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RESUMEN

La proteina de la semilla de limoén (Citrus aurantifolia swingle) se utilizé para
fabricar peliculas protectoras de alimentos, usando sorbitol y glicerol como
plastificantes. La semilla de limén se deshidratd, se molid, se desengrasé y
se obtuvo un concentrado proteinico con 87% de proteina. La electroforesis
del concentrado proteinico mostrd, que estd formado principalmente por
péptidos de bajo peso molecular, los cuales participan de manera importante
en la formacion de peliculas. Para elaborar las peliculas se adiciond el
plastificante al concentrado proteinico, posteriormente fue sometido a un
calentamiento a 70° C y un ajuste a pH 11. El gel formado se vacié en un
recipiente de teflén y se sec6 a temperatura ambiente (206 C ) por 24
horas.

Las peliculas obtenidas mediante esta metodologia fueron sometidas a
pruebas mecanicas de puncidn y extension, asi como de permeabilidad al
oxigeno y al vapor de agua. De acuerdo con los resultados se considera que
las peliculas de proteina de semilla de limon pueden actuar como una

barrera eficiente para proteger alimentos.

Se evalud la proteccidon que ofrecen las peliculas de Concentrado proteinico
de semilla de limon (CPSL) y las peliculas elaboradas con concentrado
proteinico de semilla de chia (CPCh), las cuales se elaboraron siguiendo el
mismo protocolo bajo el cual se elaboraron las peliculas de CPSL. Se
selecciond el jamon serrano como matriz alimentaria a proteger, ya que es
un producto susceptible al deterioro oxidativo y en menor medida al
deterioro microbiano. Para conocer el grado de deterioro se realizaron las
pruebas de peréxidos y de indice de Kreis, en estas pruebas se encontré que
las peliculas de origen proteinico (de limén y de chia) retardan la oxidacion
de los lipidos presentes en el jamoOn serrano. Posteriormente se incluyd

también un determinacion de radicales libres utilizando para esto la



Resonancia Paramagnética Electronica, con la cual se corroboraron
resultados.
INTRODUCCION

Uno de los aspectos mas importantes en la industria de los alimentos es
la conservacion y tiempo de vida Uutil que éstos puedan tener. La
conservacion de un alimento va a depender de que tan susceptible sea
al deterioro. Para retardar o evitar el deterioro en los alimentos existen
diversas combinaciones de métodos de conservacion dentro de los
cuales se encuentra la tecnologia de barreras, y dentro de estos
podemos encontrar los envases en los alimentos.

Los envases protegen al alimento del dafo fisico durante el
almacenamiento y distribucion; asi como de una posible contaminacién
ya sea quimica o microbioldgica. Evita también en parte el intercambio
gaseoso como puede ser vapor de agua, bioxido de carbono, pérdidas
de volatiles que imparten aroma y oxigeno. En alimentos, los envases
son importantes para prevenir la oxidacion y en este mismo rubro es
importante que el alimento no sea sometido a la luz del sol, por lo que
el envase debe actuar como una barrera.

Una nueva alternativa para la elaboracibn de envases son las
biopeliculas. Estas son hidrocoloides con una base acuosa y una mezcla
que puede ser de proteinas o de polisacaridos. De las proteinas
empleadas para elaborar biopeliculas, se encuentran las proteinas del
suero de leche, los caseinatos, proteinas de soya, de maiz y algunas
otras de origen vegetal. También se han desarrollado biopeliculas a
partir de proteina de origen animal, como pescado, suero de leche.

Por otra parte los polisacaridos mas empleados para la elaboraciéon de
biopeliculas son derivados de celulosa y pectinas.

El empleo de biopeliculas como empaque de alimentos tiene una gran

cantidad de ventajas tecnoldgicas, reduce la migracion de agua de la

los



matriz alimentaria, evita la difusion de gases, asi como de solutos y
aromas. Actua como contencion del alimento y en algunos casos puede
mejorar su apariencia, es un vehiculo para incorporar al alimento
diversos aditivos, como conservadores, antioxidantes, pigmentos y
saborizantes.

En México existe hoy en dia una produccién importante de limén, Citrus
aurantifolia swingle, del cual no se aprovecha el residuo que se genera
de semilla. La semilla de limén fresca tiene una concentracion de 15%
de proteina la cual se puede aprovechar en la elaboracion de
biopeliculas protectoras de alimentos. Se conoce por estudios previos,
que la proteina de chia, tiene la capacidad de formar peliculas, y existe
el interés de conocer su potencial como protectoras de alimentos.

Con base en lo anterior es importante realizar un estudio mediante el
cual se conozca el potencial que tiene la proteina de semilla de limoén
como formadora de biopeliculas. Asi como la capacidad que tienen las
peliculas de origen proteinico (semilla de Ilimén y chia), como
protectoras de alimentos.

La utilizacién de estos recursos, permitira la explotaciéon de un residuo
hasta su aplicacion, considerando que México es un pais con una
produccion importante de limén. Y por otra parte la revaloracion del

cultivo de chia, que hoy en dia es de caracter regional y poco difundido



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:
e Conocer las propiedades funcionales, mecéanicas y de barrera de
las biopeliculas elaboradas a partir de concentrado de proteina de
limén mexicano (Citrus aurantifolia swingle), para establecer su

potencial como protectoras de alimentos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Conocer las caracteristicas mecanicas de las biopeliculas
elaboradas a partir de concentrado de proteina de semilla de
limén Mexicano probando el esfuerzo requerido para fracturarlas
mediante pruebas de puncién y elongacion, para establecer su

resistencia mecanica

e Conocer la permeabilidad que presentan las Dbiopeliculas
elaboradas a partir de concentrado de proteina de semilla de
limén Mexicano y de concentrado de proteina de Chia, al vapor de
agua y al oxigeno, para establecer su resistencia de intercambio

gaseoso.

e Conocer el efecto protector de las biopeliculas elaboradas a partir
de concentrado de proteina de semilla de limén Mexicano y de
Chia, frente al deterioro quimico oxidativo en matrices
alimentarias para evaluar su uso potencial como material de

recubrimiento para prolongar la vida de anaquel



CAPITULO 1.-ANTECEDENTES
1.1.- EL LIMON

1.1.1 Descripcion

El limoén Citrus aurantifolia swingle, (Figura 1) es uno de los principales
tipos de citricos en conjunto con la naranja agria, naranja dulce, lima,
toronja, pomelo y mandarina. Los limoneros son arboles sensibles a las
bajas temperaturas, son vigorosos, de crecimiento erecto, tupido y
exuberante; miden entre 3 y 6 m de altura y estan cubiertos de follaje,
su fruto es el limoén, el cual pertenece a la familia Rutaceae, género
Citrus y especie Citrus limén. Es una baya de color amarillo-verde, de
forma esférica, variando la cantidad de semilla en cada fruto; estas

semillas son pequenas, con cubiertas lisas. (Kaji, 2005)

Figura 1. Limén Mexicano

El limén estd compuesto morfolégicamente por:

e Flavedo: es la porcion colorida de la piel contiene una
concentracién alta de carotenoides y clorofila que le otorgan el
color caracteristico, asi como glandulas oleosas que producen
aceite esencial.

e Albedo: se encuentra debajo del flavedo es una capa blanca

esponjosa, esta formada por células parenquimatosas rica en



sustancias pécticas y hemicelulosa, sirve de proteccion al
endocarpio.

e Endocarpio: esta compuesto por segmentos donde se localizan las
vesiculas del jugo. El jugo dentro de las vacuolas, contiene acidos,
aminoacidos, sales como oxalato de calcio, hespiridina y limonin.

e Semillas: tienen una cubierta dura, lignucelul6sica, generalmente
localizada en dos filas en el endocarpio, alrededor de la base
central. Contiene una gran cantidad de aceite y proteina
(globulina) la cual se puede encontrar en concentraciones de hasta
16% en base seca. Las semillas se encuentran en una
concentracion de 0.2-1% en el limon.

La produccion de limén se realiza en zonas subtropicales semiaridas y
aridas con temperaturas minimas de -4° C, aunque su temperatura
Optima es de 18-30° C. Es un fruto no climatérico.

El fruto se produce a lo largo del afio en la mayoria de las regiones de
cultivo, se recolecta verde, casi a punto de madurar entre 6 y 10 veces
al afio y se deja madurar a temperatura moderadamente calida, un

arbol rinde entre 1000 y 2000 frutos por afio (Kaji,2005)

1.1.2 Produccidn de limdn

El limon ha registrado un incremento en la produccion mundial los
ultimos afos, debido a la reciente preferencia retomada por los
consumidores. Se ha registrado principalmente en paises en vias de
desarrollo, debido a condiciones climatoldgicas idoneas y un importante
mercado en expansion, el cual ha logrado la creacion de un sector mas
productivo. Los principales paises productores de limén son México,
India, y Argentina con 14.7, 11, 9.6% respectivamente le siguen
Espafa, Iran, Brasil, y Estados Unidos con una produccion de 8.6, 8.4,

7.6, y 7.5% logrando el 67.4% de la produccion mundial total; cabe



mencionar que México muestra la mayor tasa de crecimiento anual a
nivel mundial (Kaji, 2005)

A nivel nacional, la produccién de limon genera un empleo directo a tres
millones de campesinos anualmente y se manifiesta como un cultivo en
auge, ya que su produccibn aumenta cada afo. En el 2006 se
produjeron en México 1,076,813.6 toneladas de limén, tomando en
cuenta que la semilla del limén equivale de entre 0.7 y 1% del limén, se
estima que se produjo un residuo de 10,768 toneladas de semilla de
limén (SAGARPA, 2006)

El limén es un producto del cual se pueden aprovechar la cascara, la
pulpa, el bagazo y la semilla para la obtenciéon de subproductos. Sin
embargo muy pocos paises lo explotan en su totalidad.

Algunos de los subproductos que se pueden obtener a partir de limén
son:

e Pectina: La pectina esta integrada por moléculas de acido
galacturénico unida por enlaces glucosidicos (1-4), en el cual
algunos carboxilos pueden estar esterificados con metilos o en
forma de sal. Existen dos clases principales de sustancias
pécticas: los &cidos pectinicos que tienen parte de sus &cidos
galacturénicos como ésteres metilicos y acidos pécticos que soélo
contienen moléculas del acido sin esterificacion. En el area
alimenticia se wusa por su capacidad de gelificar, en la
estabilizacion de bebidas, emulsificacibn de aceites y en la
elaboraciéon de helados y gelatinas.

e Vitamina C: El jugo de limon contiene de 45-75 mg de &cido
ascorbico, el cual se usa en el area farmacéutica (Fennema, 1993)

e Aceite esencial. Se usa como saborizante en bebidas, en el area
de perfumeria y farmacia.

e Enzimas: La pectina esterasa se obtiene del albedo y flavedo del

limén. Se usa para la conversidon de pectina a acido péctico.



Ademas, junto con una enzima glucosidasa puede usarse como
clarificante en jugos.

e Acido citrico: Se utiliza en alimentos para la preparacion de
bebidas, alimentos, dulces y en su forma de citrato de sodio como
agente emulsificante. También se usa en plateria, grabado, tintas
e impresion

e Concentrado de jugo: Se utiliza para la elaboracion de bebidas.

e Cascara escarchada: Como un dulce tipico mexicano.

En México su explotacion a nivel industrial es baja, ya que se aprovecha
principalmente para la obtencidon de aceite esencial y pectinas (Kaji,
2005)

1.2.- LA SEMILLA DE CHIA

1.2.1 Descripcion

El término Chia se refiere a un grupo de plantas anuales pertenecientes
a la familia Lameaceae, nativas del suroeste de California, México y
Ameérica Central.

Son caracteristicas de la especie hispanica poseer plantas anuales con
un metro de altura, con periodo de florecimiento en julio y agosto;
crecen en suelos arcillosos que estén bien drenados incluso en zonas
aridas. En nuestro pais esta planta es originaria de las areas
montafnosas del oeste central. Las formas silvestres se dispersan a
través de la Sierra Madre Occidental de Sonora y Chihuahua.

La Salvia hispanica cuenta con varios nombres comunes como: salvia
espafola, artemisa espafiola, chia mexicana, o simplemente chia
(Beltran & Romero, 2002)

El fruto de la planta de chia contiene cuatro semillas ovales de unos dos
milimetros de largo por uno y medio de ancho, lisas, brillantes, de color
oscuro, con manchas irregulares de color rojizo. Esta semilla oleaginosa

estd compuesta de tres capas, la exterior no se diferencia hasta el



momento en que la semilla tiene contacto con agua y se observa una
capa de gel conocida como mucilago; este polisacarido esta constituido
por acido urdnico y xilosas (Hernandez Jardon, 2007)

Las semillas de chia contienen entre 32-39% de aceite, el cual es rico en
acidos grasos a- linolénico, posee de 19-23% de proteina,
por lo que se compara favorablemente con otros granos, como el trigo,

el maiz y el arroz (Beltran & Romero, 2002)

1.2.2 Aplicaciones

En la actualidad, la semilla de chia se utiliza en la preparacion de una
bebida refrescante llamada “chia fresca”, tiene un alto contenido
proteinico, por lo que se usa como alimento para ganado. En el ambito
industrial la chia es usada como espesante debido a su alto contenido de
fibra y el mucilago que contiene (Beltran & Romero, 2002) El aceite de
chia se utiliza para pinturas o como sustituto del aceite de linaza. El
aceite es claro, por lo que es un conservador excelente para los colores

en lona, ceramica y madera (Beltran & Romero, 2002)

1.2.3 Distribucién

Es una especie de habito terrestre, crece en bosques de pino, encino y
pino-encino, a una altitud de 1900 m sobre el nivel del mar, el
aprovechamiento de este cultivo es generalmente domeéstico.

