar el
perfil quimico cuantitativo y cualitativo del aceite, por lo que la actividad bioldgica se
atribuye a una sinergia entre éstos y no a un Unico compuesto (Jing et al. 2014;

Nannapaneni et al. 2009; Singh et al. 2010).

Existen estudios respecto al uso de fracciones a partir del aceite esencial de naranja;
desterpenados, terpenados, terpenos de alta pureza, terpenos a partir de esencia de naranja,
aceite concentrado 5x (Nannapaneni et al. 2009; O’Bryan et al. 2008), compuestos
aislados (Liu et al. 2012), utilizando diferentes especies de naranja (Settanni et al. 2012;
Sing et al. 2010) o diferentes variedades de aceite de citricos (Espina et al. 2011;
Frassinetti et al. 2011; Settanni et al. 2012). Sin embargo, no se encontraron estudios sobre
el uso de aceites concentrados a partir de aceite esencial de naranja, obtenidas por

destilacion fraccionada al vacio, como 10x y 20x utilizadas en esta investigacion.

La actividad antioxidante del AN, DL y aceites concentrados 5x, 10x, 20x fue analizada

mediante los radicales de DPPH y ABTS. Los resultados obtenidos evidenciaron

65



diferencia significativa en la actividad antioxidante en los aceites concentrados 5x, 10x,
20x con respecto al AN y DL, siendo el aceite 20x el que mostré la mayor actividad
antioxidante. El analisis estadistico reveld diferencia significativa en la actividad
antioxidante del aceite 20x con respecto a 10x y 5x. Los aceites concentrados 20x, 10x y
5x son principalmente utilizados en la industria de alimentos, farmacéuticos y cosméticos
por caracteristicas de sabor y aroma, sin embargo pocos estudios se han realizado para
determinar su actividad antimicrobiana y antioxidante que de acuerdo a los resultados
obtenidos en este estudio los aceites concentrados mostraron mejor actividad biologica en
comparacion al aceite esencial de naranja, esto pudiera deberse que al concentrar el aceite,
se potencializan aquellos compuestos que se encuentran en menor proporcion, reduciendo
el contenido de D-limoneno que en condiciones normales se encontraria

aproximadamente en un 90 %.

En algunas investigaciones, se ha sugerido que la actividad antioxidante de aceites
esenciales de citricos podria estar relacionada con la presencia del D-Limoneno asi como
otros monoterpenos como el y-terpineno y terpinoleno (Choi et al. 2000; Frassinetti et al.,
2011). Sin embargo, en el presente estudio se obtuvd mejor actividad antioxidante por
parte de los aceites concentrados (5x, 10x, 20x), que segun el perfil cromatografico, la
cantidad de D-Limoneno presente disminuyd mientras que otros componentes como
decanal y linalool se incrementaron. Estos resultados coinciden con Choi et al. (2000),
quienes reportaron que a pesar de que el D-limoneno esta como componente principal en
el AN, este no juega un papel importante en la determinacion de la actividad antioxidante,
observandose que en el aceite 20x mostrd la mejor actividad antioxidante siendo ésta la
que presentd menor cantidad de D-Limoneno, mostrando que la actividad antioxidante,
estd dada también por compuestos diferentes al D-Limoneno, que al aumentar su
concentracion presentan una mayor actividad antioxidante, o en su defecto una actividad
sinérgica en los compuestos presentes que potencializan esta capacidad antioxidante. Se
han realizado estudios analizando la actividad antioxidante de compuestos puros por
separado, presentes en el AN. De acuerdo a Liu et al. (2012), el AN presentd6 mejor
actividad antioxidante, asi como antimicrobiana, que los compuestos puros como el

linalool, decanal, valenceno y octanal, lo que pudiera confirmar segin los resultados
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obtenidos en este estudio, que la actividad bioldgica presente en los aceites esenciales no
es debida a un solo compuesto, sino a la sinergia entre varios de ellos. De ser asi, los
aceites concentrados proporcionarian caracteristicas bioldgicas diferentes a las
encontradas en sus respectivos aceites esenciales, lo que abriria la pauta para nuevas
investigaciones dirigidas a la aplicacion estratégica de este tipo de compuestos, tomando
en cuenta que la eficacia relativa de antioxidantes depende del tipo de accion que
presenten (inhibidor de radicales libres, descomposicion de perdxido o limpiador de
oxigeno), sistema de prueba, concentracion, método utilizado y la etapa de crecimiento en

la planta (Choi et al. 2000).

Por los resultados obtenidos en los estudios realizados en la actividad bioldgica para AN,
DL, 5x, 10x y 20x, los que obtuvieron mejores valores en la actividad antimicrobiana y
antioxidante fueron los ultimos 3, por lo que se decidié que se encapsularan solo los
aceites concentrados de naranja 5x, 10x y 20x, mediante emulsiones y complejos de

inclusion con B-CD.

Se desarrollaron 10 formulaciones de las emulsiones utilizdndose como fase oleosa AN y
se determino que la formulacion 1, resulté con mejor estabilidad debido a que pardmetros
como tamafio de particula, indice de cremado, tasa de coalescencia se mantuvieron
estables durante 30 dias, por lo que fue seleccionada para los aceites concentrados 5x, 10x
y 20x. Los materiales de pared influyen considerablemente en la estabilidad de las
emulsiones. Macromoléculas como las proteinas y los polisacaridos juegan un papel muy
importante en la estabilizacion de emulsiones aceite-agua (O/W), este tipo de moléculas
alimenticias contribuyen a la estructura, textura y estabilidad debido a sus propiedades
espesantes y comportamiento gelante (Ruiz, 2004), influenciando la interaccion entre ellos

para mantener la estabilidad durante el tiempo.

La composicion de los materiales de pared puede afectar el comportamiento de la
emulsion, en esta investigacion se utilizaron ingredientes con proteina como WPC y con
carbohidratos como B-CD y gomas como la xantana. Hye-Sook et al. (2011), reportd que

la interaccion entre WPC/CD influye fuertemente en el tamaio de particula con aceite de
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pescado, formando pequefias gotas de aceite en la emulsion, reportando valores de 120 —
700 nm, lo cual difiere un poco en esta investigacion siendo alrededor de 1.5 pum, sin
embargo, este parametro no solo esta influenciado en los materiales de pared, sino también
por la etapa de homogeneizacion (Rao y McClements, 2012). Por otro lado, al microscopio
optico, las gotas de aceite se observaron uniformes y sin aglomeracion, lo que indica que
no se estan floculando, al respecto los estudios realizados por Jafari et al. (2012b)
mencionan que la gota de aceite de D-limoneno, estuvo influenciada por la cantidad de
goma arabiga, cuando estaba al 10% la distribucion de tamafio y las gotas estdn
completamente estabilizadas y alejadas una de la otra debido a las fuerzas repulsivas y al
aumento de la viscosidad producido por la goma, sin embargo, a una concentraciéon del
1%, se puede ver que la distribucion de tamafios es amplia y las gotas se acercan una a la
otra ocasionando floculacion, y finalmente la coalescencia. El indice de cremado
cuantifica la estabilidad de la emulsion en porcentaje debido a que se puede observar
fisicamente la homogeneizacion o separacion de la emulsion. Se realizaron 10
formulaciones para emulsiones, 5 de ellas fueron estables y el resto inestables. Las
emulsiones tienen diferentes mecanismos por los que pueden presentar inestabilidad, en
esta investigacion en particular, de manera general las emulsiones que presentaron
inestabilidad mostraron “cremado” es decir, que por efecto de la gravedad y densidad, las
gotas de aceite al ser menos densas que la fase continua (acuosa), se observa en la parte
superficial de la emulsion la aglomeracion de los materiales utilizados, esto se presentd
en las formulaciones de emulsiones 3, 4, 5, 6 y 10; el balance de los materiales de pared
utilizados también se requiere considerar debido a que las formulas 5, 6 y 10, no contenian
WPC, B-CD, XG, respectivamente, pero en la 3 y 4 contenian menos cantidad de XG y
WPC, es decir, al no afiadir algun material de pared se inestabiliza el sistema por lo cual
cada uno influye de manera importante en la emulsion al final. En emulsiones con aceite
de pescado utilizando XG en su formulacion obtuvieron emulsiones con alta estabilidad,
debido a que este ingrediente proporciona estabilidad en emulsiones O/W, debido a que
es un excelente viscosificador y estabilizador (Hye-Sook et al. 2011). Con esto, la tasa de
coalescencia se obtuvo de manera cuantificable por lo que las emulsiones mas estables

fueron las formulaciones 1, 2, 7, 8, 9.
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Para la siguiente etapa de la investigacion, se eligio la formulacion de la emulsion 1, para
utilizarla en los aceites concentrados 5x, 10x y 20x, debido a que mostr6é mejores valores
de estabilidad. Se realizé el andlisis de tamafio de particula, tasa de coalescencia y
actividad antioxidante a las emulsiones realizadas con los concentrados almacenadas a
temperaturas de 4, 25 y 55 °C durante 93 dias. Anteriormente, se habian realizado analisis
de indice de cremado en las formulas, sin embargo, en esta parte, investigamos una posible
correlacion en la estabilidad de la emulsion con la concentracion del aceite y la proteccion
de la actividad antioxidante durante el tiempo a las temperaturas mencionadas

anteriormente.

