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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue determinar la funcionalidad tecnologica y el potencial
conservante de recubrimientos comestibles a base de fibra de citricos y extracto de
orégano (Origanum vulgare) en filetes de carpa comun (Cyprinus carpio). Para ello
se procedio a determinar el tiempo Optimo de secado, asi como la caracterizacion
fisicoquimica y microbiologica de la fibra de cascara de naranja, para posteriormente
evaluar las propiedades fisicas, Opticas y mecéanicas de formulaciones obtenidas
mediante un disefio estadistico Box-Benheken. Adicionalmente se evaluaron las
propiedades antioxidantes y antimicrobianas del extracto acuoso y etandlico del
orégano. El extracto seleccionado fue el etandélico debido a que presentd un mayor
contenido de compuestos fendlicos totales asi como una alta actividad antioxidante
evaluada mediante ABTS y DPPH, de igual forma presenté un mayor efecto de
inhibicion para las bacterias E. coli, Salmonella spp., y S. aureus. La aplicacién del
recubrimiento fue durante 9 dias de almacenamiento a una temperatura de 4°C para
las variables fisicoquimicas como pH, acidez, capacidad de retencion de agua, no
existieron diferencias significativas para los distintos tratamientos. Las muestras con
recubrimiento y recubrimiento con extracto etandlico de orégano disminuyeron los
niveles de oxidacion lipidica (medidos por indice de lipoperoxidacién) y proteinas
carboniladas. Asimismo, se observé que la degradacion de la miosina, medida por
electroforesis, fue en menor grado cuando se combindé con alguno de los
recubrimientos y también se observé una reduccion en el crecimiento microbiano de
S. aureus, no siendo asi para Salmonella spp., independientemente del

recubrimiento utilizado.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios ha aumentado el interés por el uso de productos naturales como
materias primas para la elaboracién de recubrimientos comestibles, debido a que
este tipo de recubrimientos presenta ventajas que incluyen el uso de ingredientes
de envasado comestibles en comparacion con los materiales de envasado
tradicionales. De tal forma que éstos en un futuro puedan llegar a sustituir parte de
los materiales generados a base de polimeros sintéticos, lo cual podria contribuir a

reducir la contaminacion ambiental (Wittaya, 2008).

Parte de este impacto ambiental es debido también a los residuos generados por la
agroindustria, especialmente el de las frutas y vegetales que son las que mas
residuos generan, donde un grupo importante esta conformado por los citricos, y los
cuales son una fuente desaprovechada como compuestos bioactivos. El sureste de
México, es una de las principales regiones productoras de citricos del pais, donde
se genera un gran volumen de desechos sélidos de citricos (cascara y bagazo). Uno
de los componentes que presenta estos residuos es la fibra dietética compuesta por
lignina y polisacéaridos no almiddnicos (Cummings,1981; Anguera Vila et al., 2007).
Las fibras obtenidas a partir de frutas resultan de mayor calidad debido a que tienen
una composicion mas equilibrada, menor contenido catiénico y de acido fitico,
mayor capacidad de retencion de agua y aceites, asi como una mayor
fermentabilidad colbnica (Saura Calixto & Jiménez Escrig, 2003). Por lo que este

tipo de subproductos permite su inclusion en matrices poliméricas biodegradables.

Es asi que debido al comportamiento que presenta el mercado actual de alimentos,
el cual tiene preferencias por el uso de antimicrobianos y antioxidantes naturales
como extractos de plantas que cumplan con el propdésito de lograr una conservacion
de alimentos remplazando el uso de conservantes sintéticos, los recubrimientos de
diferentes origenes naturales sirven como sustitutos entre los cuales se puede
contemplar una gran variedad de extractos para la creacion de envases activos,

debido a sus propiedades antimicrobianas, bajo costo y su uso como fuentes




renovables. El extracto de orégano en particular, es una excelente opcion ya que

ademas de poseer actividades antisépticas y antimicrobianas, debido a su
contenido de gama terpenos, carvacrol y timol se caracteriza por tener efecto
altamente antioxidante debido a su contenido de acidos fendlicos y flavonoides
(Garcia Lujan, Martinez, Ortega, & Castro, 2010). Lo cual permite desarrollar
recubrimientos/peliculas que incorporen este tipo de aditivos naturales en una

dosificacion adecuada sin perder su capacidad antioxidante y fungicida.

Por tal motivo se pretende contribuir con la extension de la vida util de productos en
fresco mediante el uso de recubrimientos comestibles como lo son filetes de
pescado, la cual es una materia prima que posee una alta susceptibilidad a
presentar una elevada tasa de crecimiento microbiano que estan correlacionadas
con la aparicion temprana de procesos de deterioro de las caracteristicas
organolépticas, olores y sabores rancios (Ghaly, Dave, Budge, & Brooks, 2010). Por
lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un bioempaque
“eco-friendly” con la incorporacion de fibra de citricos, funcionalizado con extracto
de orégano como agente protector sobre la vida de anaquel de la especie Cyprinus
carpio a través del monitoreo de variables de respuesta fisicoquimicas y
microbioldgicas, y su comparacion con el mismo producto cérnico sin adicion del

recubrimiento.




