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RESUMEN

A la par del crecimiento de la industrializacion de la produccion de alimentos, se da
de igual manera un aumento en el uso de plasticos para proteger los alimentos. Sin
embargo, el manejo y logistica de reutilizacion de estos materiales no se ha
desarrollado de igual manera en nuestro pais, por lo que las bolsas, cajas, vasos y
platos de plastico utilizados para proteger o presentar los alimentos al consumidor,

se ha convertido en un problema de contaminacion.

En este proyecto se plante6 una alternativa para el uso de la semilla se limén, la cual
generalmente es desechada sin saber que ésta es una fuente de proteinas de las
cuales se pueden elaborar biopeliculas que cumplan la funcién de una barrera
protectora similar a los empaques comerciales, con la ventaja de que son
biopolimeros que no contaminan y que no requieren tratamiento para ser

desechados.

Ademas de las proteinas, el limén cuenta con antioxidantes, que aunque no son muy
populares, poseen una considerable capacidad para retardar la oxidacion. De esta
manera se estarian aprovechando las cascaras, pues al igual que las semillas, pocas

veces reciben un uso antes de ser desechadas.

A las biopeliculas obtenidas a partir de la proteina de la semilla de limén se le
adicioné un antioxidante sintético o los extraidos del limén y se probaron como
empaque para proteger al ajonjoli tostado, de la oxidacién lipidica, por su alto

contenido de grasas.




Para corroborar esto, se realizé el monitoreo de la oxidacion de lipidos de la semilla
de limén durante 2 meses por medio de el indice de peréxido e indice de Kreis,
ademas, se observo el comportamiento de la proteina soluble y la digestibilidad, y se

comparo con 2 empaques comerciales.

Finalmente las biopeliculas activas hechas con proteina de semilla de limén
presentaron mejores propiedades como barrera que los empaques sintéticos, pues
retardaron la formacién de peréxidos y compuestos carbonilicos, previniendo un

menor efecto sobre la perdida de proteina soluble y la digestibilidad.

INTRODUCCION

Desde hace muchas décadas se han venido usando cubiertas y peliculas para
proteger a los alimentos del ataque de microorganismos y para prevenir la perdida de

agua durante el almacenamiento.

Los consumidores demandan no solo una alta calidad de los alimentos, sino que
ademas que estos tengan una larga vida de anaquel, en paralelo a la reduccién en el
uso de empaques nocivos para el ambiente incrementando el uso de reciclables (Mc

Hugh et al., 1993).

Algunos biopolimeros, entre ellos los polisacaridos, proteinas y lipidos han sido
utilizados para la fabricacion de peliculas biodegradables. Sin embargo las proteinas,

por ser una barrera efectiva para lipidos, oxigeno y aroma, ademas de tener una




humedad relativa (RH) baja, han sido mas comunmente usadas para la elaboracién
de peliculas que el resto de moléculas formadoras de biopolimeros (Arvanitoyannis

et al., 1997).

Los materiales con los que se construyen las biopeliculas, como muchos tipos de
polimeros sintéticos necesitan reforzar algunas de sus caracteristicas para tener las
propiedades fisicas y mecanicas que requiere una pelicula adherible para alimentos.
Para mejorar estas propiedades se han utilizado polioles, mono/di u oligosacaridos,
lipidos y sus derivados para que aumenten las fuerzas intermoleculares y hagan a

las peliculas mas resistentes (Choi y Han, 2001).

El Limén (Citrus limon) es parte del grupo de frutas denominado citricos, este grupo
es de los que mas alto potencial productivo a nivel mundial tienen alcanzando un
22% de la produccién de frutas. En México los citricos ocupan el 40% de la superficie
de produccién fruticola, este tipo de limén es muy apreciado por su acidez, se
produce en la Costa del Pacifico, desde Colima hasta Oaxaca.

El limén se particulariza por la acidez que muestra su jugo, su gran tamafo y la
abundancia de aceite en la cascara. En las condiciones en que se manejan los
cultivos actualmente, se obtienen producciones promedio de 9.5 toneladas por

hectarea, siendo que en condiciones optimas pudiera ser de hasta 30 toneladas.

Dentro de las 2,228,886 toneladas de limon, producidas en nuestro pais el primer

semestre del afno 2009, se generaron 1,203,598 toneladas de residuos totales,




incluyendo cascaras, el bagazo y las semillas. Esta cantidad representa el 53% del
total del fruto producido en ese afio que fue aprovechado (SIAP, 2009).

Segun datos de la FAO, en 2008 se produjeron un total de 93.25 millones de
toneladas de limones y limas en el mundo, de las cuales México ocupa el primer
lugar como productor con el 10.97%, seguido de la India (10.35%), Estados Unidos
(9.1%) e Iran (8.1%). Sin embargo de la produccién se consume solo el 45% del fruto
en forma de jugo o pulpa, generando millones de toneladas de cascara, bagazo y
semillas a pesar de que es uno de los productos de mayor aprovechamiento integral

(Herrera, 2006).

El aceite esencial del limén, es uno de los aceites mas ricos en vitaminas, contiene
sobretodo vitamina C y caroteno, que es una forma de vitamina A, terpenos
(limoneno, felandreno, pineno, sequiterpenos, citrol, citronelol, linelol), acetatos de
linalol y geraniol, aldehidos, etc. La esencia es obtenida de la parte exterior del
pericarpio o corteza de la fruta. Son necesarios 4000 limones para obtener 1 Kg de

aceite esencial (Juscafresa, 1992).

Tiene innumerables propiedades: es el ingrediente basico en la industria de perfumes
y se utiliza ademas, en jabones, desinfectantes y productos similares. También tiene
importancia en la medicina, tanto por su sabor como por su efecto calmante del dolor
y su valor fisiolégico. En caso de los aditivos, son combinados con los alimentos para
producir ciertas modificaciones que impliquen conservacion, color, reforzamiento del
sabor y estabilizacién. De la cascara también se obtienen pectinas y bases para
bebidas, la pulpa es destinada principalmente para la preparacion de mermeladas y

el bagazo y semillas para extraer aceite. Las semillas contienen hasta un 16% de
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proteina la cual puede ser aprovechada para la elaboracion de biopeliculas

protectoras de alimentos (Bartholomew y Walton, 1990).

En este proyecto se busca una alternativa para la utilizacion de la semilla de limon
como materia prima para la elaboracion de biopolimeros que brinden una accion

protectora a los alimentos.




Capitulo 1. Antecedentes

El limonero se cree que es originario de Asia menor de donde fue importado a
Europa por los arabes y de ahi se introdujo a América del Norte una vez que paso
por las Islas de Haiti. En Europa era muy popular ya que mezclado con cantidades
de agua producia una bebida que era considerada de las mejores para aplacar la sed

en los calurosos dias de verano (Juscafresa, 1992).

El limonero es un arbol de cierto desarrollo, de ramaje divergente y porte entre erecto
y pendulante, flexible y regularmente espinoso. De hojas persistentes, ovales,
oblongas, dentadas, gruesas fragantes de peciolo desnudo y un verde brillante.
Flores hermafroditas relativamente pequefas, de color blanco rosado, mas o0 menos
fragantes y por lo general dispuestas en ramillete y florescencia, dando lugar a un
fruto ovoidal atenuado en sus dos extremos y mamelado en el extremo superior, de
corteza delgada y verdosa y saturada de vesiculas oleaginosas y fragantes. La pulpa
es jugosa, acidula, aromatica y las semillas estan cubiertas por una membrana. El
limén posee una acidez total de 5-8 %, que es elevada, y un contenido bajo de
solidos totales, 7-9 %, en comparacién con otros citricos comercialmente importantes

(Bartholomew y Walton, 1990).

En las tabla 1 se encuentra la composicion del limén, ademas del aporte energético
que es de 44 calorias se destaca que el componente mayoritario del fruto es el agua.
Los carbohidratos forman el segundo componente, mientras que el resto de los

componentes no supera el 1% cada uno. En la tabla 2 se encuentra la composicién




del jugo de limén, en la cual se destaca el alto contenido de acido citrico y lo cual

explica que la acidez de este fruto sea superior a la de los demas citricos.

Tabla 1: Composicion del limon.

Componente (g9/1009)
Agua 91.7
Hidratos de carbono 6.9
Proteina 0.3
Grasa 0.6

Fuente: Martinez, 1999

Tabla 2: Composicion del jugo de limoén

Componente (9/1009)

Acido citrico 7.50
Acido malico 0.60
Sacarosa 0.50
Azucar invertida 1.8
Citrato calcico 1.00
Citrato potasico 1.00

Hierro trazas

Fosforo trazas

Fuente: Martinez, 1999




1.1 Semillas de limén

Las semillas de limén estan cubiertas de una capa dura de lignocelulosa, estan
situadas dentro de dos filas en el endocarpio, justo alrededor del eje central, cada
segmento contiene algunas semillas. EI numero de semillas en el limén varia
considerablemente. Se han hecho estudios en los cuales en el 70 % de la muestras
se han encontrado 2.0 — 2.4 semillas, en un 16 % se encontraron semillas sin
desarrollar y en el resto no se encontraron semillas. Las semillas representan el 0.1 -

0.2 % en peso del limoén (Bartholomew y Walton, 1999).

Los lipidos presentes en la semilla de limén no son muy comercializados. De los
lipidos presentes en las semillas, se encuentran como aceites 30-50%. En la semilla
se localizan principalmente acidos grasos saturados: palmitico (20%), estearico (4%),
araquidénico (0.9%). Ademas de acidos grasos insaturados: linoléico (36.5%),
linolénico (0.6%) y oleico (36.6%). Dentro de los aceites esenciales, el principal
constituyente es la &-limonina que es uno de los compuestos responsables en el

sabor y aroma del limén (Fennema, 2005).

En cuanto al contenido de proteinas, este corresponde a un 17 -21 % (Tabla 3) en
peso seco de la semilla, siendo las globulinas las que se encuentran

mayoritariamente.
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Tabla 3: Composiciéon quimica de la semilla fresca, en base humeda

Componente Concentraciéon (g/100
g)
Agua 39.0-43.6
Grasa 19.56-23.5
Proteina 8.6 —16.6
Fibra 46-7.2
Compuestos no 57-6.4
nitrogenados
Cenizas 1.7-23

Fuente: Braverman, 1997

De las semillas de limon es posible obtener peroxidasas, que ya se encuentra
comercializandose y es un producto de buena calidad a pesar de que muchas veces

se desecha (Bartholomew y Walton, 1999).

1.2 Trabajos previos sobre la semilla de limén

En 2008 Luis Alvarado, con el fin de conocer la influencia de los pesos moleculares
que presentan las proteinas del concentrado proteinico en la formacién de peliculas
asi como las propiedades que posteriormente presentaran, realizé una electroforesis.
En este estudio encontré fundamentalmente 5 fracciones proteinicas de bajo peso

molecular. En tabla 4 se muestran los pesos y fracciones proteinicas promedio.




Tabla 4: Cantidades relativas de las fracciones del concentrado proteinico de semilla de limén (CPSL). (Alvarado,

2008)
Peso molecular Cantidad relativa

(kDa) (%)
48.343 5.87
38.052 8.03
30.465 2.09
21.099 31.2
13.583 26.5

Las fracciones mas grandes tienen pesos de 48.34 kDa y 38.05 kDa, pero la cantidad
relativa es de 5.87 % y 8.03 % respectivamente, que representan impurezas de la
proteina. Sin embargo también existe fracciones de menor tamafio con apenas
21.09kDa y 13.583 kDa que son las mas abundantes conformando el 31.2% y 26.5%,
respectivamente del total de la proteina.

Ademas se encontrd6 que esta ultimas fracciones se unen a las mas grandes
mediante interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno y enlaces disulfuro
aumentando el tamafio de la red, y asi, aunado a la accién del plastificante se
obtiene una red estable y resistente.

De igual manera se determind mediante micrografia electrénica de barrido que las
peliculas elaboradas con concentrado proteinico de semilla de limén (CPSL) estan
formadas por capas en las cuales se da la interaccion del plastificante con la
proteina.

En cuanto a la permeabilidad al vapor de agua (PVA) y al oxigeno (PO), las

biopeliculas elaboradas a partir del CPSL se compararon con biopeliculas
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elaboradas con otra fuente proteinica y con empaques sintéticos de uso comercial. A

continuacion se presentan los resultados.

