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Resumen
Un empaque activo se define como aquel sistema que interactua positivamente con
el producto, extendiendo su vida de anaquel, manteniendo su calidad microbiolégica
y nutrimental y mejorando la seguridad y sus atributos sensoriales (Ozdemir, 2010).
En el presente trabajo se utilizaron proteinas de piel de cazén, que es un desecho
de la industria pesquera, a las cuales se unid, via enzimatica, quercetina con adicion
de nisina para obtener peliculas activas con actividad antioxidante y antimicrobiana
y asi evaluar su potencial uso como empaque primario activo en la industria
alimentaria. Asimismo, se evaluaron sus propiedades mecanicas y de barrera. La
actividad antioxidante y antimicrobiana fue evaluada mediante pruebas en tres
diferentes matrices alimentarias: pan multigrano, queso Edam y croquetas para
gato. Estos alimentos fueron empacados con las peliculas activas y se almacenaron
para posteriormente ejecutar pruebas de almacenamiento. Con las pruebas
realizadas, se evalu6 el desempeio de las peliculas en el retardo de la velocidad
en la oxidacién de lipidos y en el crecimiento microbiano. Esto se logré a través del
seguimiento de las reacciones de oxidacion lipidica y de crecimiento microbiano
durante un periodo de 28 dias a una temperatura de 20-22°C y con una humedad
relativa de 60%. Las peliculas activas obtenidas a base de proteinas, principalmente
colageno de pescado, presentaron efectividad en el retardo oxidativo y microbiano.
De igual manera, presentaron buenas propiedades mecanicas, por lo que el uso
como empaques primarios para alimentos de actividad de agua (aw) baja o
intermedia, es recomendable. Las peliculas activas presentaron mayor difusion al

vapor de agua comparadas con las bolsas de polietileno.




Introduccion
En la industria alimentaria, los empaques son una herramienta que debe satisfacer
los requerimientos del mercado, siendo la barrera de proteccién durante la
distribucion del alimento y alargando con ello su vida de anaquel. Un empaque se
define, precisamente, como una barrera pasiva que retarda los efectos adversos del
ambiente sobre el alimento almacenado. En la industria alimentaria existen
empaques primarios, secundarios y terciarios, siendo el empaque primario al cual
se hace alusién en este proyecto. Este empaque es el que tiene contacto directo
con el alimento y que, por ende, debe ser atdxico, compatible con el alimento y debe
también evitar el inducir cambios a su color, olor y sabor. El uso indiscriminado de
empaques en la industria ha ocasionado ciertos problemas ecoldgicos, por lo que
surge la necesidad de reducir el uso de materiales no renovables para la
manufactura de empaques. Para ello, se han promovido las investigaciones
respecto a empaques con menor impacto ambiental, impulsando industrialmente la
busqueda de alternativas para la elaboracion de empaques “amigables con el
ambiente”. En este sentido, en los ultimos anos el uso de biopolimeros como el
colageno, la celulosa y el quitosano para la fabricacién de peliculas se ha visto en
aumento, debido a su bajo costo y a que son biodegradables. La biodegradabilidad
se refiere a todo proceso irreversible que produzca cambios en las propiedades de
un polimero debido a las acciones de microorganismos, tales como bacterias,
hongos y algas. La velocidad de degradacion depende, ademas, de la composicion
del alimento, la temperatura, la humedad y del numero y el tipo de microorganismos.
En trabajos anteriores se estudié la biodegradacion de empaques activos a base de
cazon, y se observé que el tiempo de degradacion es menor en las peliculas de
cazoén en comparacion con las peliculas plasticas. Los empaques creados a partir
de biopolimeros dan un enfoque innovador, al ser ecoamigables con el ambiente
por su capacidad de biodegradarse con mayor velocidad que los empaques
sintéticos. Los empaques activos a partir de biopolimeros se obtienen a partir de un
material bioplastico y adicionandole un agente quimico con el fin de prolongar su
vida de util y la seguridad de los alimentos al proveer una barrera inerte a las

condiciones externas, que de otra manera interactuarian con el alimento. Por tanto,




la produccién de empaques activos con actividad antioxidante o antimicrobiano a
través de proteinas obtenidas de la piel de cazén resulta beneficioso para la
industria alimentaria, ya que la piel de cazdn se considera como un subproducto en
la industria pesquera. El aprovechamiento de este residuo para la elaboracion de
empaques activos no solo tendria un importante impacto ambiental al reducir la
cantidad de desechos pesqueros y disminuir el uso de plasticos en la industria

alimentaria, sino que también se lograria un empaque innovador con doble funcién.




Objetivos

Objetivo general
Obtener una pelicula proteinica multifuncional con capacidad antioxidante y
antimicrobiana a partir de la piel de cazén, para usarla como empaque primario

activo en alimentos.

Objetivos particulares
- Conocer el efecto antioxidante que presentan las peliculas activas unidas
covalentemente por via enzimatica a la quercetina.
- Conocer el efecto antimicrobiano que presentan las peliculas activas con la
adicién de nisina.
- Establecer el efecto sinérgico del antioxidante y del antimicrobiano en las

peliculas activas.




1. Marco teodrico

1.1.Cazén
El cazoén es tiburdn de talla pequefia (Figura 1-1), generalmente menor de 1.50 m y
que habita en el océano Atlantico. Esta especie se distribuye desde la costa del
norte de Estados Unidos hasta el sureste de Brasil, incluyendo las Bahamas y Cuba
(Compagno, 1984).

Figura 1-1 Cazén

Referencia: https://www.lukor.com/wp-content/uploads/2015/09/Caz%C3%B3n.jpg
(marzo,2018)

El cazon habita aguas costeras y eventualmente penetra aguas interiores para el
alumbramiento. Segun las estadisticas pesqueras oficiales, 62% de las capturas de
tiburon y cazén provienen del litoral del Pacifico Mexicano y 38% del Golfo de
México y Caribe mexicano (NOM-029, 2007).

En México, la captura de tiburdn constituye una importante actividad econémica,
social y alimenticia. El tiburén y cazén, por sus volumenes, se encuentran
posicionados en el lugar 10 de la produccién pesquera en México. El cazon es una
de las especies mas explotadas por la pesqueria en México, particularmente en los
estados de Veracruz, Tabasco, Campeche y Yucatan (Marquez, 1998),
(CONAPESCA, 2014).

——
)
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https://www.lukor.com/wp-content/uploads/2015/09/Caz%C3%B3n.jpg

En los ultimos afios, de 2014 a 2016, en el estado de Nayarit la produccién pesquera
aumento, destacando la captura de tiburdn y cazon, al pasar de 2,038 tons. en 2014
a 7,058 tons. en 2016 (CONAPESCA, 2014).

1.2.Colageno
El colageno es el principal componente del tejido conectivo y es la proteina mas
abundante en el organismo. El colageno garantiza la cohesion, elasticidad, textura
y la regeneracion de la piel (Bailey, 1972). La cantidad de colageno muscular
depende de factores genéticos, nutricion, edad del animal y localizaciéon anatémica

de los musculos.

Los polipéptidos se designan como a entrelazados entre si, formando finalmente
una estructura de triple hélice de 280 nm de largo y 1.4-1.5 nm de ancho. Esta
estructura se encuentra unida mediante enlaces de hidrogeno, constituyendo una
unidad macromolecular denominada tropocolageno, en donde los residuos de

glicina se agrupan en el centro (Devlin, 1988).

La proporcidén de los aminoacidos del colageno es bastante particular. La glicina
representa, en moles, aproximadamente 1/3 de los aminoacidos presentes.
También contienen cantidades muy elevadas de prolina y de hidroxiprolina (hasta
el 10%), y contiene hidroxilisina. Una caracteristica notable del colageno es la
presencia de residuos de glicina en cada tercera posicion de la parte de triple hélice
de la cadena alfa (Garrido, 2006). Esto es necesario porque la glicina es el unico
aminoacido suficientemente pequefo como para adecuase en el espacio limitado

disponible en el centro de la triple hélice.

Los aminoacidos mencionados se caracterizan por su hidrofobicidad vy, en
consecuencia, las fibras de colageno son insolubles en agua. La molécula de
colageno posee dos aminoacidos poco frecuentes en las proteinas. La
hidroxiprolina es el residuo de aminoacidos producto de la hidroxilacion de la prolina,

que incrementa la estabilidad térmica del colageno por sus cadenas adyacentes,




siempre y cuando esté en la posicion Y del triplete (Ramshaw, 1998). La prolina y

la hidroxiprolina confieren rigidez a la molécula de colageno.

Se han identificado 26 tipos de colageno, constituidos por mas de 30 cadenas
polipeptidicas que se caracterizan por diferencias es sus propiedades fisicas,
debidas a la secuencia de aminoacidos (Sato, 2002). Algunos de ellos solo estan
presentes en pequefas proporciones, pero tienen funciones importantes en
determinadas funciones fisicas. En la Tabla 1.1 se observan algunos ejemplos y su

distribucion.

Tabla 1.1 Distribucion anatomica de algunos tipos de colageno
Fuente: tabla acopla de (Pedraza, 2008)
‘ Tipo Distribucion
| Es la forma mas abundante. Se observa en casi todas las

regiones del cuerpo humano.

Dermis, hueso, tendon y cornea.

| Cartilago y humor vitreo.

i Piel, pulmén y tejido vascular.

v Membranas basales.

1.2.1. El colageno en la industria
El colageno es la proteina mas abundante en los vertebrados, ya que constituye al
menos 30 % de las proteinas totales (Gelse, 2003). Sus aplicaciones han
aumentado en los ultimos afos, principalmente como recubrimiento de alimentos,

emulsificante y cicatrizante de heridas.

