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1. INTRODUCCION

1.1.Justificacion

En México se ha encontrado que la mayor parte de las especies marinas son
consumidas en forma de filete, y el residuo no es aprovechado en su totalidad, ya
que en el 2011 se registré un total de 1, 092, 518 ton de pescado vivo de los
cuales 12, 935 ton fueron destinadas para aceite y 133, 237 ton destinadas para
harina, obteniendo 84, 866 ton de desperdicio pesquero (CONAPESCA, 2011).

Entre el desperdicio se encuentran las pieles, de las que se han hecho
investigaciones sobre la realizacion de peliculas a partir de sus proteinas; las
cuales ademas de ser biodegradables, podrian agregar un valor nutricional a los
alimentos, ya que estas peliculas estan compuestas principalmente de proteinas y

carbohidratos.

Una de las desventajas con las que se han enfrentado en estos ultimos afios las
investigaciones realizadas sobre la extraccidn de proteinas de las pieles de
pescado, son los bajos rendimientos de extraccion que se obtienen; que van
desde 6 % hasta 12 % y estos valores varian segun lo tipos de pieles de pescado
que se utilizaron, siendo las mas estudiadas tiburén, raya (Castaneda, 2011) y

mero (Granados y Martinez, 2010).

Por lo que es necesario investigar si al modificar algunas de las condiciones de
extraccion de proteina de pieles de pescado, permiten un efecto en los
rendimientos y en las propiedades de las proteinas; evaluando las variables

presion, tiempo y temperatura en pieles de cazén y robalo.



1.2.0Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Conocer el efecto de la temperatura y las altas presiones hidrostaticas en los

rendimientos de extraccion de proteinas de piel de pescado y en las propiedades

para la elaboracion de peliculas.

X/
L X4

1.2.2. Objetivos particulares

Conocer y establecer la temperatura éptima en la extraccion alcalina de

proteinas en pieles de pescaderia.

Conocer el efecto de la temperatura de extraccion sobre las propiedades

mecanicas de extension que presentan las peliculas.

Conocer el efecto del pH en la extraccion de proteinas de pieles de

pescado y el efecto en las propiedades de barrera de las peliculas.

Identificar si las altas presiones hidrostaticas modifican los rendimientos de

extraccion al aplicar distintas dosis y tiempo en pieles de pescado.

Conocer el efecto de las altas presiones hidrostaticas en las propiedades

mecanicas de extension y puncién de las peliculas.

Conocer el efecto de las altas presiones hidrostaticas en las propiedades de
barrera que presentan las peliculas.



2. ANTECEDENTES

2.1.Peliculas de biopolimeros

El interés en las peliculas de biopolimeros ha ido en aumento durante la ultima
década, debido a que son una alternativa al uso de peliculas no biodegradables;

favoreciendo al medio ambiente.

Basicamente, las peliculas biodegradables se preparan a partir de polisacaridos,
proteinas y lipidos. Entre estos materiales, las proteinas han sido ampliamente
estudiadas debido a su abundancia, a su capacidad de formacion de pelicula y a

sus cualidades nutricionales (Gennadios et al., 1994; Krochta, 2002).

Las peliculas elaboradas de proteinas son las mas atractivas a diferencia de
aquellas peliculas hechas de polisacaridos y lipidos; porque las peliculas de
proteina tienen un excelente bloqueo a gases asi como sus propiedades fisicas
(Jun-Yeon et al., 2011).

Las peliculas y recubrimientos a base de proteinas pueden ser comestibles y
biodegradables, esto dependera de la formulacién y el método de elaboracién; los
cambios que se dan en las proteinas se debe al efecto de la temperatura utilizada,
modificacion del pH, contenido de sal, modificacion enzimatica y eliminacion de
agua presente, lo cual determinara si la pelicula o el recubrimiento resultante es
comestible (Krochta y De Mulder-Johnston, 1996).

A pesar de que no es factible el reemplazé total de las peliculas sintéticas, las
peliculas de biopolimeros tienen el potencial de reducir y sustituir quimicamente

las peliculas sintéticas en algunas aplicaciones en el futuro.

Investigaciones realizadas en la Facultad de Quimica entorno al desarrollo de
peliculas formadas a partir de fuentes proteicas como piel de pescado de mero,
raya, cazoén y de ave que presentan una fuerza de extension, fuerza de puncion y

barrera al vapor de agua aceptable, comparandola con materiales sintéticos como



polietileno de baja densidad. Sugieren que el utilizar estas peliculas como parte de

los empaques podria traer un beneficio al ambiente, econémico y nutricional.

2.2.Aplicacion de altas presiones hidrostaticas en extraccion de proteinas

El uso de alta presion hidrostatica para extraer el colageno de la piel de pescado
es una alternativa util al procedimiento convencional. Su utilidad reside
basicamente en que la etapa mas larga del tratamiento puede ser acortado
drasticamente, por lo que es posible producir colageno de alta calidad en pocos

minutos.

El punto de aplicacion de alta presion en el proceso de extraccion del colageno en
pieles de pescado es principalmente reducir los tiempos de tratamiento y/o para

mejorar la calidad de la gelatina producida (Gomez-Guillén et al., 2005).

Se ha demostrado que las altas presiones por arriba de 150 MPa inducen la
desnaturalizacidon de las proteinas, alterando el equilibrio de las interacciones no
covalentes que estabilizan la conformacién nativa de muchas proteinas (Masson
P. et al., 1992). Sin embargo, se ha informado que el colageno es apenas afectado
por la alta presién, dado que los puentes de hidrégeno son insensibles a estas

condiciones (Gekko y Koga, 1968; Heremans, 1995).

No se observaron efectos significativos en el tratamiento de alta presién alrededor
de 300-400 MPa, en la solubilidad del colageno en la carne de res (Suzuki et al.,
1993) y en la bacaladilla (Fernandez-Martin et al., 1998). Sin embargo, se ha
demostrado que la solubilidad del colageno bovino aumenta con la presion
aplicada a 200 MPa, mientras que a 400 MPa se reduce esta caracteristica
(Kwiatkowska et al., 2001).

Se estudié que la desnaturalizacién proteica de la clara de huevo se produce de
forma irreversible a partir de 300 MPa y se intensifica con el aumento de la presion

y el tiempo de tratamiento.



3. MARCO TEORICO

3.1.Produccidon pesquera en México

México posee una extension territorial de 1, 964,375 Km? con una superficie
continental de 1, 959,248 Km? y una insular de 5, 127 Km?2. También ostenta gran
variedad de sistemas costeros y marinos dentro de sus aguas territoriales: 12,500
Km? de superficie de lagunas costeras y esteros y 6,500 Km? de aguas interiores

como lagos, lagunas, represas y rios.

En la grafica 1 se muestra el volumen de la produccion pesquera en el afo 2011,
la produccion en peso vivo desembarcado asciende a 1,660 mil toneladas, siendo
Sonora y Sinaloa, las entidades con mayor produccién pesquera con una
participacion del 37% y 20% respectivamente, seguidas por la Baja California Sur

con un 9% y Baja California con un 8%.

CONAPESCA, 2011

Gréfica 1. Principales entidades en México en produccion pesquera, 2011



Los volumenes de la produccién pesquera reportados para el 2011 fueron de
1,092,58 toneladas de materia prima procesada, mas del 34% fue de congelado,
cerca del 18% para enlatado donde el atun fue la principal especie, el 47%
aproximadamente para reduccién, siendo la sardina la principal especie y el 1%
restante para otros procesos. En cuanto a producto terminado este fue de 564,370

toneladas.

Con el propédsito de identificar la situacién relativa de México en el contexto
pesquero mundial, se presentan en la tabla 1 y grafica 2 datos estadisticos de los
principales paises pesqueros. Cifras de la FAO del 2010 situan a México en el
lugar 17 de la produccion a nivel global, lo que representa un 0.95% del total

mundial, que equivale a 1,620 miles de toneladas en peso vivo.

Tabla 1. Principales paises pesqueros a nivel mundial en afios del 2009 y 2010

Pais 2009 2010

Miles de toneladas en peso vivo
China 60475 63495
Indonesia 9827 11674
Japén 5208 5300
Estados Unidos 5008 5244
Filipinas 5083 5162
India 7845 9348
Peru 6964 4354
Rusia 3956 4202
Chile 4703 3762
Noruega 3495 3689
Vietnam 4842 5131
Myanmar 3545 3914
Rep. De Corea 3200 3124
Tailandia 3164 3145
Malasia 1873 2019
Bangladesh 2886 3035
México 1768 1620
Espaia 1172 1221
Canada 1161 1193

FAO, 2010



China es el pais con mayor produccién a nivel mundial, generando 60 veces
mas que México, también es uno de los paises en donde le dan utilidad
mayormente a los desperdicios del pescado, generando no solo producto
fresco de consumo sino también se utilizan principalmente para la produccién

de alimentos y fertilizantes.
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Grafica 2. Principales paises en produccion pesquera en los afios 2009 y 2010

3.1.1. Produccion de cazén en México

El cazdn por su volumen se encuentra posicionado en el lugar 10 de la produccion
pesquera en Meéxico; sin embargo, por su valor, lo encontramos en el lugar 9
(CONAPESCA, 2011).

Como se muestra en el grafico 3 las principales entidades de produccién de cazén
en México son Sinaloa y Baja california sur (BCS), teniendo en el 2011 una
produccion del 21.06% equivalentes a 5,027 toneladas en peso vivo en Sinaloa y
una produccion del 19.13% equivalentes a 4, 565 toneladas en BCS.

Comparando con los anos anteriores el cazén ha tenido una produccion
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decreciente pero se mantiene dentro de los peces con mayor produccion en

México.
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Grafica 3. Principales entidades del pais en produccion de cazon

3.1.2. Produccion de robalo en México

El robalo por su volumen se encuentra posicionado en el lugar 23 de la produccién
pesquera en México; sin embrago, por su valor, lo encontramos en el lugar 10
(CONAPESCA, 2011).