Tabla 5: Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas elaboradas con CPSL y otros empaques sintéticos
(Alvarado, 2008)

PVA PVA relativa
Tipo de Pelicula w.xx1n3| CVI(%) | conrespecto
ng/Pa*s*m*10 2 LDPE
Glicerol =
(o)
CPSL 5% 50%(w/w) 2.12 ®a 13.18 11.6
itol 759
(W/V) sorbitol 75% 0.548 18.803 3
(w/w)
Empaques Zipplok (LDPE) 0.18 Aa 2.61 1
Sintéticos Egapack (PVC) 0.28 Aa 5.67 1.5
Concentrado de Glicerol
. 16.92 7.
proteina de 50%(w/w) 1.32¢ 6.9 3
semilla de chia Sorbitol 75%
. 15.12 .
5% (w/v) (w/w) 1.00e 5 5.5

® promedio de 3 réplicas

A Promedio 5 réplicas

e Hernandez, 2007,

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa

LDEP: Polietileno de baja densidad
PVC: Policloruro de vinilo

De la Tabla 5 se observd que las peliculas elaboradas con CPSL presentaron una
PVA superior a la del empaque Zipplok, siendo la mejor la que tenia como
plastificante sorbitol (75%), teniendo una PVA 3 veces mayor que el empaque
sintético, sin embargo, comparado con las biopeliculas de concentrado de proteina
de semilla de chia presento mejores resultados, siendo aproximadamente la mitad de

la PVA de estas.




Tabla 6: Permeabilidad al oxigeno de las peliculas elaboradas con CPSL y otros empaques sintéticos
(Alvarado, 2008).

PO PO relativa
Tipo de Pelicula em*um/im?d | ¢V (%) |S°" re:pe°t°
KPa .
metilcelulosa
Glicerol
) ||
CPSL 5% 50%(wiw) 19.37 ¥y 7.74 2.84
1 o)
(WIV) Sorbitol 75% | 47 s, 5.39 258
(w/w)
Zipplok
Empaques (LDPE) 57.85 Aa 5.68 8.5
Sintéticos Metilcelulosa 6.8 Aa 36 1
Concentrado Glicerol
de proteinade| 50%(w/w) 17.79 1.58 261
semilla de Sorbitol 75%
chia 5% (wiv) (wiw) 16.27 4 15.12 2.39

B promedio de 3 réplicas

A Promedio 3 réplicas

e Hong et al, 2005

& Sothornit et al., 2006

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa

De la tabla 6 se observd que las peliculas elaboradas con concentrado de proteina
de semilla de chia y CPSL presentaron valores muy similares de PO, y se puede
considerar que los valores obtenidos son bajos en comparacion con los que presenta

una pelicula de origen sintético como la LDEP.

Con todo esto, se planteé que las peliculas obtenidas a partir de la proteina de la
semilla de limén presentan buenas caracteristicas cuando son aplicadas para la

proteccion de alimentos.
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1.3 Empaques

Segun la Asociacion Mexicana de Envase y Embalaje (AMEE) en 2008 esta industria
era valuada en 490 millones de pesos. El 75% de los productos terminados requieren
envase. De éstos, 90% son utilizados para alimentos y bebidas. En México se
fabrican anualmente 8,500,000 toneladas de envases; se distribuyen de la siguiente

manera: vidrio, 38%; papel y carton, 26%; plastico, 16%; madera, 14%; metal, 6%.

Dentro del proceso de elaboracion de alimentos a nivel industrial, sin importar que
exista o no un método de conservacién durante su elaboracién, su tiempo de vida util

va a depender de un eficiente proceso de empacado.

Procesos tales como el secado y la congelacion serian ineficientes sin un empacado,
esto para controlar los efectos producidos por el oxigeno, la luz vapor de agua,

microorganismos y otros posibles contaminantes.

Hoy en dia los empaques no juegan un rol pasivo dentro de la conservacion de los
alimentos, se ha incrementado su papel en la conservacion y en mantener la calidad
y la seguridad de los alimentos a través de la cadena de distribucion. Los empaques
activos son aquellos que pueden intervenir o tener un control sobre los procesos
fisiologicos (respiracion de fruta fresca y vegetales), procesos quimicos (deterioro de
los lipidos), procesos fisicos (deshidratacion), aspectos microbiolégicos vy

contaminacion (Ahvenanien, 2003).

Dentro de los empaques activos, se tienen tres categorias: absorbentes, con

sistemas de liberacion de aditivos (antioxidantes, conservadores, saborizantes). Los
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absorbentes son aquellos que retienen compuestos no deseados como el oxigeno, el
bidéxido de carbono, el etileno, 0 agua en exceso, y evitar que entren en contacto con
los alimentos. Los empaques con sistema de liberacion afiaden o emiten compuestos
hacia el alimento, como puedes ser antioxidantes o conservadores (Ahvenanien,

2003).

Asi mismo la creciente demanda por alimentos procesados en el mercado, aumenta
la cantidad generada de desechos provenientes de empaque de alimentos, lo que

genera una preocupacion por el impacto ambiental que traiga consigo.

Hace apenas veinte afnos todos los desechos de empaque eran enviados a rellenos
sanitarios 0 a incineracion, ya que solo se reciclaban el vidrio y el papel. Sin
embargo, con el crecimiento en la produccion de plasticos surge la necesidad de
reciclar este material La complejidad se da en la recoleccién de este material, asi
como la tecnologia necesaria para reciclarlo, en adicion, la preocupacioén por la salud
obliga a rehusar estos plasticos reciclados en productos no alimenticios.
Recientemente el PET se ha tratado de rehusar como empaque de alimentos, esta
aplicacion requiere de un mayor conocimiento sobre la posible contaminacion esto

con el fin de disminuir los riesgos de salud al consumidor.
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1.3.1 Peliculas de proteina

Las peliculas de proteina se adhieren faciimente a superficies hidrofilicas pero en la
mayoria de los casos no son resistentes a la difusién de agua. Una desventaja de las
peliculas hechas con proteinas es que estas son muy susceptibles a cambio de pH
por lo que deben delimitarse a las condiciones 6ptimas de su formaciéon (Reyes,

2006).

Las peliculas de proteina son superiores a las peliculas hechas de polisacaridos
porque las proteinas estan compuestas por 20 aminoacidos diferentes y poseen una
estructura especifica, la cual le confiere una amplia variedad de propiedades

funcionales (Guilbert et al., 1997).

Para que se forme una pelicula hecha de proteina, se parte de una suspension o
dispersion de la misma, utilizando como disolventes etanol, agua y mezclas, los

cuales posteriormente son evaporados para utilizar la proteina.

Una vez que se tiene la proteina, otro componente primordial es el plastificante, el
cual se define como una molécula de volatilidad baja y de naturaleza quimica similar
a la del polimero formador de peliculas (en este caso de proteina). Cuando se
adiciona un plastificante a un material polimérico conlleva a la modificacion de la
estructura tridimensional, disminucion de fuerzas atractivas intramoleculares y al

incremento de volumen libre y movilidad de la cadena (Young et al., 2001).

La seleccion de un plastificante para peliculas basadas en proteinas es de gran

importancia, ya que esto afecta a las propiedades fisicoquimicas de la pelicula
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(Guilbert et al, 1997). El peso molecular, el numero y posicién de los grupos hidroxilo
de un plastificante son las variables que afectan su habilidad para plastificar a un
polimero basado en proteinas. Los plastificantes utilizados para la obtencion de
peliculas incluyen mono/di u oligosacaridos, polioles, y lipidos y sus derivados (Choi

y Han, 2001).

1.3.2 Empaques activos
Definicién: sistema en el cual el empaque, el producto y el medio interactuan para
prolongar la vida de anaquel, asegurar la inocuidad y las propiedades sensoriales,

las cuales mantienen la calidad del producto. Hay basicamente dos tipos:

v/ empaque antimicrobiano ya que este tiene como objetivo aplicar sistemas de
liberacién en forma controlada de un agente antimicrobiano de la pelicula al
alimento (Hui et al., 2006).

v' denominado tal cual empaque activo, donde se utilizan compuestos que
remuevan el oxigeno, absorban la humedad y generen etanol o CO,, vy
compuestos con accién antioxidante que estabilicen los radicales producidos

durante la peroxidacion lipidica.

En la actualidad, la tecnologia de empaques activos utilizada para la alimentacion

son los elaborados con removedores de oxigeno. Estos son capaces de eliminar el
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oxigeno que existe entre la cabeza del envase y el producto a permear a través del
material de embalaje durante el almacenamiento (Charles et al., 2006).

La incorporacion de antioxidantes en materiales de empaque se ha vuelto popular
desde que la oxidacion es el mayor problema que afecta la calidad de los alimentos.
Puesto que la oxidacioén se inicia por lo general en la superficie de los alimentos. La
incorporacion de antioxidantes en los empaques es una prometedora manera de

proteger a los alimentos de la rancidez (Jongjareonrak et al., 2008).

1.4 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia que cuando se presenta en bajas concentraciones
comparada con el sustrato oxidable, previene significativamente la oxidacion de
dicho sustrato. Durante el almacenamiento de grasas y aceites asi como de otros
alimentos que contienen grasas, la oxidacion lipidica es la mayor causa de deterioro
de calidad de los alimentos y conlleva al amplio uso de diversos antioxidantes. Las
grasas instauradas son, particularmente sensibles a este tipo de dafo.

Existen literalmente cientos de compuestos, tanto naturales como sintéticos, con
propiedades antioxidantes. Por su empleo en alimentos deben cumplir ciertos
requerimientos obvios, no siendo el menor de ellos el que sean seguros para la
salud. Los principales antioxidantes utilizados habitualmente en alimentos son los
fenoles mono o polihidricos con varios sustituyentes en el anillo (figura 1).

Los polifenoles previenen la formacion de peroxidos e hidroperdxidos vy

consecuentemente se interrumpe la cadena de reacciones oxidativas. Los
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antioxidantes sintéticos mas ampliamente utilizados son BHA y BHT, son ligeramente
volatiles y se descomponen facilmente a elevadas temperaturas.

Las etapas que comprenden la oxidacion de los lipidos se han estudiado
ampliamente. La etapa de iniciacién, con la formaciéon de radicales libres puede
retardarse utilizando sustancias que descompongan a los perdxidos, agentes que
acomplejen los metales o inhibidores del oxigenos singulete. Sin embargo, como no
se puede eliminar totalmente las trazas de iniciadores metalicos y de peroxidos, la
mayoria de los estudios han concentrado su atencion de la accion de los aceptores
de radicales libres.

Se ha postulado que los antioxidantes inhiben la reacciéon en cadena actuando como
donadores de hidrogeno o como aceptores de radicales libres.

El mecanismo basico puede visualizarse como una competicion entre la reaccion de

inhibicion:

RO, + AH — ROOH + A’ Ecuacion 1

Y la reaccion de propagacion de la cadena

RO, + RH - ROOH + R’ Ecuacion 2
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Figura1: Principales antioxidantes utilizados en los alimentos (Fennema, 2005)

La eficacia de los antioxidantes depende de muchos factores, como la energia de
activacion, las constantes de velocidad, el potencial redox, la facilidad con la que se
puede destruir o perder el antioxidante y su solubilidad. En las dos reacciones de
competicion discutidas anteriormente (ecuaciones 1 y 2), ambas exotérmicas; la

energia de activacion aumenta al aumentar las energias de disociacién de los
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enlaces A-H y R-H vy, por tanto, la eficiencia del antioxidante (AH) aumenta al
disminuir la fuerza del enlace AH. Sin embargo, idealmente, el radical libre
antioxidante resultante no debe iniciar por si mismo la formacion de nuevos radicales
libres o ser sujeto de una rapida oxidaciéon por una reaccion en cadena. A este
respecto los antioxidantes fendlicos ocupan una situacion privilegiada. Son
excelentes donadores de electrones o de hidrégeno y ademas sus radicales
intermedios son relativamente estables debido a la deslocalizacion por resonancia y
la falta de posiciones apropiadas para ser atacados por el oxigeno molecular

(Fennema, 2005).

1.4.1 Antioxidantes naturales

El creciente conocimiento acerca de los efectos de promocion de la salud de los
antioxidantes en los alimentos cotidianos, en combinacién con la hipdtesis de que un
numero de conservadores sintéticos pueden tener efectos peligrosos, ha dado lugar
a multiples investigaciones en el campo de los antioxidantes naturales. Hasta ahora
la mayor atencion se ha prestado a los aditivos alimentarios obtenidos a partir de
plantas aromaticas como el romero y los extractos de salvia (Peschel et al., 2006).
Ademas se ha incrementado la preferencia de los consumidores para evitar los
aditivos sintéticos a favor de los que se perciben como naturales, debido a su mayor
seguridad y menor toxicidad (Nerin et al., 2008). Los extractos de salvia o romero,

otras hierbas, especias, cultivos de cereales, cortezas y raices son fuentes de
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compuestos naturales con actividad antioxidante. Estos compuestos son tocoferoles,

fosfolipidos, aminoacidos, péptidos y compuestos fendlicos (Matthaus, 2002).