Su cultivo estd distribuido en los estados de: Jalisco, Michoacan y
Sinaloa. El area total cultivada asciende a 450 hectareas por afio, con un
rendimiento de 300 toneladas por hectarea.

En paises como Gran Bretafia se cultiva en pequefia escala (Beltran &
Romero, 2002)



Figura 2. Semilla de chia

1.3.- PROPIEDADES FUNCIONALES DE LAS PROTEINAS

Las proteinas son polimeros muy complejos, constituidos por hasta 20
aminoacidos diferentes, unidos por enlaces peptidicos. Como los
aminoacidos contienen un grupo carboxilico (acido) y un grupo amino
(basico), se comportan como anfolitos. A pHs préximos a la neutralidad
tanto el grupo amino como el grupo carboxilico estan ionizados y la
molécula, es un ion bipolar. El pH al que el ion bipolar es eléctricamente
neutro se le denomina punto isoeléctrico. Las propiedades funcionales
de las proteinas se ven frecuentemente afectadas por la solubilidad
proteinica, las mas afectadas son las propiedades espesantes,
espumantes, emulgentes y gelificantes. Las proteinas insolubles tienen
un uso muy limitado. La solubilidad de una proteina es la manifestacion
termodinamica del equilibrio entre las interacciones proteina-proteina y
proteina-disolvente; dentro de estas interacciones las que influyen de
manera mas destacada son las i6nicas y las hidrofébicas, las primeras
promueven las interacciones proteina-agua y las segundas la interaccion

proteina-proteina.



A valores de pH inferiores o superiores a su punto isoeléctrico las
proteinas adquieren cargas netas positivas 0 negativas respectivamente,
la repulsiéon electrostéatica que se produce fomenta las interacciones con
el disolvente y por tanto la disolucién de la proteina. La mayor parte de
las proteinas de los alimentos son acidas, es decir exhiben una
solubilidad minima a pH 4-5 y maxima a pH alcalino. Como la mayoria
de las proteinas son muy solubles a pHs alcalinos, la extraccion de
proteinas de fuentes naturales se lleva a cabo a estos pHs y luego se
recupera el extracto por precipitacion isoeléctrica (pH = 4-5). Esta
propiedad es determinante para obtener un concentrado proteinico a
partir de un alimento, y una vez aislado se puede trabajar en base a sus
propiedades funcionales.

La gelificacion proteinica consiste en la transformacion de una proteina

del estado de “sol” al estado de “gel” por desnaturalizacion. Esta
transformacién se ve facilitada por el calor, las enzimas y los cationes
adecuados que inducen la formaciéon de una red tridimensional. El
“progel” suele ser un liquido viscoso en el que ha tenido lugar cierto
grado de polimerizacion; en esta etapa la proteinica se despliega y se
expone un numero critico de grupos funcionales de forma que permita
el inicio de la segunda etapa, es decir la constitucion de la red
tridimensional proteinica. Las fuerzas implicadas en la formacion de la
red son, fundamentalmente, puentes de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas y electrostaticas. Las redes de geles que estan soportados
por interacciones no covalentes son reversibles, es decir al calentarlos
se funden al estado de progel.

En la elaboracion de una biopelicula a partir de proteina, dicha
propiedad gelificante es determinante para la obtencion de ésta, ya que

el proceso de elaboracion propicia la formacién de la red tridimensional,



al desnaturalizar la proteina por la accion de la temperatura (70) y la

interaccion de las proteinas con el agua (Fennema, 1993)

1.4.- EMPAQUES

1.4.1 Generalidades

La industria del empacado tiene hoy en dia un valor aproximado de 345
millones de Euros a nivel mundial y se prevé que continde creciendo en
tamano e importancia (Ahvenanien, 2003)

Dentro del proceso de elaboracion de alimentos a nivel industrial, sin
importar que exista o0 no un método de conservacion durante su
elaboracion, su tiempo de vida util va a depender de un eficiente
proceso de empacado.

Procesos tales como el secado y la congelaciéon 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 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 distribucién. Los empaques activos son aquellos
que pueden intervenir o tener un control sobre procesos fisioldégicos
(respiracion de frutas frescas y vegetales), procesos quimicos (deterioro
de los lipidos), procesos fisicos (deshidratacién), aspectos
microbioldgicos, y contaminacion.

Dentro de los empaques activos, se tienen tres categorias: absorbentes,
con sistema de liberacion de aditivos (antioxidantes, conservadores,
saborizantes) y otros sistemas. Los absorbentes son aquellos que
retienen compuestos no deseados tales como el oxigeno el biéxido de
carbono, el etileno, o agua en exceso, Yy evitan que entren en contacto
con los alimentos. Los empaques con sistema de liberacion, afiaden o
emiten compuestos hacia el alimento, como pueden 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
empaques de alimentos, lo que genera una preocupacion por el impacto
ambiental que el aumento de desechos trae consigo.

Hace apenas veinte afnos todos los desechos de empaque eran enviados
a rellenos sanitarios o a incineracion, ya que solo se reciclaban el vidrio
y el papel. Sin embargo, con el incremento en la producciéon de plasticos
surge la necesidad de reciclar este material también.

La complejidad se da en la recoleccion de este material, asi como la
tecnologia necesaria para reciclarlo, en adicién, la preocupacion 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 un conocimiento mayor sobre la



posible contaminacion esto con el fin de disminuir los riesgos de salud al

consumidor.

1.4.2 Empaques biodegradables

Los plasticos han tenido un crecimiento importante a lo largo del siglo
XX. Se producen aproximadamente 220 millones de toneladas por afio,
esto se debe en parte a la alta demanda de empaques flexibles que se
origin0 a principios de los noventas. El desarrollo de polimeros
biodegradables ha sido objeto de investigacion como una alternativa a
los polimeros derivados del petréleo. Dentro de los polimeros
biodegradables que se han desarrollado sobresalen los que se elaboran
a partir de polisacaridos, y en menor medida los que se elaboran a partir
de proteinas. AuUn cuando las cualidades tecnoldgicas y de produccién
que ofrecen estos biopolimeros no equiparan a las que se pueden
obtener con un polimero tradicional, estos pueden entrar en el mercado
por la gran demanda que existe por parte de la sociedad de tener
empaqgues que sean amigables con el medio ambiente, esta tendencia se

presenta principalmente en paises europeos (Ahvenanien, 2003)

De las proteinas empleadas para la elaboraciéon de biopeliculas las mas
estudiadas han sido la grenetina, la proteina del suero, la de trigo, maiz,
soya y proteina miofibrilar de pescado. Como la mayoria de los
polimeros las biopeliculas requieren modificadores para mejorar las
propiedades mecanicas y fisicas, en estos casos se incorporan
plastificantes. Los plastificantes mas comunes son los polialcoholes,
mono, di, u oligosacaridos (Bamdad et al, 2005)

La elaboraciéon de una biopelicula a partir de proteinas, depende de la
concentracion de las proteinas, del pH, y de la temperatura. La proteina
debe estar soluble para formar la biopelicula. Dependiendo del origen

de la proteina y su composicion (aminoacidos que la conforman) el valor



de pH al cual la proteina estara soluble sera diferente. Por ejemplo, las
proteinas de marlin, con las cuales se elaboran biopeliculas se llevan a
un pH de 7 para que éstas se encuentren solubles (Yuca et al. 2005).
Por otra parte las proteinas de origen vegetal generalmente tienen una
solubilidad mayor a pHs alcalinos, por lo que se requiere elevar el pH
para elaborar las biopeliculas.

Uno de los aspectos méas importantes en el desarrollo de materiales
biodegradables para proteger alimentos, es que estos ofrezcan una
permeabilidad 6ptima al vapor de agua, oxigeno y bidxido de carbono.
El oxigeno esta involucrado en multiples reacciones de deterioro de los
alimentos, como son la rancidez oxidativa, el crecimiento de algunos
microorganismos, oscurecimiento enzimatico, y pérdida de la calidad
nutrimental. Por otra parte en algunos casos como el de frutas frescas y
vegetales es necesario que exista un intercambio gaseoso con el medio,

el cual es esencial en tejidos vegetales. (Ayranci & Tunc, 2002)

Se ha encontrado que la permeabilidad al vapor e agua esta relacionada
directamente con el plastificante (Fang et al. 2002) y también con el
espesor. Mientras que la permeabilidad al oxigeno esta relacionada con
el tamafo de los polimeros que componen la red formadora de las
peliculas y de la hidrofilicidad que pueda presentar tanto el polimero
como el plastificante empleados (Sothornvit & Pitak, 2006) La
incorporacion de plastificante modifica la organizacibn molecular
haciendo la estructura menos densa y como consecuencia mas
permeable. El incremento de la permeabilidad en el contenido de
plastificante puede estar relacionado a la hidrofilicidad de las moléculas
del plastificante (Bertuzzi et al. 2002)

Por otra parte las pruebas mecanicas son referentes a la fractura o
ruptura de un material; este es un fenébmeno complicado desde el punto

de vista de la alteracion que sufre la estructura de la materia. Es posible



describir de manera global, el comportamiento del material frente a
fuerzas que provocan deformaciones que en casos limite llegan a la
modificacion estructural que lleva a la fractura.

De las pruebas que se realizan frecuentemente a las biopeliculas
elaboradas de proteina se encuentra la extension. Esta prueba se refiere
a la extension a la cual se somete el material sujeto por sus extremos y
es estirado a una velocidad constante. En general las biopeliculas
elaboradas con proteinas presentan una menor elasticidad y una mayor

rigidez, lo cual es contrario a lo encontrado en polimeros sintéticos.

1.5.- ELECTROFORESIS

La electroforesis es una técnica que permite mediante el uso de geles de
acrilamida la separacién de proteinas con diferentes pesos moleculares o
carga eléctrica. Este procedimiento resulta muy util para la identificacion
de los componentes de una mezcla de proteinas o fracciones de ésta, asi
como en otros casos para la purificacion de proteinas.

Existe una gran diversidad de sistemas electroforéticos en cuanto al
soporte que le da forma, a las condiciones en que la proteina migra

(geles nativos, desnaturalizantes, reductores). Sin embargo, cualquier



sistema de electroforesis aprovecha una caracteristica inherente de las

proteinas, que es la carga eléctrica, mas precisamente la carga eléctrica

neta, ya que es ésta la que hace que las proteinas puedan migrar en un

campo eléctrico, y este movimiento se ve influenciado por sus

interacciones con la matriz del gel y las sustancias presentes en ésta.

Los componentes de un gel de acrilamida son:

Acrilamida: es la molécula que es polimerizada para dar largas
cadenas que al ser entrecruzadas constituyen una matriz en
estado de gel, la cual conforma el soporte mecanico y también el
filtro a través del cual migran las proteinas.

Mutilen bis acrilamida: esta molécula entrecruza quimicamente las
cadenas lineales de acrilamida originando la malla consistente y
porosa

Persulfato de amonio (iniciador): forma radicales libres los cuales
reaccionan con los mondmeros de acrilamida para propiciar la
polimerizacion.

TEMED: EIl dimetilamino propionitrilo existe en forma de radicales

libres, es un catalizador para la polimerizacion

Ademéas del gel, un sistema electroforético consta de otros dos

componentes:

Solucion amortiguadora de ensayo con un pH cercano a 9, cumple
con dos funciones, mantener el pH en los reservorios y conducir la
corriente para formar el campo eléctrico.

Sistema de electrodos. Un &anodo y un catodo, que al estar
conectados a una fuente eléctrica generan un campo eléctrico
(Gavilanes, 1989)

1.6 RESONANCIA PARAMAGNETICA ELECTRONICA (RPE)



La Resonancia Paramagnética Electronica (RPE) o Resonancia de Espin

Electronico (REE) es una técnica espectroscopica sensible a electrones

desapareados. Esto es, generalmente, un radical libre, para moléculas

organicas o un ion de un metal de transicién, si es un compuesto

inorganico. Como la mayoria de las moléculas estables tienen una

configuracion de capa cerrada, con todos los espines emparejados, esta

técnica tiene menos aplicacion que la resonancia magnética nuclear

(RMN). La Resonancia Paramagnética electronica, aparecidé en 1945
cuando Zavoiski publicé un trabajo en el cual dio cuenta de la detecciéon
de una absorcion de radiofrecuencias (133 MHz) en una muestra de
CuCl, bajo un campo magnético de 4.75 mT. Inmediatamente se
identific6 este experimento como una transicion de resonancia

paramagnética electronica (Alonso, 2002)

La RPE es wuna herramienta para el estudio de entidades
paramagnéticas, ademas de tener una sensibilidad muy alta, por lo que
se pueden estudiar sistemas con baja concentracion de centros activos,
ejemplo de ellos son materiales con radicales libres o defectos
producidos por irradiacién. El principio de operacion de un equipo de
resonancia paramagneética electronica es muy similar al de resonancia
magnética nuclear, es preciso sefalar que existen dos grandes
diferencias, entre estos dos espectros, la RMN realiza barridos en la
zona de radiofrecuencias, y la RPE en la de microondas, en segundo
lugar la RMN el campo magnético externo permanece constante,
mientras que en RPE el campo electromagnético se varia linealmente. La
deteccion directa de una sefial de absorcion, solo es posible en muestras
que contienen una alta concentracion de electrones desapareados. En
caso contrario, el ruido que acompafa a la sefial hace muy dificil su
deteccion. En la mayoria de los equipos la fuente de radiacion y el

detector se encuentran en un accesorio denominado “puente de



microondas”. Los principios fisicos de esta técnica son analogos a los del
RMN, pero se excitan espines electronicos, en lugar de nucleares. La

energia de interaccion con el campo magnético de los electrones es

mucho mayor que la de los ndcleos, de forma que se usan campos

magneéticos externos mas deébiles, y frecuencias electromagnéticas mas

altas. En un campo magnético de 0.3 Tesla, la resonancia de espin

electrénico ocurre alrededor de 10 GHz.