En la grafica 4 se presenta las principales entidades productoras de robalo,
destacando Campeche como la de mayor produccion y Veracruz. Estas entidades
en produccion en el ano 2011 fue de 28.36% y 23.88% respectivamente. Estos
porcentajes equivalentes en peso vivo para Campeche 2,027 toneladas y en

Veracruz 1,707 toneladas.
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3500 -
§ 3000 -
Z 2500 -
€ 2000 -
= 1500 -
1000 - = 2009
> 500 -
£ T T
g é\@ 0\;\/ 900 (b{\\ @ \o{b ®0® \,'{b(\ on ,b%* 2011

,b@Q@ & < g o‘@Q & & ‘ &«b“@ S

o O‘\’\

Entidad
. J

*Baja California Sur, Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas y Yucatan
CONAPESCA, 2011

Grafica 4. Principales entidades del pais en produccion de robalo

3.2.Caracteristicas biolégicas de cazén y robalo

3.2.1. Cazbn

Pez elasmobranquio. Presenta esqueleto cartilaginoso y caracteristicas
morfoldgicas, bien definidas entre las que destacan la presencia en la parte ventral
de la cabeza de un par de orificios llamados “narinas” que corresponden a la parte
externa del olfato; disposicion vertical de 5 aberturas branquiales situadas a

ambos lados del cuerpo, cola o aleta caudal.

Son organismos oviparos o viviparos de fecundacién interna. En aguas tropicales,
durante agosto son depredadores en el sentido de que se alimentan siempre de
animales, son peces zodfagos. Su dieta consiste en peces, crustaceos y
moluscos. La coloracion caracteristica de esta especie es dorso café o grisaceo;

las aletas dorsal y caudal tiene margenes obscuros; el vientre es blanco.



Pez oceanico, en su gran mayoria de aguas tropicales, y subtropicales. Se
encuentran a profundidades que varian de 30 — 500 metros, cuando alcanzan
agua someras de la costa se aproximan mucho a las playas y algunos llegan a
invadir las aguas salobres. Su pesqueria se realiza durante todo el afio en forma
complementaria a la de otras actividades pesqueras que operan en la costa. Se

consume la carne fresca, congelada y a veces seca, salada.

3.2.2. Robalo

Pez de la familia Centropomidae agrupa a especies de gran semejanza
morfolégica. Comprende, a escala mundial, cuatro géneros y 23 especies. Pez
similar a los tunidos, macarelas y sierras. Se caracteriza por presentar el cuerpo
fuerte y fusiforme adelgazandose en forma pronunciada hacia el pedunculo
caudal, el cual es bastante estrecho; que es un indicador de la gran capacidad de
nado de esta especie. El género Centropomus spp comprende especies tropicales
y subtropicales eurihalinas, con una marcada tendencia a alimentarse y crecer en

cuerpos de agua de baja salinidad.

Presentan un perfil céncavo en el hocico o morro. Logran longitudes de cerca de
dos metros y constituye un grupo de peces de gran importancia alimentaria y

comercial en el mundo (Nelson, 1994).

Su distribucion y abundancia parece estar en estrecha relacion con la presencia
de lagunas costeras y estuarios, en donde las fluctuaciones de salinidad son
notables. Los robalos son organismos tipicamente eurihalinos, soportan amplias
variaciones de salinidad en el agua, ya que su ciclo de vida esta estrechamente
ligado a los ambientes estuarinos, es decir, a las zonas de las desembocaduras de
los rios, esteros y lagunas litorales. De hecho, se les considera como animales
cuasi catadromos, es decir como peces que desovan en el mar y que maduran en

agua dulce.

Se alimentan principalmente de especies como sardinas, lacha y anchoveta,

aunque también camarones y algunos moluscos. Se distribuyen en el Golfo de

-10 -



México, especialmente en Campeche y Veracruz. Se consume principalmente

fresco, congelado o salado.

3.3.Peliculas biodegradables

3.3.1. Definicién

Las peliculas son recubrimientos que forman una fina capa sobre el alimento y se
caracterizan por constituir una barrera semipermeable a los gases, compuestos
volatiles y al vapor de agua que retrasa el deterioro de los alimentos, estas pueden
mejorar las propiedades mecanicas, a retener la integridad estructural del producto
que envuelven y actuar como vehiculo de aditivos alimentarios (Saavedra y
Algecira, 2010).

3.3.2. Uso de peliculas comestibles

La utilizacidon de peliculas comestibles sobre productos alimenticios no es un
tratamiento innovador ya que se realiza desde hace afios, con los objetivos de
aumentar el tiempo de almacenamiento y mejorar el aspecto de muchos
alimentos. Como ejemplo se puede mencionar el empleo de ceras para retrasar la

deshidratacion de los citricos que se realiza en China desde los siglos Xll y XIII.

Actualmente el uso de peliculas comestibles se ha extendido a muchos alimentos:
productos carnicos, pescados y carne de ave, tanto frescos como congelados,

frutas y hortalizas enteras o en trozos y quesos entre otros.

Esto se debe al desarrollo de formulaciones innovadoras respecto a los
biopolimeros utilizados para su composicion. Segun el tipo de biopolimeros
(proteinas, polisacaridos y lipidos) que componga la pelicula comestible o
recubrimiento comestible, sus caracteristicas y funciones seran diferentes, ya que

estan ligadas a la composicién quimica y estructural del mencionado biopolimero.

-11 -



Dichas funciones estan asociadas a la preservacion de la calidad de los alimentos
sobre los cuales se aplica y consisten principalmente en servir como barrera en la
transferencia de distintas sustancias como se muestra en la figura 1, que va desde

el alimento hacia el exterior y viceversa.

Luz UV

Vapores
R organicos
Pelicula

Solutos, lipidos
sales, pigmentos
Stress y aditivos
mecanico

(Daoudi, 2004)

Figura 1. Transferencias que pueden ser controladas por barreras comestibles.

Una funcionalidad importante de las peliculas comestibles es su habilidad para
incorporar ingredientes activos, ya que pueden servir como soporte de aditivos

capaces de conservar y mejorar la calidad del producto.

Los diversos biopolimeros con los que se realizan las peliculas compuestas y
formulaciones de revestimiento se muestran en la figura. 2. La composicién de los
recubrimientos sobre la base de dichos biopolimeros han traido un aumento en los
nuevos materiales de empaque en uso. Estos biopolimeros son compatibles con

hidrocoloides, agentes tensoactivos y aditivos.
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Figura 2. Biopolimeros de origen natural para uso en peliculas biodegradable.

Es importante destacar que las caracteristicas funcionales de las peliculas
comestibles son consecuencia directa de la materia prima utilizada para su
fabricacion, la cual debe ser obtenida de fuentes naturales para asegurar su
biodegradabilidad. Estos componentes que forman parte de la formulacion de

las peliculas se clasifican en tres categorias:

e Polisacaridos (almidones, alginatos, pectinas, quitosano, carragenanos y
derivados de celulosa).
e Proteinas (caseina, suero lacteo, colageno y zeina).

e Lipidos (ceras, resinas y acidos grasos).

3.3.3. Peliculas elaboradas a partir de una fuente proteica

El colageno es el mayor constituyente de la piel, tendones y tejidos conectivos, y
se encuentra extensamente distribuido en las proteinas fibrosas de los animales.
La gelatina resulta de la hidrélisis parcial del colageno, produce una pelicula
flexible y gruesa y las propiedades mejoran cuando se utiliza cloruro de sodio
(NaCl) en concentraciones bajas (Lee et al., 2004). Las peliculas de colageno
también son usadas tradicionalmente en la preparacion de envolturas comestibles

(Tharanathan, 2003). Los beneficios que presentan este tipo de recubrimientos
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son evitar la pérdida de humedad y dar un aspecto uniforme al producto

mejorando sus propiedades estructurales.

El reemplazo total de los plasticos sintéticos por materiales biodegradables para la
elaboracién de empaques no se ha logrado hasta el presente, no obstante si se
han sustituido algunos polimeros sintéticos por otros naturales, en aplicaciones
especificas. Tales reemplazos han permitido el desarrollo de productos con
caracteristicas especificas relacionadas con las propiedades de barrera,
mecanicas y térmicas en determinados empaques como peliculas protectoras
espumas, envolturas, platos, tasas, cucharas, bolsas, etc., (Avérous y Boquillon,
2004; Wang et al., 2003).

La prioridad principal de los empaques es la preservacion y proteccion de todo tipo

de productos, siendo los alimentos y las materias primas el campo de mayor
prioridad (Villada et al., 2007).

3.4.Desnaturalizacion proteica

El estado nativo es el estado termodinamicamente mas estable. Cualquier cambio
de este ambiente como modificaciones en el pH, la fuerza iénica, la temperatura,
la composicién del disolvente, etc., forzara a la molécula a asumir una nueva
estructura. La desnaturalizacién implica una pérdida de la estructura ordenada.
Dependiendo de las condiciones de desnaturalizacion, las proteinas pueden
hallarse en diversos estados desnaturalizados.
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3.4.1. Agentes desnaturalizantes

3.4.1.1. Efecto de la temperatura en las proteinas

El calor es el agente mas frecuente empleado para la conservacion y procesado
de los alimentos. Cuando se calienta gradualmente una proteina en disolucion, por
encima de una temperatura critica, sufre una transicion abrupta del estado nativo

al desnaturalizado.

Los enlaces que sufren una modificacion son los enlaces no covalentes
primordialmente, los enlaces de hidrégeno, las interacciones electrostaticas y las
fuerzas de van der Waals se desestabilizan a temperaturas altas y ganan
estabilidad a temperaturas bajas. Sin embargo, los puentes de hidrégeno
peptidicos estan en su mayoria en el interior de la estructura, por lo cual

permanecen estables en un amplio intervalo de temperaturas.

Por el contrario las interacciones hidréfobicas, por ser endotérmicas, son mas
estables a temperaturas elevadas y se desestabilizan a temperaturas bajas. La

fuerza maxima de las interacciones hidrofobicas esta alrededor de 60 — 70 °C.