Los extractos de plantas y especias ricos en polifenoles son de gran interés para la
industria alimentaria ya que tienen la capacidad de retardar la degradacion oxidativa
de lipidos y por lo tanto de mejorar la calidad y el valor nutritivo de los alimentos

(Amarowicz et al., 2004).

Los polifenoles mas comunes responsables de este efecto de proteccidon son
flavonoides y derivados de acido cinamico que se encuentran de forma abundante en
el reino vegetal (Taga et al., 1984). Los polifenoles estan presentes en las plantas
como un grupo muy amplio de estructuras quimicas. Los compuestos fendlicos se
presentan en la naturaleza conjugados con mono y polisacaridos, asi como con
otros grupos funcionales como ésteres y metil-ésteres. En general, los fenoles
vegetales presentan estructuras complejas y pueden ser reconocidos con facilidad
como componentes de la madera, semillas y pigmentos de flores y frutos (Reyes,
2006). La actividad antioxidante de los fenoles se debe principalmente a sus
propiedades redox que les permiten actuar como agentes reductores o donadores de
atomos de hidrégeno. Por lo tanto los antioxidantes naturales funcionan como
secuestradores de radicales e interruptores de la cadena oxidativa, también actuan

quelando iones metalicos (Amarowics et al., 2004).

Quercetina: Es el flavonol mas abundante en la dieta humana (Figura 2. A), esta
presente en diferentes frutas y vegetales, asi como en bebidas (0.3 mg/g peso

fresco) y té (10-25 mg mg/L) (Hertog et al., 1992). La quercetina es un flavonoide
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amarillo-verdoso presente en la cebolla, brécoli, cerezas, uvas y principalmente en la
manzana. En esta es encontrada en la cascara (1mg/g en peso fresco), la fruta sin
cascara no contiene otros flavonoles. Los niveles de quercetina en las partes

comestibles de los vegetales se encuentran generalmente cercanos a los 10 mg/ kg.

La quercetina presenta propiedades antioxidantes, atribuibles al numero de hidroxilos
que tienen la molécula y la estabilidad de las estructuras de resonancia que le
permiten atrapar radicales libres (Rodarte, 2002). Ademas de antioxidante Ila
quercetina puede actuar como antiinflamatorio, antiviral y anticancerigeno (Erlund,

2002).

Hesperidina: Es el flavan mas consumido (Figura 2. B), y proviene de la naranja y el
limén (125-250 mg/L de jugo) Es glicésido de flavonona que se compone de la
aglicona hesperidina, y el disacarido rutinésido (ramnosa + glucosa). La hesperidina
pura (C1sH34015 y PM=610.57) se presenta en forma de agujas delgadas y largas,
con color amarillo palido y con punto de fusion de 258-262 °C y presenta una
absorcion maxima en el UV a 286nm.

Como se encuentra presente en frutos citricos tales como la naranja dulce y el limon,
es muy comun encontrarla asociada con la vitamina C.

Se ha encontrado que presentan accion antioxidante por la estabilidad que le
confiere la resonancia en sus anillos asi como el nUmero y posicidon de sus grupos
OH'. Ademas se le han encontrado propiedades para bloquear el acceso de los

carcinogenos a las células, suprimiendo los cambios malignos en las células,
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quelando metales induciendo a las enzimas a modificar su carcinogenicidad,

estimulando la respuesta inmune o combinacién de estas acciones (Herrera, 2006).

OH o O

l 3
OH OCI-

OH C. ]’
HU o 'I'D" b, ~|
HO 0"

OH

C:lu

A B

Figura 2 : a) Antioxidantes naturales comunes en la dieta diaria. A: Quercetina, B: Hesperidina (Herrera, 2006)

La incorporacion de antioxidantes a empaques, cuando ambos provienen de una
fuente natural, motivo el desarrollo de este proyecto y el interés por evaluar el efecto

sinérgico y la funcionalidad del bioempaque activo.

1.5 Interacciones entre hidroperoéxidos y proteinas

La reacciéon de las proteinas con hidroperoxidos y los compuestos que de ellos se
derivan conducen a modificaciones de las mismas que se reflejan en los alimentos
en forma de cambios de consistencia y solubilidad (unién entre proteinas), el color
(reacciones de pardeamiento) y el valor nutritivo (pérdida de aminoacidos
esenciales). En investigaciones con el acido linoléico se ha observado que los
radicales que se forman a partir de este acido graso, atacan las proteinas (PH),
preferentemente los aminoacidos triptéfano, lisina, tirosina, arginina, histidina y
cisteina por reacciones con el grupo OH fendlico o los grupos que contienen azufre o

nitrégeno.
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RO®* + PH — P* + ROH Ecuacion 3

2P° — P-P Ecuacion 4

En la reaccién subsiguiente (Ecuacion 4) se unen los dos radicales de proteina.

Durante la peroxidacién lipidica se forma en determinadas circunstancias, aldehido
maldnico. Como reactivo bifuncional puede ligar proteinas mediante reacciones tipo

base de Shchiff con los grupos €-NH; de los restos de lisina.

El aducto con la base de Schiff es un fluorocromo conjugado que, debido a sus
propiedades espectrales (excitacion Ay ~350nm; emision Ay ~450nm) se utiliza para

determinar la peroxidacion lipidica y las reacciones resultantes con las proteinas.

También los compuestos monocarbonilo formados por la autooxidacién de acidos
grasos insaturados se condensan facilmente con los grupos NH; libres de las
proteinas, formando bases de Schiff que, a través de una serie de condensaciones
alddlicas, se transforman en polimeros de color pardo. Los productos formados, con

frecuencia no contienen nitrégeno, pues el grupo amino se sigue hidrolizando.

De las investigaciones con sistemas modelo se deduce que una disminucion del
contenido de agua favorece la rotura de la molécula proteica y una degradacién de
las cadenas laterales proteicas con preferencias sobre las reacciones de union via
radicales (Alfaro, 2008). Lo que se traduce en una considerable pérdida de
aminoacidos esenciales como la metionina, triptéfano, histidina, fenilalanina entre

otros.
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar biopeliculas activas a partir del concentrado proteinico de las semillas de

limon y antioxidantes

Objetivos particulares

v

Obtener un concentrado proteinico de la semilla de limén con las
caracteristicas adecuadas para elaborar biopeliculas.

Extraer y determinar la concentracion de antioxidantes que posee la corteza y
pulpa del limon.

Determinar la capacidad secuestrante que presentan los antioxidantes del
limon.

Incorporar los antioxidantes del liméon a las biopeliculas para formar un
empaque activo.

Conocer la capacidad de las biopeliculas activas como barrera de proteccion
de un alimento frente al deterioro quimico oxidativo para evaluar su potencial
uso como empaque y prolongar la vida de anaquel.

Determinar de qué manera afecta la oxidacion lipidica la concentracion de

proteina soluble y su digestibilidad.
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Capitulo 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Diagrama general de trabajo

2.1.1 Obtencién del CPSL
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2.1.2 Formacion de biopeliculas y pruebas de estabilidad
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2.2 Obtencioén del concentrado proteinico de la semilla de limén (CPSL)

2.2.1 Extraccion de grasa y separacion por tamafno de particula

_)

Se utilizaron semillas de limon las cuales fueron lavadas con agua corriente
para remover la mayor cantidad de pulpa remanente del limon. Estas se
colocaron sobre una tela absorbente para eliminar la mayor cantidad de agua
posible que haya quedado en el lavado.

Posteriormente se secaron las semillas a temperatura ambiente para eliminar
la mayor cantidad de agua libre y facilitar la molienda.

La molienda de las semillas se llevé a cabo en un molino (IKA WERKE, MF 10
Basic) a 5500 rpm y la harina se desengrasé por Soxhlet por 10 horas
utilizando como disolvente hexano.

Posteriormente se molié de nueva cuenta en un molino (IKA WERKE, MF 10
Basic) a 6500 rpm.

Después, se separd por tamano de particula utilizando los siguientes tamices:
malla 10 (2.00mm), malla 20 (850um), malla 30 (600um), malla 40 (425um),
malla 50 (300um). Asi se obtuvo una fraccion de harina rica en proteina.
Posterior al tamizado y en las fracciones separadas, se determin6 proteina
total por Kjeldahl (Método oficial a la AOAC 981.10). Las fracciones
seleccionadas fueron aquellas con mas del 20% de proteina total, se
mezclaron para obtener una sola fraccion y se le determind proteina total por

Kjeldahl ademas de proteina soluble por Lowry (Lowry et al., 1951).
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2.2.2 Determinacion de proteina cruda (Kjeldahl y Kirl et al, 1996)

— Se pesd 0.1-0.5 g de muestra en un papel delgado libre de nitrogeno, se
coloco en tubos de digestion y se agregdé media pastilla de Kjeltabs y 5 mL de
H.SO,4 (R.A. Reasol).

— Se colocaron los tubos en el digestor a 420°C y se calentaron hasta la
obtencién de una coloracién azul- verdosa (total digestion de la materia
organica).

— Se llevé a cabo la destilacion colocando el tubo enfriado a temperatura
ambiente, al equipo de destilacién. Se agregd 50 mL de NaOH (R.A. Reasol)
al 40% y se recolecté un volumen de 100 mL en 50 mL de &cido bérico al 4%.

Finalmente, se titulé con solucion valorada de HCI (R.A. Reasol) al 0.1 N.

2.2.3 Determinacion de proteina soluble (Lowry et al, 1951)

— Para determinar la concentracién de proteina soluble se prepard una solucion
stock de la muestra que abarcé los intervalos de 5-100 ug de proteina/mL.

— Se tomd 1 mL de la solucién problema y se mezclé con 1 mL de solucion C
(mezcla de 50 mL de la solucién Ay 1 mL de B). (A: Carbonato de sodio (R.A.
Reasol) al 2% y Tartrato de sodio (R.A. Reasol) al 0.02% en NAOH 1 M; B:

Sulfato de cobre al 0.5%).
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— Se dejo reposar a temperatura ambiente por 10 minutos y posteriormente se
adicion6 0.5 mL de reactivo D (Reactivo de Folin (R.A. Hycel)/agua 1:1), se
mezclo y se dejo reposar por 30 minutos.

— Finalmente se leyd en un espectrofotometro (Beckman DU-65) a 750nm.

2.2.4 Obtencion del concentrado proteico de semilla de limén

Una vez que se tuvo la fraccién adecuada y que se conoci6 la cantidad de proteina

cruda y soluble, se elaboro el concentrado proteinico de la semilla de limon (CPSL)

Esta técnica esta basada en lo informado por Bamdad et al, 2006 que incluye los

siguientes pasos:

— Se remojé la harina obtenida de la malla 30 en solucién de agua alcalina (pH 11)
a razén de 1:10 (w/v). Se ajusto el pH con NaOH 0.1 N y se agité por 0.5 horas.

— Se coloco en refrigeracion a 4° C por una noche hasta que sedimenté la fraccién
no proteinica.

— Se centrifugd (Centrifuga Beckman M2) a 8000 rpm a 4°C por 25 minutos.

— Se decanté el sobrenadante, se ajustoé a pH de 5.4 con HCI (R.A. Reasol) 0.1 N.

— Se agitd por 0.5 horas y colocar en refrigeracion a 4°C por una noche.

— Transcurrido el tiempo se centrifugé (Centrifuga Beckman M2) a 8000 rpm y 4°C
para colectar el precipitado.

— Finalmente el pellet fue secado en estufa de vacio a 37°C por 2 dias.

— Se determiné proteina total (Kjeldhal) y proteina soluble (Lowry).
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2.2.5 Determinacién de carbohidratos totales. Fenol-sulfurico (Dubois et al,

1956)

— Se preparo una suspension de la muestra en agua y se colocé 1 mL en un tubo
de ensaye. Para cada tubo se adicion6 0.6 mL de una solucion acuosa de fenol
(R.A. Reasol) al 5%.

— Se mezcldé perfectamente y se adicioné cuidadosamente 3.6 mL de acido
sulfurico concentrado (R.A. Reasol).

— Se homogeneizd y se dejo enfriar la mezcla a temperatura ambiente.

— Se determiné la intensidad del color naranja obtenido en un espectrofotdmetro
(Beckman DU-65) a 480nm, frente a un blanco preparado de la misma manera
utilizando agua.