La RPE se usa en fisica del estado sélido, para identificar y cuantificar

radicales (esto es, moléculas con electrones desapareados), asi como en

biologia y medicina para seguir sondas de espin bioldgicas. Estas sondas

son moléculas con electrones desapareados especialmente disefiadas
para estabilizar a estos electrones, y acoplarse a sitios especificos en
una célula, de forma que se pueda obtener informacion de este sitio al

medir el entorno de estos electrones (Alonso, 2002)



CAPITULO 2.- MATERIALES Y METODOS
2.1 Diagrama general

Semilla de limén mexicano Citrus Molienda y desengrasado (método
aurantifolia swingle. Secado en Soxhlet) de la semilla
estufa a 50° C por 24 horas

Obtencién de un concentrado Caracterizacion del
concentrado prote|n|CO.

proteinico — e Proteina total

e Proteina soluble
e Fracciones proteinicas
(Electroforesis)

Desarrollo de una biopelicula a
partir del concentrado proteinico
(Bamdad et al. 2005)

Pruebas mecanicas Evaluacion de la funcionalidad de
Fuerza de fractura a la puncién la biopelicula, protecciéon en un
Fuerza de fractura a la elongacion sistema alimenticio (producto

Pruebas de barrera carnico)
Permeabilidad al vapor de agua e Indice de peréxidos
Permeabilidad al oxigeno e Indice de Kreis

e Radicales libres (EPR)

Microestructura de las biopeliculas por
microscopia electrénica de barrido



2.2 SEMILLA DE LIMON MEXICANO

Para obtener un concentrado proteinico se colectaron semillas de limén
mexicano (Citrus aurantifolia swingle). Las semillas se retiraron
directamente de los limones exprimidos, los cuales se obtuvieron de un

comercio dedicado a la elaboracion de jugos en un mercado local.

2.3 MOLIENDA Y DESENGRASADO

Las semillas se extendieron sobre una charola y se sometieron a secado
en estufa (MAPSA modelo HDT-27) a 40 ° C por un lapso de 24 horas.

a) Las semillas se molieron a 5500 rpm en un molino (IKA WERKE
modelo MF 10 Basic) con el fin de reducir el tamafio de particula y
facilitar el proceso de desengrasado.

b) Se desengras6 usando el método de Soxhlet (James, 1999)

c) La muestra desengrasada se moli6 en un molino (IKA WERKE
modelo MF 10 Basic) a 5000 rpm.

d) El harina obtenida se tamizé usando un tamizador (MONTINOX
mallas del no. 10 al 100) y las mallas del numero 10, 20, 30, 40.
El tamizado se consider6 la fraccidon rica en proteinas. Se procedio
a la extraccion de las proteinas para obtener el concentrado

proteinico

2.4 OBTENCION DEL CONCENTRADO DE PROTEINA

Para obtener el concentrado de proteina, se realiz6 el procedimiento de

acuerdo con Bamdad et al. (2005), con algunas modificaciones.
a) La fraccion rica en proteina, se disolviéo en agua alcalina (pH 11)
en una concentracion de 1:10 y se ajusté el pH con NaOH 0.1N de

nuevo a pH 11.



b) La mezcla se agité por una hora y se mantuvo en refrigeracion (4
© C) por 24 horas, con el fin de sedimentar los constituyentes no
proteinicos.

c) Después de las 24 horas se centrifugé a 5000 rpm (Centrifuga
marca Beckman, modelo M2) por 20 minutos a 4 ©C. Se colect6 el
sobrenadante y se ajusté el pH a 5.4 con HCI 0.1N. Se dejo
sedimentar en refrigeracion (4 ©C) por 24 horas.

d) El precipitado se colecté centrifugando a 5000 rpm (Centrifuga
marca Beckman, modelo M2) por 20 minutos y se sec6é empleando
una estufa con vacio a 50° C por 24 horas

e) El precipitado seco, se colect6é y se moli6 en un molino pequefio

para obtener un concentrado proteinico de particula fina.

2.5 CARACTERIZACION DEL CONCENTRADO PROTEINICO

2.5.1 Determinacion de la concentracion de proteina

Se determind, la proteina cruda total utilizando el método de Kjeldhal
(AOAC 981.10).

2.5.2 Determinacion de la concentracion de proteina soluble
Se determind, la proteina soluble por el método de Lowry (Nielsen et al.,
1951).

2.5.3 Determinacion de la concentracidon de carbohidratos
solubles
Se determind la concentracion de los carbohidratos solubles totales, por

el método de Fenol sulfurico (Dubois et al. 1956)

254 Determinacion electroforética de las fracciones de

proteina en el concentrado



Con el fin de conocer las fracciones de proteina en el concentrado, se
hizo una electroforésis empleando el método de Tricita-SDS-PAGE, el
cual puede separar péptidos de bajos pesos moleculares.

Para la electroforesis se prepararon dos geles de poliacrilamida. En la
Tabla 1 se muestran los componentes utilizados para la elaboracion de
los geles de poliacrilamida. Este tipo de geles se utilizaron por su
sensibilidad para separar proteinas de bajo peso molecular (desde 5
kDa). (Schager y Von Jagow, 1987)

Tabla 1. Componentes utilizados para preparar dos geles de
poliacrilamida para el sistema Tricina-SDS-PAGE

Gel Gel
Componente separador concentrador
15% 4%
Agua 0.9 mL 4.67 mL
Solucion de acrilamida 30%, bisacrilamida 2.7% 7.5 mL 0.972 mL
Buffer Tris- HCI/SDS 5mL 1.86 mL
Glicerol 80% 1.58 mL -
Persulfato de Amonio 10% 75 pL 40 pL
N,N,N” ,N” -tetrametil-etilendiamina (TEMED) 10 L 4.5 L

En este método la muestra utilizada fue una solucion de CPSL de
10mg/mL llevada a pH 11, posteriormente se aplic6 un tratamiento
térmico por 3 minutos en un bafno Maria y se corrid la electroforesis en
una camara Bio-Rad Mini protean Ill a 100 volts por 120 minutos,
cargando la muestra en los geles junto con los marcadores de peso
molecular (Sigma Aldrich 26-100 kDa).

Posteriormente los geles se colocaron en un recipiente de plastico para
tefirlos con azul de Comassie durante toda la noche y se destifieron con
la soluciéon 1 (50% metanol, 10% &cido acético en agua) por dos horas y
luego con la solucion Il (5% metanol, 1% acido acético en agua) por

dos horas mas.




2.6 ELABORACION DE LAS BIOPELICULAS (Bamdad et al. 2005)

El concentrado proteinico se disolvié bajo constante agitacion en agua

destilada a una concentracion de 5% w/Vv.

a) A un primer lote se afadié glicerol como plastificante en una

concentracion de 50% (w/w) con respecto al concentrado

proteinico.

b) Al segundo lote se afadi6 sorbitol como plastificante en una

f)

9)

concentracion de 75% (w/w) con respecto al concentrado
proteinico.

Se ajusto el pH de la disoluciéon a 11.5 + 0.01 con NaOH 1N.

La solucién se calenté en un bafio de agua a 70 © C por 20
minutos.

Pasados los 20 minutos la solucion se filtré6 usando papel filtro
grueso y se sonico por 15 minutos.

La solucién ya filtrada y sonicada se vertié sobre un recipiente
(caja de Petri o con base de teflé6n). Una vez que la solucién se
secO a temperatura ambiente (20-25 °C), la pelicula se retiré para
después someterla a las diferentes pruebas.

La pelicula obtenida se muestra en la Figura 3



Figura 3. Pelicula elaborada a partir de CPSL.

2.7 EXAMEN DE LAS BIOPELICULAS CON MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

Con el fin de conocer la estructura de las biopeliculas elaboradas con
CPSL, y con CPCh, se realizaron observaciones en microscopia
electrénica de barrido.

Se tomaron dos lotes diferentes de peliculas:

e El primer lote se observé bajo condiciones normales de presion.
Las peliculas empleadas fueron de CPSL/glicerol, CPSL/sorbitol,
CPCh/glicerol. Se cortaron en pequefios cuadros y se observaron
en un microscopio de barrido electronico con las siguientes
caracteristicas:

Equipo: JEOL JSM 5410-LV (Bajo Vacio)

Magnificacion 15 - 200 000x

Resoluciéon aprox. 4 nm

Detectores electrones secundarios y dispersos



Almacenaje de imagenes: en forma digital (resolucion 512 x 512

pixeles)

camara de placas (formato 4 x 5")

e El segundo lote conformado por las mismas peliculas se sometio a
un tratamiento para soportar las condiciones de vacio utilizando
el siguiente equipo:

lonizadora JEOL JFC 1100. Para recubrir muestras con oro para

microscopia electronica de barrido (bafio de oro)

Una vez que las muestras fueron recubiertas de oro se observo en el

mismo microscopio electrénico de barrido utilizado en el primer lote

de peliculas.

2.8 DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES MECANICAS DE LAS
BIOPELICULAS

Todas las propiedades mecanicas evaluadas sobre las peliculas de origen
proteinico se realizaron con un equipo para pruebas mecanicas y de
textura (Sintech 1/S, MTS, EUA) (Figura 4), el cual esta conectado a una
computadora que suministra la informacion del comportamiento de las
peliculas durante las pruebas.

Las pruebas mecanicas que se realizaron a las peliculas fueron las de
fuerza de fractura a la puncién y la fuerza de fractura a la extension,
esto conforme al procedimiento estandar aplicado para este tipo de

materiales (ASTM D 882, 2002). En cada una de las pruebas se evalud



el esfuerzo verdadero, la deformaciéon de fractura y el médulo de Young.

I}
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La celda de carga utilizada fue de 100 N.

Figura 4: Maquina de pruebas mecanicas Sintech 1/s

2.8.1 Acondicionamiento de las biopeliculas

Antes de realizar las pruebas mecanicas sobre las peliculas elaboradas
con proteina de semilla de limén, se realiz6 un acondicionamiento de
éstas. Se sometieron a una humedad relativa de 62 + 2% y a 23 + 2° C
por 48 horas. La humedad relativa se logréo con una solucion saturada

de (NO3)2Mg-6 H,O y se midié con un higrometro (Oakton, Japdon).

2.8.2 Fuerza de fractura a la puncion
Para realizar esta prueba, las peliculas elaboradas a partir de proteina

de semilla de limdén, se cortaron en forma circular con un diametro



aproximado de 10 cm. Se midi6 el espesor en 5 diferentes puntos, 4
mediciones se hicieron en el perimetro y una se hizo en el centro,
utilizando para esto un micrometro analogo (Mitutoyo, Japdén). Las
peliculas se colocaron en un soporte formado por discos metalicos con
un diametro de 9 cm, los cuales se unen por medio de tornillos. La
pelicula ya montada en el soporte se colocéd sobre el equipo. La prueba
comenzé cuando un objeto cilindrico con superficie plana y lisa se
desplazé de manera perpendicular hacia la pelicula, a una velocidad de
100 mm/s hasta lograr la fractura de la pelicula.

Las condiciones de trabajo para esta prueba fueron:

e Velocidad de compresiéon 100 mm/s

e Deformacion relativa 50%

2.8.3Fuerza de fractura a la extension

Para realizar esta prueba las peliculas elaboradas a partir de proteina de
semilla de limoén, se cortaron en tiras uniformes de 1 cm de ancho por 8
cm de largo. Posteriormente se mididé el espesor en tres diferentes
puntos, utilizando un micrémetro analogo (Mitutoyo, Japon). Las tiras
de la pelicula se sujetaron de cada extremo a unos sujetadores
montados en el equipo, y se procedié a estirarlas a una velocidad

constante de 100 mm/s hasta que las peliculas se fracturan.

2.8.4 Tratamiento de datos
Los datos obtenidos con el equipo Sintech fueron: fuerza (Ibf) y tiempo
(min) los cuales se trataron de la siguiente manera:

e Esfuerzo nominal (c):

o=F/A—*Pa



Donde A es el area de la punta usada (para pruebas de puncion) y A es
el espesor de la pelicula X el ancho de la tira (para pruebas de
extension).