3.4.1.2. Efecto del pH en las proteinas

Las proteinas son mas estables frente a la desnaturalizacion en su punto
isoeléctrico que en ningun otro pH. A valores de pH extremos, las fuertes
repulsiones electrostaticas intermoleculares causadas por la elevada carga neta
determinan el hinchamiento y el desplegamiento de las moléculas proteicas. El
grado de desplegamiento es mayor en pHs extremos alcalinos que en pHs

extremos acidos.
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3.5.Alta presion hidrostatica (APH)

3.5.1. Definicion

Se entiende por altas presiones comprendidas entre 100 y 1000 MPa; ya que
normalmente el medio utilizado para transmitir la presion es el agua, este

tratamiento se le conoce como altas presiones hidrostaticas.

3.5.2. Aplicacion de altas presiones en los alimentos

La tecnologia de las altas presiones es un método empleado en la conservacion
de los alimentos, en donde el alimento es sometido a elevadas presiones, con la
finalidad de inactivar microorganismos y enzimas deteriorativas, y crear atributos

que sean deseables en los alimentos.

El uso de las altas presiones como método de conservaciéon de alimentos ha
ganado impetu en varias partes del mundo como una alternativa a los métodos
térmicos tradicionales, ya que las altas presiones tienen poco efecto en el sabor,

olor y valor nutrimental del alimento (Messens et al., 1997).

3.5.3. Efecto de las altas presiones en los alimentos

Las proteinas sufren cambios en su estructura cuando se someten a procesos que
involucren presién, ya que la presion favorece la disociacion de las proteinas

oligomericas y asi mismo provocan desdoblamiento de sus cadenas.

Una proteina es su estado nativo esta estabilizada por enlaces covalentes
incluyendo a los enlaces disulfuro; interacciones electrostaticas; puentes de
hidrogeno e interacciones hidrofilicas. La presion afecta la estructura cuaternaria
(a través de las interacciones hidrofobas), a la estructura terciaria (provocando
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desdoblamientos que muchas veces son reversibles), y a la secundaria

(provocando desdoblamiento irreversible) (Ludikhuyze y Hendricks, 2000).

En general la aplicacion de presiones superiores a 100-200 MPa a temperatura
ambiente, provocan la disociacion de macroestructuras en subunidades, asi como,
el despliegue y desnaturalizacion de estructuras monoméricas, probablemente
debido al debilitamiento de las interacciones hidrofobicas y la separacion de los

puentes salinos inter o intramoleculares (Heremans, 1995).

Se ha observado que los enlaces covalentes tienen baja comprensibilidad y no se
ven afectados por presiones inferiores a 1000 — 2000 MPa (Hayashi et al., 1992).
De esta manera la estructura de las biomoléculas de bajo peso molecular no se
modifican (Chefel et al., 1992). La alta presion también contribuye a la disociacién

de los grupos acidos de la cadena lateral de los aminoacidos.

3.5.3.1. Agua

El volumen de agua disminuye un 4 % a 100 MPa y un 15 % a 600 MPa a una
temperatura de 22 °C (Chefel, 1992). La compresion adiabatica del agua causa un
aumento de 2 a 3 °C por cada 100 MPa, aumento que depende de la temperatura
inicial del agua y de la velocidad de compresidon. Este cambio es irreversible
cuando sucede la descompresidén ya que se produce una baja de la temperatura

de la misma magnitud (Chefel y Culioli, 1997).
3.5.3.2. Lipidos

El aumento de la presion puede producir un aumento de la oxidacién de los lipidos
insaturados del alimento. Se ha observado que el tratamiento de altas presiones
en alimentos de alto contenido proteico como la carne y pescado produce un
incremento de la oxidacion lipidica, se cree que este aumento de oxidacion esta
relacionado con la desnaturalizacion de las proteinas, quedando iones metalicos

libres que catalizaran la oxidacion lipidica (Beltran et al., 2002).
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4. MATERIALES Y METODOS

En el siguiente diagrama se sintetiza el trabajo experimental realizado en las

pieles de pescado.

4.1.Diagrama general de trabajo

Piel de pescado

Andlisis composicional:
Humedad
Proteina
Cenizas
Grasa

Efecto de la temperatura
40/45/50 °C
(Extraccién alcalina oH 12.0)

Evaluacion de los
rendimientos de extraccién
de proteina soluble total
extraida

Efecto de pH en la
piel de pescado
aplicacion de pH 12.0
y 13.8
Extraccion a 50 °C

Efecto de la alta presion
hidrostatica aplicacion de
400 y 600 MPa (Extraccién
alcalina pH=12.0 y T= 50 °C)

Evaluacion de los
rendimientos de extraccion
de proteina soluble total
extraida

Evaluacion de los
rendimientos de extraccion
de proteina soluble total
extraida

Seleccion de la temperatura
optima

Seleccién del pH 6ptimo de
extraccion

Precipitacion isoeléctrica

Precipitacion isoeléctrica

Precipitacion isoeléctrica

Elaboracion de la pelicula
(5 % de precipitado y 75 %
de sorbitol)

Elaboracion de la pelicula
(5 % de precipitado y 75 %
de sorbitol)

Elaboracion de la pelicula
(5 % de precipitado y 75 %
de sorbitol)

Propiedades mecanicas
Extension

Propiedades mecanicas
Extension
Puncién

Propiedades de barrera
Permeabilidad al
vapor de agua (PVA)
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4.2.Caracterizacion de las pieles de cazdon y robalo

Las pieles de cazdn y robalo, se obtuvieron del mercado “La Nueva Viga” ubicada

en la Ciudad de México.

Para determinar la composicion de las pieles se realizé un analisis composicional
que incluyé humedad, proteina, cenizas y grasa. Para estas determinaciones las
pieles se cortaron previamente en piezas de 1x1x1 cm y se realizaron con los

siguientes métodos:

e Humedad (AOAC 950.46)

e Proteina (AOAC 981.10) Factor 6.25
e Cenizas (AOAC 938.08)

e Grasa (AOAC 991.36)

4.3.Extraccion de la proteina soluble total extraida de las pieles de

pescado

La extraccion de proteina soluble en las pieles de cazon y robalo se realizé de
acuerdo al procedimiento de Granados y Martinez, 2010. La piel se corté en cubos
de 3x3x3 cm, se sumergieron en una solucion de NaOH 0.1 N a pH 12.0 en una
relacion 1:10 (p/v); se agité esta mezcla por una hora a 50 °C. Transcurrida una
hora de agitacion la piel se trituré en una licuadora convencional, con la finalidad
de tener una superficie mayor de contacto y asi obtener mas cantidad de proteina
extraida de la piel. Realizado lo anterior, la piel triturada se agité durante una hora

mas a 50 °C.

-19-



4.4.0Obtencién del precipitado

4.4.1. Precipitacion isoeléctrica

Después de la agitacion de dos horas para la extraccion de las proteinas en las
pieles de cazoén y robalo, se filtré la solucidon con papel filtro, obteniendo el residuo
(piel triturada) el cual se desecha y el sobrenadante (proteina solubilizada), el cual

se ocupo para realizar la precipitacion de las proteinas.

Al sobrenadante se le agregd 1 mL de una solucion de hexametafosfato de sodio
al 10% en una relacion 1:50 (v/v). Después se ajusto el pH de la solucidén a 2.5 con

una solucion de HCI 2 M, se dejo en reposo 2 horas en refrigeracion (+4 °C).

Después del reposo, se centrifuga la solucion en un equipo marca Beckman J2-M2
(Alemania). Las condiciones fueron temperatura a 4 °C a una velocidad de 7000
rom durante 25 minutos. Con la que se obtuvo el precipitado proteico y la proteina

soluble residual (proteina solubilizada no precipitada).

4.4.2. Caracterizacion del precipitado

Al precipitado se le determind humedad en estufa de vacio (AOAC 931.04) y
proteina por método Kjeldahl (AOAC 981.10). La humedad se determind, ya que
se debe ajustar el extracto en base seca para elaborar las peliculas y la proteina

se determind para conocer el rendimiento de extraccion.

4.4.3. Determinacion de proteina soluble total extraida

Esta determinacién se llevé a cabo para calcular los rendimientos de extraccion de
la proteina total obtenida de la centrifugacion, utilizando el método Kjeldahl (AOAC
981.10).
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4.4.4. Determinacion de proteina soluble residual

Esta determinacion se realiza para calcular los rendimientos de extraccion de la
proteina soluble residual obtenida de la centrifugacion. Se ocuparon dos métodos:
proteina soluble por método Lowry (Lowry et al., 1995), y nitrégeno total por

meétodo Kjeldahl.

Al tener estos dos valores nos permite conocer el balance real de los

rendimientos.

4. 5.Formacién de las peliculas

Las peliculas se elaboraron disolviendo la proteina precipitada en agua destilada
con agitacion constante, de tal forma que la concentracion final fuera 5% (w/v).
Como plastificante se utilizé sorbitol, el cual fue agregado en una concentracion de
75% con respecto a la proteina (w/w), se mantuvo en agitacién constante para
posteriormente ajustar el pH de la solucion a 11.5 con NaOH 1 N. Después de
ajustado el pH se aforé a 55 mL en una probeta con agua destilada, la solucion se
calenté en un bafo de agua a una temperatura de 70 °C por 10 minutos,
posteriormente se filtré y por otros 10 min se volvié a poner en el bafio maria a 70
°C; para eliminar las burbujas formadas se utilizd6 un sonicador (Branson modelo
3510, USA) por 15 minutos. La soluciéon se vacié en un sartén de teflon con
diametro 14.5 cm y se dejo secar durante 48 horas a temperatura ambiente y una

humedad relativa de + 55 %.
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4.6.Evaluacion de las propiedades mecanicas y de barrera en las

peliculas

4.6.1. Acondicionamiento de las peliculas

Las peliculas se colocaron en un desecador para acondicionarlas por el método
(ASTM D618-00, 2003) a una humedad y temperatura constantes (60 £+ 5 HR % y
20 £ 5 °C), esto se obtiene con una solucion saturada de Mg(NOs), - 6 H20. La
humedad relativa y la temperatura se midié con un termohigrometro (Oakton,
Japon), manteniéndose durante 48 horas para posteriormente realizar las pruebas

mecanicas.