El tamafio de particula que presentaron las emulsiones almacenadas a temperatura de 4 y
25 °C fueron menores a 2.2 pm, sin embargo, a temperatura de 55 °C todas las emulsiones
fueron superiores a 4.9 um. Jafari et al. (2012b), evaluaron la estabilidad de emulsion con
diferente proporcion de limoneno (5 y 10 %) en el andlisis de tamafno de particula
preparadas como goma angum y arabiga a diferentes concentraciones almacenadas de 1 a
4 dias; obtuvieron tamafios de particula entre 1.6 — 3.8 um, reportando que el tipo y la
cantidad de cada goma no influy6 de manera considerable este pardmetro, mencionando
que la cantidad del aceite tuvo una influencia significativa en la tension superficial de la
emulsion, no asi en la estabilidad de la misma. Sin embargo, la composicion de un aceite
concentrado es diferente debido a que los compuestos de peso molecular alto se mantienen
y aumentan al concentrarse el aceite, como se observd en la seccion 7.2 de esta
investigacion, al respecto Roa y McClements, (2012), realizaron estudios sobre la
influencia en la formacion y propiedades de emulsiones de aceite en agua con aceites
concentrados de limoén de 1x, 3x, 5x y 10x, reportando que las emulsiones fueron
inestables por el aumento del tamafio de particula, sin embargo conforme aumentaba el
concentrado disminuia el tamafio de particula, siendo el mas estable el realizado con el
concentrado de aceite 10x, concluyendo que el tamafio de particula se dirige a un aumento
en la cremacion en las emulsiones. En las emulsiones realizadas en esta investigacion con
aceites concentrados 5x, 10x y 20x, no se observé que el concentrado pudiera influir en la
estabilidad de la emulsion, debido a que se mantuvieron dentro de los mismos valores,

pero si hubo afectacion en la estabilidad de la emulsion por el tiempo y temperatura de
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almacenamiento, como es reportado por Jafari et al. (2012b), quienes almacenaron las
emulsiones con limoneno durante 3 dias a 25 °C, donde solo ligeramente aumentaba el
tamafio de particula en algunas formulaciones, sin embargo el tiempo y temperatura de
este estudio fue relativamente corto y una temperatura idonea, lo cual no permiten conocer
el comportamiento de la estabilidad de la emulsion completamente. En esta investigacion,
las emulsiones fueron almacenadas a diferentes temperaturas (4, 25 y 55 °C) precisamente
para conocer si la temperatura influye en la estabilidad de la emulsion, en todos los casos
la temperatura de almacenamiento que ocasion6 inestabilidad en el sistema fue a 55 °C,
caso contrario de temperaturas de 4 y 25 °C, esto posiblemente debido a que a
temperaturas mayores los materiales de pared como 3-CD, WPC y XG, pudieran presentar
rompimientos en su sistema por los componentes, en el caso de la -CD, la estabilidad
térmica del complejo varia dependiendo del analito, pero la mayoria de los complejos
empiezan a desnaturalizarse a partir de 50-60 °C, en el caso de la WPC y XG, los enlaces
de las proteinas y carbohidratos se ven desfavorecidos al incrementar la temperatura. Un
estudio realizado con aceite concentrado de limén 1x, 3x, 5x y 10x, reportaron que las
emulsiones con mayor concentracion del aceite (10x) presentaron mds estabilidad con el
tiempo (12 h), pero en la temperatura de almacenamiento el tamafio de particula se vio
influenciada en aceites concentrados 3x y 5x, el tamafio de particula fue directamente
proporcional al incremento de la temperatura (20 y 37 °C), pero en el concentrado de aceite
10x no influyd la temperatura con el tiempo, concluyendo que la estabilidad de las
emulsiones aceite/agua disminuia a medida que aumentaba la concentracion del aceite,
atribuyéndole este efecto a cambios en la solubilidad de los aceites en agua, debido a la
presencia de componentes con baja solubilidad pudiendo evitar el crecimiento de gotas y
generar un efecto de maduraciéon composicional que se opuso al efecto de maduracién

Ostwald (Roa y McClements, 2012).

La actividad antioxidante de los aceites concentrados 5x, 10x y 20x, fue evaluada con
radicales ABTS y DPPH por un periodo de 93 dias a temperaturas de almacenamiento de
4,25y 55 °C, debido a que son temperaturas en condiciones de refrigeracion, temperatura
de ambiente y de algin proceso térmico ligero. Los resultados muestran diferencia

significativa entre el aceite sin emulsion (libre) y aceite en emulsion en el analisis de
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actividad antioxidante para ambos radicales, sin embargo, a través del tiempo la actividad
antioxidante se mantuvo de acuerdo al mes de inicio, es decir, del primer mes al tercer
mes no hubo cambio en los valores de los andlisis de la actividad antioxidante, pero las
emulsiones que fueron almacenadas a temperatura de 55 °C, si hubo una disminucion en
la actividad antioxidante para el aceite 20x en el radical ABTS, lo cual indica que el
balance del material de pared de B-CD, WPC, XG, ayud6 a mantener dicha actividad
durante el tiempo de andlisis, considerando que la temperatura para mantener las
emulsiones estables y su actividad antioxidante seria en 4 y 25 °C, ya que se mostraron
valores Optimos en la estabilidad y actividad biologica. La seleccion de la combinacion de
los materiales de pared puede afectar las propiedades de la emulsion durante el
almacenamiento (Carneiro et al. 2013), esto influye en la proteccion del ingrediente activo

en la emulsion, durante el tiempo de almacenamiento.

En esta investigacion, se realiz6 la microencapsulacion por emulsiones con diferentes
materiales de pared, mencionados anteriormente, debido a que este en un sistema de
proteccion liquido, sin embargo, también existia el interés de realizar la proteccion en un

sistema s6lido como son los complejos de inclusioén con B-CD.

Se realizaron los complejos de inclusion de los aceites concentrados 5x, 10x y 20x con 3-
CD, obteniendo las relaciones 4:96, 12:88 y 16:84, respectivamente, se eligieron estas
combinaciones de relaciones con base a referencias bibliograficas, realizadas con
diferentes aceites, sin embargo, el comportamiento de cada aceite con la B-CD es distinto,
debido a que la interaccion interna de la B-CD con el analito depende de varios factores

en el proceso y de la estructura quimica de cada parte.

En todos los tratamientos, se obtuvd polvo de color ligeramente amarillo, diferente del
color original de la B-CD (blanco); la interaccion de los aceites concentrados con la B-CD
probablemente es la diferencia del color final. El rendimiento de los complejos de
inclusion es el porcentaje del polvo obtenido entre el material originialmente utilizado
(aceite + B-CD). En la Figura 8, se muestran los resultados de rendimiento en porcentaje

obteniéndose valores que oscilan entre 74. 37 — 84.83 %, existiendo una diferencia
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significativa entre los aceites y las relaciones. Estos resultados concuerdan con algunos
autores que han realizado complejos de inclusion con aceite de canela, ajo, timol,
Santurela montana (Ayala-Zavala et al. 2008, Petrovi¢ et al. 2010, Haloci et al. 2014).
Investigaciones similares, reportan resultados de rendimiento del 98.41 % utilizando
aceite de tomillo en una relacion 14:86 (Toro-Sanchez et al. 2010). Asi mismo se ha
probado la saturacion de B-CD, que se ha producido en otras concentraciones, como el
caso del aceite de canela se obtuvo en la relacion 16:84 con 94.82 % y en el aceite de ajo
se obtuvo ésta saturacion a una relacion de 12:88 con 94.58 % (Ayala-Zavala et al. 2008).
Sin embargo, hay algunos factores que pueden contribuir a la pérdida del concentrado del
aceite en la B-CD como son: la retencion del aceite en la solucion después de formar el
complejo, el equilibrio de sabores entre el liquido y el estado complejado, la evaporacion
del aceite superficial durante el proceso de complejacion, la evaporacion durante el paso
de secado. La pérdida del B-CD y del polvo complejo se asigna principalmente a la

solubilidad de B-CD en agua (Petrovi¢ et al. 2010).