2. ANTECEDENTES

2.1 SECCION A. SUBPRODUCTOS AGROALIMENTARIOS

2.1.1 Sistema agroalimentario de México

La Comision Federal de Competencia Econdmica (COFECE, 2015) define al sector
agroalimentario en referencia a los bienes o servicios relacionados con los
productos del campo que, directamente o luego de su elaboracion en procesos de
diversos tipos en la industria alimentaria, se utilizan para la alimentacion humana.
El sector agroalimentario del pais se compone, por las actividades del sector
primario (agricultura, ganaderia, pesca, forestal y caza) y el agroindustrial (industria
de alimentos, bebidas y tabaco). De acuerdo con datos de ProMéxico (2015a, 2016),
en México la industria de alimentos representa el 18.5% de la industria
manufacturera (figura 1), con un total de 186,439 unidades econdmicas de la
industria registradas a fecha de 2015, concentradas principalmente en Edo. De
México, Puebla, Oaxaca, Veracruz, y el Distrito Federal. En 2015 el PIB
agroindustrial gener6 mas de 863 mil millones de pesos, siendo la industria
alimentaria la que aporto el 81.5 % de este, teniendo el sector agroalimentario un

crecimiento del 1.6 % en términos reales (ProMéxico, 2015b).

Alimentos para

Otras, 9% animales, 5% Granos y semillas, 10%

Yanaderia y tortillas, Azicares, chocolates y
26% =, dulces , 6%
‘ Frutas y verduras,

\

Pescados y mariscos, )
. Lacteos, 10%

1%

Carne y aves, 28%

Figura 1. Porcentaje de participacion por categoria en la produccion 2014. INEGI




[CAPITULO 2. ANTECEDENTES] \ Subproductos Agroalimentarios

Considerando que practicamente todos los productos para su elaboracion tanto

especializados como los procesados obtienen sus insumos del mercado nacional
con el 87.8 %, de los cuales se puede mencionar frutas, hortalizas, carne de bovino,
carton, plastico, vidrio, etc., el sector agroalimentario juega un papel social y

econémicamente importante en materia de produccion (ProMéxico, 2015a).

A partir de la informacion anterior podemos darnos una idea de la importancia que
representa este sector en la economia de México siendo una de las que mayores
divisas que genera en el pais. Sin embargo, es también de gran importancia resaltar
que de la produccién y procesamiento de los mismos se generan grandes
cantidades de residuos, lo cual visto desde un enfoque sustentable, presenta un

serio problema para nuestro ambiente.

2.1.2 Definicién de residuo / subproducto

De modo frecuente al conversar acerca del tema se utiliza de manera indistinta los
términos: subproductos, residuos y desechos, sin importar que existe una diferencia
de acepciones entre ellos. Por lo tanto, a partir del concepto de residuo, se puede

definir y clasificar estos materiales en dos grupos: desechos y subproductos.

a) Definicién de residuo: Se considera como residuo a todo aquel producto no

principal que resulte de un proceso de transformacion, el cual puede tener o no un
valor comercial, porgue son poco comunes O porque se generan en bajas
cantidades, sin embargo, algunos de sus constituyentes ain en baja proporcion, le
pueden conferir algun interés para su utilizacion. Desde este punto de vista, los

términos “subproducto” y “residuo” podrian utilizarse como sinénimos (Saval, 2012).

b) Definicion de desecho: Son materiales generados en actividades de produccion

y consumo que, en el contexto en el que se producen no poseen atributos de interés,
y por tanto no alcanzan ningun valor econémico, ya que no existe una tecnologia
adecuada para su aprovechamiento o la existencia de un mercado para los

productos recuperados (Morales, 2015).
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c) Definicion de subproducto: Producto secundario, generalmente (til,

comercializable y por tanto con valor agregado, resultado de un proceso industrial
(Saval, 2012).

Por otra parte, Almarcha Agull6 (2016) lo describe en base en el articulo 4
correspondiente a la Ley 22/2011, del 28 de Julio, de Residuos y Suelos
Contaminantes, el cual define como subproducto a una sustancia u objeto,
resultante de un proceso de produccién, cuya finalidad primaria no sea la produccion
de esa sustancia u objeto. Por lo que seréd considerado como subproducto y no

como residuo siempre que se cumplan las siguientes condiciones:

a) Que se tenga la seguridad de que la sustancia u objeto va a ser utilizado
posteriormente.

b) Que la sustancia u objeto se pueda utilizar directamente sin tener que
someterse a una transformacion posterior distinta de la practica industrial
habitual.

c) Que la sustancia u objeto se produzca como parte integrante de un proceso
de produccién.

d) Que el uso posterior cumpla todos los requisitos pertinentes relativos a los
productos asi como a la proteccién de la salud humana y del medio ambiente,
sin que produzca impactos generales adversos para la salud humana o el

medio ambiente.

Las definiciones anteriores sirven como punto de partida en la identificacion de los

residuos y subproductos.

2.1.3 Clasificacion de residuos

Considerando la informacion anterior, la mayoria de los residuos de la industria
alimentaria son subproductos, y por tanto pueden considerarse como tal, ya que en
numerosas ocasiones son valorizables mediante la aplicacion de diversas

tecnologias (Morales, 2015).
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En general, las caracteristicas de los residuos agroindustriales son muy variadas,

dependen tanto de la materia prima como del proceso que los generé. Sin embargo,
comparten como caracteristica principal; un contenido alto de materia organica,
constituida por diferentes porcentajes de celulosa, lignina, hemicelulosa y pectina
(Saval, 2012). De tal forma que a partir de la composicidén y caracteristicas que
presente cada residuo, éste pueda ser empleado en un proceso donde tenga una
mayor eficiencia. En la tabla 1, se muestra la clasificacion de la industria alimentaria

en base al tipo de residuos que se obtienen durante su proceso.