Con la formula de la velocidad (v = L/t) se calcul6 el valor de L (longitud
final) al tiempo t en cualquier momento de la prueba L = v * t donde v
es igual a 100mm/s para ambas pruebas.
Conociendo el valor de L se puede obtener la deformacién relativa
nominal (e)

e=(L-Lo)/ Lo

Donde Ly es la longitud inicial de la pelicula.

e Esfuerzo verdadero (ov):

El esfuerzo verdadero se calcul6é usando los valores de cy e
ov= o (l+e)
El valor de e se usa también para calcular el valor de la deformacién
relativa verdadera o Deformacion de Hencky (en):
eu=1In (1 + e)

Con los valores de esfuerzo verdadero (o) y de deformacion relativa
verdadera (ey) se construyeron las graficas de la relacion esfuerzo-
deformacion que presentan las peliculas durante las pruebas mecanicas.

e El modulo de Young es el valor de la pendiente de la zona inicial

de la curva esfuerzo-deformacion.

2.9PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

Para determinar la permeabilidad al vapor de agua que tienen las
biopeliculas elaboradas a partir de concentrado de proteina de semilla
de limén Mexicano, se realizaron varios ensayos del método ASTM E96-
95 (2002) (Figura 5)



Este método consistié en determinar gravimétricamente la cantidad de
agua que absorbe el cloruro de calcio anhidro. EI cloruro de calcio se
coloco dentro de una camara que se cubre con la biopelicula siendo éste
el Unico paso para el vapor de agua. La camara se sometio a
condiciones estandar de humedad relativa 62 + 2%. La humedad
relativa se logré con una solucion saturada de (NO3):Mg-6 H,O y se
midié con un higrébmetro (Oakton, Japdén). La ganancia en peso en las

celdas se monitore6 cada 24 horas por un lapso de cinco dias.

Figura 5. Celdas para determinar la PVA.

La PVA se obtuvo luego del siguiente tratamiento de datos:

e Transmisién de vapor de agua (g/h*m?)

TVA = (G/t)/A

Donde G es la ganancia de peso durante la prueba, t es el tiempo que

duré la prueba y A es el area total de pelicula que cubre la celda.



e Permeanza
Permeanza = TVA/(S*R)
Donde S es la presion de vapor del agua a la temperatura de prueba y R
es la humedad relativa.
e Permeabilidad al vapor de agua
PVA = Permeanza * espesor

e Unidades de la permeabilidad al vapor de agua: ng/Pa*s*m

2.10 PERMEABILIDAD AL OXIGENO

La permeabilidad al oxigeno fue determinada en las peliculas de origen
proteinico (CPSL Y CPCh) de acuerdo con el método ASTM D1434,

siguiendo el procedimiento volumétrico. Con este método se obtuvo el



coeficiente de transmision de oxigeno de cada una de las peliculas,
monitoreando el cambio de volumen generado por la transferencia de
moléculas de oxigeno a través de la pelicula. Es con el coeficiente de
transmision de oxigeno con el cual se obtiene la permeabilidad.
Los materiales utilizados fueron:

e Cilindro de gas comprimido de oxigeno (Marca Infra, extra seco

99.5%)

e Liquido capilar — 4-metil-2-pentanona (p= 0.801 g/mL)

e Papel filtro de retencion media

e Celda de transmision de gas (Figura 6)

e Capilar de precision

Figura 6. Celda de transmision de gas.
El procedimiento seguido fue el siguiente: Se colocaron dos piezas de
papel filtro en la parte superior de la celda de prueba, se coloco el

espécimen de prueba en la parte superior de la celda previamente



acondicionado a una humedad relativa constante (50% HR) y cortadas

de forma circular con un diametro aproximado de 9 cm (Figura 6)

Figura 7. Parte interior de la celda de transmision de

gas.

Posteriormente se sellaron los dos compartimlentos de la celda de
transmision usando un aro de teflon ligeramente engrasado y se fijaron
utilizando cuatro tornillos colocados de manera simétrica.

Se aplicé una presion de gas positiva por un lapso de 10 minutos, por
medio de las valvulas de gas abiertas, con el fin de purgar la celda de
aire y saturarla de oxigeno. Se introdujeron aproximadamente 20 mm
de liquido capilar en el capilar y se cerr6 la valvula de escape superior.
Se ajusto la presion de acuerdo al espécimen de trabajo, previamente
se revisO la celda para detectar cualquier tipo de fuga. Se tomaron las

lecturas del desplazamiento del liquido con cronémetro.



2.11 EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS
BIOPELICULAS, EMPLEANDOLA COMO EMPAQUE DE UN
SISTEMA ALIMENTICIO

Con el fin de evaluar la funcionalidad que las peliculas pueden ofrecer

como un empaque de alimentos, se llevaron a cabo diferentes ensayos

usando dichas peliculas para proteger una matriz alimentaria.

El alimento que se escogié para estas pruebas fue el jamdn serrano, ya

que tiene una baja actividad acuosa, lo que impide la proliferacion de

microorganismos que pudieran afectar el monitoreo de la oxidacién de
los lipidos, que fue el proceso de deterioro que se siguio.

En estas pruebas se usaron las biopeliculas elaboradas con proteina de

semilla de limdén, y las biopeliculas elaboradas con proteina de chia,

utilizando dos diferentes plastificantes, sorbitol y glicerol. Como control
se emplearon plasticos de origen sintético (Egapack y Ziploc), y fundas
para carnicos de origen natural (celulosa).

El jamdn serrano se pes6 (60 g) y se colocd dentro de las diferentes

peliculas protectoras, las cuales se sellaron térmicamente (Figuras 8 y

9). Se monitored el tiempo cero, para conocer el posible deterioro inicial

de las muestras. Posteriormente se llevan a cabo dos monitoreos mas, a

los 10 dias y finalmente a los 24 dias, los tiempos fueron establecidos

de manera arbitraria.



Figura 8. Jamoén Serrano empacado en pelicula de
CPCh

Figura 9. Jamdén Serrano empacado en pelicula
deCPSL

El monitoreo de las muestras consistido en una extraccion de la grasa de
la matriz alimentaria, para después realizar pruebas de indice de
peroxidos y de indice de Kreis. Adicionalmente se realiz6 una prueba
cualitativa de cantidad de radicales libres medidos con Resonancia

Paramagnética Electrdnica en el ultimo ensayo.

e Extraccion de lipidos por el Método de Bligh y Dyer (Bligh y
Dyer, 1959)



Se pesO6 de 2 a 20 g de la muestra y previamente se determino la
humedad en un vaso mezclador. Se adicion6 agua destilada para llevar
a un total de 16 mL junto con 40 mL de metanol y 20 mL de
diclorometano. Se macerd por dos minutos y se le agregdb 20 mL de
diclorometano, se homogenizé por 10 segundos en un homogenizador a
alta velocidad. Se agregaron 20 mL de agua destilada y se maceraron
por 30 segundos mas; Se centrifugd por 10 minutos a 2000 rpm. Se
extrajo la capa de diclorometano sin perturbar lo demas, se filtr6 a

través de un papel filtro grueso y se eliminé el disolvente.

e Determinacion de Indice de peroxidos, micrométodo (Kirk et al.
1996)

Se pes6 0.5 + 0.05g de grasa en un matraz Erlenmeyer de 125 o 250
mL y se adicionaron 2.5 mL de una mezcla de diclorometano-acido
acético (2:3). Se agregaron 0.05 mL de una solucién de Kl saturada y
se dejo reposar en la oscuridad por 60 segundos. Se afadieron 7.5 mL
de agua y 0.1 mL de almidén como indicador. Si se presentaba una
coloracion azul oscura, se titula con tiosulfato de sodio 0.001 N hasta la

desaparicion del color azul.

e Indice de Kreis (Kirk et al. 1996)
Se disolvieron de 50 a 500 mg de grasa en 5 mL de diclorometano, se
afadieron 10 mL de &cido tricloroacético al 30% en acido acéticoy 1 mL
de fluoroglucinol al 1% en &cido acético. Se agitdé e incubd por 15
minutos a 45° C. Se enfrié y se agregaron 4 mL de etanol. Se midi6 a

540 nm frente a un blanco.



2.12 DETERMINACION DE RADICALES LIBRES POR RESONANCIA
PARAMAGNETICA ELECTRONICA

Para llevar a cabo la determinacion de radicales libres, la extraccion de
la grasa de la matriz carnica se realiz6 por el método de Bligh y Dyer
(Balarezo, 1998)

Una vez que se obtuvo la grasa en forma de aceite, se pesd 1g y se
adicionaron 3 mg del atrapador de spin electréonico (N-T-butil-fenil-
nitrona) (Papadimitriu et al. 2006).

El aceite se vertié en un tubo capilar de 2 mm de diametro, usando una
micro pipeta de 1 mL

Se realiz6 la determinaciobn de radicales libres en un equipo de
Resonancia Paramagnética Electronica modelo Elexys E500, marca

Broker bajo las siguientes condiciones:



Intensidad: doble

Campo: doble

Rango del campo [G]: 3462.7 a 3562.7, 1024 pts
Centro 3512.7

Parametros disponibles

Promedio de escaneos: 6

Resonador SHQE

Estado de agregacion: Liquido

Tiempo de muestreo [s] 0.02048
Amplitud 0.0007

Frecuencia [Hz] 100000
Frecuencia de microondas [Hz] 9.857561e+09

Potencia de microondas [W] 0.0201



CAPITULO 3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 OBTENCION DE UN CONCENTRADO PROTEINICO A PARTIR
DE SEMILLA DE LIMON MEXICANO

La semilla de limdén presentd una cantidad importante de proteina como
se puede ver en la Tabla 1.

Tabla 1. Analisis proximal de la semilla de limén mexicano

Componente %
Lipidos 30-35
Proteinas 20-25
Carbohidratos 40-45

Con base en estos resultados se decidi6 utilizar la proteina de semilla de
limdén para obtener un concentrado a partir del cual se elaboraron
biopeliculas.

A partir de la fraccidon proteinica, se llevo a cabo la obtencion del

concentrado.

3.2 CARACTERIZACION DEL CONCENTRADO DE PROTEINA DE
SEMILLA DE LIMON

3.2.1Determinacién de proteina cruda total, método de Kjeldhal

La primera parte de los resultados obtenidos, corresponde a la
caracterizacion del concentrado proteinico obtenido a partir de la semilla
de limoén. Parte de esta caracterizacion, comprende la determinacion del
contenido de proteina total del concentrado, en este caso se empled el
meétodo de Kjeldhal. EI promedio de proteina obtenido fue de 86.81%
(Tabla 2). Tomando en cuenta que se utilizo el factor de conversion

estandar que es de 6.25, ya que se desconoce el contenido de nitrogeno



total en la proteina de la semilla de limon. Este porcentaje de proteina
total es el que se esperaba teniendo en cuenta que se trabajo con un
concentrado proteinico que indicé que el proceso de obtenciéon fue el
correcto.

Tabla 2. Contenido de proteina cruda total del concentrado
proteinico de semilla de limén (CPSL) método de Kjeldhal

%Proteina

Promedio 86.81

Cv 0.3726
Se empled el factor 6.25

3.2.2Determinacion de proteina soluble, método de Lowry

Con el fin de utilizar el concentrado para la elaboracién de peliculas, la
proteina debe encontrarse en solucion. La cuantificacion de proteina
soluble se realiz6 por el método de Lowry, solubilizando primero el
concentrado, para luego llevar a cabo la determinacion. En la Tabla 3 se
muestra que el resultado obtenido fue de 85.01% en promedio, este
valor es bastante bueno considerando que el resultado de proteina total
es apenas superior, esto quiere decir que casi toda la proteina es soluble
en las condiciones ya sefaladas. Por tanto el concentrado se aproveché
casi en su totalidad para formar la pelicula.

Tabla 3. Contenido de proteina soluble del CPSL método de

Lowry
o p
Abs. Y0 Proteina
soluble
Promedio 0.1908 85.01
CVv 1.6294 1.97

3.2.3 Determinacion de carbohidratos totales, método fenol

sulfdrico



El resto de los componentes en el concentrado, se puede ver en la Tabla
4. Se encontré que el 7.39% corresponde a carbohidratos solubles,
este parametro se determind por el método de fenol sulfurico. El resto
de los componentes del concentrado de proteina de semilla de limén
corresponde entonces a fibra insoluble.

Tabla 4. Contenido de carbohidratos presentes en el CPSL,
meétodo fenol sulfurico

% Carbohidratos
Promedio 7.39
CcVv 1.84

La evaluacion de estos componentes resultd importante para
caracterizar el concentrado, ya que la presencia de otros componentes
en el concentrado podria afectar la funcionalidad de la proteina para
poder formar la pelicula, asi como las propiedades mecanicas y de

barrera que presente.

3.2.4 Determinacion de fracciones proteinicas por electroforesis
Con el fin de conocer la influencia que tiene el peso molecular de la
proteina sobre la formacién de las peliculas y posteriormente en las
propiedades que ésta va a presentar, se realizd una electroforesis. Con
esta técnica es posible conocer no solamente el peso molecular de la
proteina de la semilla de limoén, sino también las fracciones que la
componen (Schager & Von Jagow, 1987)

Una vez que se realiz6 la electroforesis se encontré lo siguiente: La
proteina de la semilla de limén estd compuesta basicamente por 5
fracciones proteinicas de bajo peso molecular. En la Tabla 5, se
muestran los pesos y fracciones proteinicas promedio. La mas grande
tiene un peso de 48.34 kDa en promedio y corresponde al 5.86% del
total de la proteina, la siguiente tiene un peso de 38.05 kDa en

promedio y representa el 8% del total de la proteina, la tercera



representa solamente el 2%. Es tal vez por esta razOn que no aparece
en el primer carril de la electroforesis, siendo este carril el que tenia una
mayor concentracion de proteina soluble, y por lo tanto la definicion de
las bandas no es muy clara. El peso molecular correspondiente a la
tercera fraccion proteinica es de 30.4 kDa en promedio. Las ultimas dos
fracciones proteinicas de la semilla de limén son las de menor tamafo,
pero las mas abundantes, 21.1 kDa que equivalen a 31.2 % y 13.5 kDa
al 26.5%.