4.6.2. Medicion del espesor

El espesor de las peliculas fue medido en cinco posiciones aleatorias con un
micrémetro marca Fowler (Japon), con una precision de 0.001 in, este valor se usa

para las pruebas de extension y puncién.

4.6.3. Propiedades mecanicas

Una caracteristica importante de las peliculas es su funcionalidad, la cual esta
relacionada con sus propiedades mecanicas de extension (fuerza de fractura y
resistencia del material), que se determinan mediante el esfuerzo aplicado al

material y la deformacion resultante (Rayas y col., 2003).

Las propiedades evaluadas en estas pruebas fueron fuerza de fractura a la
extension y fuerza de fractura a la puncion. Estas pruebas se realizaron con un
equipo (Sintech 1/S, MTS, USA) como se muestra en la figura 3; de las pruebas se
obtuvieron lecturas las cuales son registradas en una computadora. Se utilizé6 una
celda de carga de 100 N cambiando la geometria de la abrazadera para las

pruebas de extension y las de puncion.
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Estas pruebas fueron realizadas de acuerdo al procedimiento estandar aplicado
para estas peliculas (ASTM D882-97, 2003).

Figura 3.Equipo SINTECH 1/S evaluacion de pruebas mecanicas de extension y
puncion.

Los datos primarios obtenidos del equipo para determinar las propiedades
mecanicas de las peliculas elaboradas fueron fuerza de fractura (N) y tiempo
(min); los parametros que se calculan con los datos obtenidos es el esfuerzo, el
porcentaje de deformacién y médulo de Young, siendo estas caracteristicas las

mas comunmente evaluadas.

El esfuerzo indica la tension maxima que puede soportar una pelicula antes de
romperse, dando una idea de la integridad y de la durabilidad de las peliculas para
potenciales aplicaciones, mientras que el porcentaje de deformacion permite
conocer la elongacion que presentan los materiales (Miranda et al., 2003; Rayas et
al., 2003; Srinivasa et al., 2007). El médulo de Young es definido como la fuerza
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intrinseca e indica la rigidez de la pelicula (Srinivasa et al., 2007), es decir,

determina el punto en el cual la pelicula ya no regresa a su estado original.

4.6.3.1. Prueba de extension

Para ésta prueba las peliculas se cortaron en tiras de 10 mm de ancho y 80 mm
de largo; en cada extremo de la pelicula se dej6é un espacio de 15 mm para que
con la abrazadera se sujete de ambos extremos, por lo que la pelicula tienen una
longitud inicial de 50 mm. Después de colocar la pelicula en la abrazadera, ésta se
elonga a una velocidad de £100 mm/min, las lecturas obtenidas son registradas
por el equipo en tiempo real. Las determinaciones se hicieron al menos por

triplicado.

4.6.3.2. Prueba de puncioén

Para la prueba de puncién se requiere que las peliculas se corten en circulos de
100 mm de diametro, cada circulo de pelicula se sujeta entre dos anillos de metal,
posteriormente un cilindro de base plana de 12.7 mm de diametro baja
perpendicularmente a una velocidad de £ 24 mm/min y las lecturas son registradas
por el equipo en tiempo real. Las determinaciones se hicieron al menos por

triplicado.

4.6.3.3. Tratamiento de datos

La figura 4 representa la relacién esfuerzo- deformacion en donde la primera zona
muestra la proporcionalidad entre el esfuerzo y la deformacion; la pendiente de
esta zona es el modulo de elasticidad (Young). En la segunda zona el material se
sigue deformando de manera no lineal durante la cual la tira de pelicula pierde la
proporcionalidad lineal hasta alcanzar su limite maximo de elasticidad (esfuerzo
maximo) y la tercera zona es durante la cual ocurre la fractura final del material
(Rosenthal, 2001).
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Figura 4. Esquema donde se observa la senal tipica en pruebas de extension y
puncion (Rosenthal, 2001).

De la senal tipica obtenida del equipo durante la evaluacién de las pruebas; de
éste se obtienen el tiempo (min) y la fuerza (N) con los que se calculan el esfuerzo

nominal verdadero (o0,), deformacion de Hencky (ey) y médulo de Young.

1) Esfuerzo (o) o =N/m?=Pa
o=F/A
F = Fuerza (N)
A= Area de la pelicula (m?)
A=w*a
w = Espesor de la pelicula (m)

a = Ancho de la pelicula (m)

2) Longitud
L=v*t
v = Velocidad durante toda la prueba (x 100 mm/min)

t = Tiempo (min)
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3) Deformacioén relativa nominal (e)
e=(L-Lo)
Lo
L = Longitud (mm)

Lo = Longitud inicial de la pelicula (50 mm)

4) Esfuerzo nominal verdadero (0,) o, = Pa

o,=0(1+e)

5) Deformacion de Hencky (Er)

€i=In(1+e)

Con los datos calculados de esfuerzo nominal verdadero y deformacién de Hencky
se construyeron graficas oy vs €y para cada pelicula, se determinaron de éstas los

maximos de ruptura, asi como los valores del modulo de Young. Para determinar
el modulo de Young de cada pelicula, solo se consideraron los datos en donde la

proporcionalidad fuera lineal.

4.6.4. Propiedades de barrera

Esta prueba se realizé siguiendo el método ASTM E96-95, 2002. Se requieren
celdas de acrilico; estas celdas cuentan con una tapa que tiene un orificio por

donde se va a llevar a cabo la transferencia de vapor de agua.

Las peliculas se cortan en circulos de 70 mm de diametro, los cuales se ponen
entre la celda y la tapa. Antes de colocar la pelicula, la celda debe estar a peso
constante y posteriormente se agrega a ésta alrededor de 40 g de cloruro de
calcio anhidro dejando un espacio de 10 mm aproximadamente, después se
coloca la pelicula circular, se cierra la celda y se registra la masa inicial (celda +
cloruro de calcio + pelicula). Como se muestra en la figura 4 la celda se introduce

en un desecador con una solucion saturada de Mg(NO3), - 6 H,O y se registra la
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masa cada 24 horas y asi sucesivamente durante 5 dias. Las condiciones
estandar son 65 % de HR, temperatura ambiente y una soluciéon saturada de

Mg(NO3), - 6 H20. Las determinaciones se hicieron al menos por triplicado.

Figura 5. Desecador en condiciones estandar para la prueba de PVA

Para determinar la permeabilidad de vapor de agua se realizaron los siguientes

calculos:

1) Transmision de vapor de agua (g / hm?)
Transmisién de vapor de agua = (G/t) / A
G = Ganancia en masa durante la prueba (g)
t = Tiempo de duracioén de la prueba (h)

A = Area de la boca de la celda (m?)
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2) Permeanza (g/h Pa m?)
Permeanza = TVA/ (S xR)
TVA = Transmision de vapor de agua (g / hm?)
S = Presién de vapor de agua a la temperatura de prueba (Pa) = 1.333 x 10 Pa

R = Humedad relativa (%)

3) Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

PVA = Permeanza *® = (g / Pa s m?)

& = Espesor de la pelicula

4.7.Aplicacion de altas presiones hidrostaticas en pieles de cazény

robalo

Para determinar el efecto de las altas presiones en la extraccion de proteinas de
pieles de pescado, se cortaron las pieles en cubos de 30x30x10 mm
aproximadamente, después los cubos se introdujeron en bolsas para vacio y en un
equipo para hacer vacio se introdujo la bolsa, este equipo extrae el aire fuera de la

bolsa.

Después se introduce la bolsa al equipo de altas presiones (Elmhurst Systems
LLC, USA) y las condiciones fueron, la piel de cazén se sometio a las presiones de
400 y 600 MPa durante un minuto; para la piel de robalo las condiciones fueron las
mismas, lo que se cambid fue el tiempo: 1, 5 y 10 minutos para cada presion.
Estas presiones se seleccionaron porque se ha encontrado que no hay efectos en

las proteinas cuando se aplican presiones a partir de 300 MPa (Daoudi, 2004).

Después de someter las pieles a las condiciones de presion y tiempo, se
extrajeron las proteina como se explica en el punto 4.3; esto para calcular los
rendimientos de extraccion y asi posteriormente elaborar las peliculas con la
proteina precipitada y realizar las pruebas mecanicas. Las pruebas se realizaron al
menos por triplicado.
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4.8. Andlisis estadistico

Los datos se examinaron con el Software STATGRAPHICS por medio de un
analisis de varianza (ANOVA). La prueba de multiples rangos (LSD) se utilizé para
determinar cuales medias son significativamente diferentes; se trabajé a un nivel

de significancia a= 0.05.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Caracterizacion de las pieles de cazon y robalo

Se analizaron las pieles de cazon y robalo realizando un analisis quimico
composicional; en la tabla 2 se reportan los resultados obtenidos en g de

componente por 100 g de piel.

Tabla 2. Analisis composicional en pieles de cazon y robalo

Composicion (g / 100 g piel)

Piel Humedad Proteina Grasa Cenizas

Cazon 6176 +0.692 3129+0322 148+0.16°2 5.38+0.23°2
Robalo 65.95+1.45° 2654+017° 578+029° 1.71+0.06°

* Letras iguales (a,b) no existe diferencia significativa entre las especies con a =0.05

La humedad para la piel de cazén es de 61.76% que se encuentra dentro del
rango segun lo reportado por Kittiphattanabawon et al. 2010, que es de 55-69%. El
robalo presenta una humedad de 65.95% que esta por debajo de lo reportado por

Erkan et al., 2007 quienes determinaron una humedad de 74.56%.