Tabla 1. Subproductos generados en diferentes sectores de la industria alimentaria

Industria Subproductos

Azucarera bagazo, melazas y levaduras
Cérnica (mataderos)  Sangre, visceras, huesos, intestinos,

piel, grasas, pelo y plumas

Lacteos Lactosuero
Oleaginosa Hojas, orujo, gomay jabones
Pesquera Cabezas, visceras, colas, piel, espinas
y conchas

Vegetales y frutas  Céscara, hojas, tallos, semillas, y pulpa

Fuente (Gallego, 2006)

A continuacién, se describen algunos residuos agroindustriales de importancia
econémica y que guardan relacion con el objeto del presente estudio de

investigacion debido a la presencia de compuestos que pueden ser aprovechables.

2.1.3.1 Céascara de citricos

La naranja es un fruto sincarpico procedente de un ovario pluricarpelar del naranjo,
arbol de la familia de las rutaceas, perteneciente al género Citrus y a la especie
sinensis. Desde el punto de vista nutricional, las naranjas son frutas citricas ricas en
vitamina C y [3-caroteno con pequefias cantidades de vitaminas del grupo B y E.
También son fuente de minerales tales como el calcio, magnesio, fosforo, potasio y

de aminoacidos, ademas de contener estiridina y pectinas (Rosselld, 2007).
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En el afio 2015 México ocup6 el quinto lugar a nivel mundial como productor de

naranja, produciendo 4, 409,968 toneladas por afio, siendo el sureste de México la
principal region productora de citricos, de la cual destaca Veracruz (2, 336, 427 ton)
como lider en volumen aportando aproximadamente la mitad de la produccién
nacional de naranja, seguido de Tamaulipas (668, 935 ton) y San Luis Potosi (337,
717 ton) (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion [SAGARPA], 2016). En México, la comercializacion de la naranja esta
enfocada al mercado nacional a granel y para el mercado internacional en jugos
concentrados. Considerando que el citrico tiene una participacion nacional en la
produccion de frutos del 22.5% (SAGARPA, 2016), su mayor parte se destina a la
extraccion de jugo fresco en hogares, restaurantes, puestos ambulantes, etc.,
mientras que un porcentaje minimo se consume como fruta de mesa (Martinez,
2009). De estas actividades se genera un gran volumen de residuos soélidos de
citricos (cascara y bagazo), pues algunas frutas llegan a alcanzar rendimientos de
tan solo el 50% o menos en pulpas o jugos (Batista et al., 1993; Guato Guato,
2006), subproductos agroindustriales que podrian provocar una degradacion
progresiva del entorno (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura [FAO], 1998) .

Estos subproductos, entre ellos la cascara de citricos, generalmente son destinados
para la alimentacion animal, aunque el sabor amargo ha limitado su nivel de
incorporacion, y cuando no son utilizados podrian representar un problema de
contaminacion ambiental (Lajolo et al., 2001, citado en Alvarez & Chamorro, 2009).
De manera que es debido considerar su aprovechamiento para el desarrollo de
productos de valor agregado, como lo es la fibra dietética (FD), la cual es la suma
de lignina y polisacaridos no almidonicos (celulosa, hemicelulosa, pectinas, gomas
y mucilagos) de las plantas (Anguera Vila et al., 2007). Se ha reportado que los
residuos agroindustriales de la naranja, especificamente los de la cascara y el
remanente de saculos, podrian ser utilizados como fuente de FD debido a que son
ricos en pectina y puede estar disponible en grandes cantidades (Grigelmo-Miguel
y Martin-Belloso, 1998 y Nassar et al., 2008; Santiago Castro, 2014).
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Cerca del 75% de la fibra dietética en los alimentos esta presente en la forma de

fibra insoluble, sin embargo, la mayoria de las fuentes de fibra en la actualidad son
mezclas de ambas fibras, insolubles y soluble (Dreher; Cordoba, 2005, citado en
Chamorro & Mamani, 2015). La fibra soluble contiene mayoritariamente
polisacaridos no-celuldsicos tales como pectinas, gomas, algunas hemicelulosas
(arabinoxilanos y arabinogalactanos) y mucilagos, lo cual le confiere la caracteristica
de tener un alto grado de solubilidad en agua y formar disoluciones altamente
viscosas (Cordoba, 2005; Chamorro & Mamani, 2015). En cambio, la fibra insoluble
no viscosa y escasamente soluble, estd compuesta por celulosa y lignina, y provine
principalmente de las plantas y cascara de frutas (Anguera Vila et al., 2007). En un
estudio realizado por Tamayo y Bermudez (1998) empleando cascara y saculos de
naranja se reportd que los residuos presentaron un 79% de FDT, con una relacion
FDS/FDI de 43/57 (citado en Priego Mendoza, 2007), mientras que estudios
posteriores Nassar et al. (2008) utilizé por separado la cascara y pulpa de naranja,
reportando 74.87% de FDT, con una relacion FDS/FDI de 26/74 para el caso de la
cascara de naranja (citado en Santiago Castro, 2014). Como se describe

anteriormente, la cantidad mayoritaria de fibra corresponde a la porcién insoluble.