— Se calcul6 la cantidad de carbohidratos presentes en la muestra a partir de una
curva patron preparada con un carbohidrato en un intervalo de (10-100mg de

glucosa/mL), tratada de la misma manera que el problema.

2.3 Extracciéon de polifenoles de la corteza y pulpa de limén y naranja
(Ubando et al, 2005)
1. A las cascaras se les retiraron las semillas asi como se les extrajo la mayor
cantidad de jugo posible, de tal forma que solo quedara la pulpa y la corteza.
2. La corteza y pulpa obtenida fue molida y lavada con Etanol a 96% en
agitacion por 1 hora para eliminar la mayor cantidad de carbohidratos y se

sec6 en estufa a 60°C por 4 horas.
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3. Posteriormente se decanto y se le hicieron extracciones sucesivas con 40 mL
de metanol (R.A. Reasol)/agua (50:50 v/v) y 40 mL de acetona (R.A.
Reasol)/agua (70:30, v/v) por 1 hora cada una.

4. Se centrifugd (Centrifuga Beckman M2) a 2500 rpm por 15 minutos.

5. Se combinaron los sobrenadantes obtenidos en ambas extracciones y se

concentro en un rotavapor (BUCHI R-205) a 50°C.

2.4 Determinacion de polifenoles totales (Matthaus, 2002)

La concentraciéon de polifenoles se calculd usando acido galico monohidratado
(Mallincoat Chemicals) como estandar y los resultados se expresan como mg

equivalentes de acido galico (EAG)/g muestra.

1. Se tomo una alicuota de 100 pl del extracto alcohdlico de antioxidantes.

2. Se adicion6 2 mL de una solucién de Na,S,0;3 (R.A. Quimica Meyer) al 2%.

3. Después de 2 minutos se agregd 100 pl del reactivo de Follin-Ciocalteau (R.A.
Hycel) diluido en agua (1:1 v/v).

4. Después de 30 minutos se leyé a 750 nm. en un espectro (Beckman DU-65).
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2.5 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos polifendlicos

2.5.1 Capacidad secuestrante sobre el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH®)

(Reyes, 2006)

La reduccién del radical DPPH® (Sigma Aldrich) se observé como un cambio de color
de morado a amarillo, presentando un decremento en la absorbancia a 515nm en un
espectrofotometro (Beckman DU-65), cuando el radical fue reducido por un
antioxidante mediante la donacion de un hidrégeno o de un electrén para formar una

molécula diamagnética estable.

Se adiciond 2 mL de una solucién de DPPH® (Sigma Aldrich) 3.6x10° M a 50 uL del
extracto de polifenoles estandarizado a 200 ppm. Se registré el decremento de la

absorbancia a 515nm continuamente a temperatura ambiente.

El porcentaje de la capacidad secuestrante sobre el radical DPPH® (Sigma Aldrich)

se calcul6 de la siguiente forma:

%CSDPPH° = AbSﬂ— AbSt=16min X100

2.5.2 Capacidad secuestrante sobre el radical acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS*) (Reyes et al, 1999)

Es un método de proyeccion de la actividad antioxidante aplicable tanto a
antioxidantes lipofilicos como hidrofilicos, incluidos los flavonoides, carotenoides y
antioxidantes de plasma. La preformacion del radical monocation del acido 2,2’-

azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6- sulfénico) (ABTS™) es generado por la oxidacion
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de ABTS con persulfato de potasio y se reduce en presencia de hidrégeno de la

donacion de esos antioxidantes.

Para formar el radical ATBS™ se mezclé una solucion de ABTS (Sigma Aldrich) 7mM
con una solucion 2.45 mM de persulfato de potasio y se dejo reposar por 16 horas en
la oscuridad a temperatura ambiente para asegurar la completa oxidacion del
reactivo ABTS. Transcurrido el tiempo se diluyd con etanol hasta lograr una
absorbancia de 0.70 a 734 nm. Se adicion6 1 mL de esta solucion a 10 pL del
extracto de polifenoles estandarizado a 200 ppm. Se registré el decremento de la
absorbancia a 734nm en un espectrofotometro (Beckman DU-65) continuamente a

temperatura ambiente.

El porcentaje de la capacidad secuestrante sobre el radical ABTS se calculé de la

siguiente forma:

%CSpppH- = AbSi=0— AbSt=16min X 100

2.6 Formacién de biopeliculas activas (Bamdad et al, 2006)

La formacion de las peliculas a partir del CPSL se basé en la siguiente técnica:

1. Se disolvio 5 gramos de CPSL en 100 mL de agua destilada.
2. Se adiciono sorbitol (R.A. Aldrich) en proporcion 50% (w/w) de CPSL.
3. Se ajusto el pH de la solucion a 11.0 £ 0.1 con NaOH 1 N.

4. Se calent6 en un bafo de agua a 70 ° C por 20 minutos.
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5. Se sonico por 15 minutos y se coloco sobre una sartén de teflon.
6. Se dejo secar por 3 dias. Pasado el tiempo de despegd y se colocod en un
desecador para mantener la humedad.
La incorporacion de los polifenoles extraidos se realizd una vez obtenida la solucion
calentada y filtrada para la elaboracién de biopeliculas se utilizé extracto de
polifenoles de limén muy concentrado, el cual fue agregado a la solucién antes
mencionada muy lentamente y con agitacion constante. Una vez homogeneizada la

solucion final se sonico, se coloco en el recipiente de teflon y se dejo secar.

2.6.1 Ensayo cualitativo de formacion de peliculas

Este ensayo consisti6 en observar el desarrollo de las biopeliculas empleando
diferentes concentraciones de los polifenoles extraidos, estas concentraciones fueron
200 ppm, 500 ppm y 800 ppm para determinar las concentraciones con las que se
trabajaria posteriormente.

En esta prueba se evalu6é en primer lugar la observacion de la formacion de una
pelicula y posteriormente la facilidad para ser extraida del recipiente de teflén. De
esta forma el desarrollo de las peliculas fue clasificado cualitativamente como éptimo

0 pobre.

2.7 Evaluacién de la funcionalidad de las biopeliculas activas

Una vez que se corroboré que los antioxidantes son capaces de integrarse a las
peliculas elaboradas con CPSL, se llevé a cabo la evaluacion de la funcionalidad de

dichas biopeliculas activas utilizandolas como empaque de una matriz alimentaria




susceptible al deterioro lipidico oxidativo. El alimento utilizado fue semilla de ajonjoli
ya que es abundante su contenido lipidico y presenta una actividad acuosa baja que

no permite el desarrollo de microorganismos.

Para la evaluacion de la funcionalidad de las biopeliculas activas como barreras
protectoras de alimentos, se utilizaron 7 tipos de empaques diferentes asi como una

muestra que no fue cubierta. Los empaques utilizados fueron los siguientes:

— 4 biopeliculas a las cuales se les agregd un antioxidante diferente;
antioxidante extraido de pulpa y corteza de limén, antioxidante extraido de
pulpa y corteza de naranja, TBHQ y Quercetina, todos a concentraciones de
200 ppm.

— 1 biopelicula control (sin antioxidantes).

— 2 empaques sintéticos comerciales. Bolsa con cierre a presién de tipo Zipplok
y bolsa de celofan transparente.

— 1 muestra colocada en un recipiente sin cubierta o tapa.

A cada empaque se le introdujo la cantidad suficiente de muestra para las pruebas y

se sello utilizando un pegamento comercial.

En cuanto a la preparacion de la muestra, al ajonjoli que seria utilizado se le midio el
indice de perdxidos para verificar que se encontrara en buenas condiciones para su
uso, la medida obtenida fue negativa, por lo que se aceptd para realizar su
monitoreo. Posteriormente fue tostado en una sartén previamente calentada a fuego

lento, para evitar que se quemara la semilla y a la vez evitar la produccion de
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compuestos que inicialmente interfirieran con la prueba. Una vez que se tenia el
ajonjoli tostado este fue molido en un molino para granos de café hasta que el
tamano de particula disminuyera convenientemente. Ambos tratamientos previos
eran muy importantes pues al tostar el ajonjoli, se aumentd la temperatura y en
general se aumentd la velocidad de oxidacion, de igual manera al aumentar la
superficie libre con la molienda, la velocidad de oxidacion aumenta

proporcionalmente con el area expuesta al aire.

Figura 3: Pequefios sacos hechos con biopeliculas de CPSL

Los empaques con la muestra (figura 3) antes mencionados se colocaron en una
charola expuesta a temperatura ambiente por 8 semanas, en las cuales se hicieron
6 monitoreos tanto de indice de Peréxidos como de indice de Kreis para evaluar el
deterioro lipidico. En este mismo periodo se evalud, al principio y al final tanto

proteina soluble como digestibilidad in vitro.
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2.7.1 Extraccion de lipidos por lotes

— Se pesaron 10 g de muestra en un matraz Erlenmeyer, se adicionaron 40 mL
de disolvente y se agité durante 10 min y se filtré por filtracion rapida.

— Se recupero el residuo y se adicionaron 40 mL del disolvente, se agité y se
filtré de igual manera.

— La extraccion se repitié hasta que a extraccion de grasa fue total.

— Para verificar que se extrajo toda la grasa, se dej6 caer una gota del filtrado
sobre papel filtro, al evaporarse el disolvente no deberia dejar residuo de
grasa.

— Se evaporo el disolvente en rotavapor (Buchi R-205) a 37°C.

2.7.2 Valoracion de Na;S;0; para la determinacion de peréxidos

1. Se pesaron 0.20 — 0.23 g de K,Cr,0O7 (R.A. Reasol) (previamente seco en la
estufa a 100°C).

2. Se disolvio en 80 mL de agua hervida y fria 2 g de KI.

3. Se adicion6 20 mL de HCI (R.A. Reasol)1 N e inmediatamente se dej6 reposar
en la oscuridad por 10 minutos.

4. Se titulo con NayS,03 y la concentracién se calculd de la siguiente forma:

N = g K»Cr,071000 / mL Na,S,05*49.032g
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2.7.3 Determinacion del indice de peroxidos. Volumétrico micrométodo (Kirk et
al, 1996)

Se pes6 0.5 £ 0.05 g de aceite en un matraz Erlenmeyer de 125 0 250 mL y se
adicion6d 2.5 mL de una solucién de acido acético/diclorometano (3:2), se disolvid
perfectamente y se adicion6 0.05 mL de una solucién saturada de yoduro de potasio

y se dejo reposar en la oscuridad durante 60 seg., medidos con cronémetro.

Se afiadié 7.5 mL de agua desionizada hervida y fria y se adicioné 0.1 mL de
solucién de almiddn indicador (almiddn soluble al 1% en agua). Se tituld lentamente

con tiosulfato de sodio 0.001 N hasta la desaparicion total del color azul.

El indice de perdxidos se obtiene calculando los miliequivalentes oxigeno activo por

kilogramo de muestra.

meq peroxidos = mL NaS,03*N NaS,05*1000 / g grasa

2.7.4 indice de Kreis (Kirk et al, 1996)

Se disolvié de 50 a 500 mg de grasa en 5 mL de diclorometano (R.A. Reasol). Se
afadié 10 mL de una solucién de acido tricloroacético (R.A. Reasol) al 30% en acido
acético glacial y 1 mL de floroglucinol (Reasol) al 1% en acido acético. Se agité e
incubd por 15 min, en un bafo maria a 45°C. Se dejé enfriar y se agregd 4 mL de
etanol. Se midi6 la absorbancia de la muestra a 540nm frente a un blanco de

reactivos.

El indice de Kreis se calculé como Abs a 540 nm/kg de grasa.
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2.7.5 Factor de proteccion (Silva, 2009)

Para evaluar la efectividad de las peliculas activas se obtuvo el factor de proteccién
(FP) de éstas a través del periodo de induccidén del deterioro oxidativo de la muestra

protegida. El FP se calculo de la siguiente manera:

FP = 1P/ IPg

Donde IPo: periodo de induccidn de la muestra sin antioxidante, en dias.

IPx: periodo de induccion de la muestra con antioxidante, en dias.

2.7.6 Digestibilidad in vitro

Soluciones

= Solucién enzimatica A: Se disolvié 227,040 BAEE unidades de tripsina pancreatica
con 1,800 BAEE unidades de a-quimotripsina mas 0.520 unidades ¢-levan de -

naftilamina de peptidasa en 10 mL de agua.

= Soluciéon enzimatica B: Se disolvid 65 unidades caseina de proteasa bacteriana en

10 mL de agua.

Ambas soluciones se almacenaron en hielo.