Las principales materias primas de la industria del colageno son la piel de cerdo, el
cuero de bovino y los huesos de estos animales. Sin embargo, la utilizacion de tales

precursores presenta dificultades porque existe la posibilidad de transmision de




enfermedades como encefalopatia espongiforme bovina (Wong, 1999), (Nagai,

2004). Por ello, surge la necesidad de buscar alternativas para su obtencion.

La produccion de colageno a partir de organismos acuaticos se ha incrementado
considerablemente, ya que por su origen representan una fuente alternativa a los
animales terrestres. En la industria pesquera, a partir del proceso de fileteo, se
generan residuos como piel, escamas y espinas que tienen impacto ambiental
porque genera desechos. A pesar de ello, el colageno proveniente de pieles de
pesqueria presenta caracteristicas apropiadas para elaborar peliculas. Esto ha
motivado estudios para obtener colageno de estos residuos. Sin embargo, se tiene
que tomar en cuenta que la concentracién de colageno y de aminoacidos en
musculo varia dependiendo de la regién de la cual provenga el pescado, afectando
la estabilidad térmica del colageno (Sikorski, 1984). Un mayor contenido de
colageno fue encontrado en especies con temperaturas mas elevadas. También se
ha reportado que los niveles de colageno insoluble son mayores que el soluble
(Ando, 2001).

1.3. Empaque
Un empaque es todo producto fabricado con materiales de diversa naturaleza que
se utiliza para contener, proteger, manipular, distribuir y presentar mercancias
(Povea, 2015). La funcion mas importante de un empaque es proveer al consumidor
productos diversos en excelentes condiciones de conservacion; en el caso de los
alimentos, se trata de proporcionar un alimento de igual calidad a la de los productos
frescos o recientemente preparados. Debido a su excesivo uso en la industria de la
alimentacion, los envases constituyen casi dos tercios del volumen total de sus

residuos.

La eleccion de un empaque apropiado depende de varios principios basicos y, entre
estos, es necesario tomar en cuenta la composicién quimica del producto, las
condiciones climaticas (humedad, temperatura, luz, aire), el riesgo de

contaminacion (bacterias, roedores), el riesgo de dafios fisicos (manipulacion,




transporte, almacenamiento, ruptura) y otros factores (precio, disponibilidad de

materiales de envasado, asuntos legales) (Povea, 2015).

Los empaques pueden clasificarse de acuerdo con su nivel, en primarios,

secundarios y terciarios (Povea, 2015).

- Empaques primarios, aquel que se encuentra en contacto directo con el
alimento, destinado a contenerlo desde su fabricacién con la finalidad de
protegerlo de agentes externos.

- Empaques secundarios, es el articulo disefiado para dar proteccion adicional al
alimento en envase primario o para agrupar un numero determinado de envases
primarios.

- Empaques terciarios, fue disefiado para facilitar la manipulacion y el transporte
de varias unidades de envases primarios o secundarios para proteger durante la

manipulacion fisica y que el producto llegue al mercado destino.

Cualquier eleccion de material de empaque debe basarse en el conocimiento exacto
de las sensibilidades especificas del producto. Las caracteristicas mecanicas que
deben poseer los materiales de empaque se enlistan en la Tabla 1.2. Su funcién es
la de evitar alteraciones como reacciones oxidativas, pérdida o ganancia de
humedad, pérdida o absorcibn de compuestos volatiles, contaminacion por
microorganismos, absorcion, migracion y problemas por accion de la luz (Rodriguez
, 2007).




Tabla 1.2 Las caracteristicas principales de los materiales de empaque para

alimentos

Fuente: (Rodriguez, 2007)

Caracteristicas de los empaques

Grado alimenticio

Permeabilidad al vapor de agua

Permeabilidad al agua

Permeabilidad a los gases

Permeabilidad a los aromas (no debe de impartir aromas, ni sabores)

Proteccion a la luz

Permeabilidad a los gases

Caracteristicas mecanicas adecuadas

1.3.1. Empaque activo
Un empaque activo se define como aquel sistema que ademas de dar proteccion al
alimento, interactua positivamente con el producto al aumentar su vida de anaquel,
mantiene su calidad microbiolégica y nutrimental, mejora la seguridad y sus
atributos sensoriales (Ozdemir, 2010). La demanda de empaques activos se

encuentra en crecimiento debido a las necesidades que se generan en la actualidad.

Como beneficio a la logistica y a la distribucion de los productos, un empaque
aumenta su vida de anaquel. Los empaques activos de los ultimos afos presentan
propiedades antimicrobianas y, con ello, permiten controlar el crecimiento
microbiano, especialmente de patdégenos. En algunos casos también se han
presentado empaques con efectos antioxidantes, retardando la oxidacion de lipidos

y alargando la vida de anaquel de los productos.
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1.3.1.1. Empaques activos con efecto antioxidante
La incorporacion de antioxidantes a las peliculas tiene como funciéon producir
empaques activos que permitan mejorar la estabilidad, funcionalidad y seguridad de
los alimentos recubiertos con estos materiales, conservando la calidad del producto.
Cuando se forma la pelicula activa con efecto antioxidante, el antioxidante se debe
de unir a la cadena proteinica por medio de un enlace covalente. Esta reaccion se
lleva a cabo por medio de la enzima peroxidasa, que provoca la activacion mediante
la formacion de un radical libre en una o varias partes de la proteina y otro en la
molécula del antioxidante, y estos se estabilizan mediante una reaccion de

terminacién de radicales libres (Jongjareonrak, 2008).

Existen dos mecanismos de accidén que explican los efectos de los empaques con
antioxidantes. En el primero, el antioxidante secuestra a los componentes que
producen la oxidacién, como los radicales libres o iones metalicos. Los
secuestradores son sustancias que no estan involucradas en ningun paso del
proceso de oxidacion y no se liberan hacia el alimento. El segundo se debe a la
adicion de antioxidantes en las peliculas biopolimericas, que, pueden migrar hacia
los alimentos liquidos y solidos, protegiéndolos al retardar la oxidacion lipidica (Han,
2013).

1.3.1.2. Empaques activos con efecto antimicrobiano
La adicién de agentes antimicrobianos en los empaques tiene el propdsito de,
ademas de proteger al alimento del ambiente externo, mejorar su calidad y
seguridad del alimento, inhibiendo o retrasando el crecimiento de microorganismos.
Estos agentes pueden ser incorporados de manera directa en los materiales de

empaque (Han, 2013).

El tipo de microorganismos que producen la alteracién de los alimentos depende
principalmente del medio ambiente porque ésta depende de manera importante del
pH y humedad del alimento en cuestion. En la Tabla 1.3 se muestran diferentes

agentes antimicrobianos utilizados en peliculas activas.
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Tabla 1.3 Algunos agentes antimicrobianos utilizados en la formacion de peliculas

Fuente: Tabla acoplada de (Suppakul, 2003).

‘ Clase
Acidos organicos
Bacteriocitas
Extractos de especies
Tiosulfinatos
Enzimas
Proteinas
Isotiocianatos
Antibidéticos
Fungicidas
Agentes quelantes
Metales
Parabenos

Alcoholes

Ejemplos ‘
Benzoatos, sorbatos,
Nisina
Timol, p-cimeno
Alicina
Peroxidasa, lisozima
Conalbumina
Isotiocianato de alilo
Imidazol
Benomil
EDTA, Lactoferrina, Citrato
Plata
Etil parabeno

Etanol

La incorporacion de agentes antimicrobianos en las peliculas cambia

significativamente las caracteristicas funcionales de los materiales de empaque
(Ouattara, 1997). Esto no quiere decir que se afecten las propiedades de barrera en

las peliculas, como la permeabilidad a los gases y al vapor de agua (Maizura, 2007).

Para la utilizacién de un agente antimicrobiano en una pelicula se debe de cumplir

con ciertos requisitos:

- El revestimiento debe tener una buena adherencia al sustrato de la pelicula
para evitar que se pierda, en todo o parte, durante la manipulacion y el
almacenamiento.

- La interaccibn molecular biopolimero-antimicrobiano debe permitir Ila

liberacion gradual del agente.
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1.3.2. Plastificantes en empaques activos
Los plastificantes son componentes importantes en la formacion de empaques
activos, y estos son sustancias no volatiles con alto punto de fusién que, cuando
son adicionadas a un material, modifican sus propiedades fisicas o mecanicas
(Banker, 1996). El plastificante debe de ser miscible con el polimero (Bertuzzi,
2002).

Los plastificantes mas usados en la elaboracién de filmes y revestimientos
comestibles son el sorbitol y el glicerol, que interactian con los puentes de
hidrogeno, reduciendo las fuerzas intermoleculares a lo largo de las cadenas del
polimero y mejorando en ellos sus propiedades mecanicas como la flexibilidad, la
fuerza y la resistencia (Kester, 1986), (McHught, 1994).

El sorbitol (Figura 1-2) es un poliol, estructuralmente cuenta con seis carbonos y
seis grupos hidroxilo. En la industria alimentaria se emplea para controlar la aw,
actua como humectante, mejora la rigidez y plasticidad y también se caracteriza por
tener gran resistencia frente a microorganismos. El glicerol (Figura 1-3), es el
plastificante mas utilizado para la elaboracion de peliculas debido a que es muy
estable, mejora la flexibilidad y elongacion de la pelicula y le imparte una

permeabilidad mayor al vapor de agua (Jogjareonrak, 2006).