Para los resultados de aceite encapsulado (mg/g B-CD) y eficiencia de encapsulacion (%)
realizadas para los aceites concentrados y B-CD en sus 3 relaciones son mostradas en la
Tabla 10. Los valores de aceite encapsulado fluctuaron entre 7.7 - 102.3 mg / g B-CD,
para la relacion 12:88 de 20x obtuvo una diferencia significativa con 102.3 mg / g 3-CD,
seguida por la relacion 16: 84 del mismo aceite con 83.1 mg / g B-CD. Para el resto de
aceites y sus proporciones hubo diferencia significativa obteniendo valores <60 mg / g [3-
CD. En general, la relacion de 4:96 fue la menor interaccion entre aceites concentrados y
B-CD, debido a los bajos valores de aceite encapsulado. Madene et al. (2006), informaron
que los complejos de inclusion son el resultado de interacciones entre compuestos, que
donde encajan mejor las moléculas huésped mas pequenas, debido a que sus dimensiones
pueden incluirse dentro de la cavidad de la ciclodextrina. Petrovi¢ et al. (2010),
concluyeron que una relacion dptima para complejos de inclusion con aceite de canela era
de 15:85, obteniendo 117.2 mg / g de CD, mencionando que la polaridad de los
compuestos podria desempefiar un papel importante en la complejacion, compuestos
menos polares forman mas complejos que los compuestos polares. Estos resultados

pueden sugerir que la maxima inclusion de 3-CD con aceites concentrados se ha alcanzado
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en la relacion 12:88 para 5x, 10x y 20x. Para la eficiencia de encapsulacion, los resultados
son consistentes con estudios previos como Kfoury et al. (2016); Kamimura et al., (2014);
Santos et al. (2015a), quienes han estudiado diferentes compuestos como eugenol,
carvacrol y otros, informando valores de % EE entre 17 — 99 %. Este estudio, tuvo buenos
resultados en la eficiencia de encapsulacion con valores entre 67.1 — 89.5 %. Dos Passos
et al., (2016), informaron valores bajos de eficiencia de los complejos de inclusion de
limoneno, posiblemente este compuesto no estaba completamente complejado
permaneciendo en la superficie y por los factores implicados en el proceso como
volatilizacion por la etapa de calentamiento y secado. La relacion 6ptima de aceite:3-CD
fue de 12:88 para todos los aceites. Otro factor a considerar es el perfil quimico de cada
aceite concentrado, como es el limoneno, donde en aceite de naranja se obtuvo por arriba
del 90 % y para el aceite 20x es del 23.24 %, aumentando otros compuestos con mayor
peso molecular, pudiendo ser més dificil de interactuar con el interior de la cavidad de la
B-CD, contrario a los compuestos volatiles de menor peso molecular, ya que estos
compiten por el interior de la B-CD; diferentes moléculas tienen diferentes equilibrios en
solucion que los impulsan a formar complejos de inclusion o permanecer en solucion (Tao
et al. 2014). Por otro lado, el método seleccionado puede ser crucial en el porcentaje de
eficiencia de encapsulacion, Wang et al. (2011), reportd un 90.3% por método de co-
precipitacion, en este mismo método utilizando Trans-anetol se informé 51.29% por
Zhang et al. (2015), mientras que Santos et al. (2015a), reportaron 91.3% utilizando

carvacrol por liofilizacion a bajas temperaturas, pero 83.8% por el método de amasado.
p y p p p

La Tabla 11, muestra los tamafios de particula de los complejos de inclusion en los aceites
concentrados 5x, 10x y 20x, con las relaciones 4:96, 12:88 y 16:84 con la B-CD
respectivamente, mostrando suspensiones y particulas dispersas de diferentes tamafios de
acuerdo a su relacion con valores de 1.5 — 3.6 um. Estos resultados coincidieron con los
reportados por Tao et al. (2014) al trabajar con aceite de tomillo (3.2 um), quienes
mencionan que el método utilizado para realizar los complejos de inclusion puede influir
en el tamafio de particula, ademas del tiempo de complejacion durante el proceso de
agitacion. Sin embargo, B-CD tiene una fuerte tendencia a la aglomeracion como

consecuencia de su autoensamblaje en agua (Tao et al. 2014), debido a la falta de carga
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neta sobre las particulas del complejo de inclusion, lo que significa que no hay repulsion
para evitar la aglomeracion de particulas (Hill et al. 2013). Las ciclodextrinas y sus
complejos pueden formar agregados solubles en agua en soluciones acuosas y estos
agregados pueden ser capaces de solubilizar farmacos lip6filos mediante complejacion sin

inclusion o estructuras similares a micelas (Tao et al. 2014).

La caracterizacion de los aceites ha sido estudiada por medio de espectrometria infrarroja
por transformadas de Fourier (FTIR) entre los componentes del AN, incluso de los aceites
concentrados 5x, 10x y 20x, es de gran importancia en la industria, sin embargo, ha sido
poco estudiada. Este andlisis permite conocer la interaccion molecular de los complejos
de inclusion entre los componentes de los aceites concentrados y la B-CD, ademas para
analizar la fuerza impulsora entre los aceites y la B-CD en el proceso de formacion de los
complejos. En el Anexo, se muestran los espectros IR de los complejos de inclusion de
los aceite concentrados 5x, 10x y 20x con la B-CD en las relaciones 4:96, 12:88 y 16:84,
los cuales se observa la misma tendencia; se puede observar el comportamiento del
numero de ondas para la f-CD pura mostrando una significativa banda a 3467 cm™, lo
cual representa enlaces v(O-H), posteriormente en 2946 cm™ representando v(C-H)
ademads de una gran cantidad de bandas entre las regiones v(C-0O), v(C-C), v(C-C). En la
Figura 9, se pueden observar claramente vibraciones remarcadas en la banda
aproximadamente en 2800 cm™, los cuales estan relacionados con el compuesto metileno
cuyos principales enlaces son (C-H) cercano a 2926 cm’™, caracteristico de los aceites
concentrados se vio disminuido, por tanto la desaparicion de la banda tipica indica en
algin grado se incluyo6 en la cavidad de la B-CD, de tal modo indicaron la formacién
exitosa de los complejos de inclusion B-CD/aceite. Ademas, estd acompainiado de la
presencia de cadenas de acidos grasos, ceras, carotenoides y fitoesteroles. Otro numero de
vibraciones se observa en 1500 cm™ dentro del espectro FTIR, representando la presencia
de acidos grasos e hidrocarburos, atribuidos principalmente flavonas polimetoxiladas las
cuales no han sido caracterizadas aun, asi mismo esta vibraciéon puede ser asignada
razonablemente a la union v(C=C) unido a los anillos de fenilflavona (Manthey, 2006).
Los aceites concentrados 5x, 10x y 20x muestran el mismo comportamiento, sin embargo,

en cada uno se ven disminuidas estas vibraciones, esto se debe a que el AN al concentrarse
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va disminuyendo dichos compuestos como la presencia de carotenoides, ceras y
fitoesteroles, ademds de compuestos polihidroxilados (Manthey, 2006). El uso de la
técnica de FTIR permite la deteccion de formacion de complejos en fase solida y sefalar
la implicacion de los diferentes grupos funcionales de las moléculas huésped y anfitrion,
permitiendo el estudio de los cambios en las caracteristicas espectrales de las moléculas
huésped (Calabro et al, 2004). La metodologia para realizar los complejos de inclusion
también influye si hay completa interaccion entre el compuesto y la B-CD; Toro-Sanchez
et al. (2010) realizaron los complejos de inclusion con aceite de tomillo utilizando la
técnica de co-precipitado y mezcla fisica, mencionando que se observé interaccion entre
el complejo, debido a que no se observaban las bandas caracteristicas del aceite en el
espectro del complejo de inclusion para el método de co-precipitado, contrario al método
de mezcla fisica, donde a pesar de haber obtenido el polvo del complejo de inclusion la
interaccion entre el aceite y la 3-CD no fue efectuada, debido a que permanecian en el
espectro las bandas caracteristicas del aceite sin encapsular y el que se acomplejo con la
B-CD, ademas de observar que el andlisis de FTIR revelo las diferencias entre las
posiciones de las bandas de los complejos respecto a los componentes iniciales, estas
diferencias son tipicas en la 3-CD debido a la pérdida de la vibracion y la flexion de la
molécula huésped durante la formacion del complejo. Otro estudio realizado en la
obtencion de complejos de inclusion de Limoneno con 8 y a-CD en 3 diferentes métodos
(mezcla fisica, pasta y slurry), reportando que solo obtuvieron complejos de inclusion en
el método de pasta con a-CD, para la 3-CD solo en el método de pasta y slurry con el
limoneno, y revelando que no hubo interaccion entre el aceite y las ciclodextrinas en el

método de mezcla fisica (Dos Passos et al. 2016).