Desde el punto de vista nutricional, la fibra insoluble posee propiedades
beneficiosas para el organismo por sus efectos en la salud, como la prevencion del
cancer y enfermedades cardiovasculares entre otras (Trejo Marquez, Lira-Vargas,
& Pascual-Bustamante, 2017). Las fibras obtenidas a partir de frutas resultan de
mayor calidad debido a que tienen una composicion mas equilibrada, menor
contenido catiénico y de acido fitico, mayor capacidad de retencion de agua y
aceites, asi como una mayor fermentabilidad colénica (Saura y Larrauri, 1999). Las
fibras de la fruta se utilizan especialmente como aditivos funcionales del alimento
debido a sus caracteristicas prebidticas (Moreira, Cassani, Martin-Belloso, & Soliva-
Fortuny, 2015), simultAneamente atributos tales como la gelificacion y la
construccion de la estructura permiten que este tipo de fibras lignocelulésicas
puedan tener una amplia diversificacion como ingredientes dentro de la industria
alimentaria (de Moraes Crizel, Jablonski, de Oliveira Rios, Rech, & Flores, 2013a).
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2.1.3.2 Suero de Leche

El suero lacteo es, principalmente, un subproducto de la industria quesera que
representa del 80% a 90% del volumen total de leche procesada. Esto significa que,
para producir de 1 kg de queso, se requieren 10 litros de leche y se generan como
subproducto 9 litros de lactosuero. Cuando este subproducto no tiene un
aprovechamiento se convierte en uno de los efluentes que mas contaminan en la
industria lactea. Indistintamente los vertidos procedentes de restos de leche y
lactosuero (contiene el 50% de nutrientes del producto inicial) aumentan
considerablemente la carga contaminante del vertido final (Valencia & Ramirez,
2009). En general el vertido continuo de suero afecta en dos formas a nuestro
ecosistema, pues por un lado afecta fisica y quimicamente la estructura del suelo,
resultando en una disminucién en el rendimiento de cultivos agricolas y por otro lado
al ser desechado en el agua provoca un enorme incremento de la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO), reduciendo la vida acuatica al agotar el oxigeno
disuelto (Parra Huertas, 2009; Villena, 1995). De lo anterior, Londofio et al. (2008)
ha reportado que debido la accién microbiana que transforma la materia organica
en compuestos el pH del agua disminuye, trayendo como consecuencia la
produccion de malos olores y la muerte de los organismos acuaticos que alli se

encuentren (como se cita en Guerra, Castro, & Tovar, 2013).

Segun datos de Carrillo (2002), la produccién mundial anual estimada de suero
lacteo es de aproximadamente 145 millones de toneladas. En este contexto la
industria lactea para el pais en el afio 2016 representd ser la tercera actividad
agropecuaria mas importante, lo cual colocé a México en la novena posicion en la
produccion mundial de leche con 11 mil 607 millones 493 mil litros de leche de
bovino de acuerdo con datos del Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), es decir, 1.9% mas respecto al periodo de 2015. Por su parte, la
industria de quesos produjo 342 mil toneladas (SIAP & SAGARPA, 2016). Al ser
una actividad con alto potencial de crecimiento, se estima que el porcentaje de
lactosuero también vaya en aumento. La FAO (2005) ha reportado que en el afio

2000 la produccion de lactosuero en México fue de 709 mil toneladas, mientras que
9
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datos mas recientes han reportado que el suero producido en México es

aproximadamente de 1 millén de toneladas y contiene 50 mil toneladas de lactosa
y 5 mil toneladas de proteina. De este valor, el 47% de lactosuero es descargado al
drenaje llegando a rios y suelos, lo que ademas de representar un problema serio
de contaminacién, representa una pérdida significativa de nutrientes (Valencia &
Ramirez, 2009).

El suero de leche o lactosuero se define como el liquido obtenido de la coagulacion
de la caseina de la leche durante la elaboracion del queso mediante la accion de
enzimas coagulantes de origen animal (renina) o por la adicién de acidos organicos
de grado alimentario hasta alcanzar el punto isoeléctrico de la caseina (Camara
Nacional de Industriales de la Leche, [CANILEC], 2011). De acuerdo a su acidez, el
suero se divide en dulce (pH mayor de 8), medio acido (pH 5-5.8) y acido (pH menor
a 5). En México, el suero que se produce es dulce y medio acido (Valencia &
Ramirez, 2009). Este subproducto contiene el 50% de nutrientes del producto inicial
y la mayor parte de los compuestos hidrosolubles; 95% de lactosa (azUcar de la
leche), 25% de las proteinas y 8% de la materia grasa. La compaosicion nutricional
del lactosuero puede variar considerablemente dependiendo del origen de la leche
y del tipo de queso elaborado, pero en general el contenido aproximado es de 93.1%
de agua, 4.9% de lactosa, 0.9% de proteina cruda, 0.6% de cenizas (minerales),
0.3% de grasa, 0.2% de acido lactico y vitaminas hidrosolubles. Cerca del 70% de
la proteina cruda que se encuentra en el suero corresponde a un valor nutritivo
superior al de la caseina siendo su principal componente la B-lactoglobulina con
cerca de 10%,y la a-lactoalbimina con 4% de toda la proteina lactea (Hinrichs et
al., 2004), ademas de inmunoglobulinas, proteasa-peptonas y enzimas nativas
(Hannibal et al., 2015). Esta fraccion proteica de las proteinas del suero contribuye
a las propiedades funcionales de los ingredientes de proteinas y en la formulacion
de alimentos. Estas propiedades son; gelificacion, retencién de agua, solubilidad,
emulsificacion, textura, formacion de espuma, retencién de lipidos, y ciertos aromas
y sabores. Es asi que a partir de la innovacion y nuevas tecnologias por tratar de
maximizar su uso reduciendo asi la contaminacion, se ha convertido en un