OH

Figura 1-2 Estructura quimica del sorbitol

OH

Fuente: http://www.sweetenerbook.com/sorbitol_2.html (marzo,2018)
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OH
HO OH

Figura 1-3 Estructura quimica del glicerol

Fuente: https://www.bekiabelleza.com/tratamientos/beneficios-glicerina/
(marzo,2018)

Si bien el sorbitol, combinado con el glicerol, aumenta la permeabilidad al vapor de
agua y la resistencia mecanica de los empaques, se busca un efecto intermedio y
equilibrado para que el sorbitol no reduzca completamente la flexibilidad que aporta
el glicerol (Chick, 1998).

1.4. Biopolimeros para empaques
Se entiende como biopolimeros a todos aquellos polimeros producidos por la
naturaleza, siendo, de la misma forma, biodegradables y biocompatibles (Luengo,
2003). Los biopolimeros usados en los empaques deben de cumplir con la
legislacion de alimentos y empaques, manteniendo la calidad del alimento y sin

afectar la inocuidad y los factores nutricionales y sensoriales del producto.

Los materiales de fuentes renovables deben mantener sus propiedades mecanicas
y de barrera, asi como funcionar adecuadamente durante el almacenamiento.

Idealmente, debe biodegradarse eficientemente.

Dependiendo de su procedencia, los biopolimeros forman estructuras continuas que
pueden ser cristalinas o amorfas. Estas actian de distinta manera, evitando que
diversas sustancias interactuen con el alimento y previniendo algun deterioro del
mismo. Los biopolimeros se clasifican en dos tipos: los provenientes directamente

de organismos vivos y los que requieren ser sintetizados, pero cuya procedencia es
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de un recurso renovable (Tang, 2012). El primer tipo incluye a proteinas,
polisacaridos y lipidos. En el segundo tipo se encuentra el acido polilactico (PLA),
asi como algunos poliésteres producto del metabolismo de bacterias

(polihidroxialcanos).

1.4.1. Empaques proteinicos

Las proteinas fibrosas, particularmente el colageno y la gelatina, han tenido mayor
importancia en la produccién de peliculas. Generalmente, se forman a partir de
soluciones proteinicas en concentraciones de 5-10 %, solubilizadas o dispersas en

solventes volatiles, tales como agua, etanol o mezclas etanol-agua (Krotcha, 2002).

Los biopolimeros proteinicos forman redes macromoleculares tridimensionales que
se estabilizan mediante interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno y
fuerzas de Van de Waals. Las propiedades de cada uno dependeran de la cantidad
de aminoacidos constituyentes y de su ubicacion dentro de las proteinas. (Mauri,
2008).

1.5. Biodegradacioén
La American Society for Testing and Materials (ASTM D- 5488-944) define a la
biodegrabilidad como a la capacidad de un material de descomponerse en COz,
metano, agua y componentes organicos, o biomasa, en donde el mecanismo

predominante es la accién enzimatica de microorganismos.

Los polimeros biodegradables pueden ser definidos como aquellos que
experimentan, por induccion microbioldgica, una ruptura de la cadena principal por
oxidacion, e hidrolisis. Estas modificaciones son la razén del cambio en el polimero

durante el proceso de degradacion.
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1.5.1. Empaques biodegradables
Los empaques biodegradables provienen de fuentes renovables, con caracteristicas
de barrera semejantes a los plasticos derivados del petréleo. La biodegradacién de
un material depende de su estructura quimica. Los biopolimeros, como los
obtenidos de la soja, se degradan rapidamente en comparacién con los plasticos
con una tasa estimada de 10 a 33 dias (Dalev, 2000), (Gonzalez, 2011) y la de un

plastico derivado del petrdleo es superior a los 30 afos (Yamada-Onodera, 2001).

Los empaques biodegradables fortalecen o sustituyen capas naturales del alimento
para prevenir pérdidas por humedad y, ademas, permiten el intercambio controlado
de gases. La naturaleza de los recubrimientos depende en parte de la naturaleza
de los compuestos y estos empaques suelen activarse mediante la adiccién de

compuestos activos o bioactivos (Campos, 2011).

1.6. Aditivos alimentarios

Se define como aditivo alimentario a cualquier sustancia que no se consume
normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en
alimentos, ya sea que tenga o no valor nutritivo, y cuya adicidon intencionada al

alimento es con fines tecnoldgicos.

1.6.1. Agentes antioxidantes
Los antioxidantes son definidos como agentes externos, presentes en una
concentracion menor al sustrato oxidable y que actuan en diferentes pasos de la
oxidacion, dependiendo de su mecanismo de accién, pueden retrasar
significativamente la oxidacién del sustrato e incluso corregir el dafio causado por

la oxidacion.

Pueden ser clasificados de acuerdo con su estructura quimica y a su origen
bioquimico (Delgado, 2010). Los antioxidantes se separan en dos grupos: los

primarios y los secundarios.
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- Antioxidantes primarios: este grupo dona radicales hidrogenos a los radicales
libres con el fin de terminar la cadena de reacciones formando compuestos
estables. Entre estos se encuentran compuestos fendlicos (BHT, BHA,
Tocoferoles, Flavonoides).

- Antioxidantes secundarios o sinergistas: tienen la funcion de descomponer
los lipoperoxidos en compuestos mas estables o finales. Entre ellos se

encuentran el acido tiodipropiénico (TDPA) y ésteres de TDPA.

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al interactuar
mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno
que con el resto de las moléculas presentes o por adsorcion de radicacion UV
(Shahidi, 1996).

1.6.1.1. Antioxidantes en los alimentos
Los antioxidantes utilizados en la industria de alimentos deben de contar con una
serie de requisitos: deben de ser efectivos a concentraciones bajas, compatibles
con el sustrato, no deben afectar sensorialmente al producto, deben de ser inocuo

y no deben de afectar a las caracteristicas fisicas del alimento.

1.6.1.1.1. Quercetina
La quercetina (3,3,4,5,7- pentahidroxiflavonoide) es un flavonoide caracterizado
como polifenol debido que contiene varias unidades estructurales de fenol como se
muestra en la Figura 1-4. La quercetina tiene una presencia abundante plantas,

diversos vegetales, frutas y semillas.
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Figura 1-4 Estructura quimica de la quercetina

Fuente (Marunaka, 2017)

Entre los beneficios que los flavonoides aportan a la salud se encuentran
actividades antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas, cardiotdnicas,
vasculares, que disminuyen el colesterol y contribuyen a la proteccién del higado.
(Robards, 1999). La quercetina muestra actividad antioxidante a través de la
quelacion de metales de iones metalicos, de la eliminacion de radicales libres,
protegiendo contra la oxidacion lipidica y modulando la actividad de ciertas enzimas
(Laughton, 1991).

1.6.2. Agentes antimicrobianos
Los agentes antimicrobianos son empleados con la finalidad de mejorar la calidad y
la seguridad del alimento mediante la reduccion de la contaminacién superficial,

pero no son substituto de las buenas practicas de manufactura e higiene.

Cabe destacar que, sin ellos, la mayoria de los alimentos sufriria alguna clase de
deterioro. La mayoria de los agentes antimicrobianos inhiben el crecimiento sin

matar a los microorganismos, debido a que amplian la fase de adaptacion.

Los agentes antimicrobianos en ocasiones son llamados conservantes. Sin
embargo, un conservante es un término mas amplio que un antimicrobiano. Los
conservantes incluyen agentes antipardeamiento, conservadores, estabilizadores,
etc (Matthews, 2009).
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1.6.2.1. Bacteriocinas
Las bacteriocinas de las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo relativamente
heterogéneo de proteinas de secrecidn, sintetizadas a nivel ribosématico por
bacterias con actividad antimicrobiana. (Papagianni, 2003). Estan conformadas por
puentes disulfuro, tioéter o grupos tiol libres y cuentan con puntos isoeléctricos en
un intervalo de pH de 8.6 a 10.4 (Cotter, 2005). La mayoria de las bacteriocinas son
efectivas contra microorganismos patdgenos importantes involucrados en
enfermedades transmitidas por alimentos. Las bacteriocinas son transportadas al
exterior de la célula por proteinas del sistema ABC, que usan ATP como fuente de

energia.

1.6.2.1.1. Nisina

La nisina es la primera bacteriocina BAL (Bacterias Acido Lacticas), reportada en
1928 (Rogers, 1928). Se trata de una bacteriocina clase | (Lantibionitico), y esta
clasificacién hace referencia a los péptidos activos a nivel membrana. En general,
la nisina es un polipéptido que contiene 34 aminoacidos de bajo peso molecular
(menor a 5 kDa) y contiene aminoacidos pocos comunes como [3-metil-lantotionina
y dehidroalanina. Se produce de forma natural en algunos productos lacteos y se
utiliza en la produccion de alimentos como un aditivo en procesos lacteos para
prevenir la descomposicion ocasionada por bacterias Gram positivas (Daeschel,
1969).

El uso de la nisina en los materiales de empaque ha tenido mucho interés en los
ultimos afos (Ming, 1997). Es la unica bacteriocina que posee el estatus de GRAS,
que significa que es un organismo generalmente reconocido como seguro para la
salud, debido a la inhibicidon que ejerce sobre las esporas botulinicas en muchos

alimentos.
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1.6.2.1.1.1. Mecanismo de accién de la nisina
El mecanismo de accién de la nisina (Figura 1-5) apunta a una perturbacion en la
membrana celular de los microorganismos sensibles, ocasionada por la unién de la
nisina a la pared celular mediante atracciones electrostaticas. Esto se facilita por la
carga positiva de este péptido y las cargas negativas de los componentes de la
pared celular. Posteriormente, la nisina se une al lipido I, el transportador principal
de las subunidades de peptidoglicano desde el citoplasma hasta la pared celular.
Por tanto, previene la sintesis correcta de la pared celular y provoca la formacién de
un poro transmembranal, permitiendo la salida de aminoacidos y, en algunos casos,
moléculas de adenosina 5’-trifosfato (ATP). El desequilibrio de compuestos a través
de la membrana destruye los gradientes requeridos para numerosas funciones

celulares vitales, lo que conduce a la muerte celular (Cotter et al., 2005).
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Figura 1.5 Mecanismo de accion de nisina

Fuente: (Cotter, 2005)




1.7. Enzima Peroxidasa
Las peroxidasas corresponden al grupo de enzimas oxidorreductasas que se
encuentran en una gran variedad de organismos y se involucran en diversos
procesos bioldgicos. Las peroxidasas catalizan multiples reacciones oxidativas en
donde los electrones se transfieren a especies de peroxido (a menudo H202) y las

moléculas de sustrato se oxidan. (Krainer, 2015).

La enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) es una enzima de clase Il que,
como su nombre lo indica, se aisla de la raiz de rabanos picantes. Esta enzima se
halla en diversos compuestos inorganicos y organicos y es una de las enzimas mas
estudiadas por el potencial que se le puede dar comercialmente en la industria, en
la medicina, en la biorremediacion y como un producto natural, siendo ademas de

facil escalamiento (Nigel, 2004).

1.7.1. Catalisis de la HRP y estados redox
La catalisis peroxidativa de la HPR es un proceso ciclico, que puede ser descrito
por tres reacciones consecutivas. En la Figura 1-6, HRP-I y HRP-II representan la
enzima en su estado oxidativo de HRP, y también hacen referencia a los
compuestos | y Il, respectivamente, en donde AHz es el sustrato reductor y AH es

un producto de radicales libres.

Figura 1-6 Reaccion de catélisis de peroxidasa

Fuente: (Krainer, 2015)
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1.7.2. Secuencia del ciclo catalitico de la HRP
El ciclo catalitico de la HRP se inicia por una oxidacion rapida de los electrones de
la enzima férrica (Fe (lll)) por el peroxido de hidrogeno (H20:2), eliminando una
molécula de agua y generando un compuesto-l (HRP-I), junto al [Fe (IV) =O] y un

radical r-cation presente en el anillo de porfirina.

La formacion de HRP-I complementa el ciclo de peroxidacion, regresando al estado
de la enzima férrica mediante dos etapas de reaccion de transferencia de un solo
electrén con sucesivas moléculas reductoras. Se produce un segundo intermediario
enzimatico (HRP-II), en donde el hierro se encuentra como Fe (lll) y la porfirina sin

radical.

Porphyrin
’/—@ JO-H _
7 + MO, ____I—L? Porpéryrien
i N
¢ ¢
HN—":i 3 HNJZ 4
Enzyme Enzyme
native state Precursor-complex
PhO e + H 0O
- H-J'D
PHOH & H
4 /’_\\ %
7oos IPROH]&  PhOH C J 5
Enryme j Enzyme
Compound il H* = PO Compaund |

Figura 1.7 Ciclo catalitico de HRP

Fuente: (Kobayashi, 2006)
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1.8. Deterioro en la calidad de los alimentos
Los factores que influyen en la percepcion de la calidad del alimento por parte del
consumidor incluyen atributos sensoriales, contenido nutricional, precio del alimento
y seguridad, esta ultima relacionada directamente con las alteraciones

microbiologicas.

Los cambios quimicos que ocurren en los alimentos son los causantes principales
de los cambios en la calidad de estos, e incluyen reacciones de obscurecimiento,
oxidacion, lipdlisis y protedlisis. El crecimiento microbiano es el segundo causante
del deterioro de la calidad, produciendo un ablandamiento o endurecimiento del
producto. Finalmente, los cambios fisicos incluyen también el ablandamiento,
endurecimiento, pérdida de la capacidad de retencién de agua y rompimiento de las

emulsiones.

El uso de aditivos en los alimentos es aceptado para mantener o mejorar su
inocuidad, su frescura, conservar la calidad nutricional, entre otros, controlando asi

el deterioro de su calidad que se produce durante el almacenamiento.

1.8.1. Reacciones de oxidacion lipidica
La oxidacion lipidica es una de las causas principales del deterioro de los alimentos,
disminuyendo la calidad nutritiva de estos y limitando su vida de anaquel (Fennema,
2000). La reaccion de oxidacion de los acidos grasos insaturados ocasiona
enranciamiento y se le considera como el proceso mas comun e importante de
todos, puesto que la sufren practicamente todas las grasas y aceites comestibles

que en su composicion incluyan acidos grasos insaturados (Bello, 2000).

El enranciamiento produce olores y sabores desagradables cuando se
descomponen los acidos grasos polinsaturados, que suelen incluir compuestos
secundarios como aldehidos, cetonas y acidos grasos de cadena corta. Los
compuestos formados durante la oxidacién pueden ocasionar problemas

toxicolégicos.
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La oxidacion lipidica es un término general que se usa para referirse a una
secuencia compleja de transformaciones que resultan de la interaccion de los lipidos
con el oxigeno, la luz, el calor, ciertos metales (hierro y cobre) y algunas enzimas.
La oxidacién puede darse tanto en acidos grasos libres como en grupos acilo. La
ruta de oxidacion comprende tres pasos generales: iniciacion, propagacion y

terminaciéon (Kamal, 2003), que se describen a continuacion:

- Iniciacion: Esta etapa comienza con la substraccion de un hidrogeno de un
acido graso para formar un radical de acido graso conocido como radical
alquilo (L*). Una vez formado, el radical libre se estabiliza por deslocalizacion
a través del o los dobles enlaces, dando como resultado un doble enlace
movil, que en el caso de los acidos grasos poliinsaturados conduce a la
formacion de dobles enlaces conjugados.

- Propagacién: Consiste en la adicion de oxigeno al radical alquilico. El
oxigeno triplete es un birradical porque contiene dos electrones con la misma
direccion de spin que no pueden coexistir en el mismo orbital.

- Terminacién: Esta reaccion comprende la combinacidn de dos radicales para
formar especies no radicalarias (productos estables que no son radicales).
En presencia de oxigeno, la radical libre dominante es el perdxido, ya que el
oxigeno se adicionara a los grupos alquilo a velocidades de difusion

limitadas.

La oxidacion lipidica de los alimentos se puede retardar por medio de la adicion de
antioxidantes (Yoshida, 1999).

1.9.1.1 Factores que influyen en la oxidacién de lipidos
Los alimentos presentan limitaciones en cuanto a su vida util debidas a diversos
factores como la oxidacion, crecimiento microbiano y la actividad enzimatica. La vida
util no es un periodo fijo y depende de las condiciones en las que se almacene el

producto tales como: ambiente, tiempo y propiedades del empaque (Labuza, 1995).
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Algunos promotores de la oxidacion son: las altas temperaturas, la luz, radiaciones
ionizantes, la presidén de oxigeno, metales como Cu, Fe y Co y grasas oxidadas
(Badui, 2013).

1.10. Avances en el desarrollo de peliculas biopoliméricas
El desarrollo de peliculas a partir de materiales biopoliméricos ha ido en aumento
durante los ultimos afios por su biodegradabilidad, por ser compuestos no téxicos y
por ser biocompatibles con otros polimeros (Dutta, 2009). El quitosano, el almidon,
la celulosa, proteinas de suero y el colageno son algunos de los polisacaridos mas
estudiados en los ultimos afos debido a sus propiedades mecanicas. La mayoria
de ellos provienen de residuos industriales (Martins, 2012), (Hua Xang, 2014). Los
antioxidantes naturales y sintéticos son usados en el desarrollo de empaques
activos con la finalidad de disminuir su adicién a los alimentos directamente,
prolongando la vida de anaquel y aumentando la calidad del producto. (Siripatrawan,
2012). La extraccién de colageno de residuos pesqueros no es novedosa, sin
embargo, se han optimizado procesos para que el rendimiento de la extraccion sea
mayor (Rizo, 2014). Por otra parte, se han elaborado peliculas con diversos
antioxidantes, comparando la capacidad antioxidante y haciendo una
caracterizacion de éstas. En la Facultad de Quimica de la UNAM no solo se han
evaluado peliculas a partir de residuos pesqueros, también, de extractos proteinicos
de semillas de cartamo y girasol con actividad antioxidante (Garcia, 2017), piel de

pollo y extractos proteicos de semilla de chia con actividad antioxidante.
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Materia prima

2. Metodologia (piel de cazén)

Anélisis quimico: Extraccién de proteina:

- Humedad NaOH 0.1 N/1:10/4h/agitacién

- Proteina CHsCOOH 0.05N/1:10/4h/agitacién
- Ceniza Solubilizacién a 55°C/4h/agitacién

v

Precipitacion isoeléctrica
pH=3 con HCl 3 M/ Na(P0O3)s 10%
/48h/ 8°C

.

7000 rpm / 15 min

Anilisis quimico: 1
-Humedad

-Proteina total
"~.< Extracto de proteina >>

Centrifugacion I

sobrenadante

A4

-Proteina soluble

Formacion de pelicula activa, 5% de proteina, 9% de
plastificante, adicién de antioxidante y/o microbiano segin

Pelicula

'

Seguimiento de reactividad

\4

y croquetas para gato

* Pruebas de deterioro oxidativo:

- indice de Kreiss

- Indice de Peroxidos

* Pruebas de deterioro microbiano:
\_ Método del 2.3.5 — trifeniltetrazolio

Pruebas aceleradas: Evaluacion de la capacidad de proteccion en pan de caja, queso Edam

Figura 2-1 Diagrama general
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2.1. Caracterizacion fisicoquimica de la piel de cazén y del extracto proteico
(pellet)

Con el fin de caracterizar la materia prima inicial y posteriormente evaluar el

rendimiento de extraccion, se realizdé un analisis quimico proximal a dos lotes por

triplicado. Las pieles fueron cortadas en trozos de 5 x 5 cm, y almacenadas en

congelacion (-18 °C) hasta el momento de realizar los analisis.