Para conocer la morfologia de los complejos de inclusion se utilizd el microscopio
electronico de barrido para obtener las iméagenes de los complejos de inclusion con la 3-
CD y observar si hay una alteracion morfologica en compuestos puros y los complejos de
inclusion. En este estudio se realizd principalmente en la 12:88, debido a que en la mayor
parte de los andlisis realizados fue la que mejores resultados presento (Figura 10). La
morfologia muestra en la 3-CD pura, particulas cristalinas compactas, de forma amorfa e

irregulares con tendencia a rectangular, de diferentes tamafios. Zhang et al. (2015),
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observaron la morfologia superficial de los complejos realizados con trans-anetol
(compuesto aromatico del anis) utilizando B-CD por el método co-precipitado y mezcla
fisica, reportando que tuvieron estructuras cristalinas amorfas e irregulares y con cambios
fisicos dependiendo de la técnica utilizada siendo la mezcla fisica que presentd una
morfologia similar a la -CD, pero en menor tamaino y al comparar en tamafo y forma de
las particulas entre la B-CD y la mezcla fisica con la técnica de co-precipitado confirma
la formacion de complejo de inclusion de trans-anetol y la 3-CD en esta tltima técnica,
coincidiendo nuestros resultados con este y con otro estudio realizado con aceite de
citronela con B-CD como uso como repelente (Songkro et al. 2012). Algunos autores
mencionan que la alteracion o cambio de las estructuras de cristal y polvo, sugiere la

formacion de los complejos de inclusion con la ciclodextrina (Shao et al. 2014; Duarte et

al. 2015; Gibara et al. 2015).

Para establecer la continuidad de la actividad biologica que presentaron los aceites
concentrados de naranja 5x, 10x, 20x sin encapsular, se realizaron estudios en la actividad
antioxidante, antimicrobiana y antifingica de los encapsulados de los aceites con 3-CD

en las tres relaciones estudiadas.

Numerosos estudios han investigado si el compuesto activo continia con su accion
bioldgica aun cuando se encuentra dentro de la cavidad de la B-CD. En la actividad
antioxidante, radicales libres como DPPH y ABTS son utilizados ampliamente para el
estudio de compuestos naturales (Duarte et al. 2015). Diversos investigadores han
encapsulado con ciclodextrinas en distintas técnicas, algunos compuestos puros como
resveratrol, estragol, acido clorogénico, mangiferina y aceites esenciales de albahacar,
estragdn, estudiando si mantiene la actividad antioxidante que poseen estos compuestos
aun con la presencia de la ciclodextrinas (Duarte et al. 2015; Ferreira et al. 2013; Kfoury
et al. 2015; Shao et al. 2014). Los resultados de esta investigacion mostraron que en la
relacion 12:88 de los tres aceites, no hubo diferencia significativa entre aceites sin
encapsular frente a los complejos de inclusion, sin embargo, en las relaciones 4:96 y 16:84
si hubo diferencia significativa en los tres aceites estudiados. Estos resultados coinciden
con investigaciones al encapsular compuestos como resveratrol utilizando una

ciclodextrina modificada conocida como RM-B-CD, reportando que no hubo diferencia
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significativa del compuesto puro (13.5 pg/mL) con el complejo de inclusion (11 pg/mL)
manteniendo la actividad antioxidante como fuerte (Duarte et al., 2015). En compuestos
como el acido clorogénico utilizaron B-CD y una ciclodextrina modificada llamada HP-
B-CD, reportando que el complejo de inclusion con HP-B-CD tuvo mayor capacidad
antioxidante, seguido del complejo con B-CD y finalmente el compuesto puro, observando
que aun cuando estd en complejo aumento la disponibilidad del compuesto para reaccionar
con el radical DPPH, sin influenciar las ciclodextrinas debido a que no poseen actividad
antioxidante (Shao et al., 2014). Kfoury et al. (2015) reportaron en el estudio de estragol
compuesto que contiene el aceite esencial de albahacar y estragon, de manera pura y en
complejos de inclusion utilizando distintos tipos de ciclodextrinas, observando que se
mantuvo la actividad antioxidante del estragol, aceite esencial de albahacar y estragon
reportando 2, 5, 9 %, pero en complejo de inlcusion con B-CD se obtuvo 3, 8, 9 %
respectivamente, y la actividad fue maés alta en aceites esenciales debido a una sinergia

entre los compuestos mayoritarios y minoritarios.

En cuanto al estudio de la actividad antimicrobiana de los complejos de inclusion, éste se
realiz6 evaluando la inhibicidon de crecimiento de cepas de importancia en la industria de
alimentos como son Salmonela typhi y Listeria monocytogenes. El aceite concentrado 5x
y 20x mostr¢ actividad en dos relaciones (12:88 y 16:84) respectivamente, obteniendo que

la dosis requerida para inhibir el crecimiento microbiano al 90% es de 1.25 mg/mL.

La importancia de encapsular un compuesto es que aun estando recubierto pueda liberarse
y ejercer la actividad que presenta en forma libre, es asi que la industria de alimentos
puede considerar compuestos naturales para ejercer accion inhibitoria en bacterias.
Numerosas investigaciones han estudiado la aplicacion de ciclodextrinas generando
complejos de inclusion, por ejemplo con compuestos de aceites esenciales de canela,
clavo, tomillo como trans-cinamaldehido, eugenol, timol, carvacrol, resveratrol contra
bacterias como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Listeria innocua y del género
Campylobacter (Duarte et al. 2015; Hill et al. 2013; Santos et al. 2015a; Tao et al. 2014).
En general, de acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, si hay una
inhibicion en el crecimiento bacteriano en los complejos de inclusion, en las

investigaciones mencionadas realizaron esta misma relacion obteniendo que al encapsular
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los compuestos puros en la cavidad de la B-CD mejora la eficacia antimicrobiana del aceite
a una menor concentracion, sin embargo dependia mucho del tipo de compuesto y de la
cepa, debido a que algunos compuestos son mas eficientes para algunas cepas. Hill et al
(2013), reportaron menor MIC para inhibir el crecimiento de Salmonella typhimurium y
Listeria innocua en compuestos como trans-cinamaldehido, eugenol, extracto de canela y
clavo requiriendo para su inhibicion de 4.2 a 86% menos del compuesto usando de 0.16 a
1.15 mg/mL de complejos de inclusion, esto puede depender de la resistencia de la cepa
ante el componente, debido a que la 3-CD logra mejorar las capacidades antimicrobianas
de los aceites esenciales pues la accion antimicrobiana de éstos es de distintas maneras,
algunas en la membrana y dentro del citoplasma de las bacterias. También es posible que
influya la técnica utilizada para la obtencion de los complejos de inclusion; Tao et al.
(2014) reportaron para el componente de timol y aceite de tomillo utilizando los métodos
de obtencion amasado y secado en frio, que este ultimo fue mas eficiente para la
preparacion de los complejos debido a que logré mayor inhibicion de Escherichia coli
K12 con concentraciones menores de ambos compuestos en comparacion a la técnica de
amasado, sin embargo, otra investigacion en la que usaron para la preparacion de
complejos de inclusion las mismas técnicas pero con carvacrol, fue mas efectiva la técnica
de amasado inhibiendo el crecimiento de FEscherichia coli K12 y Salmonella

thyphimurium obteniendo inhibiciones cercanas al 70%.

El crecimiento micelial de las cepas 4. nigery A. flavus se realiz6 en dos relaciones (12:88
y 16:84) y en los aceites concentrados (5x, 10x y 20x) obteniendo que la dosis para la
disminucioén del crecimiento fue de 10 mg/mL sin embargo, 4. niger fue menos resistente
siendo el aceite 10x mas efectivo para su inhibicion. Haloci et al. (2014) realizaron un
estudio utilizando el aceite de Satureja montana utilizando las relaciones de 5:95, 10:90
y 20:80 con 8 especies de hongos, reportando zonas de inhibicién desde 3.13 a 100% en
complejos de inclusion dependiendo de la relacion de la cepa de hongo estudiada, y la
relacion mas efectiva para la actividad antifungica fue la 10:90. Kfoury et al. (2016)
estudiaron la actividad antifingica en algunos fenilpropanoides como estagol, eugenol
entre otros, de forma libre y encapsuladas contra dos hongos de importancia en poscosecha
como Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea, reportando que la encapsulacion con

ciclodextrinas incremento la solubilidad y fotoestabilidad de los compuestos estudiados y
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propiedades antifiingicas notables, mostrando valores bajos de concentracion inhibitoria
en el crecimiento del micelio y la germinacion de las esporas. Sin embargo, los resultados
de esta investigacion no mostraron alta inhibicion en concentraciones bajas y esto puede
deberse a que la B-CD actia como una fuente de carbohidrato para los hongos, debido a
que es una cadena ciclica de glucosa, segiin Ayala-Zavala et al. (2008), que reporta
crecimiento micelial de Alternaria alternata en aceite de canela y ajo en la relacion 12:88
y 16:84 en diferentes concentraciones de complejo de inclusion e incluso en B-CD libre
se presentd mayor crecimiento que en el control. Sin embargo, esta respuesta depende del
tipo de hongo, los requerimientos para su crecimiento y el poder inhibitorio que posee el

componente o componentes a estudiar.
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9. CONCLUSIONES

El aceite esencial de naranja y los aceites concentrados presentaron diferencias
cualitativas y una tendencia inversamente proporcional en cuanto a la
concentracion de D-limoneno con respcto a la de otros compuestos como decanal,

linalool y citral.