importante sustrato en la elaboracion de diversos productos como bebidas
10




[CAPITULO 2. ANTECEDENTES] \ Subproductos Agroalimentarios

fermentadas, y alcohdlicas, proteina unicelular, biopeliculas, produccion de acidos

organicos, concentrados de proteinas, derivados de lactosa entre otros (Guerra,
Castro, & Tovar, 2013).

2.1.4 Contaminacion

La inmensa produccion de residuos es uno de los principales problemas con los que
nos encontramos en la actualidad. El no manejo/ aprovechamiento de los
residuos/subproductos generados durante las etapas de produccién en la industria
alimentaria, asi como del consumo de bienes y servicios no involucra solo los
efectos ambientales, sino también esta implicito, desde otro angulo, el uso de los
recursos naturales.

Desde el punto de vista del impacto ambiental potencial, las industrias alimentarias
se caracterizan porque la mayor parte de sus emisiones son de naturaleza organica
biodegradable y no peligrosa, generadas durante la transformacion de la materia
prima (vegetales, carne, leche, pescado, etc.) (Federacion de las Industrias de la
Alimentacion y Bebidas [FIAB], 2008). Sin embargo, todas las operaciones de
procesado de la industria alimentaria generan en mayor o menor medida varios tipos
de residuos/subproductos, principalmente en forma liquida o sélida, aunque también
generan emisiones gaseosas (Morales, 2015). Se conoce que las emisiones y los
residuos originados de la agroindustria han dado lugar a medidas de control cada
vez mas estrictas, debido a que las emisiones de aguas residuales han recibido una
mayor atencién por su potencial contaminante (Arvanitoyannis, 2008, citado en
Hernandez-Cazares, Real-Luna, Delgado-Blancas, Bautista-Hernandez, & Velasco-
Velasco, 2016), sin dejar de lado los residuos soélidos. Estas se caracterizan por
tener alta carga organica, tanto en Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), como en
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), elevado contenido de sélidos en
suspension y pH variable (Morales, 2015). En la mayoria de los paises desarrollados
tratan las aguas residuales en un porcentaje elevado. Desafortunadamente en
México sélo el 20% del agua recibe tratamiento, por tanto una inmensa cantidad de

agua contaminada se vierte a nuestros lagos o lagunas y zonas costeras sin ningun
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tratamiento previo (Valencia & Ramirez, 2009). Por otra parte, cuando los residuos

agroindustriales son dispuestos sobre el suelo sin tratamiento previo y permanecen
a la intemperie, su descomposicion los puede convertir en residuos peligrosos
principalmente por la presencia de agentes infecciosos ocasionando una dispersion
de contaminantes. El dafio que pudieran ocasionar dichos residuos esta en funcion
de sus caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas, ademés al ser residuos, en su
mayoria biodegradables, estos pueden generar durante su descomposicion
lixiviados, los cuales migrarian en forma vertical hacia el subsuelo y podrian
alcanzar los mantos acuiferos, provocando su deterioro y riesgo para la salud
humana y demas organismos vivos (Saval, 2012). Aunque existen grandes
diferencias entre los sectores que conforman la industria alimentaria, los aspectos

ambientales mas relevantes que la caracterizan se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Efectos ambientales de la actividad de la industria alimentaria

Entorno Efecto

Emisiones &cidas
Atmoésfera Gases peligrosos
Humo
Finos
DBO
DQO
Agua Eutrofizacién
Sustancias peligrosas
Espumas
Turbidez
Color

Suelo Residuos peligrosos
Residuos no peligrosos
Visual
Molestias Polvo
Olor
Vibraciones acusticas
Energia
Recursos Naturales Agua
Combustibles

Fuente: Gallego, 2006

Segun la FAO (2015) en México se desperdician, en promedio 37.26 % de los
alimentos anualmente. Esta cantidad representa mas de 10 millones de

toneladas/afno y refleja no solo los residuos de procesamiento de alimentos, sino
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también las "pérdidas de alimentos”. Por lo anterior resulta importante identificar los

distintos focos de produccion de residuos/ subproductos, catalogandolos en base a
sus caracteristicas, aspectos que determinara su adecuacion al actual marco
legislativo, propiciando su correcta gestion, de modo que se pueda valorizar aquello
que pueda resultar atil y dar un destino final adecuado a lo que pueda tener efectos
nocivos al medio ambiente (Morales, 2015).