Tabla 2.1 Métodos de cuantificacion

Determinacién Método para su cuantificacion
Humedad Estufa al vacio AOAC 925.23
Cenizas totales AOAC 945.23
Proteina total Método de Kjeldahl AOAC 920.105

2.2. Extraccién del concentrado proteinico (pellet)
La extraccién de proteina de piel de cazon se realizé segun el procedimiento de
extraccion selectiva para colageno desarrollado por Limpisophon (Limpisophon,

2009). Se realizaron modificaciones en la temperatura de operaciéon de 69°C a 55°C.

Se pesod 1 kg de piel de cazén, previamente lavada y cortada en trozos de 5 x 5 cm
y posteriormente se realizaron lavados a la piel en agua corriente para eliminar el

exceso de materia inorganica.

Posteriormente, la piel se sumergié en una solucién alcalina con agitacion
constante. Esta etapa consistio en eliminar proteinas distintas al colageno presentes
en la piel de pescado. El tratamiento con NaOH concentrado consiste en que el
reactivo entre en contacto con las proteinas de los tejidos vivos, produciendo una
hidrolisis de los aminoacidos y péptidos mas pequeinos. Después, se introdujo la
piel en una solucién de acido acético (CHzCOOH) al 10% en proporcion 1:10 (m/V)
con agitacion constante. En esta etapa se solubilizo el colageno presente en la piel,

y después se realizé un lavado con agua corriente.
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A continuacién, la piel se sometié a un tratamiento térmico (55°C) de agua corriente
con agitacion constante. Se recuperd la parte acuosa y se llevdo a un pH=3.
Posteriormente, se agregd hexametafosfato de sodio (NaPOz3)s al 10 % y se dejé

reposar por un periodo de 12 h para permitir la precipitacion de la proteina.

2.3. Elaboracion de peliculas a partir de concentrado proteinico
La elaboracién de las peliculas control se realizé de acuerdo con el procedimiento

reportado por Juarez (Juarez, 2016).

Se coloco una parte del concentrado proteinico en un vaso con agua destilada, de
tal forma que la concentracion de la proteina fuese 5 % (m/V). El vaso se coloco en
un bafo Maria con agitaciéon constante y se agregé NaOH 1 M, hasta alcanzar un
pH = 8 + 0.5 para la disolucion total del concentrado proteinico. Se agregd una
mezcla de plastificantes al 9% (V/V) con respecto a la cantidad de proteina del
extracto obtenido y se agité hasta su completa disolucion. Una vez disuelto el
concentrado proteinico y los plastificantes, se ajustdé de nuevo el pH de la solucién
a 8 + 0.5 con NaOH 1 M y se coloco en un bano de agua caliente. Por ultimo, se
vacié en un molde circular de 20 cm de diametro y se dejo secar a temperatura

ambiente por un periodo de 3 a 5 dias.

2.3.1. Elaboracion de peliculas activas

Se desarrollaron tres metodologias para la obtencion de las peliculas activas, que

se describen a continuacion.

2.3.1.1. Pelicula con actividad antioxidante
En la primera metodologia, se desarrollaron las peliculas mediante la incorporacion
del antioxidante por via enzimatica, como fue reportado previamente por Juarez S.

(2016), cambiando el pH final de la pelicula.
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Para la elaboracion de la pelicula, se colocé una parte del concentrado de proteina
(pellet) en un vaso con la mitad de agua del volumen final (70 mL). Posteriormente,
esta mezcla se coloco en un bano de agua caliente y se afiadid6 NaOH 1 M hasta
llegar un pH de 8 + 0.5, para alcanzar la disolucion total del concentrado proteinico.
Luego, se adicioné el resto de agua y se agregd una mezcla de plastificantes de
sorbitol y glicerol al 9 % (V/V) con respecto a la cantidad de proteina del extracto
obtenido, agitando hasta su completa disolucion. Una vez disuelto, se ajustd
nuevamente el pH de 8 + 0.5 con NaOH 1 M. Posteriormente, se disolvié 1 mg de
antioxidante (quercetina) en 6 mL de EtOH. Se disolvieron 0.1 mg de la enzima en
1 mL de agua, el antioxidante, la enzima y la mezcla de proteina y plastificantes en
un matraz de bola. La reaccion inicié al agregar 30 uL de H202 (5%) cada 10
minutos, durante 1 h. Transcurrido el tiempo, la mezcla se vacié en un molde circular

de 20 cm de diametro y se dejo secar a temperatura ambiente durante una semana.

2.3.1.2. Pelicula con actividad antimicrobiana

En la segunda metodologia, se desarrollé con base a lo reportado previamente por
Arizmendi (Arizmendi, 2016). Esta es una pelicula con efecto antimicrobiano en
donde la nisina se incorpord en una concentracion de 500 ppm a la disolucion de
plastificantes al 9 % (V/V) y proteina al 5% (m/V). La elaboracion de esta pelicula
se llevd acabo de la misma forma que la de pelicula control, se aseguré que el pH
fuera de 8 £ 0.5 y que la temperatura estuviera en 25 °C, ya que a una temperatura
y pH mayores se puede inhibir el efecto antimicrobiano de la nisina. A continuacién,
se vacio la mezcla en un molde circular de 20 cm de diametro y se dejo secar a

temperatura ambiente durante una semana.

2.3.1.3. Pelicula con actividad antioxidante y antimicrobiana (multifuncional)
Para la tercera metodologia, se utilizé el mismo procedimiento que para efectuar la
pelicula con actividad antioxidante (2.3.1.1). Posteriormente, se almacend hasta

que la temperatura descendiera a 25°C para poder incorporar la nisina en una
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concentracion de 500 ppm y se vertid sobre un molde circular de 20 cm de diametro.
Al igual que las anteriores, se dejo secar a temperatura ambiente durante una

semana.

Tabla 2.2 Formulacién de peliculas

Pelicula Formulacion

Control 5 % (m/V) proteina
9 % (VIV) plastificante
Antioxidante 5 % (m/V) proteina

9 % (VIV) plastificante
200 ppm quercetina

Antimicrobiana 5 % (m/V) proteina
9 % (VIV) plastificante
200 ppm nisina

Multifuncional (antimicrobiana y | 5 % (m/V) proteina
antioxidante) 9 % (VIV) plastificante
200 ppm quercetina
200 ppm nisina

2.4. Evaluacion de la capacidad protectora, deterioro microbiano y oxidativo
Se manejaron tres matrices alimentarias: pan multigrano artesanal, queso Edam y
croquetas para gatos, que fueron empacadas en los diferentes empaques en
porciones de 10 g cada uno y se termosellaron. Los sacos fueron almacenados

durante 28 dias a una temperatura de 22°C y una humedad de 60%.
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2.4.1. Determinacion directa de la carga microbiana (método del 2,3,5-

trifeniltretazolio)

Este método se reportd previamente por Arizmendi (Arizmendi, 2016). Se mezclaron
5 g de muestra del producto y 30 mL de agua destilada esterilizada y se
homogeneizaron. Posteriormente, se agregaron 0.5 mL de una disolucién de
trifeniltetrazolio al 0.5% y 5.0 mL de una solucion de buffer de fosfatos a pH = 7. Se
incub6 a 38°C durante 7 h, para extraer el formazan, obtenido por centrifugacion
con 30 mL de alcohol isobutilico. Finalmente, se determiné su concentracion por

espectroscopia UV/Vis, mediante absorbancia a una [ = 485 nm.

La curva de calibracion se obtuvo mediante la reaccion de reduccién de 1 g de
trifeniltetrazolio con 1 g de acido ascorbico. Se anadieron 5 mL de NaOH al 10% y
se llevo al aforo con a un volumen de 25 mL con agua destilada. Se dejo reposar
la disolucion durante 20 minutos, se neutralizo, se filtr6 y se lavo el formazan
formado sobre el papel filtro. Se sec6 a 37°C. Se prepararon las diluciones

necesarias en butanol y se leyé la absorbancia a 485 nm.

2.4.2. Extraccion del aceite

Se pesaron (5.0-5.5) g de muestra del producto empacado y se agregd hexano en
una relacion 1:5. Se mantuvo en agitacion constante durante 30 min. Se dejo
sedimentar y se filtré. Se repitid dos veces mas el procedimiento y se recolectaron
los filtrados. El disolvente se evaporo en un bafio de agua a 40°C en una campana

de extraccion.

2.4.2 A) Determinacion del indice de Peroxidos (método colorimétrico)

El seguimiento de indice de peréxidos se realizd mediante un método colorimétrico
basado en la oxidacion del Fe(ll) a Fe(lll) por los perdxidos contenidos en la
muestra. Posteriormente, el producto con Fe(lll) se cuantificd por su reaccion con

tiocianato de amonio.
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Para el ensayo, se pesaron 0.001-0.1 g del aceite extraido del pan multigrano, del
queso Edam y de las croquetas para gato. Cada aceite se disolvié en una mezcla
de diclorometano/metanol en una proporcion de 70:30. Posteriormente, se
adicionaron 0.05 mL de una disolucién de tiocianato de amonio al 30% y se
determind la concentracién de tiocianato de hierro(lll) por espectroscopia UV/Vis,

midiendo la absorbancia a [1 = 500 nm, frente a un blanco de los reactivos.