Tabla 5. Cantidades relativas de las distintas fracciones proteinicas del
CPSL

Peso Cantidad
Bandas molecular relativa %

(kDa)

1 48.343 5.87

2 38.052 8.03

3 21.099 31.2

4 13.583 26.5

5 30.465 2.09

7
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Figura 10. Gel de Electroforesis del CPSL.
En la Figura 10, se observa el gel de electroforesis correspondiente a las
fracciones de la proteina de semilla de limén. En el carril # 9 se
encuentran las bandas del marcador de peso molecular, y en los

carriles 1, 3, 5, 7 se encuentran las fracciones que componen la proteina



de semilla de limon. En los primeros carriles la resolucion de las bandas
es pobre, debido a que se encuentran en mayor concentracion, en los
carriles finales, la concentracion de proteina es menor y la resoluciéon
aumenta. Es en éstas donde se observan claramente las cinco fracciones
Yy su cantidad relativa.

El conocimiento de las fracciones proteinicas que componen a la
proteina total de la semilla de limén puede ayudar a explicar el proceso
de formacion de las peliculas. Este proceso se puede dividir en dos
pasos (Yong y Rhee, 2004), el primero es aquél donde la proteina es
sometida a una desnaturalizacion en un medio alcalino, con el fin de
exponer los grupos funcionales presentes en el péptido, asi como
facilitar la solubilizacion de éste en el medio acuoso. El segundo
corresponde a una deshidratacion de la superficie, es durante la
segunda parte de la formacion de la pelicula que las proteinas
desdobladas pueden 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. Para el caso de algunas
peliculas proteinicas, como la de soya, se conoce también que es
esencial la presencia del arreglo p-plegada (Yong & Rhee, 2004)

En el caso de las peliculas elaboradas con proteina de semilla de limén,
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 tamafio, que conforman la parte
mayoritaria. Es posible establecer que durante la formacién de la red
para la formacion de la pelicula, el papel de las proteinas de menor peso
molecular es unirse mediante interacciones hidrofébicas, puentes
disulfuro y de hidrégeno a las proteinas de mayor peso molecular, para
aumentar el tamafno de la red, aunado a esto se debe considerar la

presencia del plastificante. Generalmente éste se agrega para evitar que



la pelicula se torne quebradiza. El plastificante interfiere debilitando las
interacciones del polimero, en este caso de las proteinas, como
consecuencia aumenta la flexibilidad y la extensibilidad de las peliculas,
pero disminuye la resistencia mecanica y de barrera. Usualmente se
usan como plastificantes polialcoholes, mono, di y oligosacaridos
(Gounga, et al. 2007) En este caso usamos glicerol como plastificante
por sus propiedades, como son: alto punto de ebullicién, solubilidad en
agua, polaridad, su miscibilidad con las proteinas y el no ser volatil. El
proceso de formacion, en el cual intervienen las fracciones de proteinas
seran determinantes en las propiedades mecéanicas, de barrera y el
potencial uso como recubrimiento de la pelicula elaborada a partir de
proteina de semilla de limon.

3.3 MICROGRAFIAS DE LAS BIOPELICULAS

Se llevd a cabo la captura de micrografias de la pelicula de proteina de

chia con microscopia electréonica de barrido.
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Figura 11. Micrografia de pelicula de CPCh/sorbitol
750X



La primera micrografia (Figura 11) tiene un aumento de 750 X y
presenta la superficie de una pelicula elaborada con proteina de chia. Se
ve claramente en la superficie una gran cantidad de puntos blancos,
estos puntos blancos aparecen en la siguiente fotografia, la cual tiene un
aumento mayor, y se ve que tienen una apariencia como de un
asterisco, o una estrella, dado que es una parte minoritaria en el grueso
de la pelicula se puede suponer que se trata de algo ajeno a la proteina
y el plastificante que son la parte mayoritaria. Entonces podria tratarse

de fibra que estuviera presente en la pelicula.

Figura 12. Micrografia de pelicula de CPCh/sorbitol 5000X

En esta segunda micrografia (Figura 12), se presenta la superficie de la
pelicula elaborada con CPCh/glicerol. El aumento de esta es de 5000 X,
por lo que se aprecian de manera clara los “puntos blancos” sobre la
superficie. Por su apariencia se puede suponer que es fibra la cual no

deberia estar presente en la pelicula, por lo que para tener evidencia de



que se trata de este componente se realizé la determinacion de fibra en
el concentrado.

Las Figuras 13 y 14 presentan un corte transversal de la pelicula de
proteina de chia, en estas fotografias se aprecia claramente que existen
conglomerados amorfos, que pueden estar compuestos por proteina o
por plastificante, y que dan soporte a la estructura de la pelicula en

forma de capas.

Figura 13. Micrografia de pelicula de CPCh/sorbitol 1000X



Figura 14. Micrografia de pelicula de CPCh/sorbitol 1500X

En cuanto a las micrografias tomadas a las peliculas elaboradas con
CPSL, estas son de apariencia similar, excluyendo la posible presencia
de fibra en la Figura 15 se muestra una pelicula de chia con un aumento

de 500 X.
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Figura 15. Micrografia de pelicula de CPSL/sorbitol
500X

En esta Figura se ve la superficie de una pelicula de semilla de limén. Se
puede ver claramente que es homogénea, sin poros, ni se ven sefales

de presencia de fibra.



Figura 16. Micrografia de pelicula de CPSL/sorbitol

3500X

En la Figura 16 se ve un acercamiento de la pelicula, aunque no fue
posible lograr un corte transversal si se repiten las estructuras que se
encontraron en las fotografias de chia, por lo que se puede decir que
esas estructuras son las proteinas interactuando con el plastificante para
formar la pelicula. Es decir, la pelicula elaborada con CPSL, esta
formada por capas en las cuales se da la interaccion del plastificante con

la proteina.



3.3.1 Determinacion de fibra en las peliculas elaboradas con
CPCh

Se realiz6 la determinacion de la fibra total en las biopeliculas (Mafas et
al. 1994), dio como resultado la presencia de un 8.47% de fibra total
presente en la pelicula, lo cual podria explicar la presencia de los puntos
blancos en las fotografias. La fibra presente esta dentro de un
porcentaje posible, por que aproximadamente el 80% del concentrado
de proteina de chia corresponde a proteina, y por lo tanto dentro del
20% restante es posible que haya una cantidad considerable de fibra y

que al elaborar la pelicula, un porcentaje de la fibra esté presente.

Tabla 6. Contenido de la fibra dietética total en las peliculas
elaboradas con CPCh

% FD Total
PROMEDIO 8.47
CcvVv 3.20




3.4 PROPIEDADES MECANICAS DE LAS PELICULAS DE CPSL

3.4.1 Fuerza de fractura a la puncién

Las pruebas mecéanicas son referentes a la fractura o ruptura de un
material. Este es un fendmeno complicado desde el punto de vista de la
alteracion que sufre la estructura de la materia. Es posible describir de
manera global el comportamiento del material frente a fuerzas que
provocan deformaciones que en casos limite llegan a la modificacion

estructural que lleva a la fractura (Figura 17)

Figura 17. Esquema del comportamiento de un cuerpo ante el
esfuerzo

En la Figura 17 se muestra un esquema que representa de manera
general el comportamiento de un cuerpo ante el esfuerzo. Al inicio la

deformacién es minima y el comportamiento del material es lineal, es en



este punto cuando el material aun no sufre una deformacion tal, que no
pueda regresar a su estado original, pasando este punto inicia una
deformacién plastica, en la cual el material no se fractura pero sufre
modificaciones irreparables, es decir no puede volver a su forma
original. Finalmente llega al punto de fuerza de tension y de fractura.

De las peliculas elaboradas a partir de CPSL/ (glicerol y sorbitol) se
determinaron sus propiedades mecéanicas, dentro de las cuales se
encuentra la de resistencia a la puncion; ésta se realiz6 utilizando una
maquina de pruebas mecéanicas Sintech 1/s. La resistencia a la puncion
da una idea de la resistencia que tiene la red compuesta por las
fracciones proteinicas de la semilla de limén y el plastificante. Estos dos
componentes juegan un papel relevante, porque como se ha
mencionado, al aumentar la concentracion del plastificante, disminuye la
resistencia de la pelicula, debido a que se reducen las interacciones
entre proteinas. Por otra parte si no estuviera presente el plastificante,
la pelicula seria quebradiza y por tanto también disminuye la resistencia.
En la Figura 18 se muestra un ejemplo del esfuerzo verdadero al cual
estd sometida la pelicula, en funcién de la deformacién de Hencky que
es la deformaciéon que sufre la pelicula por la fuerza ejercida sobre ésta.
Como se ve en la gréfica la deformacion llega al punto en el cual la
pelicula no logra soportar en su estructura el esfuerzo y por lo tanto se
fractura. La pelicula se sigue deformando pero ya no soporta ningudn

esfuerzo.

Tabla 7. Determinacién de las propiedades mecanicas de las peliculas elaboradas con
CPSL: puncién

PROPIEDADES MECANICAS
TIPO DE PELICULA EN PUNCION

Concentrado Esfuerzo Deformacion de

de proteina Plastificante verdadero fractura Moédulo de Young (kPa)

5% (W/V) (kPa)

Sem‘g‘nde Glicerol Si%gii 1.46 + 0.15a 83.33 + 18.94a

[0) : (o) (o)
50% (w/w)e (22.44%) (18.32%0) (30.219%0)




SOl 49202* | 1.35+007a 79.45 + 16.73a
- o, 0O,
e (16 A700) (5.21%) (21.05%)
Glicerol 171;2; = 1.9 + 0.2a 76.9 + 23.6a
0, 0O, 0O,
hia 50% (W/W)m (26.3%) (11%) (30.79%)
Sorbitol 1283.2 + 1.5 + 0.1a 72.9 + 14.2a
75% 221b 1096 10.550)
(W/wW)m (17.296) ° 70

*Promedio + desviacion estandar y CV; cuando las letras son iguales no existe diferencia significativa entre ellas
(0= 0.05)

en=8

m Hernandez Jardén, 2007
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Figura 18. Comportamiento de las peliculas elaboradas con CPSL/ (glicerol/y
sorbitol)

Los valores obtenidos para resistencia a la punciéon se muestran en la
Tabla 7 y son en promedio de 14.6 N con un espesor de 133 um para las
peliculas de CPSL/glicerol y de 13.75 N con el mismo espesor promedio
para las elaboradas con CPSL/ sorbitol, que comparado con Ila
resistencia a la punciéon que ofrece, por ejemplo un pelicula elaborada a
partir de proteina de lenteja, que es de 1.55 N para un espesor de 150
um; (Bamdad, et al. 2005) se ve que la resistencia es mayor, esto se

puede explicar por las interacciones que se dan entre las fracciones de



proteina de la semilla de limon y las de chia respectivamente. Es
necesario sefalar, que hay diferencia en las condiciones de prueba para
las peliculas con las que se esta comparando, por lo que esta
comparacion, nos sirve solo como parametro. Las interacciones entre las
fracciones proteinicas, se dan durante la primera parte del proceso de
elaboraciéon de la pelicula, es decir en la parte donde la proteina se
desdobla (por efecto de la desnaturalizacion) y en condiciones alcalinas,
la proteina expone sus grupos funcionales para formar interacciones de
puentes de hidrégeno, puentes disulfuro, e interacciones hidrofébicas,
al estar compuesta esta proteina por tres fracciones de peso molecular
elevado y dos de peso molecular mas bajo, las fracciones de menor peso
interaccionan con las de mayor peso formando una red mas resistente.
Por otra parte, los valores de Esfuerzo verdadero presentan una
diferencia entre las peliculas elaboradas con semilla de limén en
comparacion con las de chia, las de chia ofrecen una resistencia mayor
al esfuerzo mecanico. En cuanto a la deformacion de fractura y moédulo
de Young, las peliculas no presentan diferencia significativa entre si; lo
que indica que las peliculas elaboradas a partir del concentrado
proteinico de Chia tienen una resistencia mayor al manejo mecanico,
que las hace mas resistentes que las peliculas de concentrado proteinico

de semilla de limén.
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Figura 19. Médulo de Young de las peliculas elaboradas con
CPSL/ (glicerol/sorbitol)

En la Figura 19, se observa un ejemplo del médulo de Young
correspondiente a la misma pelicula. Esta es la parte inicial donde se
observa una linealidad, es en esta parte donde se presenta el modulo de
Young, que representa el esfuerzo al cual puede ser sometida la pelicula
sin que ésta pierda su forma.

Las peliculas elaboradas con concentrado proteinico de semilla de limén
no presentan una diferencia significativa al variar los plastificantes.
Haciendo una comparacion con las peliculas elaboradas a partir del
concentrado de Chia se encontré que no existe diferencia significativa.
Mientras no se supere este modulo las peliculas pueden ser deformadas,
pero al dejar de aplicar la fuerza que esta deformandola, la pelicula

regresara a su forma inicial.