El contenido de proteina en la piel de la mayoria de los pescados es de 15 — 24 %;
el cazoén tiene 31.29% de proteina el cual esta por arriba de lo reportado por
Oakland et al., 2005 que es de 10.1 — 22.6%. El robalo tiene un valor de proteina
mayor que el reportado por Erkan et al., 2007, que va de 19.10 — 21.61%.

El contenido de grasa en la piel de cazén es de 1.48% lo cual esta por arriba de lo
reportado por Oakland et al., 2005, de 0.99 %; el robalo contiene 5.78% de grasa
que esta por arriba de los reportados por Erkan et al., 2007, lo cual va de 1.04 —
4.38 %, aunque hay valores por debajo, que van de 0.8 — 2% de grasa (Kyrana et
al., 2002).

El contenido de cenizas en el cazon es de 5.38% que esta por arriba de lo
reportado por Oakland et al., 2005 de 0.99%, pero menor a lo reportado por
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Kittiphattanabawon et al., 2010 de 12.12%. Estas variaciones dependen del tipo de
cazon, la estacion y el lugar de donde se captura. El robalo presenta un contenido
de cenizas de 1.71% lo cual esta por arriba de lo reportado por Erkan et al., 2007
que va de 1.21- 1.26%.

Estas diferencias entre los componentes de las dos pieles se deben a que son
distintas especies, al tipo de alimentacion, la composicién de su dieta (periodos de
inanicion), la salinidad, estacion del aio en el que se captura, tipo de actividad que

presentan, distintos lotes, etc.

5.2.Evaluacion del efecto de la temperatura en las propiedades de las
proteinas

5.2.1. Evaluacion del efecto de la temperatura en los rendimientos de

extraccion

Las proteinas comienzan a desnaturalizarse o cambian su estructura a partir de
los 40 °C (Fennema, 2002). Para este trabajo se eligieron tres temperaturas,
partiendo de los 40 °C y aumentando cada 5 °C, para asi evaluar el efecto que

produce las variaciones de éstas en la extraccion de proteinas.

En la tabla 3 se observa el efecto de la temperatura sobre la cantidad de proteina
soluble total extraida, proteina precipitada y la proteina soluble residual (proteina

no precipitada que quedo en solucion) para cada una de las pieles que se utilizo.
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Tabla 3. Efecto de la temperatura sobre los rendimientos de extraccion de

proteinas en las pieles.

Proteina Proteina

Temperatura soluble total Proteina en el soluble

Piel de extraccién extraida precipitado residual

(°C) (9/100 g piel) (g/100 g piel) (g/100 g piel)

40 417+005% 0.89+0.06% 384+0.17°
Cazon 45 492+005° 0.71+001° 3.85+0.46°
50 586+0.09° 202+0.01° 4.03+0.18°
40 259+0.01% 176+0.01“ 0.83+0.01"%
Robalo 45 298+0.19Y 256+0.01Y 0.79+0.01"
50 355+£0.39% 1.79+0.01* 0.89+0.12*

*Letras iguales (a,c) no existe diferencia significativa entre las temperaturas por columna en piel de cazén con a = 0.05
*Letras iguales (x,z) no existe diferencia significativa entre las temperaturas por columna en la piel de robalo con a = 0.05

Para la piel de cazdn, se observa que existe diferencia significativa en la cantidad
total de proteina extraida y en la cantidad de proteina precipitada al aumentar la
temperatura, esto se corrobora con lo escrito por Wong, (1995) y Fennema,
(2002), en el cual mencionan que el calor proporciona la energia necesaria para
romper las interacciones no covalentes que estabilizan la estructura nativa de las
proteinas, éstas interacciones son los puentes de hidrogeno y las interacciones
electrostaticas que son de naturaleza exotérmica (se desestabilizan a
temperaturas altas) y las interacciones hidréfobicas, que son endotérmicas, se
estabilizan a medida que aumenta la temperatura; lo que permite mayor
interaccién con el medio acuoso, produciendo mejores rendimientos de proteina

soluble total extraida y proteina precipitada.
El incremento en la cantidad de proteina soluble residual se debe posiblemente, a

que el tropocolageno que es la unidad estructural del colageno, esta estabilizada

por puentes de hidrogeno, estos enlaces son de naturaleza exotérmica, por lo que
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al aumentar la temperatura hay una desestabilizacion en las proteinas,

presentando un incremento en la cantidad de proteina solubilizada.

También el aumento de la solubilidad de una proteina viene impuesta por la
hidrofilia e hidrofobia, tanto las regiones que estan en contacto con el agua del
entorno, como la hidrofobia promedio y la carga de la molécula en su conjunto,
determinaran la solubilidad de las proteinas. Puesto que la mayoria de los restos
hidrofobicos estan en el interior de la proteina, unicamente aquellos grupos
apolares que se encuentren en la superficie afectaran en la solubilidad, por ello,
cuanto menor sea el numero de zonas hidrofébicas de la superficie mayor sera la

solubilidad y menor la cantidad de proteina precipitada.

La piel de robalo presenta mayor cantidad de proteina soluble total extraida al
aumentar la temperatura, pero una menor cantidad de proteina precipitada.
Estadisticamente no existe diferencia significativa en la cantidad de proteina
solubilizada a las temperaturas de 45 y 50 °C, observando que la proteina

solubilizada a 45 °C se obtuvo una mayor cantidad de proteina precipitada.

La disminucion de la cantidad de proteina soluble total extraida, puede deberse a
que la estabilidad térmica de las fibras de colageno, esta influenciada por el
contenido de iminoacidos hidroxiprolina y prolina, ya que los anillos de pirrolidina
imponen restricciones conformacionales a las cadenas polipeptidicas y cooperan

con la estabilidad de las proteinas.

Los aminoacidos hidroxiprolina e hidroxilisina se generan por la hidroxilacion de la
prolina y lisina, y tienden a aumentar con la edad del pez. La estructura del
tropocolageno esta estabilizada por puentes de hidrogeno establecidos entre las
tres cadenas que lo conforman y otros puentes de hidrogeno en los que participan
los grupos hidroxilo de los restos de hidroxiprolina e hidroxilisina. Las unidades de
tropocolageno son resistentes, esta resistencia en su conjunto depende de los
enlaces cruzados, estos enlaces cruzados son uniones covalentes y estos enlaces

aumentan conforme el animal envejece.
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La proteina soluble residual, que son aquellas proteinas que quedaron
solubilizadas después de la precipitacion isoeléctrica, no existe diferencias
significativas para ambas pieles cuando las proteinas fueron extraidas a las
diferentes temperaturas. Independientemente de la cantidad de proteina soluble
total extraida a las diferentes temperaturas, la cantidad de proteinas solubles
residuales es la misma, porque las proteinas aunque estén isoeléctricamente
neutras en su punto isoeléctrico, las proteinas en su superficie tienen cargas
negativas y positivas, contribuyendo a la hidrofilia de las proteinas, si la cantidad
de éstas son mayor a las interacciones hidrofébicas (proteina — proteina), las

proteinas seguiran siendo solubles.

5.2.2. Evaluacion del efecto de la temperatura en las propiedades

mecanicas de extension

En la tabla 4 se presentan los resultados de las pruebas mecanicas de extension
para las peliculas elaboradas de proteinas extraidas a distintas temperaturas; esta
evaluacion permite conocer qué tan fuerte es la integracion de las proteinas con el

plastificante y si existe efecto en la resistencia y deformacion de las peliculas.

Estas determinaciones son complementarias a los rendimientos de extraccion, ya

que permite seleccionar la temperatura 6ptima de extraccion.

Tabla 4. Propiedades mecanicas de extension en peliculas elaboradas de

proteinas extraidas a distintas temperaturas

Temperatura Espesor Esfuerzo Médulo Deformacién
de extraccién (mm) maximo de Young de Hencky
(°C) (MPa) (MPa) (%)
40 0.1257 £0.01® 0.42+0.02% 2242+1.06%° 0.88+0.03°
45 0.1205+0.01% 0.43+0.02%° 2423+0.21%® 0.96+0.02°
50 0.1319+0.01% 164+0.04° 5223+1.25° 1.09+0.01°

*Letras iguales (a,c) no existe diferencia significativa entre las temperaturas por columna en piel de robalo con a = 0.05
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Los espesores de las peliculas no presentan diferencias significativas, esto es
importante, ya que si existen variaciones entre los espesores se obtendrian

conclusiones erroneas.

En las peliculas elaboradas con proteinas extraidas a 40 y 45 °C, no existe
diferencia significativa en el esfuerzo maximo y el moédulo de Young, esto quiere
decir que las dos peliculas requieren la misma fuerza para ser fracturadas y tienen
la misma elasticidad (capacidad de la pelicula para regresar a su estado inicial
después de aplicarle una fuerza). Las peliculas elaboradas con proteinas
extraidas a 50 °C requiere mayor fuerza para poder ser fracturada y presenta una

elasticidad dos veces mayor, en comparacion con las peliculas de 40 y 45 °C.

Estadisticamente no existe diferencia significativa en la deformacion maxima de
las peliculas y hay una mayor deformaciéon en las peliculas elaboradas con

proteinas extraidas a 50 °C.

Estas diferencias entre las peliculas podrian deberse al tipo de proteinas y los
grupos terminales de las mismas, formando una matriz mas sdlida entre las
proteinas extraidas a 50 °C con el plastificante, en comparacién con las otras dos

peliculas.

La resistencia a ser deformada y el punto de ruptura cuando la pelicula esta
estirada dependera principalmente de las fuerzas de las interacciones que
existan entre las cadenas de los biopolimeros (proteina extraida de las pieles de
pescado); las principales interacciones de estos dos materiales son mediante
puentes de hidrégeno, fuerzas idnicas e interacciones electrostaticas (Suyatma y
col., 2004).
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5.3.Evaluacion del pH en las propiedades de las proteinas

5.3.1. Evaluacion del efecto del pH en la extraccion de proteina en la piel

de robalo

Es importante conocer el efecto del pH del medio de extraccion, porque
determinaremos si al aumentar el valor del pH, solubilizaremos mayor cantidad de
proteinas en las pieles. Por ello, para la piel de robalo se evalué este efecto del

pH, trabajando a pH 12.0 y 13.8; a una temperatura de extraccion de 50 °C.