= Proteina control: Se suspendieron 10 g de caseinato de sodio en 200 mL de agua y
se ajusto el pH a 8 con NaOH y se mantuvo a este pH por 1 hora. Se deshidrato por

congelacion y se determiné Nitrogeno por Kjeldahl.
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Procedimiento

= Se us6 una muestra control que contenia 10 mg de nitrégeno.

= Se colocd la cantidad adecuada de muestra o control en un vial etiquetado y
conteniendo una barra magnética de agitacion. Adicionar 10 mL de agua y dejar

remojar por 1 hora.

= Utilizando un pH metro con agitacion y en bafio a 37°C se equilibré el control y la
muestra a pH de 8 + 0.03 por adicion de HCI o NaOH diluido. Al mismo tiempo se
equilibraron las soluciones de enzimas a pH 8 * 0.03 en bafio a 37°C. Una vez
alcanzado el pH se colocaron las enzimas en bafio de hielo y se mantuvo la muestra y

el control a 37°C.

= Para el vial del control equilibrado, se agregd 1 mL de solucion enzimatica A
mientras se agitaba. Exactamente 10 minutos después se agregé 1 mL de solucién

enzimatica B y se transfirio el vial al bafio de agua a 55°C.

= Exactamente 19 minutos después de haber adicionado la soluciéon A al vial, se

regreso el vial al bafio de 37°C, y se leyo el pH exactamente al minuto 20.

= Se corroboré que el control presentara un pH de 6.42 + 0.05 para repetir

exactamente todo lo anterior con la muestra.

= Se calculé la digestibilidad mediante la siguiente ecuacion:

% Digestibilidad = 234.84 - 22.56 * X

Donde: x: lectura de pH al minuto 20




2.7.7 Extraccion de proteina soluble en ajonjoli (Bazan, 2007)

Para determinar de qué manera se vio afectada la proteina soluble del ajonjoli por

accion de la oxidacion lipidica primero se extrajo esta con la siguiente técnica.

1) Se disolvid harina desengrasada de ajonjoli en 60 mL de agua.
2) Se agité por 15 minutos.

3) Se ajusté el pH a 10 — 12 y se agité por 15 minutos.

4) Se centrifugd a 10,000 rpm a 4°C por 30 minutos.

5) Se separdé el pellet y se colectd el sobrenadante.

6) Del sobrenadante se tomd 1 mL, se afor6 a 100 mL y con esto se hizo Lowry.
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Capitulo 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencion de las semillas de limoén

Como ya se menciong, la semillas del limoén representan el 0.2% del peso del limon;

por lo que fue una desventaja para la obtencion de la materia prima.

Sin embargo, se hizo un esfuerzo exhaustivo para conseguir la mayor cantidad de
semillas de limén. Los principales proveedores fueron los locales donde se venden
cocteles de frutas, donde se podian conseguir en promedio 15 kg de limones

exprimidos, de los cuales se obtenian de 15 — 20 g de semillas de limén.

Una vez separadas las semillas de la pulpa, estas fueron limpiadas con agua para

eliminar los restos de la pulpa y facilitar su secado.

El secado se realizé a temperatura ambiente para evitar el oscurecimiento por accion

de los carbohidratos aun presentes.

3.2 Molido y desengrasado

Una vez que se tuvo la semilla seca, estas se molieron en un molino de granos a
5500 rpm. En esta molienda se observd que la harina se apelmazd dentro del molino
debido a la gran cantidad de lipidos que posee la semilla (20 — 25%), lo que dificultd

la operacion, sin embargo se obtuvo un rendimiento del 90%.

El rendimiento después de desengrasar fue del 65% por la alta cantidad de lipidos

de la semilla.
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La harina desengrasada se dejo secar a la intemperie cubierta con una servilleta

absorbente por 24 horas, para posteriormente hacer la segunda molienda.

La segunda molienda fue hecha en el mismo molino a 6000 RPM para facilitar el
concentrado de la proteina, debido a que ya estaba desengrasada la harina, esta no

se apelmazd como en la primera molienda por lo que el rendimiento aumento a 98%.

3.3 Obtencién de concentrado proteinico de semilla de limén (CPSL)

Para comenzar la elaboracion de peliculas a partir de las semillas de limoén, se tuvo
que verificar que la materia prima contara con una cantidad significativa de proteina

(17-21%). Estos resultados aparecen en la tabla 7.

Tabla 7: Analisis proximal de la semilla de limén

Componente g /100 g de semilla
Lipidos 28+3.3
Proteina 22+25

Carbohidratos 40+1.9

Una vez obtenido el proximal de la semilla de limén, y como se observa en la tabla 7,
el contenido de proteina es el esperado y se confirma con estudios hechos
anteriormente (Alvarado, 2008). El resto de los macro componentes tienen similar
concentracion, por lo que la materia prima cuenta con la cantidad de proteina

suficiente para la elaboracion de las peliculas.

46



Para facilitar la obtencion del concentrado proteinico, una vez que se molid la
semilla y se desengraso la semilla de limén se tamizé utilizando mallas de 10 a 50. A
estas diferentes fracciones se les determiné la cantidad de proteina para trabajar
unicamente con las fracciones que presentaran la mayor cantidad de proteina. A

continuacion se muestran estos resultados.

Tabla 8: Porcentaje de proteina en cada fraccion de la harina obtenida

# de Malla | Abertura de malla Proteina (%)
10 2.00 mm 17.23
20 850 um 16.15
30 600 um 23.66
40 425 uym 2414
50 300 pm 26.25

Como se puede observar en la tabla 8, las fracciones no difieren mucho en cuanto al
contenido proteinico. No obstante se decidié que las fracciones a utilizar para
obtener el concentrado proteinico tuvieran mas del 20% de proteina. Dichas

fracciones corresponden a la mallas 30, 40y 50.




3.4 Caracterizacion del concentrado proteinico

3.4.1 Proteina cruda total por el método de Kjeldhal, 1996

Una vez que se obtuvo el concentrado proteico (Bamdad et al., 2006), se procedi6 a
caracterizarlo para verificar que la cantidad de proteina fuera la adecuada para la

formacion de la pelicula.

Para esta determinacion se utilizd el factor de conversion estandar que es de 6.25,
ya que en la literatura no se reporta el contenido de nitrogeno total presente en la

proteina de la semilla de limon.

Tabla 9: Contenido proteico del concentrado de semilla de limoén

Proteina (%)
Promedio 84.82
% CV 1.595

Como se observa en la tabla 9, el contenido de proteina total es alto. Comparado con
el contenido de proteina en la harina de la semilla de limén se obtuvo un concentrado

de proteina 3.4 veces mayor, por lo que el proceso se llevd a cabo eficientemente.

3.4.2 Proteina soluble por el método de Lowry

Como parte del proceso para la elaboracion de la pelicula, la proteina de la semilla
de limén debid estar en solucion, para que se pudiera incorporar el plastificante y asi

formar la red y por tanto obtener la pelicula. Es por esto que fue muy importante la




determinacion de proteina soluble, pues era necesario saber qué tanto del
concentrado proteico se aprovecharia en la elaboracion de la pelicula. Estos
resultados se observan en la tabla 10, donde se muestra que el contenido de
proteina soluble en la semilla de limon es de 83.79%, el valor es muy alto
considerando el contenido de proteina total. De esta manera se puede establecer
que el 98.78 % de concentrado proteinico es aprovechable para la formacién de la

pelicula.

Tabla 10: Contenido de proteina soluble en el concentrado proteico de semilla de limén

Abs Proteina (%)
Promedio 0.1880 83.79
% CV 1.3322 1.55

3.4.3 Carbohidratos totales por el método fenol-sulfarico

Un componente importante, si se toma en cuenta que pueden causar interferencia
en la formacion de la pelicula, son los carbohidratos. Estos causan interferencia
debido a que también pueden formar redes, es por esto que en la obtencion del
concentrado proteinico se pretende eliminar la mayor cantidad de carbohidrato para
que la red formada este compuesta, si no totalmente, si mayoritariamente por las
proteinas propias de la semilla de limén y asi poder evaluar unicamente las

capacidades de estas para formar peliculas.
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Tabla 11: Contenido de carbohidratos del concentrado de semilla de limén

Carbohidratos (%)
Promedio 6.78
cv 1.12

En la tabla 11, se observa que la concentraciéon de carbohidratos que permanecen
después de la precipitacion isoeléctrica indicada en la técnica (Bamdad et al., 2006),
es muy baja. Con esto se consigue disminuir el riesgo de un posible ataque de

microorganismos, lo que prolongaria la vida util de la biopelicula.

3.5 Extraccion y cuantificacion de antioxidantes presentes en la pulpa y

corteza de limén y naranja

Para la extraccion de los antioxidantes presentes tanto en la corteza y pulpa de
naranja y limén se siguié el procedimiento descrito por Ubando et al., (2005).

En este procedimiento se lavé con etanol al 96 %, con la finalidad de eliminar la
mayor cantidad posible de carbohidratos que pudieran interferir en las posteriores
determinaciones.

Las extracciones sucesivas con metanol/agua y acetona/agua favorecen la
extraccion de los compuestos polifendlicos por su solubilidad, lo que es muy
importante ya que la biopelicula se desarrolla en un medio acuoso por lo que los
antioxidantes extraidos debian ser solubles en disolventes polares para mejorar su

incorporacion a la biopelicula. Posterior a la centrifugacion de los sobrenadantes,
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estos fueron concentrados con un rotavapor, hasta que se recuperdé todo el
disolvente, por lo que no se liofiliz6 como indica el procedimiento.
Finalmente se resuspendido en etanol y se determind la concentracion de los

extractos asi como la capacidad secuestrante.

Para determinar la concentracién de los polifenoles totales presentes en los extractos

obtenidos, se sigui6 el procedimiento descrito por Matthaus (2002).

Tabla 12: Concentracién de polifenoles totales para limoén y naranja.

Limén Naranja
Concentracién 11.39 10.56
promedio (mg EAG/g)
D. Estandar 0.005 0.0175
C. Variacion (%) 0.048 0.165

En la tabla 12 se observa que el contenido de polifenoles totales en el limoén es
ligeramente mayor que en la naranja. Los valores obtenidos para el limén son
similares a los obtenidos por Ubando et al., (2005) quienes trabajaron con la fibra
dietética del limon. Es probable que los principales componentes polifendlicos en la
pulpa del limén y naranja sean la hesperidina, acido ferulico, acido elagico,
caempferol, quercetina y acido caféico (Larrauri et al., 1996).

Se observa que la cantidad de polifenoles totales obtenidos es considerable, lo cual
fue indispensable para posteriormente adicionarla a las peliculas, sin tener que
ocupar un volumen muy grande, ademas, como fueron extraidos con disolventes

polares se garantiza que se pudieran incorporar a las biopeliculas.
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3.6 Evaluacién de la actividad antioxidante de los extractos polifendlicos
Para determinar que los extractos polifendlicos obtenidos conservaron su actividad
antioxidante, para su posterior adicién a las peliculas y verificar el posible beneficio
para el retardo de la oxidacion lipidica, se realizaron ensayos midiendo la capacidad
secuestrante sobre dos radicales. Las especies utilizadas fueron 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH®) y 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS"). Estas
especies, en solucion tienen un color caracteristico, sin embargo al ser capturadas
por los extractos polifendlicos, se presenta un cambio en la coloraciéon que se puede
monitorear espectrofotométricamente (Rogisnky, 2005). Esto permite hacer un
seguimiento rapido y sencillo. Para fines practicos, la absorbancia obtenida fue
representada como % DDPH?® para visualizar el decremento.

Ademas se utilizd Trolox, que con facilidad dona sus hidrégenos como control y

complementar la evaluacién de los extractos polifendlicos obtenidos.

3.6.1 Capacidad secuestrante sobre el radical DPPH°

Esta prueba se basa en la capacidad del radical DPPH® en reaccionar con donadores
de protones como lo son los polifenoles.

En la figura 4 se muestra el comportamiento de que presentaron los extractos
polfendlicos obtenidos a partir del limén como de la naranja, asi como el Trolox
utilizado como control.

En esta grafica se observa que el control rapidamente reduce el % DPPH?®, y llega

hasta su minimo (5.63%) en aproximadamente 1 minuto, es decir que en este tiempo
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el Trolox capturé aproximadamente el 95% del DPPH°. Para los extractos
polifendlicos, el limén capturé en promedio el 70% del DPPH® en un tiempo de 4
minutos, datos similares a los estudios de Ubando et al., (2005). Mientras que los
antioxidantes de la corteza de naranja capturaron el 63.8% del DPPH°® en
aproximadamente 6 minutos. Comparando con el Trolox que, aunque no obtuvo el
100%, y con lo reportado por Silva (2009) donde la Chia capturo el 83.2% de DPPH®,
tanto el limén como la naranja se encontraron por debajo, sin embargo se considera

aceptable su actividad antioxidante.