3.4.2Fuerza de fractura a la extension
De las pruebas que se realizan frecuentemente a las biopeliculas

elaboradas de proteina se encuentra la extension. Esta prueba se refiere



a la extension a la cual se somete el material sujeto por sus extremos y
es estirado a una velocidad constante. En general las biopeliculas
elaboradas con proteinas presentan una menor elasticidad y una mayor

rigidez, lo cual es contrario a lo encontrado en polimeros sintéticos.

En el Figura 20, se muestra un ejemplo del comportamiento de una
pelicula de proteina de semilla de limén ante una fuerza de tension. Se
puede ver que el esfuerzo que soporta la pelicula esta relacionado con la
deformacién provocada por la fuerza de tensidon. Al inicio se puede
observar un comportamiento lineal, cuando éste se pierde se ha
rebasado el médulo de Young del material y por lo tanto aunque se deje
de ejercer la fuerza ya no podrad regresar a su estado original.
Finalmente se llega al punto en que el material se fractura, y es en este
punto donde el material muestra el esfuerzo verdadero maximo que
puede soportar. Es precisamente en este punto donde se determinan
todos los demas parametros a considerar, como son la fuerza de tension

y la extensibn maxima que alcanzé el material justo antes de

fracturarse.
Resistencia a la elongacion
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Figura 20. Comportamiento de las peliculas elaboradas con CPSL/ (glicerol/y
sorbitol)

De las peliculas elaboradas a partir de CPSL/(glicerol y sorbitol) se
determindé la fuerza de tension y la elongacién. En la tabla 8 se
muestran los valores obtenidos, en promedio son de: 19.93 MPa para
las elaboradas con glicerol y de 9.295MPa para las elaboradas con
sorbitol. Existe diferencia significativa entre los dos tipos de peliculas. La
diferencia que se encontr6 se puede explicar desde el punto de vista del
plastificante empleado para la elaboracion de cada una de estas
diferentes peliculas. Estudios previos (Rodriguez, et al; 2006) han
encontrado que a mayor concentracion de plastificante disminuyen las
interacciones entre el polimero formador de pelicula, en este caso las
proteinas, dando como resultado una pelicula menos rigida y por lo
tanto menos resistente. En el caso de las peliculas elaboradas con
proteina de semilla de limoén, en las que se utilizé sorbitol tienen un
75% de plastificante, lo que da como resultado una pelicula con una

menor resistencia mecéanica ante la tension.

Tabla 8. Determinacion de las propiedades mecanicas de las peliculas elaboradas con
CPSL: extension

PROPIEDADES MECANICAS
TIPO DE PELICULA

EN EXTENSION

Concentrgdo - Esfuerzo Deformacién de Modulo de Young
de proteina | Plastificante verdadero (kPa) fractura (kPa)
5% (W/V)
Glicerol 199:2523 * 1 0.9634 +0.17ac | 41250 + 124642
1 [0) (o)
selr?r:qllgalnde 50% (w/w)e (27.229%) (18.32%) (30.21)
Sorbitol 9295.46 + 35334 +
75% 774a 0'61%3 §7§'05b 5773.50=
(w/w)e (8.32) ) (16.49%0)




. 17719.8 + 34371.2 +
- .8 + 0. o
5006/(:"25;’\,'\1)_ 5850bc 0 (il—fo/f‘)"‘c 14141.42
chia (33%) ) (41.1%)
Sorbitol 13081 + 0.4+0.04b | 61421 + 5855.2b
75% 789.6b (7.9%) (9.5%)
(W/W)m (6%0) ' '
*Promedio + desviacion estandar y CV; cuando las letras son iguales no existe diferencia significativa entre ellas
(o= 0.05)
en=4

m Hernandez Jardon, 2007

En la tabla 8, se reportan los resultados obtenidos para Moédulo de
Young de las peliculas elaboradas con proteina de semilla de limon.

En la Figura 21, se muestra un ejemplo del mdédulo de Young de la
misma pelicula, como ya se mencion6é éste muestra el punto hasta el
cual la pelicula puede soportar un esfuerzo y luego regresar a su estado

original.
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Figura 21. Comportamiento de las peliculas elaboradas con CPSL/ (glicerol/y
sorbitol)

Los valores para el médulo de Young de las peliculas de proteina de
semilla de limoén estan entre 35 y 40 MPa, y no existe una diferencia
significativa, lo que indica que las interacciones proteina-proteina
prevalecen en este comportamiento. Comparando estos valores con los
obtenidos en las peliculas de proteina de Chia no se encontré diferencia
significativa con respecto a las elaboradas con glicerol como

plastificante, no asi con las elaboradas con sorbitol.




En cuanto a la fuerza de tension, en la Tabla 9 se presentan los
resultados obtenidos para las peliculas elaboradas con proteina de
semilla de limon, asi como otras peliculas de origen proteinico. Se
encontré un valor de 7.09 MPa de fuerza de tension para las peliculas
elaboradas con glicerol como plastificante y de 7.81 MPa para las
elaboradas con sorbitol, estos valores son muy parecidos a los que
presentan otras peliculas elaboradas a partir de proteinas. Por ejemplo:
proteina de lenteja 4.24 MPa, proteina de soya 8.5 MPa, proteina de
suero 6.9 MPa, proteina de chicharo 7.3 MPa. Se puede ver entonces
que la fuerza de tensidn que tiene la proteina de limén es bastante
buena, teniendo ademas un porcentaje de elongaciéon que se mostré en
la Tabla 7 el cual es mucho mayor al de las proteinas ya mencionadas.
En este caso el de semilla de limoén es de 171% mientras que los valores
para las peliculas de proteina de lenteja, soya, suero, y chicharo son:
58, 32, 41 y 46% respectivamente. La pelicula que tiene una elongacion
cercana es la de Chia con un 131%, siendo claramente el de proteina
de semilla de limén el que tiene un valor mas alto. Cabe sefialar, que las
condiciones de prueba no son las mismas, y se realiza la comparacion,
solo como un parametro general del comportamiento de las peliculas.
Para ambos pardmetros el coeficiente de variacion es menor al 20%
considerando las dificultades para la obtencion de peliculas
completamente homogéneas este es un buen coeficiente de variacion

(Bamdad, et al. 2005)

Tabla 9. Fuerza de tension (TS) y elongacion de las peliculas elaboradas con
CPSL comparadas con otras peliculas de origen proteinico

Pelicula TS(MPa) Elongacién (%)
Concentrado de proteina de semilla de limén — 7.1+ 1.42 171.7 + 32.42
glicerol e
Concentrado de proteina de semilla de limén — 7.8+0.72 84.6 + 9.5b
sorbitol o

Concentrado de proteina de chia — glicerolA 7.7 +12 131.5 + 74.42




Concentrado de proteina de chia — sorbitol»
P 8.4 + 0.42 56.3 + 5.2b
Concentrado de proteina de lenteja — glicerolm
P 1a-9 4.2 +1.3 58.2 + 12.9
Concentrado de proteina de chicharo — glicerole
P 9 7.3+0.4 46.8 + 5.8
Proteina muscular de pescado — glicerole
P 9 2.9+0.4 74.3 + 8.1
Aislado de proteina de soya — glicerol ¥
P ya—g 3.3 100
e pH 11 5% CPSL/ 50% glicerol (w/w) o pH 11 5% CPSL / 75% sorbitol (w/w)
A pH 11 5% CPCh/ 50% glicerol (w/w) » pH 11 5% CPCh / 75% sorbitol (w/w)
m pH 11 5% CPL / 50% glicerol (w/w); Bamdad et al. 2006 ¢ pH 9 10% CPC / 45% glicerol (w/w); Choi &
Han, 2001
4 pH 11 2% PMP / 50% glicerol (w/w); Hamaguchi et al. 2007 ¥ pH 11 APS: glicerol (1.7:1); Damodaran
&Paraf, 1997

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa a= 0.05

La razén del elevado valor de elongacién en comparacion con las otras
peliculas de proteina se puede explicar por las diferentes fracciones
proteinicas. En un estudio realizado en proteina de soya, se encontro
que cuando se elaboran peliculas a partir de fracciones proteinicas éstas
pierden resistencia a la tension, asi como a la elongacion. Mientras que
las peliculas elaboradas a partir de todas las fracciones tienen una
resistencia y una elongacién mayor (Yong, & Rhee, 2004)

En el caso de la semilla de limén, se emplea la totalidad de las
fracciones proteinicas, lo que puede propiciar que aun cuando algunas
interacciones se debiliten o se fracturen por la fuerza ejercida, otras se
mantengan y se conserve unida la red, por lo tanto la integridad de la
pelicula, dando como resultado una mayor elongacion. Se puede asumir
entonces, que es precisamente el hecho de que la pelicula esta formada
en su mayoria por dos fracciones de bajo peso molecular, lo que le da
estas propiedades de elongacién, porque al ser en su mayoria proteinas
pequefas, el numero de interacciones proteina-proteina aumentan y asi
también su resistencia a la fractura por elongacion (Yong, & Rhee,
2004)




Este fendbmeno se puede extrapolar a las peliculas elaboradas con
proteina de semilla de chia que también tienen un alto porcentaje de
elongacion comparandolas con otras peliculas proteinicas, y se conoce
que esta compuesta por fracciones proteinicas de bajo peso molecular
(Hernandez Jardén 2007).

3.5 PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)



Dentro de las caracteristicas que debe presentar la proteina para tener
una baja permeabilidad al vapor de agua estan:

El tamafo del polimero, en este caso quedo establecido que las peliculas
de proteina de semilla de limén estan compuestas mas bien por cadenas
cortas como lo establece el bajo peso molecular, por lo que se vuelve
relevante que se den una gran cantidad de interacciones proteina —
proteina, esto aumentara el tamafo de las cadenas, y de esta forma
disminuirda la permeabilidad. Otro parametro a considerar es el balance
de los aminoacidos presentes en las fracciones proteinicas de la semilla
de limén. Una cantidad mayor de aminoacidos hidrofobicos propiciara
una repulsién mayor con el agua y por tanto una menor permeabilidad.
Es importante, luego de lo anterior, conocer el perfil de aminoacidos que
componen las fracciones proteinicas de la semilla de limén. Un
contenido mayor de aminoacidos de naturaleza hidrofébica evitara la
migracion de agua (Yong & Rhee, 2004)

El método para determinar la permeabilidad al vapor de agua fue
basado en la metodologia ASTM E96-95 (2002). Consiste en conocer la
ganancia de peso de una matriz cubierta con la pelicula, esto bajo
condiciones de humedad relativa controladas y temperatura conocida.
Una de las propiedades de barrera de una pelicula es: la permeabilidad
al vapor de agua y ésta se ve afectada directamente por varios factores,
dentro de los que se encuentran: la proteina, el plastificante, y la
humedad relativa (Oliva, et al. 2007)

En la Tabla 10, se muestra la permeabilidad promedio de las peliculas
elaboradas a partir de CPSL y se comparan con otras peliculas de origen
proteinico, asi como con la permeabilidad obtenida de dos polimeros
sintéticos comerciales. Es claro que la permeabilidad que presenta la
pelicula de proteina es mayor en comparacion a los plasticos sintéticos.
Sin embargo, si tomamos en cuenta la permeabilidad reportada de otras

peliculas elaboradas a base de proteina como por ejemplo: peliculas de



proteina de lenteja tienen una permeabilidad de 0.3095 ng/Pa*s*m, la
zeina de maiz tiene una permeabilidad de 0.116 ng/Pa*s*m y la
proteina de soya de 0.85 ng/Pa*s*m (Bamdad, et al. 2005) Se puede
ver que la permeabilidad presentada por las peliculas elaboradas con
CPSL, ya sea con glicerol o sorbitol, es menor. Cabe destacar que las
peliculas de chia son las Unicas de origen proteinico que tienen valores
muy parecidos a los de las peliculas elaboradas con CPSL. Comparando
la permeabilidad de esta pelicula con otras similares se observa que
tiene una permeabilidad menor, es decir ofrece una resistencia mayor a
la migracion de agua hacia la matriz que esta cubriendo, esto puede

tener muchas ventajas si se aplica como barrera protectora.

Tabla 10. Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas elaboradas con
CPSL y de otras peliculas de origen proteinico

PVA PVA relativa con
Tipo de pelicula ng/Pa*s*m | CV (%) respecto a LDPE
10°
Concentrado
de proteina Glicerol 50% (w/w) 2.12ma 13.18 11.6
de semilla
de limén ]
5% (W/V) Sorbitol 75% (w/w) 0.54ma 18.803 3
Ziploc (LDPE) 0.184a | 2.61 1
Plasticos ) )
sintéticos Egapack (PVC) 0.28Aa 567 15
Concentrado )
de chia :
5% (W/V) Sorbitol 75% (w/w) 1.00e 15.12 55
Concentrado de proteina de lenteja (CPL) 309.5¢ - 1719
Concentrado de proteina de chicharo (CPC) 1144 . 6100
Sintética 0.3V 519 16
Para ) ) )
embutidos Natural 0.63V 38 87 35
m Promedio de 3 replicas A Promedio de 5 replicas
e Hernandez, 2007; pH 11 CPchia ¢ Bamdad et al., 2006; pH 11 5%CPL/2.5glicerol
4 Choi and Hain, 2001; pH 9 7% CPC/3% glicerol ¥ Hernandez, 2007

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa a= 0.05




La variacion del plastificante al elaborar las peliculas, provocan una
diferencia significativa, en el valor de permeabilidad obtenido. Para las
peliculas de CPSL/sorbitol fue de 0.00054 ng/Pa*s*m, este valor es muy
cercano a los valores que presentan los plasticos sintéticos, y por lo
tanto mucho mas bajo que el que presentan las peliculas elaboradas a
partir de diferentes fuentes proteinicas.