En la tabla 5 se muestran los valores experimentales obtenidos, en la extraccién y

posterior precipitacion isoeléctrica de las proteinas.

Tabla 5. Efecto de la variaciéon del pH en la extracciéon de proteinas en piel de

robalo
Proteina soluble total Proteina del Proteina soluble
pH extraida precipitado residual
(g/100 g piel) (9/100 g piel) (g/100 g piel)
12.0 3.55+047° 1.79+0.01° 0.89+0.15°
13.8 25.25 +0.01° 6.88 £0.35° 18.36 £ 0.35°

*Letras iguales (a,b) no existe diferencia significativa entre los pHs por columna en piel de robalo con a = 0.05

Se extrae una mayor cantidad de proteina soluble a pH 13.8, esto posiblemente se
deba a que las proteinas se ven afectadas por el pH y hay una mayor solubilidad
en general a pH extremos. Tal vez la modificacion del medio de extraccioén, resulta
en un mayor desplegamiento de las moléculas de proteinas, porque hay fuertes

repulsiones electrostaticas intermoleculares causadas por la elevada carga neta.

A pH por arriba o por debajo del punto isoeléctrico, la repulsidn electrostatica entre
las moléculas de las proteinas aumenta, resultando en una alta solubilidad,

teniendo a pH 13.8 siete veces mas proteina solubilizada que a pH 12.0.

Aunque a pH 13.8 se obtiene mayor cantidad de proteina soluble, la cantidad de

proteina soluble residual es del 72%, esto posiblemente se deba a la relacion de
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restos (hidrofilicos/grupos apolares), siendo mayoritariamente los restos
hidrofilicos los que se encuentran en solucidn, generando una menor precipitacion
isoeléctrica. También se podria deber a que no sélo hay colageno en solucion,
sino que se tiene presencia de otras proteinas, cuyo punto isoeléctrico tal vez sea

diferente al del colageno, y estas proteinas queden solubles.

No solo se aplicd un pH extremo alcalino sino también se tiene la temperatura,
esto también afecta la solubilidad de las proteinas, ya que con la temperatura
habra desestabilizacion de los enlaces exotérmicos no covalentes, y esto

aumentara la solubilizacion de las proteinas.

Para determinar el efecto del pH en las proteinas extraidas con las que se
formaron las peliculas, se evaluaron las propiedades de barrera de éstas, en la

tabla 6 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 6. Efecto de la variacion del pH en las propiedades de barrera.
Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA)

Espesor Permeabilidad
pH (mm) (ng/ Pa-s-m)
12.0 0.1351 +£0.01° 1.71 + 1.56X107 2
13.8 0.1395 + 0.02 ® 12.59 + 2.06x10°°

*Letras iguales (a,b) no existe diferencia significativa entre los pHs por columna en piel de robalo con a = 0.05

No existe diferencia significativa entre los espesores de las peliculas.

Se observa que hay una mayor permeabilidad al vapor de agua en las peliculas
formadas con el extracto proteinico a pH 13.8, esto posiblemente se deba a que
los restos mayormente expuestos son hidrofébicos, por tanto estas terminaciones
tienen cierto grado de repulsion con el plastificante, generando zonas libres, por lo

que estas permiten el paso del agua a través de la pelicula.

Estos restos hidrofébicos se generan a partir de las regiones expuestas de los
aminoacidos de las proteinas; las terminaciones de éstas son hidrofébicas por la

prolina y alanina.
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Las peliculas elaboradas con el extracto proteinico obtenido a pH 12, presentan 7
veces menor permeabilidad al vapor de agua; posiblemente esto se deba a que
las proteinas extraidas contengan regiones o restos hidrofilicos, que mejoren la

interaccién con el plastificante formando asi una matriz mas compacta.

Comparando estos valores con peliculas formadas de extracto proteinico de
marlin azul a distintos pH, cuya permeabilidad es 1.49 x10'1°g/Pa.s.m éstas tienen
una menor permeabilidad al vapor de agua y esto se debe a que en condiciones
acidas o alcalinas, las proteinas se despliegan por la desnaturalizacion y sus
grupos hidrofobos estan expuestos; el aumento o disminucion del valor de pH
desde el punto isoeléctrico causa un aumento en la hidrofobicidad (Yuca, 2007),

por este aumento el agua no pasa a través de las peliculas.

Las mejores condiciones de extraccion es ajustar la solucién a pH 12.0, aunque la
proteina extraida y proteina precipitada en cantidad fue 7 veces menor en
comparacion con pH 13.8; la permeabilidad al vapor de agua fue baja, la mayoria

de los alimentos requieren esto de un empaque.

5.4.Evaluacion del efecto de las altas presiones hidrostaticas en las

propiedades de las proteinas

5.4.1. Evaluacion del efecto de las altas presiones hidrostaticas en los

rendimientos de extraccion

Las altas presiones hidrostaticas modifican las estructuras proteinicas, generando
el proceso de desnaturalizacién, estos cambios en las estructuras nos permitiran
determinar si se puede obtener una mayor cantidad de proteina y aumentar los

rendimientos de extraccion.

Se aplicaron dos intensidades de presion a las pieles de cazén y robalo, estas

intensidades fueron para la piel de cazéon de 400 y 600 MPa durante un minuto de
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exposicion, y para la piel de robalo, intensidades de 400 MPa durante 1, 5y 10

minutos y a 600 MPa durante 1, 5 y 10 minutos.

Se realizaron tres tipos de peliculas de proteina de piel de cazon, la primera
pelicula denominada pelicula control, formada a partir de proteina extraida sin
aplicaciéon de altas presiones a la piel, la segunda pelicula 400-1 formada de
proteina extraida con aplicacion de presion a 400 MPa durante un minuto y la
tercera pelicula 600-1 formada de proteina extraida con aplicacion de presién a

600 MPa durante un minuto.

Para la piel de robalo se realizaron siete tipos de pelicula, la primera pelicula
denominada control formada a partir de proteina extraida sin aplicacion de altas
presiones a la piel; la segunda, tercera y cuarta son peliculas formadas a partir de
proteinas extraidas de la piel, con aplicacidon de presion a 400 MPa durante 1, 5y
10 minutos respectivamente para cada pelicula; las tres ultimas peliculas son
formadas de proteinas extraidas de la piel, sometida a una presion de 600 MPa

durante 1, 5y 10 minutos respectivamente.

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos, con las condiciones de

extraccion a la temperatura de 50 °C y a pH 12.0.
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Tabla7. Efecto de la variacion presion — tiempo en la extraccion de proteina en

pieles de cazon y robalo

Presiéon (MPa) Proteina Proteina del Proteina
Piel — tiempo soluble total precipitado soluble
(min) extraida (9/100 g piel) residual

(9/100 g piel) (9/100 g piel)

Control 5.86 + 0.09 2.02 £0.01% 4.03+0.18~*

Cazén 400-1 448 +0.137 2.98+0.10" 1.40 +0.03 Y

600-1 3.79+0.02° 2.37£0.02°7 1.37+0.117

Control 3.55+0.39° 1.79+£0.01° 0.89 +0.15°2

400-1 422+0.29° 2.87 £0.02° 1.32+0.01°

400-5 3.77+0.34%  235+0.02° 0.89 +0.31°

Robalo 400-10 5.77 £0.01 ¢ 1.77 £ 0.07 ¢ 2.78+0.01¢

600-1 458+0.01™ 266+0.02° 1.06+0.01°°

600-5 756 +0.22' 415+0.05" 239+0.11°

600-10 3.51+0.01°9 186+0.01% 1.28+0.01 "%

*Letras iguales (x,z) no existe diferencia significativa entre la piel de cazén por columna con a = 0.05

*Letras iguales (a,g) no existe diferencia significativa entre la piel de robalo por columna con a = 0.05

Para la piel de cazon, existe diferencia significativa en la cantidad de proteina

soluble extraida, con un efecto negativo en funcién con la presion aplicada y sin

embargo, aun cuando disminuye la cantidad de proteina solubilizada, se tiene

mayor cantidad de proteina precipitada cuando la presion es a 400 MPa.

En la proteina soluble residual, existe diferencia significativa entre el control y las

dos presiones, observando que para el control se tiene mayor cantidad de proteina

soluble residual y mayor cantidad de proteina soluble total extraida, posiblemente

esto se deba a que los grupos terminales de las proteinas son de tipo hidrofilicos

y estas tiendan a estar solubilizadas en el medio de extraccion, por lo contrario al

aplicar las altas presiones los grupos expuestos de las proteinas podrian ser de
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tipo hidréfobos lo cual, al estar en presencia del agua formen agregados de

manera que se minimice el contacto directo con el agua.

En contraste para la piel de robalo, se tiene un aumento en la cantidad de proteina
extraida, esto se da aumentando la presion y los tiempos de exposicion, por lo
tanto para obtener la misma cantidad de proteina solubilizada en vez de someter
la piel a una presion mayor, se puede utilizar una presion menor pero aplicando

mayor tiempo de exposicion.

Lo anterior posiblemente se deba a que a mayor presiéon hay mayor cantidad de
proteina soluble extraida, pero hay veces que esto no sucede, porque durante el
tratamiento de las altas presiones, las subunidades se disocian y luego al aplicar
presiones mas altas, se desnaturalizan; si la presion cesa, las subunidades
pueden volverse a asociar, pero esto sucede durante un periodo largo, si se deja
pasar ese tiempo antes de someterla a otro tratamiento ya sea térmico o

modificando el medio de extraccion; ésta asociacion no se dara.