Después, se agregaron 0.05 mL de una disolucion de cloruro ferroso (FeClz) al
0.35% en HCI 0.2 M. Se mezclé y, después de exactamente 5 min, se realizé una

segunda lectura a 500 nm.

2.4.2 B) Determinacion del indice de Kreis

En el ensayo del indice de Kreis (IK) se basa en el desarrollo y medicion de una
coloracién roja. Esta se forma al reaccionar el floroglucinol en medio &cido con las
grasas oxidadas y cuya intensidad aumenta con el deterioro de éstas, debido

principalmente a la presencia de aldehido maldnico y aldehido epihidrinico.

Se disolvieron de 50 a 500 mg de grasa (extraida de cada producto) en 5 mL de
diclorometano. Posteriormente, se afadieron 10 mL de una solucion de acido
tricloroacético al 30% en acido acético glacial y 1 mL de floroglucinol al 1% en acido
acético. Se puso en incubacion con agitacion contante en bafio maria a 45 °C
durante 15 min. A continuacion, se dejo enfriar y se agregaron 4 mL de etanol.
Finalmente, se midid la absorbancia de la muestra a [1 = 540 nm frente a un blanco

de reactivos.
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2.5 Anadlisis estadistico
Las determinaciones se realizaron por triplicado y se expresaron como valor

promedio + su desviacién estandar.

La evaluacion del seguimiento de las capacidades antimicrobiana, antioxidante y
sinérgica se efectud a través de un andlisis estadistico utilizando el software
StatAdvisor®. Se realizé un analisis de varianza ANOVA y un procedimiento de
comparacion multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras mediante el método (LSD) de Fisher, empleado actualmente
para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima
significativa. Con este método se establecio un riesgo del 5.0% de decir que cada

par de medias es significativamente diferente, cuando en realidad no lo son.

34

——
| —



3. Resultados y discusién

3.1. Caracterizacion de la piel de cazén
Se realizé el analisis quimico de la piel de cazén (Figura 3-1), a partir de la cual se
extrajo el concentrado proteinico con el fin de conocer su composicion vy

posteriormente evaluar su rendimiento cuando se forme el comprimido de proteina.

Figura 3-1 Piel de cazén

La determinacién de humedad, proteina total y cenizas se efectud por triplicado,

mediante la metodologia establecida por la AOAC, en el lote 1y en el lote 2.

Tabla 3.1 Composiciéon quimica porcentual de la piel de cazén

‘ Componente Proteina Humedad Cenizas
Lote 1 39.7 38.8 6.7
Lote 2 39.2 38.5 55
Promedio 39.4+0.3 38.7+0.2 6.1+0.6

En la Tabla 3.1 se observa que el componente mayoritario en la piel de cazén es la
proteina, siendo el contenido de proteina total 394 + 0.3
g/100 g y fue determinado por el método de Kjeldhal, utilizando el factor de
conversiéon estandar 6.25. El valor reportado en la literatura para el contenido de

proteina de cazon es de 24.75 % (Kittiphattanabawon, 2010). La composicién
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proximal de la piel de cazdn varia por razones intrinsecas, como la edad y el sexo

del animal.

3.2. Caracterizacion del concentrado proteinico (pellet)

Los concentrados proteinicos se muestran en la Figura 3-2 A y en la Figura 3-2 B,
que fueron obtenidos mediante la extraccién proteinica selectiva para colageno con
el método descrito anteriormente. Posteriormente, se caracteriz
fisicoquimicamente a través de la determinacion de proteina total, cenizas y
humedad. Cada una de las determinaciones se realizd por triplicado. En la Tabla
3.2 se observan los resultados promedio de cada determinacion para dos lotes de

concentrado.

Figura 3-2 A Concentrado proteinico Figura 3-2 B Concentrado proteinico
(pellet) (pellet)

Por otro lado, tomando en cuenta que para la formacién de las peliculas se requiere
de proteina soluble en agua, se evalud la concentracién de ésta en el pellet por el

método de Biuret. El contenido se indica en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Composiciéon quimica porcentual del concentrado proteinico (pellet) de

dos lotes
Proteina soluble Humedad Cenizas
Lote 1 28.6 57.2 1.7
Lote 2 20.6 46.6 24
Promedio 24.6 +5.70 51.88 £ 7.52 21+05

En la Tabla 3.2 se observa que el componente mayoritario fue el agua por el alto
porcentaje de humedad. El contenido de cenizas fue inferior (2.08%) al valor
maximo reportado de 2.6% (Jones, 1977).

El contenido de minerales no impide la formacion de la pelicula, pero puede alterar
algunas propiedades como el color y la flexibilidad del pellet. Sin embargo, el
contenido de minerales no tiene que ser considerado como un factor limitante para
las aplicaciones del concentrado (Jones, 1977).

La humedad en el concentrado proteinico se debe a la capacidad de retencién de
agua del colageno. Esta propiedad se da mediante la estabilizacién del colageno
por medio de puentes de hidrogeno, que se localizan entre las cadenas y los

residuos de aminoacidos entre las moléculas de agua.
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3.3. Rendimiento de la extracciéon
Se determiné el rendimiento de la extraccion con el propdsito de conocer qué tan

eficiente era el método de extraccion.

(g de proteina en la piel

100 g piel )(1000 g piel)=g de proteina en la piel

g de proteina en el pelle
100 g pellet

(g de pellet obtenido) ( [> =g de proteina en el pellet

g de proteina en pellet o B
( g de proteina en piel )x100%=rend|m|ento de extraccion

Tabla 3.3. Rendimiento de la extraccion

Proteina obtenida Proteina obtenida Peso del pellet Rendimiento de la

en la piel (g/100g en el pellet obtenido (g) extracciéon
piel) (g/100g pellet) (%)
Lote 1 39.7 28.6 451 32.6
Lote 2 39.2 20.6 512 26.9
Promedio 39.4+0.4 246 +5.7 481.50+43.5 30.05+ 3.7

Tomando en cuenta que el pellet tiene una concentracion promedio de 24.61% de
proteina soluble y que el rendimiento de la extraccion fue de 39.42% las pérdidas
que se dieron durante el proceso pudieron ocurrir durante la manipulacién de la
materia prima, extraccion basica, acida y la precipitacion mediante el punto
isoeléctrico. Sin embargo, el rendimiento de la extraccidn de proteina de tiburon es
mayor al reportado por (Limpisophon, 2009) reportando un valor maximo de 5.20%.

Cabe mencionar que el primer lote pasé por un proceso de congelacion vy
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descongelacion en el laboratorio. No obstante, como se muestra en la Tabla 3.3,

esto no interfirié con la extraccion.

La concentracion de colageno en el musculo de pescado depende de la temperatura
del agua en el habitat (Ando, 2001). El colageno de peces de agua fria contiene
niveles mas altos de serina y treonina. La serina y la treonina son aminoacidos con
grupos hidroxilo, que propician una mayor estabilidad a la temperatura. Estos
aminoacidos se encuentran en mayor concentracion en peces de agua fria, peces

de agua dulce y mamiferos terrestres (Pati, 2010).

3.4. Formacion de peliculas

El objetivo de la primera parte del experimento fue extraer y lograr la formacién de
peliculas a partir de la piel de cazdn, con una concentracion final de 5 % (m/V) y
una mezcla de plastificantes sorbitol y glicerol 9 % (V/V) con respecto a la cantidad
de proteina. De esta manera, se cred una interaccion proteina-proteina donde
quedan retenidos el plastificante y el agua, disminuyendo la interaccién proteina-
proteina mediante una red tridimensional y presentando en la pelicula final una
textura lisa, traslucida, flexible y homogénea. El uso de plastificantes (glicerol o
sorbitol) para la obtencién de peliculas biopoliméricas a partir de un concentrado
modifican las propiedades mecanicas como la flexibilidad y la retencion de agua
(Bourtoom, 2008.). En la Figura 3-3 se observa la pelicula control (cazén), tal como

se esperaba obtener: traslucida, lisa, flexible y homogénea.
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Figura 3-3 Pelicula de cazon Figura 3-4 Pelicula de cazén
con quercetina

Figura 3-6 Pelicula de cazon

Figura 3-5 Pelicula de cazon . .
con quercetina y nisina

con nisina

En la Figura 3-4 se muestra la pelicula activa formada por la unién entre una porcion
de concentrado de proteina y la quercetina mediante un enlace covalente via
enzimatica. Como resultado, se obtuvo una pelicula lisa, flexible, homogénea y con
una ligera coloracion amarilla. En la Figura 3-5 se muestra la pelicula activa formada
por la unidn entre una porcion de concentrado de proteina y la adicidén de nisina,
resultando en una pelicula lisa, traslucida, flexible y con una ligera coloracion

amarilla.
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La pelicula activa formada por la unién entre una porcion de concentrado de
proteina y la quercetina por via enzimatica junto con la adicion de nisina se muestra
en la Figura 3-6. Presenta una ligera coloracion amarillenta. Dependiendo del uso
para el que se destine el concentrado, la turbidez y la transparencia brindaran un
valor significativo (Cole, 2013). La turbidez se debe probablemente a la presencia
de material en suspensidon, como minerales, y a los pigmentos en la piel del cazon.
Sin embargo, cabe mencionar que la coloracién no es un indicativo de la calidad. La
pigmentacion en las peliculas con antioxidante se confiere por el mismo
antioxidante, en este caso un flavonoide, que son pigmentos heterociclicos que
confieren coloracion amarilla, roja y azul. Con base en lo anterior, la turbidez de la
pelicula con antioxidante que presenta una coloracion amarilla representa una
ventaja, debido a que se le puede dar un uso como barrera a la luz, con posibilidades

de que pueda funcionar como un empaque fotoprotector.