Los aceites concentrados de naranja 5x, 10x y 20x presentaron mejor actividad

antimicrobiana y antioxidante que el AN y DL.

La emulsion de la formula 1 a mas de 90 dias mostré mejor estabilidad fisica,

manteniendo su actividad antioxidante almacenada a temperaturas de 4 y 25°C.

El complejo de inclusion con B-CD en la relacion 12:88 con los aceites
concentrados de naranja, mostrd mayor eficiencia de encapsulacion, concentracion
de aceite, actividad antioxidante y actividad antimicrobiana en

microorganismos de importancia en la Industria alimenticia.

Se logré estabilizar los aceites concentrados de naranja mediante el uso de
emulsiones con biopolimeros y complejos de inclusion con B-ciclodextrinas y se
obtuvo un potencial aditivo alimenticio estable con actividad antioxidante y

antimicrobiana.
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10. PERSPECTIVAS

En la actualidad, hay pocas investigaciones con el estudio de aceites concentrados de
naranja debido a que estos son utilizados en su mayoria como ingredientes de aromas y
sabores. Esta investigacion proporciona informacion para el uso alternativo para estos
aceites por los resultados obtenidos en su actividad bioldgica frente a microorganismos de
importancia en la industria alimenticia, siendo protegidos de factores medioambientales
mediante el desarrollo de emulsiones e inclusion molecular y posible alternativa en la

utilizacion de aditivo en un alimento liquido o sélido.
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Figura 14. Espectro FTIR de (a) aceite 5x, (b) B-CD, (c), (1) relacion 4:96;
(2) relacion 12:88; (3) relacion 16:84.
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(2) relacion 12:88; (3) relacion 16:84.
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ABSTRACT

In this study, the chemical composition, antimicrobial, and antioxidant activities of orange essential oil
(AN), its fokded orange oils (Sx, 10x, 20x) and d-limanene (LN) were nvestigated. The results observed
in the chemical composition showed a decrease in the major component LN, n contrast to other

ARTICLE HISTORY
Received 19 Aped 1016
Acxepted 18 Liy 206

minar components, which increased their concentration, such as decanal, linakool, and o-terpinecl. mmu;
The antimicrobial sctivity was determined for focdborne pathogens using the disk ciffusion method  (mcoston: antimicmbiat
followed by the minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration. Results  spnawcan:

showed that folded orange oils {5x, 10x, 20x) had better antimicobial activity than AN and LN The

antioxidant activity was carried out by 2.2-azincbis-3-ethylberathiazoline-6-suiphonate and 1,1-diphe- w“"‘m
ny*-2-picrylydrazyl methods; folded orange oil 20x presented better results iz < 0.05) ?"‘“

than other ois studied. Using foided oi's from AN could be a natural alternative in food PrOCESSing 35 o esen waieicrs
ingredients with antimicrobial and antioxidant effect. blanck srvsonidente

Perfil quimico, actividad antimicrobiana y antioxidante del aceite esencial de
naranja y sus aceites concentrados

RESUMEN
En este estudio, se investigh ks composicion quimica, actividad antimicrobiana y antioxidante del
acdzeemdaldemramuﬂ).mmenmﬁx |M200yd4imnmmm
en la composicion guimica r N mayoritario d-imonena,
mnﬁoammmMmmmmmmﬂnmadm
linalol y o-terpinol. Ls actividad antimicrobiana fue determinada para bacterias de importancia en
.llmemospnrel método de dfusién en disco seguido de la concentracidn minima inhibitoria (CV)
Sn minima bactericida {CMB). Los resultados mostraron que los aceites concentrados
(Sx.Ilbt.zcxlmnmugnﬁuﬂmmumqwmmmmmwudm,mu
actividad antioidante se realizd por los métodos de ASTS y OPPH obteniendo que la fraccidn 20x,
presentd actividad antioxidante significativamente mayor (p < 0,05) que los demdas aceites estudia-
dos. Los aceites concentrados del aceite esencial de naranjs podrian ser una altemativa en la
aplicacion en alimentos como ingredientes con efecto antimicrobiano y antioxidante

Introduction
Essential ois (EOs) from aromatic and medicinal extracts

Therefore, a natural alternative to the chemical preservation
of feods is the use of essential oils. Industrially, citrus EOs

obtained from a wide variety of plants have recently become
popular and raised scientific interest as potential natural agents
for food preservation because of their biclogical activity
(Velazguez-Nufiez, Avila-Sosa, Palou, & Lopez-Male, 2013
Citrus EOs have been a part of the human diet for hundreds
of years, and they beleng to the group of substances generally
recognized as safe (GRAS) by US. Food and Drug
Administration (FDA} (Nannapaneni et al, 2009). It has been
suggested that the use of such compounds as additives in
feods may act as preservatives, preventing the growth of
pathogens and spoiling microorganisms of the product con-
cermed (Fisher & Phillips, 2005; Veldzquez-Nufez et al,, 2013).
In recent years, consumers have become aware of the
health problems (oxidative-stress-related disease) caused by
synthetic chemical ingredients used in processed foods.

have been widely applied in a variety of preducts, including
foods, beverages, cosmetics, and medicines because of their
flavor, fragrance, and certain properties (Liu, Chen, Liv, Zhou,
& Wang, 2012; Settanni et al., 2012). Citrus EOs are complex
mixtures containing velatile (85-95%) and noavolatile (1-
lm}mpmndsmmuhomnmmw

(LN}, (1-methyt-4-{1-methylethenyl} cyclohexane} is one of
the main component of citrus EOs (25-98%), and its content
varies significantly between spacies andior varieties of the
same (Fisher & Phillips, 2008; Jing et al., 2014). The nonvola-
tile residue may contain hydrecarbons, stercls, fatty acids,
waxes, carotencids, coumarins, psoralens, and flavonoids;
this latter group of compounds is useful for differentiating
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between species Uing et al. 2014; Tranchida, Bonaccorsi
Dugo, Mendello, & Duge, 2012).

The chemical composition of the citrus EOs is influenced
by several factors, such as the genetic differences between
varieties and species, which are the main determinants of the
composition and content of essential oils. Environmental fac-
tors, such as soil type, cropping practices, stages of maturity,
and types of weather can contribute to quantitative variations
in the content of essential oils; in addition, they could affect
the biological activity of the oils (ing et al, 2014). Citrus EOs
contain a high amount of terpene hydrocarbons; however,
these compounds do not contribute much to the flavor and
fragrance of the cil. In addition, they are unstable when
exposed to heat or light and the sciubility of the whole oi
in alcohol decreases. Because of this, in order to stabilize the
final product, these kinds of compounds should be removed.
Furthermore, the oxygenated fraction provides much of the
intense characteristic flavor of citrus EOs and consists mainly
of akcohols, aldehydes, ketones, and esters (Lopes, Raga
Stuart, & Ofiveira, 2003).

Industrially, orange essential oil (AN} is preduced from
orange peel through the cold-pressed method. Different pro-
cedures can be applied for the reduction of undesirable com-
pounds, such as terpene hydrocarbons {including LN), which
conventicnally may be reduced by vacuum distilation
(O'Beyan, Crandall, Chalova, & Ricke, 2008), solvent extraction,
and adsorption chromatography. During vacuum distilation,
it is difficult to indicate general limits for obtaining defined
physicochemical properties of the concentrated fractions
because these depend on the degree of concentration, oper-
ating conditions, applied technology, relative proportions of
the oxygenated compenents of origin, and economic factors
(Lopes et al., 2003). Commercially, the main foiding degrees
available are 2-5-fold for ime and mandarin oils, 2-10-foid for
lemon and grapefruit oils, and 2-20-fold for crange cil. Foided
oils are less prone to cxidation, they have a high solubility in
water, and they have high crganoleptic quaiities (Lopez-
Mufioz & Balderas-Lopez, 2014).

Moreover, the application of antioxidants plays an impor-
tant role in inhibiting oxidative reactions in various products;
in addition, these could prevent diseases related to the
oxidative stress in the human body (Liu et al, 2012
Application of synthetic antioxidants, such as butylated
hydroxyanisole (BHA] and butylated hydroxytoluene (BHT),
has resulted in the appearance of significant side effeas,
which explains the growing interest in search for natural
antioxidants {Olmedo, Nepote, & Grosso, 2014).

Ancther imponant issue among the food, cosmetics, and
pharmaceutical industries s microbial contamination. The
continuous use of synthetic presenvatives can cause the
develcpment of resistance in some microcrganisms, as well
as residual toxicity. To scive these problems, natural and safe
antimicrobial additives have been suggested. Recently, nn-

by these industries, since they have shown little or no harm
to human heaith (Char, Cisternas, Pérez, & Guerrero, 2016;
Liu et al, 2012). Biclogical activities of citrus EOs as antifun-
studied {Espina et al, 2011; Jing et al, 2014; Liu et al, 2012
Singh et al, 2010l However, there are few reports on the
antioxidant and antimicrobial activity of the individual com-
ponents and/or folded oil obtained from the AN

The airm of this research was 1o compare and evaluate the
chemical compesition of AN, its folded oils (5x, 10, 20}
and LN (as main component! as wel as evaluating their
antimicrobial and antioxidant activity.