3.6.2 Capacidad secuestrante sobre el radical ABTS™

Otra de las pruebas realizadas a los extractos polifendlicos fue con el radical ABTS™,
de igual manera se estandarizaron los extractos para seguir la metodologia descrita.

En la figura 5 se observa la capacidad secuestrante que presentaros los polifenoles
frente al radical ABTS+°. Al igual que en el ensayo realizados con el DPPH?, el
Trolox fue el que capturo el mayor porcentaje del radical alcanzando menos del 1%
de ABTS+° remanente, mientras que los polifenoles provenientes del limoén
presentaron un mejor desempefio que los provenientes de la naranja, habiendo
capturado 77.45% y 71.52% respectivamente. La literatura especifica que los
componentes polifendlicos que se encuentran presentes en la naranja, son muy
similares a los que presenta el limén como lo son los flavonoides nobiletina,
tegeritina, narirutina (Martinez, 2006), pero los mas importantes en cuanto a su

actividad antioxidante son la hesperidina y la quercetina (Inurreta, 2006). Lo cual
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podria explicar porque presentan comportamientos de capacidad secuestrante muy
parecidos.

Con ambos ensayos se confirma que los extractos polifendlicos obtenidos de la
cascara de limoén y de la naranja, cumplen con un caracteristica fundamental en la
inhibicion de la oxidacién lipidica en una matriz alimentaria; y esta es que actuan

como donadores de hidrégeno o como aceptores de radicales libres.

Figura 4: Comportamiento de la capacidad secuestrante de los extractos a 200 ppm con DPPH°
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Figura 5: Comportamiento de la capacidad secuestrante de los extractos a 200 ppm con ABTS+°

3.7 Formacién de biopeliculas

En general, las peliculas obtenidas a partir de CPSL son de apariencia translucida y
de color ambar, ligeramente brillosas y de textura lisa. La coloracidon es muy
importante, ya que al momento de proteger al alimento, esta sera la primera vista que
tenga el consumidor al cual la apariencia le debe agradar para que se decida por el

producto.

Un defecto que se pudo apreciar en la pelicula, es la formacion de lineas en la
pelicula. Esto puede deberse a la presencia de fibra que pudiera haber permanecido

en el CPSL (Alvarado, 2008).
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Las peliculas elaboradas a partir del CPSL presentaron, como ya se ha comprobado
en trabajos previos (Alvarado, 2008) caracteristicas fisicas adecuadas para ser
probadas como barrera de una matriz alimentaria. Es decir, que se formaron
satisfactoriamente; no se deformaron ni se mostraron fragiles y se despegaron
facilmente del molde. Con esto se garantizaba que el CPSL no solo tenia la cantidad
de proteina requerida, sino que también era la suficiente y en las condiciones

adecuadas para la formacion de peliculas.

De igual manera se corrobor6 que la técnica para la elaboracion de las peliculas se
sigui6 correctamente. En este punto, la formacién de peliculas puede dividirse en dos
partes (Yong y Rhee, 2004), el primero es aquel donde la proteina es sometida a una
desnaturalizacion en medio alcalino, con el fin de exponer los grupos funcionales
presentes en el péptido, asi como facilitar la solubilidad de éste en el medio acuoso.
El segundo corresponde a una deshidratacion de la superficie, que es donde las
proteinas con el plastificante, se desdoblan para formar una red, esto se debe a las
interacciones que se dan entre proteinas, como pueden ser puentes de hidrégeno,

enlaces disulfuro, e interacciones hidrofébicas.

En el caso de las peliculas elaboradas con CPSL (Alvarado, 2008), las cinco
fracciones proteinicas van a interaccionar de la misma forma para poder formar la
red, teniendo en cuenta que esta proteina cuenta con tres fracciones con un peso
mayor a 30 kDa que son la parte minoritaria y dos fracciones de menor tamafo que
forman la parte mayoritaria. Es posible establecer que durante la formacion de la red

para la formacion de la pelicula, el papel de las proteinas de menor peso molecular
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es unirse mediante interacciones hidrofobicas, puentes de hidrégeno y disulfuro a las
proteinas de mayor peso molecular y asi aumentar el tamafno de la red. Aunado a
esto se debe considerar que el Sorbitol interfiere con las interacciones del polimero,
estableciendo interacciones como puentes de hidrégeno e hidrofébicas, dando como

consecuencia un aumento en la flexibilidad y la estabilidad de las peliculas.

3.8 Incorporacién de los antioxidantes a las biopeliculas

Una vez que se tenian los concentrados de los extractos polifendlicos del limén y la
naranja y que se corrobord la conservacion de la actividad antioxidante requerida
para conformar las biopeliculas activas, se procedioé a incorporar los polifenoles.

En este paso se observo la formacion de precipitados y ligeros cambios en la
coloracion de la solucién, posiblemente debido a un cambio ligero cambio en el pH
causado por la solucién alcohdlica en la que se encontraban disueltos los polifenoles.
Posteriormente se sonicé por 30 minutos para eliminar la mayor cantidad de aire
disuelto y asi prevenir la formacion de burbujas en la pelicula y garantizar la
homogeneidad en la superficie de la barrera protectora. Se colocé en un sartén de

teflon y se dejo secar por 3 dias.

Se partid6 de una concentracion de 200 ppm para adicionar a las peliculas, pero
también se utilizaron concentraciones de 500 ppm y 800 ppm ya que en la literatura
no se encuentra especificado el limite para los antioxidantes naturales. De igual

manera se observo la incorporaciéon a las biopeliculas de uno de los antioxidante
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comunmente utilizados en la industria de los alimentos como lo es el TBHQ, el cual al
ser fuertemente polar es especialmente activo en grasa y aceites por que se acumula
en la fase grasa/aire (Fennema, 2005). También se observé la incorporacion de un
antioxidante natural, la Quercetina, aislado de la manzana y como ya se mencioné es
uno de los componentes polifendlicos obtenidos de la cascara del limén. De igual

manera se probaron concentraciones de 200 ppm, 500 ppm y 800 ppm.

Tabla 13: Ensayo cualitativo de la incorporacion de polifenoles de diferentes fuentes.

ANTIOXIDANTE 200 ppm 500 ppm 800 ppm
De la cascara de Optima Optima Optima
limén
De la cascara de Optima Optima Optima
naranja
TBHQ Optima Optima Optima
Quercetina Optima Pobre Pobre

En la tabla 13 se observa que a la concentracion de 200 ppm, las peliculas se
formaron de manera O6ptima. Esto fue de gran importancia ya que esta es la
concentracion permitida para un antioxidante sintético y la que se utilizaria para
comparar con los antioxidantes naturales obtenidos. También se puede observar que
para cualquier concentracion de todos los antioxidantes, excepto la Quercetina, la
pelicula se desarrollé de manera 6ptima. Esto puede deberse a que la Quercetina no
es soluble en agua ni en el disolvente en el cual fueron resuspendidos los extractos
polifendlicos que fue el etanol, por lo que esa diferencia en polaridad al disolvente
ademas de la estructura del antioxidante pudieron haber causado que las peliculas

se mostraran mas quebradizas ya que no se incorporaron a la matriz continua de la
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proteina. De igual manera que al agregar los antioxidantes naturales obtenidos,
cuando se adicionaron los antioxidantes sintéticos se presenté una cambio en la
coloracién de las peliculas. Como se muestra en la figura 6, las peliculas cambiaron
de una coloracion ambar que tiene la pelicula control o sin antioxidantes (ver figura 3)
posiblemente por la misma razén que presentaron la formacion de precipitados , es
decir, por un ligero cambio en el pH por la solucién alcohdlica en que se encontraban

los polifenoles.

Figura 6: Ejemplo de biopelicula activa: TBHQ 800 ppm.

3.9 Evaluacion de la funcionalidad de las biopeliculas activas como

barreras protectoras de alimentos

3.9.1 Evaluacion del deterioro lipidico

Como ya se menciond en las 8 semanas de ensayo se tomaron 6 lecturas, esto con
el fin de observar mejor las primeras etapas de la oxidacién: Induccién y

propagacion. Para fines practicos no se muestran los valores de los triplicados
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obtenidos en cada lectura de indice de peroxidos, pero cabe mencionar que los

coeficientes de variacion no rebasaron el 12%, lo cual los hace confiables.

A continuacion se muestran las constantes obtenidas para cada tipo de empaque.

Tabla 14: Velocidad de formacién de peréxidos de las muestras protegidas con diferentes empaques. Todos los
antioxidantes a 200ppm

Constantes de oxidacion Lipidica

Sintético Biopeliculas con antioxidantes
Tipo de Anti. Ox. | Anti. Ox.
S/Cubierta | Zipplok | Celofan |Control | TBHQ |Quercetina

empaque Limén Naranja
Velocidad

mediameq | 51,0 | 3106 | 1.831 | 0959 | 0.433 | 0.574 0.589 0.662
peréxido/ Kg

*dia

De la tabla 14 se observa que como se esperaba, las velocidades medias de
formacion de peréxido fueran diferentes para cada tipo de empaque, tanto entre los

sintéticos como en los elaborados a partir del CPSL.

De igual manera y como se esperaba, la muestra que no tenia ningun tipo de
empaque fue la que presentd la mayor velocidad, alcanzando 5.140 meq
peréxido/Kg*dia. Esto es razonable pues fue la que estuvo expuesta al ambiente, es
decir, a la luz, humedad y oxigeno atmosférico que como ya se revis6 son factores

para acelerar la oxidacién de los lipidos.

La siguiente con menor velocidad fue el empaque tipo Zipplok, el cual estaba provisto
de un cierre a presion, lo que en primera instancia aislaria parcialmente la muestra

de la humedad y oxigeno. Sin embargo, de los empaque sintéticos probados, fue
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éste empaque el que mayor velocidad de formacion de perdxidos presenté con 3.106

meq de peroxido/Kg*dia.

A continuacién, el celofan fue el empaque sintético con menor velocidad de
formacion de perodxidos, alcanzando 1.831 meq peroxido/Kg*dia. Este empaque fue
termosellado y presentd mejores resultados que el empaque con el sello a presion,
por lo que la diferencia en el retardo podria deberse mas a la permeabilidad al agua y

al oxigeno de los materiales.

En cuanto a los empaques hechos con CPSL, en general arrojaron mejores
resultados que los empaques sintéticos. Dentro de estos la biopelicula que no tenia
ningun antioxidante y que fungié como control, fue la que presenté la mayor
velocidad de formacion de peréxidos con 0.959 meq peroxido/Kg*dia, practicamente
la mitad de la velocidad que registré el celofan. Alvarado (2008), en sus estudios
encontré esta diferencia entre los empaques sintéticos y los elaborados con CPSL,
explicandolo a que estos ultimos, por las caracteristicas que presenta la red formada
por las proteinas y el plastificante, le confieren a las peliculas cualidades superiores

de permeabilidad al vapor de agua y oxigeno.

De las biopeliculas con antioxidante, la que presentdé una menor velocidad de
formacion de peroxidos fue a la que se le adiciond el TBHQ con 0.433 meq
peréxido/kg*dia aproximadamente la mitad de la velocidad que presentara la pelicula
control. Esto se debe a que este antioxidante es especialmente activo y porque se
acumula en la interface grasa/aire, lo cual sumado al efecto protector de la

biopelicula explica el retardo en la evolucién de la oxidacién.
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El siguiente en presentar una menor velocidad de formacion de peroéxidos, fue la

Quercetina. La cual alcanz6 una velocidad de 0.574 meq peroxido/kg*dia.

De los antioxidantes extraidos del limén y la naranja, se obtuvieron velocidades de
formacion de perdxidos de 0.589 meq peroxido/kg*dia y 0.662 meq peroxido/kg*dia
respectivamente. De esta manera, aparentemente el mejor de los antioxidantes

extraidos fue el del limén, sin embargo la diferencia no es significativa (para a=0.05).

Con estas constantes obtenidas se puede determinar que la muestra que sufrid
mayor deterioro, ademas de la que no tenia ningun tipo de proteccion, fue la del

empaque tipo Zipplok, como se observa en la figura 7.

Figura 7: indice de peréxidos presentada por el ajonjoli protegido con diferentes empaques (sintéticos y
biopeliculas). Todos los antioxidantes a 200ppm
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Figura 8: indice de peréxidos presentada por el ajonjoli protegido con biopeliculas con diferentes antioxidantes.
Todos los antioxidantes a 200ppm.