3.5. Pruebas de vida de anaquel y pruebas de deterioro microbiano y

oxidativo

Durante un periodo de 28 dias de seguimiento, ningun empaque sufrié fracturas
durante el almacenamiento. En la Tabla 3.4 se muestran el pan multigrano artesanal
y el queso Edam, que se utilizaron para monitorear la actividad antioxidante, la
actividad antimicrobiana y el efecto sinérgico de ambas en las peliculas proteinicas.
Con respeto a las croquetas mostradas en la Tabla 3.4, unicamente se realizo el
seguimiento de la actividad antioxidante de diferentes alimentos empacados en las
distintas peliculas y en la bolsa de polietileno. Posteriormente, se determino el indice
de peroéxidos e indice de Kreis cada 7 dias para monitorear la oxidacion lipidica del
alimento empacado. El anélisis de oxidacion de lipidos resulta dificil de generalizar
debido a su naturaleza, inestabilidad y sustancias que interfieren con la
cuantificacion. También, se monitoreo el crecimiento microbiano bajo el método del

2,3,5-trifeniltetrazolio en el pan multigrano y en el queso Edam.
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Empaque
Pelicula de

cazon

Tabla 3.4. Queso Edam, pan multigrano y croquetas para gato empacados

en peliculas de cazon y en bolsas de polietileno

Queso Edam

Pan multigrano

Croquetas

Pelicula de
cazén con

antioxidante

Pelicula de
cazon con

antimicrobiano

N/A

Pelicula de
cazén con
antioxidante y

antimicrobiano

N/A

Bolsa
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3.5.1. Deterioro microbiano
El método del 2,3,5-trifeniltetrazolio se basa en el proceso de transferencia de
electrones catalizado por enzimas conocidas como deshidrogenasas, presentes en

algunos microorganismos.

Las peliculas se pueden utilizar como vehiculo de aditivos, proporcionando al
producto funciones especificas como actividad antimicrobiana, evitando o

reduciendo la proliferacién de microorganismos en la superficie.

En las Figuras 3-7 y 3-8 se observa que la incorporacion de nisina a 500 ppm en las

peliculas activas retardan el crecimiento de bacterias Gram positivas.

Las peliculas a las que unicamente se les adiciond nisina tiene un efecto mayor en
los productos de panificacidon que las multifuncionales, en las cuales se observé un

efecto conjunto menos marcado con el antioxidante, que fue quercetina.

Los productos de panificacion, en general, tienen una aw intermedia para evitar el
crecimiento de bacterias. Sin embargo, algunos mohos del pan pueden prosperar,
en especial si se libera la humedad por la cristalizacién del almidén durante el

almacenamiento.

En la Figura 3-7, se puede observar que el crecimiento de bacterias Gram positivas
aumento al dia 21 de seguimiento, tanto en empaques activos como en la bolsa de
polietileno, siendo el empaque control el que presento los valores mas altos. En la
tabla 3.5 se observan estos cambios, observando una diferencia significativa que
existe entre todos los empaques a partir del dia 21. Las bacterias que crecen en los
productos de hilado en general y de panificacion en particular son el género Bacillus

ssp, por ejemplo B. subtilis, B. cereus. B. firmus, B. pumilus (Pepe, 2003).

En el caso del queso Edam, el empaque control es el unico que muestra un
comportamiento diferente en cuanto a la proteccion de bacterias Gram positivas,

como se muestra en analisis estadistico de la tabla 3.6 y la Grafica 3-8.
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Figura 3-7 Seguimiento de crecimiento microbiano del pan multigrano empacado

en peliculas de proteina de cazén

Tabla 3.5 Analisis estadistico de comparacion multiple de crecimiento microbiano

en pan

Contraste

7dias

14 dias

21 dias

28 dias

Antimicrobiano — bolsa

Antimicrobiano — control

Antimicrobiano — multifuncional

Bolsa — control

Bolsa — multifuncional

Control — multifuncional

* indica una diferencia significativa.
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Figura 3-8 Seguimiento de crecimiento microbiano del queso Edam empacado en

peliculas de proteina de cazon

Tabla 3.6 Analisis estadistico de comparacion multiple de crecimiento microbiano

en queso

Contraste 7dias | 14 dias 21 dias 28 dias

Antimicrobiano - bolsa

Antimicrobiano - control

Antimicrobiano — multifuncional

Bolsa — control

Bolsa — multifuncional

Control — multifuncional

* indica una diferencia significativa.
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3.5.2. Seguimiento de indice de peréxidos

El indice de peroxidos (IP) es un indicador del inicio de la oxidacion de la fraccion
lipidica, la cual conforma las fases de iniciacién y propagacion. Los productos
primarios de la oxidacion aparecen pronto en el deterioro oxidativo, sin embargo, su
concentracion disminuye conforme su velocidad de formacion se hace mas lenta

que la de descomposicion (Fennema, 2000).

La oxidacion se lleva a cabo bajo ciertas reacciones autocataliticas, que dan como
resultado una gran cantidad de nuevos compuestos. Los hidroperdxidos son
compuestos producidos durante la primera oxidacion, que posteriormente se
descomponen y dan lugar a una variedad de productos de oxidacion (Marmesat,
2009).

En las Figuras 3-9, 3-10 y 3-11 se muestra el seguimiento del IP de la grasa del
queso Edam, del pan y de las croquetas para gato realizado mediante el método
colorimétrico, durante 28 dias a una temperatura de 22-23°C y una humedad del
60%.
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Figura 3-9 Seguimiento de indice de perdxidos del pan integral empacado en

peliculas de proteina de cazén

Tabla 3.7 Analisis estadistico de comparacion multiple de IP en pan

Contraste

7 dias

14 dias

21 dias

28 dias

Antioxidante — bolsa

*

*

*

*

Antioxidante — control

Antioxidante — multifuncional

Bolsa — control

Bolsa — multifuncional

Control — multifuncional

* indica una diferencia significativa.
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Figura 3-10 Seguimiento de indice de Peroxidos del queso Edam empacado en

peliculas de proteina de cazén

Tabla 3.8 Analisis estadistico de comparacion mdultiple de IP en queso

Contraste

7 dias

14 dias

21 dias

28 dias

Antioxidante - bolsa

*

*

*

*

Antioxidante - control

Antioxidante - multifuncional

Bolsa - control

Bolsa - multifuncional

Control - multifuncional

* indica una diferencia significativa.
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Figura 3-11 Seguimiento de indice de perdxidos de croquetas para gatos

empacadas en peliculas de proteina de cazon

Tabla 3.9 Analisis estadistico de comparacion multiple de IP en Croquetas para

gato
Contraste 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Antioxidante - bolsa * * *
Antioxidante - control * * * *
Bolsa - control * * * *

* indica una diferencia significativa.
La susceptibilidad de los alimentos a la oxidacion tiene una relacion con el grado de
insaturacion de los lipidos que los componen. El uso de antioxidantes no reduce el
grado final de enranciamiento, sino que extiende el periodo de induccién. En las
figuras 3-9, 3-10 y 3-11, se puede observar el deterioro oxidativo del pan multigrano,
el queso Edam y las croquetas para gato, almacenados en los empaques
biopolimeros y en la bolsa de polietileno. Estos muestran una relacion semejante, y
ambos se encuentran en la fase inicial de oxidacion lipidica. El incremento de la

concentracion de IP implica un avance en el enranciamiento por autooxidacion.
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La oxidacién de los lipidos en los productos empacados también se atribuye a la
permeabilidad de oxigeno a través de la pelicula, que es un factor importante, ya
que el oxigeno promueve la oxidacién de lipidos, asi como la proliferacion de

microorganismos.

Tabla 3.10 Permeabilidad al oxigeno, tabla acoplada (Juarez, 2016).

Tipo de pelicula Permeabilidad al Oxigeno

(nmol/m*Pa*s)

Pelicula control 1.254x104
Pelicula con antioxidante 2.331x 0*
quercetina
Ziploc ® No permeable bajo las condiciones de
trabajo

En la Tabla 3.10 se muestran los resultados obtenidos en estudios anteriores donde
fue evaluada la permeabilidad de oxigeno en tres empaques diferentes y se observa
que es menor en la pelicula de control (pelicula de cazén). Esto se ve reflejado en
los resultados obtenidos en la Figura 3-9, en la Figura 3-10 y en la Figura 3-11, que
muestran que la oxidacion es mayor en la pelicula control. Esto se atribuye a que la

permeabilidad de oxigeno es mayor y a la falta de antioxidante.

Se observa que en el caso del pan multigrano (Figura 3-9) y en el queso Edam
(Figura 3-10) se aplaza el efecto del antioxidante por la incorporacion del
antimicrobiano (nisina) en la misma pelicula en la que el antioxidante. Este enlace

ente el antioxidante y la pelicula es de tipo covalente y se produjo via enzimatica.

Existen diferencias significativas entre los empaques que se muestran en la Tabla
3.7, enla Tabla 3.8 y en la Tabla 3.9, lo cual ilustra que las propiedades mecanicas,
como la permeabilidad al oxigeno y la permeabilidad al vapor de agua, son factores

significativos que influyen al momento de disefiar un empaque activo.
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3.56.2.1. Analisis cinético del indice de peréxidos

Diferentes factores fisicoquimicos en los alimentos pueden alterar la velocidad de
reaccion y el desarrollo de la rancidez lipidica. En el presente trabajo se estudi6 la
estabilidad oxidativa tras afadir quercetina a peliculas proteinicas, retardando la

formacién de hidroperoxidos.

Los parametros graficados son el IP (en mEqO2/ g aceite) contra el tiempo (en dias)
para todos los empaques estudiados. En los resultados expuestos en las Figuras 3-

12, 3-13 y 3-14, se deducen en cinéticas de orden cero.