Por lo anterior se puede decir que el sorbitol tiene la ventaja de
disminuir la permeabilidad en las peliculas elaboradas con proteina de
semilla de limon.

El por qué de esta variacion se puede explicar de varias formas, aunque
es conocido que al aumentar la concentracion del plastificante se
reducen las propiedades de barrera, es decir aumenta la permeabilidad,
y en el caso del sorbitol se agrega en 75% en relacion a la cantidad de
proteina, debido a que se ha observado que con una menor cantidad de

plastificante las peliculas resultan muy quebradizas.

A diferencia de las peliculas que son elaboradas con glicerol que tienen
una concentracion de plastificante del 50% con respecto al peso de la
proteina, se esperaria que las peliculas con sorbitol al 75% tuvieran una
permeabilidad mayor pero resulté lo contrario. Una de las posibles
explicaciones para este efecto es el tamafo del plastificante, el glicerol
es un polialcohol de tres carbonos mientras que el sorbitol es un
polialcohol de seis carbonos, siendo el tamafo del sorbitol mas grande,
reduce el numero de burbujas. Ademas por el tamafio puede que exista
un impedimento estérico que le impida formar una mayor cantidad de
puentes de hidroégeno con las proteinas, y de esta forma se reducen los
espacios por los cuales el agua puede migrar. También se ha reportado

que en general las peliculas elaboradas con sorbitol como plastificante



presentan una menor permeabilidad al vapor de agua que aquellas

elaboradas con glicerol (Olivas, et al. 2007; Sobral, et al. 2001)

3.6 PERMEABILIDAD AL OXIGENO

Las peliculas de origen proteinico tienen como ventaja el hecho de ser
biodegradables, lo cual es un factor muy importante considerando que la
cantidad de residuos generados hoy en dia es muy alta y esto puede
traer consecuencias riesgosas por el impacto que genera en el medio
ambiente.

Para que las peliculas de origen proteinico puedan funcionar de manera
eficiente como protectoras de alimentos, deben tener una buena
permeabilidad al oxigeno, y de esta forma reemplazar las peliculas
sintéticas (Hong & Krochta, 2006)

Es conocido que tanto las propiedades mecanicas como de barrera que
pueda ofrecer una pelicula dependen directamente de la naturaleza de la
cual provenga. Generalmente los compuestos hidrofilicos presentes en
una pelicula le confieren una permeabilidad al oxigeno baja, pero por
otra parte hacen que aumente la permeabilidad al vapor de agua
(Sothornit & Pitak, 2006) Otro punto a considerar es la naturaleza del
polimero del cual esta hecha la pelicula, en este caso estd hecha de
proteinas, las cuales pueden tener residuos hidrofilicos e hidrofébicos.
La permeabilidad que pueda ofrecer, va a depender entonces del
balance de aminoacidos. Otro aspecto importante es la movilidad de la
cadena, si ésta se incrementa aumentara la permeabilidad al oxigeno
porque facilita el transporte de materia a través de la pelicula, y la

movilidad de la cadena tiene que ver directamente con la humedad. Asi



como de las interacciones que se establecen entre las proteinas y de las

proteinas con el plastificante.

En la Tabla 11, se muestran los resultados obtenidos para permeabilidad
al oxigeno de las peliculas elaboradas con CPSL y CPCh ambas con
glicerol y sorbitol como plastificantes, asi como la permeabilidad al
oxigeno de un plastico de origen sintético y otras peliculas de origen

proteinico.

Tabla 11. Permeabilidad al oxigeno de diferentes peliculas de origen
proteinico y sintético

Tipo de pelicula PO (cm® um/ cv Porglag(l:\;g gon
po dep m? d KPa) % P
metilcelulosa
Concentrado
de proteina Glicerol 50% (w/w) 19.37ma 7.74 2.84
de semilla
de limon bitol 75% (w/ 17.6 2
5% (W/V) Sorbitol 75% (w/w) .6ma 5.39 .58
1 [0)
Concentrgdo Glicerol 50% (w/w) 17 79Aa 158 261
de proteina
de chia .
[0)
596(W/V) Sorbitol 75% (w/w) 16.27Aa 5.77 2.39
LDPE (polletlluen_o de”baja densidad 57 856 568 8.5
Ziploc™)
Metilcelulosa 6.80 36 1
Concentrado de proteina de suero de
leche 31.3« -- 4.6

Cuando las letras son iguales no hay diferencia significativa m Promedio de 3 replicas
A Promedio de 3 replicas

e Promedio de 3 replicas ¢ Sothornit & Pitak; 2006
« Hong & Krochta; 2005

En la Tabla 11 se observa que las peliculas elaboradas con CPCh y CPSL
no presentan una diferencia significativa en cuanto a la permeabilidad
al oxigeno, y se puede considerar que los valores obtenidos son bajos,
en comparacion con los que presenta una pelicula de origen sintético

como el LDPE y que tienen una permeabilidad muy similar a la ofrecida




por otras peliculas de origen proteinico (cabe sefalar que el valor
presentado en la Tabla 11 para el plastico sintético, fue obtenido
experimentalmente y presenta una amplia diferencia con valores
encontrados en la literatura que son de hasta 1870 (cm® um/ m? d
kPa)). En estudios previos (Hong & Krochta; 2006), se ha demostrado
que las peliculas elaboradas con proteina presentan una baja
permeabilidad al oxigeno, lo que las hace una estupenda alternativa

como cubiertas de alimentos.

3.7 EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE LAS
BIOPELICULAS, EMPLEANDOLAS COMO EMPAQUE DE UN
SISTEMA ALIMENTICIO

Finalmente se evalud la funcionalidad de las peliculas elaboradas de

CPSL y de concentrado de proteina de chia (CPCh) empleandola como

recubrimiento de una matriz alimentaria susceptible al deterioro

oxidativo. Para este fin se seleccion6é el jamén serrano, por la cantidad
de grasa que tiene, asi como su bajo contenido de agua y evitar que el
desarrollo microbiano interfiriera en las determinaciones de deterioro

por oxidacion de las grasas.

3.7.1 Primer ensayo

Para el primer ensayo se evalud la capacidad como barrera protectora
de cuatro diferentes peliculas: dos se elaboraron con concentrado de
proteina de semilla de limén, variando el plastificante, (glicerol vy
sorbitol), una mas se elabor6é con otra proteina, la de semilla de chia,
usando glicerol como plastificante, y finalmente una pelicula de origen

sintético.



Las condiciones bajo las cuales se llevé a cabo el ensayo fueron las
siguientes: temperatura ambiente y un lapso de 24 dias. En la Tabla 12

se observan los resultados del deterioro oxidativo.

Tabla 12. Velocidad de formacién de peréxidos (ler ensayo) de las muestras
protegidas con peliculas proteinicas

Tipo de meq de peroxido/kg de grasa
Empaque Tiempo de almacenamiento
Fuente . . p
de Plastificante 0 dias 10 dias 24 dias
proteina
CPSL Glicerol 0] 1.25 (17.3%) 12.43 (14.63%)a
CPSL Sorbitol 0] 0] 6.46 (14.31%0)b
CPCh Glicerol 0] 0] 9.86 (21.4%0)a
Plastico sintético 0] 4.26 (7.17%) 18.26 (12.54%)c

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa o= 0.05, (CV)

Para el tiempo cero no hay una presencia de perdoxidos en ninguno de
las muestras. A los 10 dias se observan diferencias entre la velocidad
de formacion de peroxidos en las muestras, mostrando un mayor
avance en el deterioro la muestra protegida con plastico sintético (4.26
meq de peroxidos/Kg de grasa), seguida por la muestra protegida con la
pelicula elaborada con CPSL/glicerol (1.25 meq de peroéoxidos/Kg de
grasa). Las muestras restantes, protegidas con peliculas elaboradas con
CPSL/sorbitol y CPCh/glicerol, no evidencian aun la presencia de
peréxidos.

En el tercer monitoreo, el cual se llevd a cabo luego de 24 dias, las
cuatro muestras presentaron peréoxidos, siendo la muestra protegida con
el plastico sintético la mas deteriorada al presentar 18 meq de
peroxidos/kg de muestra. Las dos muestras que mostraron le siguen en

formacién de peroxidos fueron las protegidas con peliculas elaboradas



con CPSL/glicerol y CPCh/glicerol, con 12.4 y 9.8 meq de peroxidos/Kg
de grasa, respectivamente. Cabe sefalar que entre estas dos muestras
no se encontré diferencia significativa. Finalmente, la muestra que
mostré una menor formacién de perdxidos para este tiempo fue la
muestra protegida con una pelicula elaborada con CPSL/glicerol, con
solamente 6.4 meq de peroxidos/kg de grasa.

Se determind la presencia de compuestos carbonilicos mediante el indice
de Kreis (Tabla 13). En el monitoreo del tiempo cero, se observd un
valor muy bajo, el segundo monitoreo se realizé luego de diez dias, en
este segundo monitoreo, se aprecia un aumento en el contenido de
compuestos carbonilicos, destacando el de la muestra protegida con
plastico sintético que es un valor muy alto en comparacion con los
presentados para las otras tres muestras. Para el ultimo monitoreo, a
los 24 dias, la tendencia es muy similar, siendo el jamon protegido por
la cubierta sintética el que presenta un mayor contenido de compuestos
carbonilicos, seguido de las muestras protegidas con peliculas de CPSL,
de las cuales, la elaborada con glicerol, es la que presenta una

concentracion mayor de compuestos carbonilicos.

Tabla 13. Determinacion del Indice de Kreis (ler ensayo) de la muestra
protegida con las peliculas proteinicas

Tipo de Indice de Kreis

Empaque
Fuente Plastificante Tiempo de almacenamiento
de
proteina 0 dias 10 dias 24 dias
CPSL Glicerol 0.35 (4.1%) 1.36 (6.5%0) 4.74 (10.38%)
CPSL Sorbitol 0.35 (4.1%) 1.35 (12.1%) 1.57 (10.8%)
CPCh Glicerol 0.35 (4.1%) ND ND
Plastico sintético 0.35 (4.1%) 6.04 (0.7%0) 10.97 (3.22%)

(CV), ND: no determinada




Los resultados anteriores se pueden explicar primero desde la
perspectiva de que la luz es un factor importante ya que cataliza la
formacién de radicales durante la oxidacion y tomando en cuenta que
las peliculas de origen proteinico tienen color (en el caso de las de
semilla de limén, el color es ambar y para la Chia el color es negro),
esto podria explicar de manera parcial el por qué las muestras
protegidas con estas peliculas ven retardado el deterioro oxidativo. Por
otra parte, la pelicula de origen sintético tiene la desventaja de ser
transparente y permitir en su totalidad el paso de la luz, lo que favorece
la oxidacion y es por eso que en el jamoén protegido con esta pelicula
encontramos el mayor indice de deterioro.

Los resultados de las pruebas de indice de Kreis son acordes con los de
peréxidos, ya que corresponde a un valor elevado de peréxidos un valor
elevado de compuestos carbonilicos. Analizando los resultados obtenidos
en las otras peliculas se observa una diferencia entre las peliculas de
CPSL, la que se elabor6 con sorbitol, presenté un menor deterioro que la
que se elabord con glicerol. Lo que puede establecer que el plastificante
es otro factor importante para determinar la permeabilidad que la
pelicula presenta ante el oxigeno como en el caso de la permeabilidad al
vapor de agua. Por otra parte las dos peliculas elaboradas con el mismo
plastificante pero diferente proteina (CPSL/glicerol, Chia/glicerol)
también presentaron valores diferentes, por lo que se puede establecer
que efectivamente el color fue determinante en el grado de deterioro
sufrido por la matriz protegida.

En las Figuras 22 y 23 se observa el deterioro del jamon protegido con
respecto al tiempo, donde es claro el comportamiento exponencial que
presenta el deterioro oxidativo en la grasa presente en el jamoén
serrano, del tiempo cero al tiempo uno, la cantidad de peroxidos
formados asi como de compuestos carbonilicos es baja, debido a que se

encuentran dentro de la etapa de iniciacion, ya para el segundo



monitoreo los niveles de peroxidos y de compuestos carbonilicos son
altos, porque el deterioro oxidativo se encuentra en su etapa de

propagacion.
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Figura 22. Indice de Kreis (ler ensayo) de muestras protegidas con peliculas
proteinicas
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Figura 23. Indice de peréxidos (ler ensayo) de muestras protegidas con peliculas
proteinicas

3.7.2 Segundo ensayo

Posteriormente se realizO un segundo ensayo que involucré el uso de
peliculas de origen proteinico para proteger un alimento susceptible al
deterioro. Con base en los resultados obtenidos luego del primer ensayo
realizado, se conoce que las peliculas elaboradas a partir de proteina de

chia presentan buenas caracteristicas para ser consideradas dentro de



estas pruebas. De las peliculas elaboradas con CPSL, la elaborada con
sorbitol como plastificante resulto ser la mas eficiente, por lo que dentro
de esta prueba se incorporé una pelicula elaborada con CPCh usando
sorbitol. También se incorporaron dos controles mas, un plastico de
origen sintético mas grueso que el Egapack hasta entonces utilizado,
para conocer qué tipo de variacion podia existir dependiendo del grosor
de la pelicula. Finalmente se incluyé también una muestra sin
proteccion. En este segundo ensayo se mantiene la tendencia que indica
que los recubrimientos con plasticos de origen sintético ofrecen una
proteccion inferior al deterioro oxidativo en comparaciéon con la que
ofrecen las peliculas de origen proteinico. Ademas se observa que las
peliculas elaboradas con sorbitol como plastificante retardan mas la

oxidacion que las elaboradas con glicerol (Tabla 14).