En la figura 8, el ajonjoli que no tenia ningun tipo de protecciéon y que como ya se
menciond, presentd una rapida formaciéon de peréxido, fue la muestra mas
deteriorada por la oxidacion de los lipidos. Para esta muestra, destaca que el periodo
de induccion fue de aproximadamente 7 dias, apenas una octava parte de lo que
durd el ensayo. Después de este punto la peroxidacién del alimento se acelera
autocataliticamente porque se forman radicales por escision monomolecular de los
hidroperoxidos. Mucho antes del final del ensayo, la concentracion de hidroperdxidos
ya era tan alta que el alimento era practicamente incomible. En el caso del empaque
tipo Zipplok, el periodo de induccion se prolongd un poco mas, hasta los 21 dias y de
igual manera al final del ensayo el deterior fue menor que sin empaque. Para el caso
del empaque de celofan, este prolongé su periodo de induccion hasta los 35 dias,

mas de la mitad del tiempo ensayos. Esto resulta coherente, pues de los empaques
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sintéticos utilizados fue el que presentd una menor velocidad de formacion de

peroxidos.

Como ya se menciond, los empaques elaborados a partir de CPSL, presentaron
menores velocidades de formacion de perdxidos que los elaborados con polimeros
sintéticos. De la misma manera los empaques de CPSL prolongaron su periodo de
induccion de tal forma que al final del ensayo estos continuaban en dicho periodo
(figura 8). Sin embargo, el control fue el que al final obtuvo una mayor cantidad de
peroxidos, y el TBHQ el que presento una menor lectura de indice de peréxidos. En
tanto que las biopelicula a las que se les incorporé la Quercetina y los antioxidantes
obtenidos del limdén y naranja tuvieron valores finales muy semejantes. Para verificar
si existe diferencia significativas, los datos obtenidos fueron tratados
estadisticamente mediante una Prueba de Tukey (Montgomery, 2005). Los

resultados de esta prueba se resumen en el siguiente esquema (figura 9).

Uno de los objetivos de hacer mas de tres lecturas, al contrario de como se habia
hecho en otros estudios que involucran el monitoreo de la oxidacion lipidica de una
matriz alimentaria, era identificar de mejor manera cuando se dan las primeras
etapas de este importante proceso. Otro aspecto importante de esto fue observar
mas a detalle cdmo se va separando el comportamiento que presenta cada
empaque, como se puede observa en la figura 9. En dicha figura se representa en
color verde la interseccion de las parejas de empaques, durante las 6 lecturas

hechas para este monitoreo cuya diferencia fue significativa.
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7 Dias 14 Dias 21 Dias
SC|Zi|Ce|Co|TB|Qe|AL|AN|SC|Zi|Ce|Co|TB|Qe|AL|AN

35 Dias 42 Dias 56 Dias
SC|Zi|Ce|Co|TB|Qe|AL|AN|SC|Zi|Ce|Co|TB|Qe|AL|AN|SC|Zi|Ce|Co|TB|Qe|AL|AN

SC
4

Ce
Co
TB
Qe
AL
AN

Figura 9: Resumen de la prueba estadistica de Tukey (a= 0.05): Comparacién por pares de los diferentes empaques en cada intervalo de medicion.
Interseccién en color verde [[] indica que S| existe diferencia significativa. SC: Sin cubierta, Zi: Zipplok, Ce: Celofan, Co: Control, TB: TBHQ, Qe:
Quercetina, AL: Antioxidantes extraidos de la pulpa de limén, AN: antioxidantes de la pulpa de naranja.



Se observa que en los primeros 7 dias no existe diferencia significativa entre los
empaques, incluso tampoco con la muestra que no esta cubierta debido a que las
reacciones de oxidacion transcurren a la misma velocidad. Es hasta los 14 dias, y
como se observo en la figura 7, la diferencia de la muestra sin proteccion con los
demas empaques comienza a significativa estadisticamente y continta la tendencia
el resto del monitoreo. A este tiempo, dicha muestra empieza con la etapa de

propagacion mientras que las demas permanecen en la etapa de induccion.

Para los 21 dias la tendencia persiste y es hasta los 35 dias cuando la muestra sin
proteccion y los empaques sintéticos presentan diferencia significativa entre ellos asi
como con el resto de los empaques. Para los 42 dias la pelicula control (figura 9)
presenta diferencia significativa con las demas peliculas con antioxidante. Al finalizar
el monitoreo se confirma que los empaques sintéticos y la muestra sin proteccién
fueron las muestras que mayor deterioro presentaron, mientras que las muestras con
antioxidante no presentaron entre ellas diferencia significativa.

En cuanto al indice de Kreis se observa una tendencia similar a la presentada en la
formacion de peréxidos. En donde de igual manera la muestra que no tiene
proteccion alguna es la que se ve afectada mas rapidamente. Le siguen los empaque
sintéticos (figura10), que como en lo obtenido para el indice de perdxido, el menos
deteriorado fue el celofan, aunque en ambos casos se alcanzaron altos valores de
indice de Kreis.

En cuanto a los empaques hechos a partir de CPSL (figura 11), se conservo la
misma tendencia que en la prueba de perdéxidos, siendo el mejor empaque el que fue

adicionado con TBHQ, seguido de la pelicula con Quercetina, la pelicula con
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antioxidantes del limén y finalmente las peliculas con antioxidantes de naranja y el

control. Dicha tendencia se refleja en las velocidades de formacion de compuestos

carbonilicos y que se muestran como constantes en la tabla 15.

Tabla 15: Velocidad de formacion de compuestos carbonilicos de las muestras protegidas con diferentes
empaques. Todos los antioxidantes a 200ppm

Constantes de oxidacion lipidica

Sintéticos Biopeliculas con antioxidantes
Tipo de Ant. Ox. Ant. Ox.
S/Cubierta | Zipplok | Celofan | Control | TBHQ | Quercetina

empaque Limén Naranja
Velocidad
media (Abs 1.083 0.144 | 0.092 | 0.067 |0.039 0.056 0.053 0.06
550nm/g
grasa *dia)

El comportamiento en la produccion de compuestos carbonilicos se observé como se
muestra en la figura 10. De la que resalta la gran similitud con la presentada para el
indice de peroxidos (figura 7) y con la que se confirman los estados de propagacion
de las diferentes muestras. En el caso de la muestra que no tiene proteccion, en la
cual se da rapidamente la formacidon de compuestos carbonilicos, esta se da
aproximadamente a los 7 dias. Como el aceite de ajonjoli es rico en los acidos
grasos oleico y linoléico, y una vez iniciada la etapa de propagacion podemos
encontrar compuestos como pentano, pentanal, hexanal, heptanal, nonanal, decanal,
que son productos de la descomposicion de los perdxidos (Badui, 2004). Resulta
muy evidente que los empaques elaborados a partir del CPSL presentaron mejores

caracteristicas de proteccion para el ajonjoli que los empaques sintéticos. Esto se
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debe, primero, a que las biopeliculas elaboradas de CPSL tienen una menor
permeabilidad al oxigeno (17.6 cm® cm® um/m? d KPa) que empaques sintéticos
como el Zipploc (57.8 cm® uym/m? d KPa). No obstante que en cuanto a la
permeabilidad al vapor de agua fue mayor para las biopeliculas de CPSL que para
dicho empaque sintético (2.12ng/Pa*s*m*10° 'y 0.18 ng/Pa*s*m*10°

respectivamente) (Alvarado, 2008).

Figura 10: indice de Kreis presentado por el ajonjoli protegido con diferentes empaques (sintéticos y biopeliculas).
Todos los antioxidantes a 200ppm.
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Figura 11: indice de Kreis presentado por el ajonjoli protegido con diferentes empagques (sintéticos y biopeliculas).
Todos los antioxidantes a 200ppm

En segundo lugar, los antioxidantes adicionados estabilizan los radicales libres
formados en etapas tempranas, prolongando el periodo de induccién y retardando la

oxidacion lipidica.

Para los datos obtenidos en el monitoreo del indice de Kreis tampoco se muestran
los triplicados obtenidos, sin embargo cabe sefialar que el coeficiente de variacion no
rebaso el 9%, por lo que se consideran confiables. De igual manera que para el
indice de peréxidos, se realizd la prueba estadistica de Tukey (Montgomery, 2005)
obteniéndose resultados similares a los obtenidos pera indice de perdxidos,
resultado finalmente que existe diferencia significativa entre los empaques sintéticos

y las biopeliculas, asi como que no existe diferencia significativa entre estas ultimas.
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Otra manera de comprobar el efecto de proteccién que brindan las biopeliculas
activas de la semilla de limon con respecto a las demas cubiertas de polimeros
sintéticos, es calculando un factor de protecciéon (FP), el cual estad basado en el
comportamiento que presenta la formacion de peréxidos, indicando el retardo del
inicio del periodo de propagacion que produce un antioxidante, en el deterioro
oxidativo de una matriz alimentaria. Para calcular el FP (Silva, 2009) fue necesario
conocer el término del periodo de induccion en la oxidacion del ajonjoli tostado para
cada una de las muestras. El FP relaciona el periodo de induccion de la muestra con
antioxidante con el periodo de induccion de la muestra sin antioxidante. Este ultimo
dato fue obtenido de la muestra que no tenia proteccién alguna asi como ningun tipo

de antioxidante adicionado. A continuacion se muestran los datos obtenidos.

Tabla 16: Factor de proteccion calculado para cada tipo de empaque.

Fin del Periodo
Factor de proteccion
Empaque de induccién (FP)
(dias)

S/ protecciéon 7 1.0
Zipplok 21 3.0
Celofan 35 5.0

Biopelicula control - > 8.0
Biopelicula con TBHQ >80
Biopelicula con

Quercetina >80

Biopelicula con Anti. Ox
. >8.0

de limoén

Biopelicula con Anti. Ox

: >8.0
de naranja
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En la tabla anterior se observa que los empaques sintéticos ofrecen un FP de 3y 5
respectivamente para Zipplock y celofan, esto indica el numero de veces que el
antioxidante prolonga el periodo de induccion. En el caso de estas muestras, que no
tenian ningun antioxidante, el FP se refiere primordialmente a la accion del empaque
ya que no se tiene ningun tipo de efecto combinado entre el empaque y el

antioxidante adicionado.

De igual manera que para los empaques sintéticos, la biopelicula control, a la que
tampoco se le adicion6é ningun antioxidante, el FP corresponde al efecto que tuvo
unicamente la biopelicula para prolongar el periodo de induccion en dicha muestra.
El hecho de que esta biopelicula haya presentado el mismo FP que las demas
biopeliculas con antioxidante, no indica que no exista diferencia entre adicionar o no
un antioxidante a las biopeliculas. Esto es debido a que al final del monitoreo tanto la
biopelicula control como el resto que les fue adicionado un antioxidante aun se
encontraban en el periodo de induccion, por lo que no fue posible conocer el
momento del inicio del periodo de induccién. No obstante, se puede afirmar que el
FP para las biopeliculas con o sin antioxidante es mayor a 8. Sin embargo, si se
hubiera prolongado mas el monitoreo se hubiera podido registrar la diferencia del fin
de periodo de induccion para cada biopelicula, donde muy posiblemente, y porque ya
se demostrd que al final del monitoreo se encontrd diferencia significativa entre la
biopelicula control y las que tenian antioxidantes; la que presentaria el menor retraso
del periodo de propagacion seria la biopelicula control y la que presentaria el mayor

retardo de dicho periodo seria la biopelicula con TBHQ, pues fue la que presenté una
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menor velocidad de formacion de peréxidos, seguida por la que tenia Quercetina, la

de antioxidantes de limén y finalmente la que tenia antioxidantes de naranja.

Como ya se aclaro, el FP para los empaques que no tienen antioxidantes se refiere
unicamente a la proteccién que brinda como tal el empaque, mientras que para las
biopeliculas activas el FP es una medida de la proteccion que por efecto combinado

ofrecen el antioxidante adicionado como la biopelicula como tal.

3.9.2 EVALUACION DE LA PROTEINA SOLUBLE

Ademas de la formacion de los compuestos carbonilicos y demas productos de la
oxidacion de los lipidos, y de los cambios organolépticos producidos por estos, se
ven afectadas otras macromoléculas en la composicién de los alimentos; en este

caso las proteinas.