2.1.5 Aprovechamiento y Revalorizacion

En particular, la industria alimentaria genera una gran cantidad de residuos con
elevado potencial de aprovechamiento, sin embargo, cuando no es aprovechable,
Su tratamiento supone un gasto y problemas ambientales como los mencionados
anteriormente. Generalmente métodos, como la incineracion, la fermentacion
anaerobica, el compostaje, el relleno sanitario o el uso de residuos alimentarios para
aplicaciones agricolas, como la alimentacion animal o el abono, son las principales
estrategias para la minimizacion y valorizacion de los desechos (Galanakis, 2015).
No obstante, en los ultimos afios los nuevos métodos asociados con la utilizacion
y/o aprovechamiento de residuos agroindustriales como materia prima de bajo
costo, para la obtencion de componentes valiosos estd ganando interés. Estos
materiales son fuentes especialmente atractivas por su contenido en compuestos
de diferente naturaleza (como azucares, pigmentos, fibra alimentaria, proteina,
polifenoles vy lignina), los cuales pueden ser potencialmente Gtiles cuando se les
transforma mediante las reacciones apropiadas en productos de elevado valor
afiadido (Sreenath et al., 2001; Moldes et al., 2002), convirtiendose en compuestos
atiles en el campo alimentario, médico, o en el sector quimico (Vazquez &
Velazquez, 2012).

Es por ello que persiguiendo un desarrollo sostenible en la industria alimentaria, se
tendra como tematica primordial fomentar el desarrollo de mas medidas para
aprovechar y valorizar los subproductos generados, cuya finalidad sea la obtencion
de una solucidon ambiental, la optimizacion de recursos (Fernandez et al., 2008), y

el compromiso con la disminucién de pérdidas y desperdicios.
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2.2 SECCION B. BIOEMPAQUE COMESTIBLE ECO-FRIENDLY

El término verde es alternativamente conocido como "sostenible", “eco-friendly” o
“‘environmentally friendly” (Kim et al., 2013). La traduccion del término significa, ser
respetuoso o amigable con el ambiente. Este concepto se ha instaurado como una
palabra de moda en una amplia gama de bienes y servicios, por lo que en los ultimos
afos ha ido ganando interés hasta logar establecerse como una tendencia en una
gran mayoria de los consumidores, y en general por la misma sociedad en su
concientizacion por coadyuvar a minimizar el impacto ambiental, mediante la
adopcion de productos respetuosos con el medio ambiente (Leonidou et al., 2013,
Prakash & Pathak, 2017).

2.2.1 Envasado “verde” en alimentos

En el consumo de los hogares, los alimentos representan una parte sustancial y
hasta un tercio del impacto ambiental se debe principalmente a los materiales de
envasado (Koenig-Lewis et al., 2014). Por ello, en distintos paises para ayudar a
mantener el equilibrio ecolégico, han adoptado la practica del "empaque verde". De
acuerdo con Arvanitoyannis & Kasaveti (2008) actualmente existen tres tipos de

envases "verdes":

» Envases reutilizables, como botellas de vidrio, que pueden limpiarse y reutilizarse.

* Envases reciclables, que estan hechos de materiales que se pueden volver a usar,

generalmente después del procesamiento - como vidrio, metal, cartén y papel.

* Envases biodegradables, que se descomponen facilmente y desaparecen en el

suelo o en la atmdsfera, sin causar dafos.

En este sentido, la biodegradabilidad no es sélo un requisito funcional sino también
un atributo ambiental importante. Por lo que una contribucion para la proteccion del
medio ambiente es el disefio conceptual de productos ecoldgicos con el fin de

reducir el consumo de plastico, especialmente en el envasado. Dentro de este
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enfoque, las peliculas comestibles se consideran como un producto de embalaje
biodegradable (Wei & Yazdanifard, 2013).

2.2.2 Alternativa (recubrimientos, empaques o films comestibles)
biodegradable

Los empaques comestibles surgen como una alternativa a los materiales de base
petroquimica tales como poliolefinas, poliésteres y poliamidas que se han utilizado
cada vez mas como materiales de embalaje, debido a su disponibilidad en grandes
cantidades a bajo costo y caracteristicas funcionales satisfactorias. Sin embargo, a
pesar de sus ventajas, estos materiales no son totalmente biodegradables y causan
problemas en la eliminacién de los residuos (Tharanathan, 2003). Por otra parte, la
creciente capacidad de respuesta ecoldgica, junto con las nuevas leyes
ambientales, estdn empujando a las industrias a buscar mas materiales respetuosos
con el medio ambiente, especificamente para envasado de alimentos, donde el
material tiene una vida muy corta (Ohtake et al., 1998; Scott, 2000; Goncalves et
al., 2016).

Al mismo tiempo, la gran cantidad de agro-desechos generados por la industria ha
sido una preocupacion creciente, lo que se convierte en una cuestion ambiental y
financiera (Bayer et al., 2014). Entre estos desechos destacan, los tallos de verduras
/ frutas, granos y semillas, los cuales junto a otras materia primas agricolas tales
como almidones y proteinas (Swain, Biswal, Nanda, & Nayak, 2004) pueden ser
utilizados como materiales biodegradables eco-friendly y biolégicos, obtenidos de

recursos renovables.

Asi, las peliculas comestibles (PC) y recubrimientos comestibles (RC) basados en
ingredientes naturales atraen mucho el interés hoy en dia como un enfoque
eficiente, seguro y ecoldgico para la calidad de los productos alimenticios y el
mejoramiento de la vida atil (Bourtoom, 2008). Por tanto el uso de estos materiales
capitaliza la conservacion de los recursos naturales con base en productos

ecoldgicos y una atmoésfera segura (Tharanathan, 2003).