Al comparar los datos con lo reportado por (Goméz-Guillén, 2005) en donde, el
rendimiento fue considerablemente mas bajo en todos los casos en que la presién
se aplicé en la etapa de extraccion, el aumento o la prolongacion de ésta tendio a
reducir el rendimiento, en comparacion con lo obtenido para la piel de cazén en la
que los rendimientos de extraccion de proteina disminuyeron al aumentar la dosis
de presion, pero aumento la cantidad de proteina precipitada al incrementar la

dosis.

En contraste para la proteina precipitada extraida de piel de robalo hay diferencia
significativa entre las presiones, sin embargo a 400-10 y 600-10 se presenta la
misma cantidad de proteina en el precipitado, en tanto que para la presion de 600

MPa durante 5 minutos se obtuvo la mayor cantidad de proteina en el precitado.

Para obtener mayor cantidad de proteina solubilizada y mayor cantidad de
proteina precipitable, las mejores condiciones de extraccion de proteinas en la piel
de robalo son, la presién a 600 MPa durante un periodo de 5 minutos.
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5.4.2. Evaluacion del efecto de las altas presiones hidrostaticas en las
propiedades mecanicas en peliculas de proteina de piel de cazon y

robalo

Para comparar el efecto de las altas presiones en las peliculas elaboradas con
proteina de pescado, es importante tener en cuenta los valores de las propiedades
mecanicas de algunos de los materiales utilizados en la actualidad para envasar
los alimentos, como son: HDPE (Polietileno de alta densidad), LDPE Polietileno de

baja densidad), PET (Poliéster), peliculas a base de proteina animal, etc.

En la tabla 8 se presentan algunos materiales biodegradables y sintéticos para
comparar con la tabla 9 en la que se presentan peliculas formadas de proteinas

extraidas con altas presiones.

Tabla 8. Propiedades mecanicas de peliculas elaboradas de proteinas de pescado

y peliculas de plasticos no comestibles de uso comun.

Ejemplos Espesor Esfuerzo Médulo de Deformacién
(mm) maximo Young de Hencky
(MPa) (MPa) (%)
Cazon + 0.225 + 0.04 2.74 +0.31 16.89 + 2.59 80+ 14.6
Raya + 0.184 £ 0.02 9.19+1.14 64.29 £ 7.70 65.9+7.73
Mero ° 0.326 £ 0.02 1.79+£0.30 20.30 £ 1.02 159.76 + 4.20
LDPE* = - 86-173 - 500
HDPE* - 17.3-346 - 300
PET* = - 175 70 -100

* Edible coatings and films to improve food quality/ + Castafieda, K., 2011 / o Granados y Martinez, 2010

-42-



Tabla 9. Efecto en las propiedades mecanicas de extension en peliculas

elaboradas con proteinas extraidas con altas presiones

Esfuerzo Moédulo de Deformacion
Presion(MPa) —
Piel Espesor (mm) maximo Young de Hencky
Tiempo (min)
(MPa) (MPa) (%)
Control 0.1409+0.022 210+0.402 5942+1.773® 133.61+4.20°
Cazén 400-1 0.1881+0.022 0.89+0.46° 50.56+7.02° 116.70+0.06°
600-1 0.1877 £0.032 1.24+0.05° 47.92+3.53° 123.71+1.97"%
Control 0.1819+0.01* 164+0.04* 5223+1.25* 108.89+0.59~*
Robalo 400-1 0.2033 £0.03* 0.42+0.03"Y 9.84 +0.86" 87.82+3.127Y
400-5 0.2139+0.04* 096+023% 2580+3.20% 8996+ 12.71°¢

*Letras iguales (a,c) no existe diferencia significativa entre las peliculas de cazon por columna con a = 0.05

*Letras iguales (x,z) no existe diferencia significativa entre las peliculas de robalo por columna con a = 0.05

Los espesores de las peliculas de la tabla 9, éstas no presentan diferencia

significativa.

Las peliculas control que son elaboradas a partir de proteinas extraidas sin APH
para ambas pieles, presentan un comportamiento similar, ya que presentan una

deformacion mayor y requieren mayor fuerza para poder ser fracturadas.

En las peliculas de cazdn, el esfuerzo maximo presenta diferencia significativa
entre las peliculas, esto quiere decir que la pelicula control requiere mayor fuerza
para ser deformada y una elongacion mayor. Las peliculas 400-1 y 600-1
presentan la misma elongacién y la misma fuerza para ser deformadas. El médulo
de Young que es la elasticidad que tiene la pelicula para regresar a su estado
inicial, en las tres peliculas se tiene la misma elasticidad por lo que oponen la

misma resistencia a ser deformadas.

En las peliculas de robalo, la pelicula control requiere mayor fuerza para ser

fracturada, tiene una deformacion mayor y presenta una resistencia dos veces
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mayor en comparacion con las peliculas elaboradas con proteinas extraidas a 400

MPa a tiempos de 1 y 5 minutos.

La pelicula 400-1 es la que presenta una menor fuerza para ser fracturada y una
elasticidad tres veces menor que la pelicula 400-5 y una elasticidad cinco veces
menor que la pelicula control. La deformacién entre las peliculas 400-1 y 400-5 no
presenta diferencia significativa por el tiempo utilizado al aplicar las altas

presiones.

Al comparar los resultados con los de la tabla 8, las peliculas de cazén, raya y
mero requieren una mayor fuerza para fracturarse en comparacion con las
peliculas de la tabla 9. En cuanto a la resistencia que oponen a ser deformadas,
las peliculas tanto de cazén como de robalo (tabla 9), presentan mayor elasticidad,
asi como una deformacion mayor. La pelicula de raya es la Unica que presenta
una deformacion mayor, esto tal vez se deba al tipo de piel y a las interacciones

de las proteinas con el plastificante.
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Gréfica 5. Evaluacion de las propiedades mecanicas de extension en peliculas de

cazon.
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La grafica 5 representa la relacion entre el esfuerzo verdadero en MPa como
funcién de la elongacion en mm, para las peliculas formadas de proteinas
extraidas de pieles de cazén sometidas a altas presiones hidrostaticas. Se
observa que la pelicula control (pelicula formada a partir de la piel de cazén sin
aplicaciéon de altas presiones hidrostaticas) tiene mayor elongacién y requiere mas
fuerza para poder ser fracturada en comparacion con las peliculas 400-1 y 600-1,

presentando éstas una elongacién menor y una menor fuerza para ser fracturadas.
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Gréfica 6. Evaluacion de las propiedades mecanicas de extension en peliculas de

robalo.

La grafica 6 representa la relacion entre el esfuerzo verdadero en MPa en funcién
de la elongacion en mm, entre las peliculas formadas de proteina extraida en
pieles de robado sometidas a altas presiones hidrostaticas. Se observa que la
pelicula control (pelicula formada a partir de las proteinas de robalo sin aplicacion
de altas presiones hidrostaticas) tiene mayor elongacion y requiere mas fuerza
para poder ser fracturada. La pelicula de 400-1 presenta una menor elongacion y
una menor fuerza para ser fracturada en comparacion con la pelicula control. Para

la pelicula 400-5 se tiene una menor elongacion, la fuerza que se necesita para
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ser fracturada esta pelicula es mayor que la pelicula a 400- 1 pero menor que la

pelicula control.

En la tabla 10 se reportan los resultados de las pruebas de puncion obtenidos
para las peliculas formadas a partir de las proteinas extraidas de las pieles de

pescado sometida a altas presiones hidrostaticas.

Tabla 10. Efecto de la aplicacion de la alta presion hidrostatica en las propiedades

mecanicas de puncion.

Presion(MPa) Esfuerzo Moédulo de Deformacién
Piel — Tiempo Espesor (mm) maximo Young de Hencky
(min) (kPa) (kPa) (%)
Control 0.1140+0.02% 420.36+1.19% 11550+2.80% 114.94+0.02°
Cazén 400-1 0.1247 +0.03? 37343 +2345% 167.47+7.35° 115.06+0.12°
600-1 0.1498 + 0.01? 387.60+22.95% 187.93+4.33" 116.67 +1.42°
Raya®™ - 0.184 + 0.03 191+ 0.21 378 £0.43 61.6 + 0.06
Cazén® - 0.225 +0.05 192 £ 0.18 455 +0.49 40.6 £ 0.22

*Letras iguales (a,c) no existe diferencia significativa entre las peliculas de cazén por columna con a = 0.05
+
Castarieda, K., 2011

Los espesores de las peliculas de cazdn analizados en esta tabla, no presentan
diferencia significativa. En el esfuerzo verdadero entre las tres peliculas no existe
diferencia significativa, por lo que las tres peliculas requieren la misma fuerza para
ser penetradas. Lo mismo sucede con la deformacion, ya que ninguna presenta

diferencia significativa.

Las peliculas control, 400-1 y 600-1 estadisticamente presentan la misma
elongacion y esfuerzo maximo, por lo que las tres peliculas requieren la misma
fuerza para ser penetradas asi como su deformacion. Las peliculas 400-1 y 600-1
oponen mayor resistencia a ser deformadas en comparacion con la pelicula

control.
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Comparando con peliculas de cazoén y raya, éstas presentan menor fuerza para
ser penetradas y una menor deformacion, pero presentan una elasticidad mayor
que las peliculas control, 400-1 y 600-1, estas diferencias tal vez se deban a que

los espesores de las peliculas reportadas en la bibliografia son mas gruesas.

Propiedades mécanicas de puncioén en
peliculas de Cazén
450

400 A
350 )
300 /

\

250 \
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150 400-1
100 600-1
50
0 — y 3
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Gréfica 7. Evaluacion de las propiedades mecanicas de puncion en peliculas de

cazon

En la grafica 7 se muestra la relacion esfuerzo verdadero en funcion de la
elongacion de cada pelicula mostrando que la pelicula control presenta un

esfuerzo mayor y las tres peliculas tienen la misma elongacion.

En la tabla 11 se presentan algunas imagenes de peliculas de piel de cazén y

robalo, describiendo sus caracteristicas fisicas.
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Tabla 11. Caracteristicas fisicas de las peliculas formadas a partir del precipitado

de las pieles de cazon y robalo sometidas a altas presiones hidrostaticas.