Materials and methods
AN and folded oil

AN was provided by Frutech Intermational (NL. Mexicol,
industrially cbtained through cold-pressed method: subse-
quently, the foided cils were prepared in a vacuum-distilled
column with structured packing equivalent to 20 theoretical
plates. The equipment was operated in 2 bauch mode. The
conditions of the parameters used during vacuum distilla-
tion were adjusted based on the initial composition of AN in
order to obtain a final product with a desired composition
accoeding to the spedification of each folded o with the
following parameters: pressure range 5-20 mbar and the
reflux at temperatures between 80°C and 100°C. Table 1
shows some physicochemical characteristics of the AN and
foided orange cils (5x, 10x, 200). LN 97% and Trolox were
purchased from Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co. St
Louis, MO, USAL The reagents used were analytical grade.

Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)
analysis

The analysis for AN and its folded oils (5x, 10x, 20x) was
performed according to Liu et al. (2012), with some modifi-
cations. These cils were analyzed by GC-MS (78508, Agilent
Technologies, Santa Cara, CA, USAL GC was conducted on
HP-5 MS (30 m x 025 mm x 025 umj capillary column. The
GC conditions were as follows: injection temperature 250°C
the oven temperature was controlied at 70°C for 1 min with
the heating rate from 10°C/min to 200°C for 2 min, and
finally from 10°C/min to 300°C for 5 min. Helium gas was
used as carrier gas at a constant flow rate of 1 mU/min,
sample size at 1 i Parameters for MS analysis S577A were
with El ion source, electron energy 70 eV, the temperature of
quadrupoles 150°C, temperature of interface 230°C. mvz =
30-400 amu. Identification of compounds was carried out by
comparing their mass spectra with those of Wiley 7 nl
libeary, considering a quality match >85%. In addition, essen-
tial oils’ analyses were pedormed in cne more capillary
column [D3-1 MS, 60 m x 025 mm x 025 um) for a more
accurate identification. Results were confirmed with the
injection of some standards of essential cils components
{LN, linaloci, o-terpinecl, decanal, and valencene) (Sigma—
Aldrich] {data not shown).

Table 1. Chermical properties of T oy Sested.

Tabls 1. Propedacdes guimicm de oy scees producon.

Spectfc Refactve Soludiiny
Code Commwrdisl ceme grnity D00 incdex D00 & water

AN Orage evercs i 0828 AT Neghobie

IN  slmcrere ase0 1472 g ode

Sx Frefold comgentrated Qams 1480 egaSe
crwege al

W Terfoid concencraced ¢S, 1454 NegigDe
crege ol

2 Twertyfad EE 1457 NegigDe
concentatee
craege ol

104



Bacterlal strains and growth conditions

The following strains used in the study were acquired from
American Type Culture Collection (ATCC), Salmanelle typhi
(ATCC 19430), Bacillius cereus (ATCC13061), Staphylococcus
oureus (ATCC 6538), and Listeria monocytogenes (ATCC
7644), and kindly provided by the Lab y of Sanitary
Microbiology, FCB, UANL. The strains were stored at -80°C
in brain heart infusion with 20% (w/v] glycerol (Difco
Laboratories, Sparks, MD, USA). Fresh cultures were
obtained in Mueller Hinton broth or agar (MHB and MHA,
Difco Laboratories). L. monocytogenes was cultivated on
trypticase soy beroth (TSBL An aliquot (S0 ul) was taken
from a frozen culture and was added to a tube containing
S mL of MHB or TSB depending of each strain and were
incubated at 37°C for 18 h (30°C for L monocytogenes);
thereafter an aliquot (10 ul} of each culture was added to
the tubes with MHB or TSE.

Antimicrobial actlvity assay (disk diffusion assay)

Preliminary antimicrobial activity of AN, LN, and folded
orange oils (5%, 10x, 20x} was tested against four food-
bome pathogens, using disk diffusion technigue
(Klan¢nik, Piskernik, Jeriek, & MoZina, 2010). An aliquot
(100 pL) of bacterial suspension {adjusted to 05
McFarland = 10% was distributed homog sly on
MHA plates. Five disks of 6 mm in diameter were sepa-
rately impregnated with 10 ul of each oil and placed on
the agar surface. The plates were incubated at 37°C for
24 h. Antimicrobial activity was defined as absence of
bacterial growth in the area surrounding the disk. The
diameter of the inhibition zones was measured with a
caliper. A test for L. monocyrogenes was conducted the
same way, but TSA was used instead of MHA, and it was
incubated at 30°C. Duplicate analyses were performed at
least three times. Disks impregnated with sterile distilled
water and/or DMSO served as negative controls and disks
with an antibiotic (gentamicin) as positive controls.

Determination of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)

After determining preliminary antimicrobial activity, the MIC
and MBC were obtained for the four pathogens. The dilution
methed according to Castillo, Heredia, Contreras, and Garcia
(2011), with minor modifications was carried out. Briefly, an
aliquot {50 uL) of fresh cultures adjusted to McFardand stan-
dard (05 = 1 x 10% of each strain were added separately in
tubes containing 5 mL of MHB with various concentrations
of AN, LN, 5x, 10x, 20x (0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2, 2.5 mg/mL final
concentration in each tube for every oil). Cultures were
incubated at 37°C for 24 h. After that, bacterial survival was
determined by plate counting. MIC was defined as the low-
est concentration of ol that decreased growth atout 90% of
the bacterial population after 24 h of incubation, while the
MBC was defined as the lowest concentration that comple-
tely inhibited growth on the MHA plate after 24 h of incuba-
tion {Klandnik et al, 2010). L menocytogenes was tested the
same way under the conditions referred above. Triplicate
analyses of MIC and MBC were conducted at least three
times.
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Antioxidant activity assay

The anticxidant activity of the oils was measured using the
2,2'-azincbis-3-ethylbenzthiazcliine-6-sulphonate (ABTS] radi-
cal and 1,)-diphenyl-2-picryhydrazyl (DPPH) radical Trolox
{Sigma-Aldrich) a water-soluble analogue of vitamin E, show-
ing a potent antioxidant activity, was used as a standard
reference (positive controll. ABTS radical scavenging assay
was determined following the method of Re et al {1959),
with some modifications, the blue-green ABTS radical caticn
chromophore (ABTS-") was prepared by reacting ASTS stock
soluticn (7 mmol} with potassium persulphate {245 mmol)
and allowing the mixture to stand at room temperature in the
dark during 16 h. The sclution was diluted with ethanol o
obtain an absorbance of 0.700 + 0.02 at 734 nm in a Genesys
5 {spectronic) spectrophotometer. The DPPH radical scaven-
ging assay was conducted according to Brand-Wiliams,
Cuvelier, and Berset {1995), with some modifications. DPPH
solution was prepared with 3.9 mg of radical and 100 mL of
ethanol, the solution was measured 10 517 nm in a spectro-
photometer to obtain an absorbance of 1.000 + 0.05. Aliquots
of 10-300 pl of solution of each oil with ethancl were mixed
with 27 mL of ABTS-" solution. The mixture was allowed to
react at room temperature for 7 min in dark conditions. The
absorbance was recorded by spectrophotometer at 734 nm.
For DPPH assay, different concentrations (200-600 ul) of each
oil were added separately to 225-mL DPPH soluticn. The
mixture was shaken and left at room temperature for
240 min in the dark. Thereafter, the absorbance was mea-
sured at 517 nm in spectrophotometer.

The antioxidant activity was calculated as a percentage of
inhibition according to the following eguation:

Snhibition = {[Ab — As/Ab] x 100},

where Ab represents the absorbance of the control (without
test oil), and As represents the abscrbance of the test oil. A
calibration curve was determined for Trolox standard for
each radical (ABTS and DPPH) at a concentration range of
10-160 pmol. The curve eguations were y = 0.4447x +
03721, & = 039 for ABTS and y = 0.7371x + 07321,
& = 039 for DPPH. Triplicate analyses of each oil were
made. The antioxidant activity values were expressed as
umol Trolox equivalent (TEVmL citrus oil {COJ. In additicn,
the antioxidant activity expressed as half-maximal inhibitory
concentration ICy, (mg/mL) was defined as the amount of
antioxidant necessary to decrease the initial ABTS and DPPH
concentration by 50% (Liu et al, 2012).

Statistical analysis

All experiments were performed in duplicate or tiplicate at
least three times. Statistical analyses were performed using
SPSS software (IBM version 22, SPSS Inc, Chicago, IL). Data
were analyzed by analyses of variance test (cne-way ANOVA)
and a post hoc test of Tukey's multiple range. Differences
between means were considered significant at p values <0.05.