Tabla 14. Velocidad de formacion de peréxidos (2° ensayo) de las muestras
protegidas con diferentes peliculas

Tipo de .
Recubrimiento meq de peréxido/kg de grasa
Fuente de Plastificant Tiempo de almacenamiento
proteina astificante 0 dias 10 dias 24 dias
CPSL Glicerol 0 1.06 (19%0)a 19.47 (24.22%)b
CPSL Sorbitol 0] 0] 6.87 (14.26%0)c
CPCh Glicerol 0] 0] 10.06 (11.3%)
CPCh Sorbitol 0 0] 4.75 (11.77%)c
Plastico sinético
PVC (Egapack) 0] 7.89 (14.8%0)b 29.43 (6.37%)a
LDPE (Ziploc) 0 6.93 (12.83%)b 27.2 (6.86%)a
Sin recubrimiento 0 4.4 (12.5%)b 21.94 (16.4%0)b

Letras iguales indican que no existe diferencia significativa o= 0.05 (CV)

Como se puede ver en la Tabla 14, las muestras protegidas por peliculas
de origen sintético fueron las mas deterioradas. Resulta extrafio que en
segundo lugar de deterioro se encuentre la muestra sin proteccion, se

esperaba que ésta fuera la muestra con un mayor grado de deterioro



pero no lo fue, incluso difiere de manera significativa con respecto a las
protegidas con plastico comercial. Es posible que esto sucediera por una
variacion en la materia prima utilizada, es decir, el jamdn utilizado en
esta prueba haya sido fresco en comparacién con el utilizado en los
demas recubrimientos (aunque se compraron el mismo dia y de la
misma marca).

En la Figura 23 se encuentra el comportamiento del indice de perdxidos

con respecto al tiempo del segundo ensayo.
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Figura 23. Determinacion del indice de peréxidos (2° ensayo) de las muestras
protegidas con peliculas proteinicas

3.7.3 Tercer ensayo



Finalmente se realiz6 un ensayo usando los recubrimientos de origen
proteinico que mejores resultados habian arrojado en los dos ensayos
anteriores que fueron el CPSL/s, CPCh/s y se compararon con una
cubierta de celulosa que esta disefilada para empacar productos
carnicos, por lo que se supone que debe ofrecer una barrera adecuada
para evitar el deterioro lipidico. Para este ensayo se mantuvo la misma
cantidad de muestra, asi como el tiempo de ensayo. Adicionalmente a
las pruebas de indice de perdxidos y de indice de Kreis, se incluyd un
monitoreo de la presencia de radicales libres empleando la técnica de
Resonancia Paramagnética Electronica. Para llevar a cabo la resonancia
se usd un reactivo comunmente llamado atrapador de spin electrénico,
debido a la inestabilidad de los radicales formados. Los atrapadores son
una clase de compuestos que reaccionan con los radicales en transicion
y los estabilizan, generalmente son del tipo nitrona, y forman nitroxidos
cuando atrapan los radicales. Esta técnica se ha utilizado recientemente
(Papadimitriu, et al. 2006) para el monitoreo del deterioro lipidico, y es
mucho mas sensible y rapida para determinar el deterioro en los lipidos
que otras como el indice de peroéxidos y el indice de Kreis. La desventaja
que tiene es que es necesario contar con un equipo altamente
especializado, asi como de reactivos poco comunes. En la Tabla 15, se
muestran los valores obtenidos para el indice de peroxidos en los tres
tipos de recubrimientos. Se observa que para el tiempo cero, no hay
presencia de peroxidos, y esta se empieza a manifestar a partir de los
10 dias.



Tabla 15. Velocidad de formacion de peréxidos (3er ensayo) de las muestras
protegidas con diferentes peliculas

Tipo de .
Recubrimiento meq de peréxido/kg de grasa
Tiempo de almacenamiento
Fuente
de, Plastificante 0 dias 10 dias 24 dias
proteina
10.72 (17.88%)
O,
CPSL Sorbitol 0 . 13.23 (1.9%) a
(o) o,
cPCh Sorbitol 0] 6.44 (1.31%) b 10.02 (5.49%) b
(o) o)
Cubierta de celulosa 0] 4.88 (17.19%206) b 7.24 (13.9%) c

(CV) Letras iguales indican que no existe diferencia significativa a= 0.05

Como se muestra en la Tabla 15, al finalizar el estudio, la muestra
protegida con la pelicula elaborada con CPSL/s es la mas deteriorada,
seguida de la muestra protegida con pelicula de CPCh/s. Es entonces la

muestra cubierta con celulosa la que ofrece una mayor proteccion.

Con respecto al indice de Kreis (Tabla 16), se tiene una tendencia
similar mostrando valores bajos en el tiempo cero y aumentando en el
tiempo uno. En el tiempo dos los valores aumentaron manteniendo la
tendencia, lo que indica que las peliculas de origen proteinico ofrecen la
misma proteccion, no siendo asi para el recubrimiento de celulosa, el
cual ofrece una proteccion mayor.

En cuanto a la formacidon de compuestos carbonilo, a los veinte dias este
también se ve aumentado, lo que indica que el deterioro se encuentra

en su etapa de propagacion.




Tabla 16. Determinacion del Indice de Kreis de la muestra protegida con las

peliculas proteinicas

Tipo de . ]
Recubrimiento Indice de Kreis
Tiempo de almacenamiento
Fuente
de, Plastificante 0 dias 10 dias 4 s
proteina
(o) o o
CPSL Sorbitol 0.487 (6.8%0) 2.5 (1%) 4.74 (1.25%)
(o) o, o
CPCh Sorbitol 0.487 (6.8%) 4.03 (22.6%) 5.82 (44%)

Cubierta de celulosa

0.487 (6.8%)

2.8 (11.75%)

6.14 (3%)

En este ensayo, y con el fin de conocer la influencia del color de las
peliculas de origen proteinico ante el deterioro, se expuso un lote a la
luz UV. Para lograrlo se us6 una lampara de rayos UV en una cadmara
obscura.

En la Tabla 17, se muestran los resultados obtenidos para este lote, se
puede decir que el deterioro no se ve aumentado por la exposicion de la
muestra a la luz UV. El comportamiento que esta prueba presento es

muy similar al de la prueba regular.

Tabla 17. Determinacidon de perdxidos de las

peliculas proteinicas (UV

la muestra protegida con

meq de perdxido/kg de grasa

Tipo de
Recubrimiento Tiempo de almacenamiento
Fuente de . 0 dias 10 dias 24 dias
. Plastificante
proteina
[0) (o)
CPSL Sorbitol 0] 5.95 (7.89%0) 16.5 (2.5%)a
o) o,
CPCh/s Sorbitol 0] 4.32 (4.81%0) 14.82 (4.23%0)a
0] 3.26 (11.58%) 9.023 (14.5%0)
Cubierta de celulosa




El comportamiento del avance con respecto al tiempo de los indices de

peroxido y Kreis se pueden ver en las Figuras 24 y 25.
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Figura 24. Determinacion del indice de Kreis de las muestras protegidas con peliculas
de proteina
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Figura 25. Determinacidn del indice de perdxidos de las muestras protegidas con
peliculas de proteina



3.7.3.1 Determinacion de radicales libres usando Resonancia

Paramagnética Electronica

Los resultados que arroja la determinacién de radicales libres son
graficas en las cuales se manifiesta la presencia de éstos. Los radicales
organicos se presentan siempre en una intensidad de campo constante,
que es de entre 3440 y 3500 G y la cantidad de radicales encontrados
va a dar como resultado una variaciéon en la intensidad, aunque para
considerar un ensayo como cuantitativo debe existir una referencia, es
decir una curva patron. En este ensayo las determinaciones de
radicales libres son solamente cualitativas, pero aunado a los indices de
Kreis y de perdxidos, da una idea muy cercana de la etapa en la cual se
encuentra el deterioro lipidico de las muestras evaluadas.

En la Figura 26, se muestra la presencia de radicales libres en la
muestra protegida con peliculas elaboradas con CPSL/s. Para el tiempo
cero, la lectura es sobre la linea base, a los 10 dias, aumenta la
cantidad de radicales y luego de 24 dias disminuye, esto se puede
explicar de acuerdo a la cinética de oxidacion de los lipidos, ya que en
la etapa de iniciacidn, se generan una gran cantidad de radicales, y en la
siguiente etapa, la de propagacion, se forman diversos compuestos, los
cuales son mas estables y la cantidad de radicales libres generados se

ve disminuida.
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Figura 26. Determinacion de radicales libres en la muestra protegida con pelicula
elaborada con CPSL/s

En la Figura 27, se muestra el comportamiento de la muestra protegida
con una pelicula elaborada con CPSL/s, pero sometida a la luz UV. Al
igual que en la determinacion de peréxidos y de indice de Kreis, el
tiempo en el que se da el deterioro es menor, y eso se corrobora en la
grafica, ya que la cantidad de peroxidos aumenta de los 10 a los 24
dias, lo que indica que las peliculas de origen proteinico impiden el paso
de la luz UV, ya que ésta es un factor importante que acelera las

reacciones de oxidacion.
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Figura 27. Determinacion de radicales libres en la muestra protegida con pelicula
elaborada con CPSL/s y expuesta a la luz UV.

En la Figura 28, se muestra el comportamiento de la muestra protegida
con pelicula de chia, al igual que las muestras protegidas con peliculas
de CPSL/s el comportamiento indica que este tipo de peliculas ofrecen

una proteccion contra la luz UV.
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Figura 28. Determinacion de radicales libres en la muestra protegida con pelicula
elaborada con CPCh/s

En el caso de las peliculas protegidas por una cubierta celul6sica, estas

fueron las muestras que presentaron un menor deterioro, tanto en los



indices de Kreis y perdoxidos como en la intensidad de sefial en la
determinacion de radicales libres (Figuras 29 y 30). A pesar de que
éstas no tienen color, el hecho de estar sometidas a la luz UV no acelero
el deterioro. Lo cual se puede explicar por su baja permeabilidad al
oxigeno que ha sido reportada en estudios previos y es menor en
comparacion a la que ofrecen las peliculas de origen proteinico.
(Sothornit & Pitak, 2006)
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Figura 29. Determinacidon de radicales libres en la muestra protegida con pelicula
elaborada con celulosa
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Figura 30. Determinacidon de radicales libres en la muestra protegida con pelicula
elaborada con celulosa y expuesta a la luz UV

De manera global y considerando los ensayos de proteccion, de barrera
y propiedades mecanicas, es posible decir que las peliculas elaboradas
con CPSL, vy CPCh son peliculas adecuadas para la protecciéon de
alimentos. Se deben considerar también los beneficios que tiene el usar

materiales biodegradables.



CONCLUSIONES

La semilla de limén, tiene un alto porcentaje de proteina (25%),
por lo que es posible obtener un concentrado proteinico con un
total de 86.8% de proteina, la cual esta conformada por 5
fracciones proteinicas de bajo peso molecular que tienen la

funcionalidad de formar peliculas para proteger alimentos.

Las peliculas elaboradas con proteina de semilla de limén vy
proteina de chia, tienen una estructura formada por capas, la cual

se observo en la microscopia electrénica de barrido.

Las propiedades de resistencia a la puncion, de fuerza de tension,
y elongacion, que presenta la pelicula elaborada a partir de
concentrado proteinico de semilla de limén, son superiores a las

reportadas para otras peliculas de origen proteinico.

La pelicula formada a partir de concentrado proteinico de semilla
de limén presenta una baja permeabilidad al vapor de agua en

comparacion con otras peliculas de origen proteinico.

La permeabilidad al oxigeno que presentaron las peliculas
elaboradas con concentrado proteinico de semilla de limén vy
concentrado proteinico de semilla de chia, es baja y se equipara a
la permeabilidad al oxigeno presentada por otras peliculas de

origen proteinico.



En las propiedades de barrera que presentan las peliculas
elaboradas con concentrado proteinico de semilla de limoén, y
concentrado proteinico de semilla de chia, las elaboradas con

sorbitol como plastificante, resultaron superiores.

La funcionalidad como barrera que presentaron las peliculas
elaboradas a partir de concentrado proteinico de semilla de limén
y concentrado proteinico de semilla de chia resulto ser superior a
la de un plastico sintético, en cuanto al retardo del deterioro
oxidativo, lo cual fue corroborado wusando resonancia
paramagnética electronica, que resultdé ser una técnica eficiente
para determinar la presencia de radicales libres de una matriz en

proceso de deterioro.

De entre las peliculas de origen proteinico, las elaboradas con
proteina de chia mostraron una mayor eficiencia retardando el

deterioro oxidativo, al emplearlas como protectoras de alimentos.
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