15



[CAPITULO 2. ANTECEDENTES] Bioempague Comestible Eco-friendly

2.2.2.1 Definicion de los RCy PC

Una pelicula y recubrimiento comestible (RC) se definen como una delgada capa
de material que puede consumirse, cuya finalidad es proporcionar una barrera para
la transferencia de masa (humedad, oxigeno y movimiento del soluto) sobre o entre,
el alimento, los componentes del alimento o el medio (Bourtoom, 2008; Garcia et
al., 2016) y extender su vida util.

La principal diferencia entre RC y PC, se debe a la forma en cémo se aplican sobre
la superficie del alimento, pues los RC son aplicados en forma liquida por inmersion
formandose la pelicula sobre el alimento (figura 2a), mientras que las PC son
primero preformadas como laminas solidas y después se aplican como envoltura
sobre el alimento (figura 2b) (Falguera et al., 2011).

Se usa una
disolucion
formadora
(DFP) para

recubrir un
alimento.

b)

, Se coloca una pelicula
preformada sobre el alimento.

Figura 2. Diferencia de formacion de a) recubrimiento comestible y b) pelicula comestible (Herrera-
Vazquez, 2016)

2.2.2.2 Principales Funciones

Los envases comestibles actualmente se estan aplicando a alimentos de diversa
naturaleza (frutas, verduras, carnes, dulces, cereales, pescados, etc.), normalmente
en combinacion con otras tecnologias de conservacion (ej. refrigeracion, atmésferas
modificadas o controladas, tratamientos térmicos, etc.), con la finalidad principal de
alargar la vida util y mejorar la calidad del alimento al cual recubren, mediante
diferentes funciones como son la de actuar de barrera, mejora de las propiedades,
soporte de aditivos, adherir diferentes partes de un alimento o proteger pequefias
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porciones, entre otras (Debeaufort, Quezada-Gallo, & Voilley, 1998; Kester y
Fennema, 1986, Pavlath & Orts, 2009, citado en Lépez de Lacey, 2012).

Un RC o PC al actuar de barrera crea una atmosfera modificada (AM) que permite
el intercambio controlado de gases (O2, COz2), se convierte en una barrera para la
transferencia de compuestos arométicos (Miller & Krochta, 1997), crecimiento
microbiano y evita la absorcion / pérdida de humedad en el alimento (Kester &
Fennema, 1986) (Figura 3). Al tener la capacidad de trabajar sinérgicamente con
otros materiales de embalaje sirve como medio de soporte de aditivos, por un lado
mejorando las propiedades organolépticas de los alimentos envasados al tener
diversos componentes (aromas, colorantes, edulcorantes) (Bourtoom, 2008), o bien
ser envases activos al incorporar en su matriz polimérica aditivos naturales (por
ejemplo, antimicrobianos y antioxidantes) (Ancos, Gonzalez-Pefia, Colina Coca, &
Sanchez-Moreno, 2015; Guilbert, Gontard, & Cuqg, 1995), que protejan de la
oxidacion o inhiban el crecimiento microbiano tanto de patdégenos como de

responsables del deterioro (Lopez de Lacey, 2012).

Luz UV

Vapores organicos
Aromas
Solventes

Recubrimiento
o film

Solutos
Lipidos
Sales
ecs Pigmentos

Nicy Aditivos

Figura 3. Funcion de barrera de los recubrimientos y peliculas comestibles (Adaptada de Debeaufort,
Quezada-Gallo y Voilley, 1998)

De igual forma pueden utilizarse para proteger pequefias porciones de alimento, en
particular productos que actualmente no estan envasados individualmente por
razones practicas tales como peras, frijoles, nueces y fresas (Bourtoom, 2008), y/o

mejorar la integridad mecéanica o manipulacion del producto alimenticio. Ademas de
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ofrecer una alternativa a los materiales comerciales de envasado usado para

producto alimenticios (Dutta et al., 2009: Greener-Donhowe & Fennema, 1994).

2.2.2.3 Formacion de PCy RC

La formacion de pelicula es un proceso en el que se obtiene una fase solida
ordenada a partir de una fase liquida. Existen dos mecanismos generales para la
formacion de peliculas; el proceso seco y el hiumedo. El proceso en seco se basa
en las propiedades termoplasticas de los biopolimeros calentados por encima de su
temperatura de transicién vitrea en procesos tales como extrusion o moldeo por
compresion, en condiciones de bajo contenido de agua. Mientras el proceso
hamedo esta basado en la disolucion formadora de pelicula (DFP), donde los
biopolimeros son inicialmente dispersados o solubilizados en una fase liquida y
posteriormente, son secados (Bertuzzi & Slavutsky, 2016; Sanchez, 2010). Los
sistemas disolventes de grado alimenticio para PC y RC estan limitados a agua,
etanol o una combinacién de ambos (Khwaldia, Perez, Banon, Desobry, & Hardy,
2004). El proceso humedo es el mas empleado para la formacién de PC y RC en
alimentos (Peressini et al., 2003).