Results and discussion
Chemical composition of the citrus EOs

The analysis of the main components of AN, 5x, 10x, 20x
showed differences in the compesition and percentage of
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Table 2. Chemicdl componition of AN Sx, 10, 20
Tabls 2. Componicife quisica de AN, Sx, 10x, 20
Percentage (5&)*
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Others. 05 B 108 35
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"G i thw relative peak ares percent, mean of trplicate determination. ND-
ot detected,
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the compounds observed (Table 2). These results agree with
results of previcus studies [Espina et al, 2011; Ruiz & Flotats,
2014; Singh et al., 2010} in which differences in the chroma-
tographic profile of AN were found depending on the type
of extraction, retaining its major components, such as the
LN. This finding is consistent with our results, which showed
LN as majority compound. Lopes et al [2003) performed 2
study with different parameters during vacuum distillation
and they found gquantitative variations in the chromato-
graphic profiles. Our results showed the same tendency
indicating that these variations might be influenced by the
type of extraction used. It is well known that vacuum dis-
tillation process produces folded cils from orange EO,
through 2 selective decrease of LN (main constituent] and
other terpene hydrocarbons; therefore, the concentration of
oxygenated compounds, primarily aldehydes and alcchols
are increased (Lopes et al, 2003; OBryan et al, 2008
Terpene hydrecarbens (including LN) must be removed in
order to obtain a stable final product because they do not
contribute much to the flavor and fragrance of the oil; also,
they are unstable when exposed 1o heat or ight and their ¢l

solubility s decreased as well (Beneti et al, 2011; Liu et all
2012; Lopes et al. 20031 This study analyzed the chemical
composition of AN and its foided oils Sx, 10x, and 20x 0
estimate the differences between the constituents, since the
foided orange oils, provide greater flavor intensity by
increasing the concentration of cxygenated compounds. In
addition, they are less susceptibie to oxidation and off-flaver
development, showing better stability with greater industrial
interest (Bereti et al. 2011; Lopes et al, 2003). Considering
the information menticned above, it is preponderant to
evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of the
foided orange oil. Analysis by GC-MS gave the chemical
composition and relative abundance of the major compo-
ments that comprise AN, 5x, 10x, 20x. The components are

results showed that there are gualitative similarities Detween
components present in oils alithough some of them showed
quantitative differences when tested. For AN, Sx. 10x, and
20x, were identified 16, 20, 18 and 26 compounds, respec-
tively, representing the 59.57%, 58.49%, 98.25%, and 90.05%
of the total detected constituents, respectively. There was a
decrease in the mixture of hydrocarbon monoterpenes
{including LN} in all fractions compared with AN (S737%),
keeping the 20x fraction the minor amount (2324%) fol-
lowed by 5x and 10x with 72.51% and 74.88%, respectively.
For oxygenated monoterpenes, an increase in the concen-
tration of folded orange cils with respect to AN was
observed, being these 178% (ANL 1720% (5x). 1545%
{10, and 43.07% [20x), coinciding with Lopes et al. 2003)
who reported an inversely proportional diminution on
hydrocarbon compounds, such as LN, myrcene, among
others, respect to the foided oils, while for oxygenated
compounds as decanal and linalccl, an inversely propor-
tional increase with respect 1o the folded oils was reported.
It is important to note the variation about the quantity of
oxygenated monoterpenes between the cils because some
compounds from this group are recognized with biological
and antimicrobial activity (Espina et al, 20111 According o
some reports [Espina et al, 2011; Njoroge, Koaze, Karanja, &
Sawamura, 2005; Singh et al_ 2010}, LN is found at ascund
90%, recognized as the major component of AN, coindiding
with our results, in which AN presented 91.12% of LX; how-
ever in the foided oils, 2 decrease of this compound was
observed, resulting in 72.08% and 73.77% of LN in 5x and
10x, respectively, while in the 20x, 2 lower amount was
observed (2324%). Nevertheless, LN was still the leading
component in all oils analyzed. Other compounds detected
over 1%, as decanal, an aldehyde that provides fragrance
{Lis et al, 2012} increased significantly in 5x, 10x and 20x
with 350%, 478%, and 1846%, respectively, while in AN &t
was detected only 044%. In addition, compounds such as
linalool, recognized for its importance in fragrance and bic-
logical activity (Fisher & Phillips, 2006] presented an incre-
ment in 5x (333%). 10x (399%) and 20x {S53%). with
respect to AN [0.63%). The same tendency was observed
for hydrocarbon sesquiterpenes, in which an increase was
detected for S5x (7.54%), 10x (683%) and 20x (17.82%)
compared to AN 0.17%], being the 20x the major concen-
tration of these compounds. Finally, oxygenated sesquiter-
penes were detected only in 20x (2.67%) while in AN, 5x
and 10x were not
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Antimicroblial activity by the disk diffusion assay and
determination of MIC and MBC

Antimicrobial activity was performed for AN, LN, 5x, 10,
and 20x by disk diffusion method against four foedborne
pathogens. The antimicrobial activity of the oils studied is
summarized in Table 3. The cils tested showed inhibition
zone in ranges of 12-28 mm. B. cereus and 5. aureus showed
greater inhibition at 10x and 20x, L monacyrogenes showed
inhibition with 5x and 20x, while for 5. ryphi, the greatest
inhibition was in 5x and 10x, and it was comparable with
positive control (gentamicin). When comparing the antimi-
crobial activity of AN and LN, with 5x, 10x, and 20x there
were significant differences (p < 0.05) in inhibition; the major
inhibition zones were for the folded orange cils in most
cases. These results are similar to those previously regorted
by Espina et al (2011), who found that lemen and orange
EOs showed lower inhibition against feedborne pathogen
than other essential oils, which could be attributed to the
portion of oxyg d monoterp

The MIC and MBC were determined for the four food-
borne pathogens for the cils tested, the values were com-
pared finding differences between AN and LN with 5x, 10x,
and 20x (Table 4). The MIC varied among folded orange oils
ranged from <0.25 to 1 mg/mL while the MBC from 0.25 to
25 mg/mL. Major values of MIC and MBC for AN and LN
were evidenced. The MIC for these two oils ranged from 1.5
to 2.5 mg/mL and MBC from 2 to >2.5 mg/mL, depending on
the strain tested. MIC and MBC values were lowest in the
entire folded orange oils fractions being the 20x with the
higher antimicrobial potential However, the values varied
very little between the folded orange oils for the same

Table 3. Zones of Inkibizon of AN, LN, Sx, 10x, 20x against ‘codborne
pathogens by a dsk dffusion assay.

‘hbhl md:lnﬂbldondﬂlﬂ.ﬂ(&x"bc)ﬂxmnm

e per . ensayo de difaie en divo,
Zene of inhibtion (mm)
Of @ cervus 5. ouress L menogtogenes S tphi
AN B3 321! 2ror 16z
N Bee? et w0 1707
Sx B4 220 174205 U413 814"
10 8+12° 04828 26+ 18 72+18
2 7B +£13° WeL0E¢ 262+10° 28+11°
Cemamicn 452 + 08" 37 ¢ 14" 352 + 08 28+ 00

Zone of inhibition are awerage values of three replicates = the standard
devistion of the mess, " Mean valoes with diffecers tter in the e
column e sgnificantly cifferent (o < 0.05).
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microorganism, but cn comparing the MIC and MBC values
with AN and LN, significant differences were observed. LN
showed the lowest antimicrobial activity with MIC values of
0.5-2 mg/mL and MBC values >2.5 mg/mL. Even AN pre-
sented lower values of MIC and MBC than LN, no significant
differences were evidenced in most cases. These results
agree with Frassinetti, Caltavuturo, Cini, DellaCroce, and
Maserti (2011) and Nannapaneni et al. (2009), who reported
a low or null antimicrobial activity of LN compared with
citrus essential oils against feodborne pathogens.

When MICMBC were determined, slight differences in sus-
ceptibility with respect to the results obtained in disk diffusion
assay were noted; the mest sensitive bacteria was L monogyto-
genes with MIC/MBC {<0.25/05 mg/mL), followed by & cereus
{0.5/15 mg/mi), S aureus {0.5/2 mg/mL) while the more resis-
1ant one was S. typhi (1.0/2.5 ma/miL). This could be attributed to
the disk diffusion method, which is limited due to changes in the
diffusivity of the active compounds in agar; for this reasen, the
size of the inhibiticn zone did not necessarily predict the MIC/
MBC determined in liquid medium (Nannapaneni et al, 2005;
OBryan et al, 2008]. On the cther hand, MICMBC values varied
between bacteria, confirming the observations of Kim, Marshall,
and Wei (1995); Rivera, Bocanegra-Garcia, and Menge (2010}
who regorted that essential cils could vary in their antimicrobial
potential among different microorganisms. This will degend on
several factors including the structure of bacterial cell wall and
variability of compounds present in the oil, which sometimes
coukd exert a synergism between them (O'Bryan et al, 2008). In
previcus reports, it has been demonstrated that compounds
present in low concentrations have a crucial role in antimicrobial
activity due to a synergic effect that potentiates biolegical activ-
ity. In this study, the folded orange il 20x presented the best
antimicrobial activity followed by 10x and 5x; all of them had
major activity than AN and LN. This could be atrributed to the
increment of exygenated monoterpenes censidering that this
porticn was lower for AN (1.78%] than the fractions 5x {1721%],
10x {1545%], and 20x [43.07%. In addition, other minority
compounds, which have been reported to possess antimicrobial
activity (linalool decanal, geranial among others), could be
implicated in synergism or biolegical activity Uing et al, 2014;
Nannapaneni et al, 2009; Singh et al,, 2010). These findings were
consistent with those found in this study, in which these com-
ponents are present, and are actually increased in the concen-
trated oils.