Peliculas | Imagen Observaciones

Cazén Pelicula de espesor uniforme,

Control translucida y flexible; de color ambar
y con olor ligeramente a pescado.

Cazén Pelicula de espesor uniforme,

400-1 translucida y flexible; de color ambar
y con olor ligeramente a pescado.

Cazén Pelicula de espesor uniforme,

600-1 translucida y flexible de color ambar,
presenta ramificaciones de color
café en toda la superficie y con olor
ligeramente a pescado.

Robalo Pelicula de espesor uniforme, opaca

Control y ligeramente flexible de color café -
grisacea y con olor ligeramente a
pescado. Presenta una superficie
ligeramente grasosa.

Robalo Pelicula de espesor uniforme,

400-1 opaca, quebradiza y ligeramente

flexible, de color café - grisacea y
con olor ligeramente ha pescado.
Presenta una superficie ligeramente

grasosa.
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Robalo Pelicula de espesor uniforme,

400-5

opaca, quebradiza y ligeramente
flexible, de color café- grisacea y
con olor ligeramente a pescado.
Presenta una superficie ligeramente

grasosa.

Definiciones de las caracteristicas que se les atribuye a Ias peliculas:

Opaca: Impide el paso a la luz

Flexible: Que tiene disposicion a ser deformada facilmente

Quebradizo: Facil de fracturarse, menor resistencia a ser deformado
Transparente: Cuerpo a través del cual pueden verse los objetos claramente

Translucido: Cuerpo que deja pasar la luz, pero que no deja ver nitidamente los objetos.

Para las peliculas de cazon como se observan en la tabla 11, estas son en general

de color ambar lo que permiten el paso de la luz, son flexibles, presentan un ligero

olor a pescado el cual es una caracteristica no deseable en las peliculas. Las

peliculas elaboradas con proteinas extraidas con la aplicacion de 600 MPa

durante 1 minuto a simple vista se observan ramificaciones las cuales aumentan

sus propiedades mecanicas de extension.

En las peliculas de robalo son en general opacas, quebradizas, tu textura es lisa

pero grasosa, la deformacién en general es menor en comparacién con las

peliculas de cazon, por lo que tienden a deformarse facilmente. Son de color café

grisaceo lo que no permite el paso de la luz a través de ellas.
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5.4.3. Evaluacion del efecto de la alta presion hidrostatica en las

propiedades de barrera en peliculas de piel de cazon

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) es la medida que tiene un material para
ser penetrado con facilidad por el vapor de agua. Esta medida es importante
conocerla, ya que permite seleccionar peliculas que tendra una barrera al vapor de

agua aceptable para cierto tipo de alimento.

En la tabla 12, se presentan los datos obtenidos de la prueba de PVA sobre las
peliculas a base de proteina extraida con y sin altas presiones hidrostaticas de piel
de cazdn, estos datos se comparan con resultados obtenidos en peliculas

formadas de proteinas de piel de pescado de distintas especies .

Tabla 12. Efecto de APH en la formacion de peliculas de cazdn en las propiedades
de PVA.

Espesor Permeabilidad
Piel Dosis
(mm) (ng/ Pa-s-m)
Control 0.1351 +0.01°2 3.12 +5.38x107702
Cazon 400-1 0.1237 +0.01 2 11.54 + 1.23x10°°
600-1 0.1253 +0.01 2 8.11+2.78x107°°¢
Raya+ - 0.184 £0.29 0.0016 + 7.68x10°°
Mero* = ceeeeeeeeee 0.326 £+ 0.17 0.164 + 7.23x10°

*Letras iguales (a c3 no existe diferencia significativa entre las peliculas de cazén por columna con a = 0.05
+ Castaneda, K., 2011

*Granados y Martinez, 2010
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El espesor de las peliculas de cazéon no presentan diferencias significativa, en la
pelicula control hay menor permeabilidad en comparacion con las peliculas
elaboradas con proteinas extraidas con altas presiones, estas peliculas presentan
una mayor permeabilidad al vapor de agua, aumentando la transferencia de vapor

de agua en peliculas a 400-1 en comparacion con la pelicula de 600-1.

Para las peliculas de raya y mero, estas tienen una permeabilidad muy por debajo
de las peliculas de cazon, estas diferencias podian ser por el tipo de especie, la
concentracion de iminoacidos, los enlaces no covalentes, la temperatura de
extraccion, etc. También estas diferencias podrian deberse a que los grupos
terminales de las proteinas de cazén tengan una menor afinidad con los grupos
OH del plastificante, y esto genere fisuras o poros que permitan el libre paso de

las moléculas de agua del medio.

e N
Transferencia de vapor de agua en
peliculas de Cazén
14
12
© 10
SE
T4 8
P & Control
£ 6
EE —=—400-1 MPa
o 4
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2
0
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. y,

Grafica 8. Evolucion de la permeabilidad al vapor de agua en peliculas de cazén
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En la grafica 8 se muestra la transferencia de vapor de agua, para las peliculas de
cazon, las cuales tienen un aumento gradual en la permeabilidad, la pelicula
control presenta una menor permeabilidad en comparacion con las peliculas de

400-1 y 600-1, siendo la de mayor permeabilidad la pelicula 400-1.

La disminucion en la permeabilidad de vapor de agua en las peliculas control, se
puede deber a que los grupos mayoritariamente expuestos son de tipo hidrofilicos,
estos grupos tienen una mejor afinidad con el plastificante por los hidroxilos y esto

genera un decremento de vapor de agua.

Las peliculas 400-1, tienen una mayor difusién en la permeabilidad de vapor de
agua, y esto puede deberse a que los grupos mayormente expuestos son de tipo
hidrofébicos, los cuales no interaccionan con el hidroxilo del plastificante

generando poros en los que haya el paso del vapor de agua.
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6. CONCLUSIONES

Las proteinas son el componente primordial para este estudio, por ello se utilizé la
piel de pescado, obteniendo un rendimiento para la piel de cazon del 31.29 % vy

para la piel de robalo 26.54 %.

La temperatura es el primer medio fisico que se modificd para la extraccion de
proteina, obteniendo a 50 °C mayor cantidad de proteina solubilizada y mayor
cantidad de proteinas precipitadas. Este aumento en la cantidad de proteina
solubilizada mejor6 los rendimientos de extraccion, para cazon 18.51% y para
robalo 13.38%, respecto a los rendimientos de tesis previas en donde los valores
van del 6% hasta el 12%.

Para las peliculas elaboradas con proteinas extraidas a 50 °C, en sus propiedades
mecanicas de extension estas requieren mayor fuerza para ser deformadas,
presentan mayor elasticidad (oponen mayor resistencia a ser deformadas) y la

deformacion maxima es la misma para los tres tipos de peliculas evaluadas.

La temperatura de extraccion, modifica las moléculas proteicas, generando una
desnaturalizacion proporcional al aumento en la temperatura y estas proteinas
extraidas alteran las propiedades mecanicas de extension en las peliculas

formadas.

El aumento en el pH alcalino del medio de extraccion para la piel de robalo,
incrementa la cantidad de proteina solubilizada de 13.38 % a 21.18 % al pasar de
pH 12 a 13.8, estas modificaciones en las estructuras proteicas generan un
cambio en las propiedades de barrera de las peliculas formadas a partir del

precipitado obtenido.

Las peliculas formadas con proteinas extraidas a pH 13.8 presentan un
incremento en la permeabilidad de vapor de agua, siete veces mayor que las
formadas con proteinas extraidas a pH 12., esto posiblemente generado por las

interacciones débiles entre las regiones de las proteinas con los hidroxilos del
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plastificante; estas interacciones posiblemente formen poros, los cuales permitan

el paso de las moléculas de agua.

La aplicacion de altas presiones hidrostaticas incrementan los rendimientos de
extraccion de la proteina soluble en relacion directa, lo mismo pasa con el tiempo
de exposicion. Las condiciones con mayores rendimientos para la piel de robalo
fueron la presion a 400 MPa con la aplicacion de 10 minutos (21.76%) y a 600

MPa con un tiempo de exposicién de 5 minutos (28.41%) en la piel de robalo.

Para la piel de cazon sucede lo contrario, ya que la aplicacion de las altas
presiones disminuye los rendimientos de extraccion, obteniendo a 400 MPa- 1
minuto 14.33% y a 600 MPa — 1 minuto 12.12 %. Esto posiblemente se deba a
que las interacciones en la piel de cazén no se vean modificadas con la aplicaciéon
de las altas presiones, ya que tal vez el colageno presenta una configuracion mas
compacta, en la cual la alta presion no afecta durante la compresioén o durante la

descompresion exista un reorden de estas proteinas.

Las propiedades mecanicas de las peliculas formadas con las proteinas
precipitadas extraidas con altas presiones, en sus propiedades de extension se
tiene una disminucion de la fuerza para ser fracturadas y una menor deformacion.
Para la prueba de puncion las peliculas con y sin altas presiones requieren la
misma fuerza para ser fracturadas y presentan la misma deformacién. Lo unico
que aumenta con la aplicacion de las altas presiones es la resistencia que oponen
para ser deformadas. En las propiedades de barrera se tiene un incremento en la

permeabilidad en peliculas formadas de proteinas extraidas con altas presiones.

Para obtener una mayor extraccion de proteina se debe de aplicar la temperatura
de 50 °C con un ajuste del pH 12.0. Con respecto a las altas presiones, si se
quiere tener mayor cantidad de proteina precipitada se debe de aplicar una

presion de 400 MPa con un tiempo de exposicién de 5 minutos.

Para el caso de la piel de cazdn no se recomienda trabajar con altas presiones ya

que no hay un aumento en la extraccion de proteinas o se recomienda que se
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apliquen presiones mas altas y prolongar el tiempo de exposicion para observar un

aumento en los rendimientos de extraccion de las proteinas.
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