Las peliculas que tuvieron una adicion de quercetina se vieron beneficiadas por la
capacidad de proteccion al deterioro oxidativo, reflejado en el valor de la constante
de rapidez K, la cual presenta un valor menor en comparacion con la de las otras

peliculas y la bolsa de polietileno de baja densidad.

__6.000
(]
g =0.1651x + 0.4942
o .. & control y
8 2000 e R? = 0.9655
®a000 | e
S0 antioxidante | ¥ =0.064x +0.6255
O 2o | e ¢ R? = 0.9238
2 3.000 | L e 1 A
| e
€ 2000 b o , multifuncional | y = 0.0791x + 0.7796
@ : LB - & | RZ = 0.8993
o
T 1.000 |t
S g bolsa y = 0.0513x + 0.892
2 0.000 R?=0.789
2 0.000 7.000 14.000 21.000 28.000
3 Tiempo (dias)
=

Figura 3.4 Cinética de formacion de perdxidos en pan multigrano del pan integral

empacado en peliculas de proteina de cazon
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3.5.3. Seguimiento del indice de Kreis

El seguimiento del indice de Kreis (IK) proporciona informacién sobre la formacion
de alcoholes, cetonas y aldehidos (maldnico y epidrinico), productos finales de la
oxidacion lipidica que no necesariamente reflejan el grado de oxidacion de los
lipidos (Decker, 2010).

Los efectos de los agentes antioxidantes adicionados en las peliculas estabilizan a
los radicales libres formados en etapas tempranas de la oxidacion lipidica,

prolongando de esa forma el periodo de induccién y retardando la oxidacién lipidica.

Como se muestra en la Tabla 3.11, se observa que en los primeros 7 dias no existe
una diferencia significativa entre las peliculas a las que se les adicioné la quercetina,
debido a que las reacciones de oxidacién transcurren en una velocidad semejante.
Sin embargo, a partir del dia 21, se destaca un cambio en el comportamiento en la
generacion de aldehidos, preponderantemente en las peliculas control. Dicho
cambio no se observo en las que fueron adicionadas con quercetina, en las cuales
la etapa de iniciacion es mas larga. En comparacion, las de la bolsa plastica y las

de la pelicula control ya se encontraban en la etapa de propagacion.

La generacion de aldehidos se muestra en la Figura 3-15. Esta se ve afectada en
menor proporcion en las peliculas que fueron adicionas con el antioxidante y de
igual forma en el empaque comercial, sin embargo, se nota una tendencia mayor en

la formacion de aldehidos en las peliculas control.

Con los datos conjuntos de la Tabla 3.12 y de la Figura 3-16, se observa que el
empaque con antioxidante y la bolsa no tuvieron una diferencia significativa al
momento de fungir como proteccién del queso. Con base en los resultados
obtenidos, se puede decir que al actuar como barrera protectora en las croquetas
para gato su efecto protector fue menor, como se observa en la Tabla 3.13 y mas
notablemente en la Figura 3-17. Existi6 una diferencia significativa entre ambos

empaques, siendo la bolsa el que peor ejercié la barrera de proteccion.

Al término del seguimiento, las peliculas que no muestran ningun tipo de proteccion

antioxidante (las de control), presentan una rapida formacion de aldehidos, mientras

53

——
| —



que las adicionadas con antimicrobiano y antioxidante (las multifuncionales)
muestran una proteccion menor en comparacioén con las que fueron adicionadas

Unicamente con antioxidante.
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Figura 3-15 Seguimiento del indice de Kreis del pan integral empacado en
peliculas de proteina de cazon
Tabla 3.11 Analisis estadistico de comparacion mdltiple de IK en pan
Contraste 7 dias | 14 dias | 21 dias | 28 dias
Antioxidante - bolsa * * * *
Antioxidante - control * * * *
Antioxidante - multifuncional * * *
Bolsa - control * * * *
Bolsa - multifuncional * * * *
Control - multifuncional * * * *

* indica una diferencia significativa.
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Figura 3-16 Seguimiento del indice de Kreis en el queso Edam empacado en

peliculas de proteina de cazén

Tabla 3.12 Analisis estadistico de comparacion multiple de IP en queso

Contraste 7 dias | 1l4dias | 21dias | 28dias
Antioxidante - bolsa
Antioxidante - control * * * *
Antioxidante - multifuncional *
Bolsa - control * * * *
Bolsa - multifuncional * * *

Control - multifuncional

* indica una diferencia significativa.
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Figura 3-17 Seguimiento del indice de Kreis en croquetas para gato empacadas

en peliculas de proteina de cazén

Tabla 3.13 Analisis estadistico de comparacion multiple de IK en croquetas para

gato
Contraste 7 dias 14 dias | 21 dias | 28 dias
Antioxidante - bolsa * *
Antioxidante - control * * * *
Bolsa - control * * * *

* indica una diferencia significativa.

3.5.3.1. Anadlisis cinético del indice de Kreis

El comportamiento cinético para las reacciones de deterioro oxidativo en el periodo
de prueba de 28 dias se ajusta al orden cero, ya que la velocidad de reaccidén no
depende de la concentracidén de &cidos grasos libres, indicando que sera
dependiente de factores como la temperatura, el tiempo y el lugar de

almacenamiento. Esto se muestra en las Figuras 3-18, 3-19 y 3-20.
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En las tres graficas anteriormente mencionadas, se observa una tendencia en la
que el valor de la constante de rapidez va en aumento en proporcion con la falta de
antioxidante, lo cual indica que la pelicula adicionada con quercetina protegi6 a los
alimentos en contra de una generacion de productos aldehidicos provenientes de la

degradacion lipidica.

La variabilidad del valor de la contante de rapidez en cada muestra se debe al
contenido de material lipidico en el alimento. A esto se suman también diversos
promotores que influyen en la formacion de radicales libres durante la oxidacién,

tales como metales pesados y cambios de temperatura en el ambiente.
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Figura 3-18 Cinética del indice de Kreis del pan integral empacado en peliculas de

proteina de cazon
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Figura 3-19 Cinética del indice de Kreis del queso Edam empacado en peliculas
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3.6. Humedad
En las Figuras 3-21 y 3-22 se puede observar el seguimiento en el contenido de
humedad del pan de caja y del queso Edam empacado en las peliculas proteinicas

y la bolsa de poliuretano de baja densidad, la cual oscilé entre 33-36 %, y 35-39 %

respectivamente.
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Figura 3-21 Seguimiento del contenido de humedad en pan multigrano empacado

en peliculas de proteina de cazon
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Figura 3-22 Seguimiento del contenido de humedad en queso Edam empacado

en peliculas de proteina de cazon
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En esas figuras se puede observar el contenido de humedad promedio del pan y del
queso Edam. Este contenido no presenta diferencias destacables, aunque en la

bolsa de polietileno de baja densidad la humedad es mayor.

En las peliculas con accién multifuncional la humedad es menor debido a que, al
afadir agentes antioxidantes y antimicrobianos, la permeabilidad al vapor de agua
se modifica en los empaques constituidos por polimeros. La difusividad del vapor
de agua depende de la relacion hidréfoba/hidrofilica de los componentes de la
pelicula (Tongnuanchan, 2014). La pérdida de humedad del alimento provoca

cambios indeseables en la textura de los alimentos.

Tabla 3.14 Contenido de humedad promedio del pan multigrano y queso Edam

empacado en peliculas de proteina de cazén

Control Antioxidante Antimicrobiano Multifuncional Bolsa

Pan 35.4+0.7 35.3+£0.6 35.2+0.7 33.9+0.9 36.7+£0.4
multigrano
Queso 38.2+1.5 36.8+1.6 36.6+1.9 36.0+2.1 39.7+1.5
Edam
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4. Conclusiones

Con la extraccion de las proteinas de la piel de cazdn mediante un
tratamiento basico, seguido de uno acido y con la posterior precipitacion
isoeléctrica de la disolucion proteinica se obtienen rendimientos
relativamente altos del 30.05% de proteina.

Las peliculas activas elaboradas a base del concentrado proteinico del
pescado al 10% presentan buenas propiedades mecanicas, por lo que se
pueden utilizar como empaques primarios.

Durante los primeros dias, las peliculas presentan un ligero aroma a pescado
qgue con el tiempo se va atenuando, por lo que no afecta sensorialmente al
producto empacado.

Las peliculas a las que se les afiadié el antioxidante (quercetina) presentan
una ligera coloracion amarillenta atribuida a los flavonoides y esto retarda la
degradacion por fotooxidacion.

La unidon enzimatica del antioxidante (quercetina) presenta una buena
capacidad de proteccion contra la rancidez oxidativa de lipidos.

La adicién del antioxidante (quercetina) disminuye la permeabilidad al vapor
de agua en las peliculas proteinicas de cazon.

El agregado del antimicrobiano (nisina) por inmersién a la pelicula de cazén
inhibe el crecimiento de bacterias Gram positivas.

El uso nisina como agente antimicrobiano retarda el crecimiento microbiano
en la matriz alimentaria en los casos del pan y el queso.

El agente microbiano (nisina) en el pan retardé el hilado en el pan, evitando
el desarrollo de bacterias del género Bacillus ssp.

La mezcla de antioxidante y antimicrobiano en la pelicula tiene un efecto
antioxidante favorable sobre la matriz alimentaria, aunque menor en
comparacion con la pelicula a la cual solo se le anadi6 el antioxidante.

El uso de peliculas activas para la conservaciéon de alimentos con alto
contenido de humedad no es recomendable por la difusion de vapor de agua

entre el alimento y el ambiente.
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