There are some studies about fractions from cold-pressed

ge oil terpeneless crange oil, terpenes from orange

Zona de inhibicon son valores dio de res
eitindar de la madia " Los promedios en una cobamng wn m betra
difieren significativamente {p < 0,05).

juice essence, or fivefold crange cil (Nannapaneni et al,
2009; O'Bryan et al, 2008), and also of isolated compounds

Table 4, Minmal inhbitory corcenteation (MIC) and mirimal bactericice concentration (MBC) (mgiml) of AN LN, Sx, 10x 20x,
Tablas 4. Concentracién minima inibitoris (OM) y contentracion minima bactericds [CMB)] (mgiml) de AN, LN, Sx, 103, 20

WMicroorganisms

i cerens S, auress L monccytogenes 5. typhi
Ol MIC MBC MC MEC MC VAL MC MEC
AN 15203 =7 1:03° > o5z 22078 2:05° 25"
N > > 2:02 > 05+02" 7 2503 25"
5x 1203 15=03° 05 =02 15+03 025 =00 05 =0xF 1203 2503
10x 1203 15203 05+ 03° 2203 8025 ar 85 20X 1z 2503
20 05 =03 1+03" 05 = a2” 15+ 03° <0257 05 = 01 108" 2+03
MC ard MBC are average values of three replicates + the standard deviation of the mean. ““Mean values with dffereet ether in T sme ohann s
ggnificantly cifferent {2 < Q.05
M y CMB won vdores pr dio de tres sepetic td iGn estheder e ls media, “Los promedios en una cokamng con dferente iy Sfieren
sgnificativemente o < 005],
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Table 5. Anticxident activity of AN LN, Sx, 10, J0x,
Tabls 5. Actividad articuiclinte de AN, N Sx, 10, 20

pmel TE/mL CO
Muthor AN N 5x o 20
ABTS 2325 = 084" ND 2602 £ 1777 14153 + 016" 15625 + 062"

CPPM 301 =+ 020° ND 769 =035 1656+ 08" 212¢ « 03

Mean values of theee replicates = the stancard deviation of the mean
“Mean values with ciferent letier 0 e same row are sgnificandy
dfferert o 5 005). ND = MM

Valores de wes : de la meda.
%mmumﬁammmmm
mwnte £ Q051 ND: No detectado.

from orange EO (Liu et al, 2012), a different vadety of
orange (Settanni et al, 2012; Singh et al, 2010} and a differ-
ent variety of dtrus EOs (Espina et al, 2011; Frassinetti et al,
2011; Settanni et al, 2012). However, there are no studies
about folded cils {Sx, 10x and 20x) from AN obtained by
vacuum distillation, as studied in this work.

Antioxidant activity

The antioxidant activity values cbtaimed for AN, LN, and foided
orange ois were evaluated by the methods of ASTS and DFPH
(Table 5). These were expressed as [umol Trolox equivalent (TEY
mi citrus o (COJL. The values cbtained by ABTS method were
2325-15625 pumol TE/mL CO and DPPH method showed values
between 3.01 and 21.24 pmel TE/mL CO. The foided orange ol
20x showed the highest concentration equivalent Trolox with
15625 umol TE/mL CO in ABTS and 21.24 umol TE/mL CO with
DPPH, followed by 10x and Sx with values 14153 and 8602
umol TE/mL CO, respectively, for ASTS, and 16.56 and 7.69 umol
TE/mL CO, respectively, for DPPH. In the case of AN, it showed
values of 2325 and 301 pmol TE/mL CO in ABTS and DPPH,
respectively. Finally, in LN, activity for any of the two metheds
was not detected. The IC; values are shown in Table 6, where
the folded orange cil 20x showed higher anticsidant activity
with values of 3.80 and 10.25 mg/mL to inhibit 50% of ABTS and
DPPH radicals, respectively, followed by 10x and 5x with values
649 and 1627 mg/mL, respectively, for ASTS while 1550 and
3725 mg/ml, respectively, for DPPH. The AN showed values of
68.40 and 70.17 mg/mi for ABTS and DPPH, respectively. The LN
did not present anticxidant activity for inhibiting the radicals
studied. The results showed significant differences in anticxidant
activity between 20x, 10, and 5x with respect 1o AN and LN,
highlighting the best anticxidant activity for 20x compared to
the others cils studied. The folded crange cils (5x, 10x and 20}
are mainly used in the food and cosmetics pharmaceutical
industries for therr flavor and fragrance: however, few studies
According to the results cbtained in this work, the folded orange

Tabile 6, Infidition concentration I, of AN N 5x 0, 20x
Tabla 6. Corentracdn infibitors (0] de AN LN, Sx, 10x, J0x

K imgimb)
Method AN N Sx 10 W
ABTS 6R40 2039 ND 1427 203 64901 340 = 0087
DFPH 7017 =575 ND 3725+ 285° 1550+120° 103500

Mear waboes of theee nplcates = the stardeed devigtion of the mewe,
< Mean walves with diferent leter in the ame ow e signifcancy
ar-a-wsnusno mm

de wes exindar e @ mecia
mmenumnmmmnmw
mente (p < Q05). NO: No detectads.

oils showed better anticsidant activity than AN This could be
atributed to the potentiation of minority compounds and
reduction of LN, which in normal conditions remain 2t 90%.

In some studies, it has been proposed that the antics-
dant activity of citrus essential oils could be related 10 the
presence of LN and other monoterpenss as y-lerpinense and
terpinolene (Choi, Song Ukeda, & Sawamura, 2000
Frassinetti et al. 2011). However, in this study the best
results were obtaimed by the foided orange oils (Sx, 10x
and 20x), which according to the chromatographic profile,
the amount of LN decreased whille other compounds such as
decanal and inalool increased. These results agree with Choi
et al. (2000}, who found that although LN was the majority
compound in ANS, it would not play the main role in deter-

Some nvestigations have studied the antioxidant activity of
individual compounds. According to Liu et al. 2012, the ant-
oxidant activity of AN was major compared 1o individual com-
pounds, such as linaicol, decanal, octanal and valencene: this
evidence could confirm, based on the results obtained in ths
study, that antioGdant activity & not due 10 2 single compound
as LN, but a mixture of compounds, that aiter their amount
when the crange EO is processed by vacuum dstilation. Some
of them were found in lesser proportion while others increased
their concentration; this effect could potentiate biological or
SYNergistic aCtion among Compounds that derive in higher
antirmicrobial and anticxidant actihvities. In that case, the foided
orange cil could provide different biclogical characteristics of
those found in the AN

A major concemn in this context is the toxicity of the com-
pounds. A vadety of EO components have been registered by
the Eurcpean Commission for being used as flavorings in food-
stuffs. Therefore, presently no risk 1o human health, induding
the AN and LN {LN], which are GRAS. Meticulous studies of
toxicology support the safiety of the substance for its intended
use (Gavarid et al, 2015). Studies in rats revealed the cral LD,
for AN and LN and is established at >3 g/kg also for the
concentrated oils used in this study. According 10 the heaith
hazard definition, the AN and its foided cils are dassified as
nmon-toxic (Tisserand & Young, 2014).

In addition, further reseanch could address these results”
focus on strategic applications of these compounds, consid-
ering their efficiency in antimicrobial and antioxidant activ-
ities {Choi et al, 20000

Condusions

The folded orange cils showed the best potential as anti-
microbials, as well as in their antiocxidant activity. The food-
bome pathogens were affected at sgnificant low
concentrations than the AN and LN when tréated with the
concentrated oils, attributing these differences to their che-
mical composition. The results of this research may provide
the knowledge of the antimicrobial and antioxidant poten-
tial of folded orange oils obtained from AN, and these could
be used for control of foodborme pathogens as an altema-
tive to replace the additives used today. Finally, the study of
the enormous range of biological activities of essential cils
and their prospective industfial applications in order o
increase the food safety s suitable: at the same time, ot
may provide alternatives for the development of new, safer
products that are accepted by consumers who prefer natural
ingredients rather than synthetic ingredients.
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