La reaccion de las proteinas con hidroperoxidos y los compuestos que de ellos se
derivan, conducen a modificaciones de las mismas que se reflejan en forma de
cambios que no siempre son a favor del alimento. Los cambios son en la
consistencia y solubilidad (uniéon entre proteinas), el color (reacciones de
pardeamiento) y el valor nutritivo (pérdida de aminoacidos esenciales). Los radicales
formados a partir de los hidroperdxidos atacan a las proteinas, preferentemente a los
aminoacidos Trp, Lys, Tyr, Arg, His, cisteina y cistina, por reacciones con el grupo
OH fendlico, o los grupos que contienen azufre o nitrogeno. En estas reacciones,

tanto los radicales formados a partir de los hidroperéxidos como compuestos
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monocarbonilicos se unen facilmente con los grupos NH; libres de la proteinas para

formar bases de Schiff (Alfaro, 2008).

La semilla de ajonjoli, contiene un 20 -25 % de proteina, de la cual el 25 %
corresponde a proteina soluble. Para determinar de qué manera se vio afectado el
contenido proteinico del ajonjoli protegido con los diferentes empaques se midio el
contenido de proteina soluble al inicio y al final del monitoreo. Estos resultados se

muestran en la tabla 17.

Tabla 17: Concentracion de proteina soluble en los diferentes empaques a los 56 dias. Entre paréntesis se
encuentra el coeficiente de variacion de cada determinacion. **Al tiempo cero.

Controles g proteina soluble / 100 g de muestra

Ajonijoli sin tostar** 6.03 (8.3%)

Ajonijoli tostado** 5.79 (7.7%)
Ajonjoli sin proteccion 1.93 (6.0%)

Tipo de empaque

Pelicula control 3.26 (6.5%)

Pelicula con TBHQ 5.03 (7.2%)
Pelicula con anti ox. de Limén 4.33 (8%)

Pelicula con ati ox. se Naranja 4. 07 (5.4%)

De la tabla 17 el ajonjoli sin tostar corresponde a la muestra antes de que se le
aplicara el tratamiento térmico, es decir los 6.03 g de proteina soluble/ 100 g de
muestra corresponden a la concentracion que inicialmente presento el ajonjoli antes
del monitoreo y que serviria como el control principal para determinar de qué manera
se vio afectada la concentracion de proteina soluble por accion de la degradacion

lipidica. El segundo control correspondié al ajonjoli una vez que fue tostado, en el
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cual se observd una ligera disminucion en el contenido de proteina soluble, con
respecto a lo que contiene el ajonjoli sin tostar. Sin embargo, debido al corto tiempo
que habia transcurrido después del tratamiento térmico, la degradacion de la
proteina fue minima de tal manera que la diferencia no es significativa. El siguiente
control fue el ajonjoli que no tenia ningun tipo de proteccion medido a los 56 dias, en
este se observo que el contenido de proteina soluble disminuyé en un 67.8% con
respecto al contenido del ajonjoli tostado inicial, debido a que ya habian transcurrido
8 semanas, tiempo en el cual los radicales formados de la oxidacién lipidica inducen
la formaciéon de radicales de proteina para darse entrecruzamiento de ambos
radicales y desencadenar una polimerizacion de lipidos — proteinas y una
consecuente pérdida de aminoacidos. Ademas con la formacién de estos polimeros
se da un aumento en las interacciones hidrofébicas y como consecuencia la ya
planteada disminucién de proteina soluble, principalmente la albumina 2S (6 [-
globulina) que corresponde al 25% de la proteina total (Bazan, 2007). Uno de los
acidos grasos mas abundantes del contenido lipidico del ajonjoli es el acido linoléico,
este puede reaccionar a temperatura ambiente con Tripsina; después de 40 min
aminoacidos como la Metionina (abundante en el ajonjoli) se pierde en un 83 %,
Histidina en un 12% (Berlitz, 2004). En este punto la calidad nutritiva del alimento se

ve deteriorada por la rapida accion de oxidacion lipidica.

Como ya se menciono la biopelicula hecha a partir de CPSL, presentaron una menor
velocidad de formacion de perdxidos y productos secundarios que los empaques
sintéticos por lo que de igual manera presentaron un menor deterioro lipidico

durante el ensayo. Por esto ultimo se esperaba que la degradacion de las proteinas
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siguiera la misma tendencia. La biopelicula control fue en la que se observé la mayor
disminucion de proteina, un 43.7 % con respecto a la concentracion inicial. La que
menor degradacion de proteina presento fue la biopelicula a la que le fue adicionado
el TBHQ, resulta coherente pues durante el monitoreo fue en el que se produjeron la
menor cantidad de hidroperoxidos que pudieran desencadenar la formacion de
polimeros lipido-proteina. Por su parte los antioxidantes del limon y naranja
presentaron concentraciones de proteina final similares. Con 4.33 g de proteina
soluble/100 g de muestra y 4.07 g de proteina soluble/100 g de muestra,
respectivamente, reflejan una mejor proteccion que la biopelicula control, e incluso
muy cercana a la aportada por la biopelicula con TBHQ, pues las diferencias no son

significativas (a =0.05).

3.9.3 Evaluacion de la digestibilidad de la proteina de ajonjoli

La digestibilidad de una proteina es un ensayo en el cual mediante enzimas se
intenta simular el proceso de la digestion. Basicamente la digestibilidad de una
proteina, se refiere a que tanto de ésta el organismo es capaz de asimilar en las

subunidades mas simples.

En esto radica la importancia de esta prueba, ya que no obstante que en algunos
casos el deterioro lipidico fue tal que el alimento era incomible, en otros casos el
deterioro no fue significativo y era imperativo determinar que tan funcional era la

proteina que no se vio afectada.
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La proteina del ajonjoli tiene de digestibilidad el 79.6%, no es tan alta como la de la caseina

de la leche (98.7%) pero es considerablemente alta.

Tabla 18: Digestibilidad de las diferentes muestras y pH + desviacion estandar, medido a los 56 dias.
** Al tiempo cero. No se realizo con Quercetina por los resultados similares con TBHQ.

Muestra pH % Digestibilidad
Control de caseina 6.33+0.23 98.72
Ajonijoli sin tostar** 6.98 £ 0.19 77.2
Ajonjoli tostado** 7.08 £0.24 74.89
Ajonjoli sin proteccion 8.99+0.11 31.84
Pelicula control 7.65+0.12 62.10
Pelicula con TBHQ 7.17 £ 0.04 72.91
Pelicula con anti ox. de Limén 7.41 £0.10 67.45
Pelicula con ati ox. se Naranja 7.51+0.14 65.21

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 18. Donde el control utilizado es la
caseina por ser un claro ejemplo de una alta digestibilidad y porque asi lo indica la
técnica, que senala también un valor especifico en el cual se debe encontrar el
control para verificar que las condiciones y reactivos son los adecuados. En este

caso el resultado del control (6.33 + 0.23) es satisfactorio.

Como ya se menciono entre mas grande es la digestibilidad mayormente la proteina
es aprovechable y viceversa, por lo que las muestras en que menor se vio afectada
la digestibilidad fueron la biopelicula a la que se la adicion6 el TBHQ que presenté
una digestibilidad final de 72.91% muy similar al ajonjoli tostado que tuvo una
digestibilidad de 74.89%, es decir la digestibilidad inicial de la muestra. Ademas de

diferencia significativa con respecto a la pelicula control que presento una

76



digestibilidad de 62.10% y una gran diferencia con lo obtenido para la muestra que

no tenia ningun tipo de proteccion de la cual se obtuvo un 31.84% de digestibilidad.

Anteriormente se menciond por qué disminuye la concentracion de proteina en los
alimentos; la formacion de radicales durante la oxidacién de los lipidos induce a
formacion de radicales en las proteinas, volviéndolas reactivas, y es entonces donde
se da la disminucién de la proteina, por la formacion de polimeros de proteina-lipido,
con la formacion de nuevas estructuras y la consecuente pérdida de aminoacidos,

causando asi la disminucion de digestibilidad.

En dicha prueba se controlaron estrictamente la temperatura y el pH ya que de estos
factores depende la actividad de las enzimas utilizadas. Ademas dichas enzimas

entre sus caracteristicas esta la especificidad.

En las biopeliculas que presentaron la mayor velocidad de formacion de peréxidos y
productos carbonilicos, las proteinas reaccionaron con éstos compuestos para
formar los ya mencionados polimeros proteina — lipido, teniendo como consecuencia,
entre otras, la perdida sustancial de aminoacidos, por lo que los centros activos de
las enzimas utilizadas en la prueba de la digestibilidad, emulando la digestion
humana, no son capaces de reconocer la secuencia de aminoacidos necesaria y por
tanto son incapaces de escindirlos para su asimilacion. Al contrario de lo que ocurre
con las biopeliculas con antioxidantes, donde la velocidad de formacién de los
peréxidos y compuestos carbonilicos y la consecuente disminucién de la formacion

de polimeros entre proteinas y lipidos, por lo que los péptidos conservan su
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estructura y secuencia y las enzimas de la digestion pueden hacer su trabajo,

reflejado en la disminucion del pH por los grupos carboxilos liberados.

Finalmente las biopeliculas con antioxidantes de naranja y limén presentaron valores
de digestibilidad de 67.45% y 65.21% respectivamente, superando los resultaos
obtenidos para la biopelicula control y siendo superadas por la biopelicula con

TBHQ.
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CONCLUSIONES

B La semilla de limén tiene una concentracion considerable de proteina (24%),
con la cual se logré obtener un concentrado proteinico adecuado para la
elaboracion de biopeliculas de CPSL, del cual el 83.79% correspondia a

proteina soluble viable para ser utilizada.

B Citricos como el limén y naranja contienen compuestos polifendlicos con
propiedades antioxidantes, como: la hesperidina, el caempferol, el acido
ferulico y acido cafeico. Aprovechando la corteza y pulpa de estos citricos,
cuyo desperdicio representa el 55% de la produccién anual, se logro extraer y
cuantificar los antioxidantes para utilizarlos como aditivos en la elaboracion de

biopeliculas activas.

B Se logro la incorporacion de los antioxidantes a las biopeliculas de CPSL
hasta en 800ppm, sin embargo la concentracion seleccionada fue de 200ppm
por ser el limite de un antioxidante sintético para su uso en alimentos. De esta
manera se obtuvo una biopelicula resistente y lo suficientemente flexible para

Su uso como barrera protectora.

B Con la prueba de estabilidad, utilizando semilla de ajonjoli tostado por su alto
contenido lipidico y su baja actividad acuosa, se corroboré que las biopeliculas
activas elaboradas con CPSL prolongan el periodo de vida util de la semilla,

retardando el periodo de inducciéon en la oxidacién lipidica y ofreciendo un




factor de proteccion (FP) de 8 para las biopeliculas activas superior al

empaque tipo Zipplok (FP=3) y el empaque de celofan (FP=5).

B Con la biopelicula control (sin antioxidantes) se corrobor6é que el aumento en
el periodo de vida util de la semilla cuando ésta fue protegida con una
biopelicula activa se debe a un efecto combinado entre la accion del

antioxidante adicionado y la proteccion que brinda como tal la biopelicula.

B Al retardarse la oxidacion lipidica de la semilla de ajonjoli tostado, se
corrobordé que el deterioro de las proteinas de la semilla también disminuyo.
Esto se vio reflejado en la digestibilidad y en la concentraciéon de proteina
soluble, pues la biopelicula con TBHQ perdi6 el 13.12% de la proteina soluble
que se tenia inicialmente (5.79 g proteina soluble/100 g muestra) mientras que
las biopeliculas con antioxidantes de limén y naranja perdieron 25.21% y
29.7% respectivamente, en cada caso fueron superiores a la perdida de
proteina soluble de la muestra sin proteccién que fue de 66.66%. En cuanto a
la digestibilidad, inicialmente la semilla de ajonjoli presentaba el 74.89%. A los
56 dias la biopelicula control disminuyé 62.10%, la que tenia TBHQ apenas a
72.91 y las que tenian antioxidantes de limoén y naranja a 67.45% y 65.21%
respectivamente. De igual manera que con la proteina soluble la muestra sin

proteccion fue la mas deteriorada con una digestibilidad de 31.84%.

B A pesar que la concentracion de proteina en la semilla de liméon es

considerablemente alta, la obtencién de dicha semilla es una limitante que




destaco en este proyecto. Ya que no se comercializa como es el caso de la
chia, que se puede encontrar con facilidad y a un bajo costo. En el caso de la
semilla de limén, no existen proveedores que faciliten la materia prima, por lo
que la unica manera de conseguirla fue recolectando lo que se desecha en
comercios de alimentos, separarla de la pulpa y limpiarla manualmente. Por lo
que para llevar a una escala industrial se tendrian que plantear una logistica
de acopio y acondicionamiento de las toneladas de desperdicio que genera el

pais.
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