La formacion de peliculas involucra uno de los siguientes procesos (Greener-

Donhowe & Fennema, 1994);

» Coacervacion: Consiste en un cambio de fase del polimero formador. Puede ser
simple o compleja. La simple da la precipitacion del hidrocoloide mediante calor,
alteraciones del pH o afiadiendo disolventes. En la compleja se altera la carga,

poniendo en contacto dos macromoléculas que se neutralizan entre ellas.

* Retiro del disolvente: permite la formacién de la pelicula sélida mediante su

evaporacion a la temperatura y humedad relativa deseada.

* Solidificacion de la disolucién: empleada en peliculas de naturaleza lipidica. La

tasa de enfriamiento influye en estado polimoérfico predominante.

De acuerdo a Krochta et al. (2002), la DFP se pueden aplicar a un alimento por
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varios métodos como la impregnacion al vacio, rociadura e inmersion.

2.2.2.4 Materiales para la elaboracion de peliculas y RC

Los materiales utilizados para la elaboracion de disoluciones formadoras de PC o
RC, también denominados biopolimeros, proceden de diversas fuentes de origen
animal y vegetal, tanto terrestre como marino, asi como procedente de los
microorganismos (Tharanathan, 2003). Dichas disoluciones pueden estar
conformadas por proteinas, polisacaridos, lipidos o por una mezcla de los mismos
(John M. Krochta, Baldwin, & Nisperos-Carriedo, 1994; Viroben, Barbot,
Mouloungui, & Guéguen, 2000).

Debido a las caracteristicas que pueden llegar a presentar los RC o PC en funcién
del origen de los componentes base utilizados que permitan mejorar sus
propiedades funcionales, al combinar las ventajas de cada uno, los RC y PC pueden
clasificarse en tres categorias: (1) hidrocoloides (proteinas y polisacaridos), (2)

lipidos, y (3) Compuestos (componentes antes mencionados) (figura 4).

Peliculas y recubrimientos comestibles

|

! ! }

Hidrocoloides Lipidos Compuestos
l |
v v l l *Polisacaridos + Proteinas
Polisacaridos Proteinas
Ceras Risinas *Polisacaridos + Lipidos
*Almidén *Syuero *Lipidos + Proteinas
*Celulosa *Grenetina nhoeie Acidos grasos
*Fibra *Soya *Carnauba
— *Parafina
*Quitosano

Figura 4. Clasificacion de peliculas y recubrimientos comestibles aplicados en los alimentos segun sus

componentes (Kapetanakou, Manios, & Skandamis, 2014)
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2.2.2.4.1 Hidrocoloides

Las peliculas de hidrocoloides pueden ser utilizadas en aplicaciones donde el
control de la migracidén del vapor de agua no es el objetivo (Greener-Donhowe &
Fennema, 1994), esto debido a su caracter hidrofilico. Respecto a la permeabilidad
al gas, pueden ser selectivamente permeables a O2 y CO2 (Kester & Fennema,
1986) y la mayoria de estas peliculas suelen proporcionar mayores propiedades
mecanicas a los envases comestibles que los lipidos y las sustancias hidréfobas
(Debeaufort et al.,, 1998). En lineas muy generales, la formacion de una red
macromolecular de un biopolimero tipo hidrocoloide requiere de algunas etapas: en
primer lugar la solubilizacién (parcial o total) que permita una ruptura de enlaces
intermoleculares de baja energia que estabilicen a los polimeros en su estado
nativo; de esta manera se facilita un reordenamiento y orientacién de las cadenas
poliméricas y una interaccién con el resto de componentes que forman la pelicula
(esta estructura se estabiliza durante el secado) (Cuq, Gontard, Cuq y Guilbert,
1998; Mauri y Afiidén, 2008; Lépez de Lacey, 2012). Asi, los hidrocoloides utilizados
para peliculas y recubrimientos van a depender en gran medida de su naturaleza,

composicién (polisacaridos y proteinas), carga molecular y solubilidad en agua.

2.2.2.4.1.1 Polisacéaridos

Los materiales formadores de pelicula incluyen almidones, gomas vegetales (por
ejemplo alginatos, pectinas y goma arabiga), almidones modificados quimicamente
y fibras. Los polisacaridos tienen mondmeros simples, sin embargo, la conformacion
de las estructuras de polisacaridos es mas complicada e impredecible. Debido al
gran numero de grupos hidroxilo u otros restos hidréfilos en la estructura de hidratos
de carbono neutros, los enlaces de hidrégeno juegan el papel més significativo en
la formacion de la pelicula y sus caracteristicas (Han, 2014). A pesar de que la
mayoria de los carbohidratos son neutrales, materiales como los alginatos y las
pectinas requieren la adicion de un ion polivalente (usualmente calcio) (Greener-

Donhowe & Fennema, 1994), para facilitar la formacion de la pelicula. El peso
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molecular del polisacarido también juega un papel importante en las propiedades.

Los polimeros lineares de alto peso molecular y no i6nico forman peliculas fuertes,
como es el caso del agar y la metilcelulosa. En cambio, los polisacaridos mas
ramificados, con o sin carga anionica, forman peliculas mas débiles (Nieto, 2009).
Ellos, al igual que las proteinas, son susceptibles a cambios de pH debido a su
estado cargado.

En general las peliculas y recubrimientos comestibles producidos por los
polisacaridos son transparentes, cohesivos y homogéneos (Bourtoom, 2008). La
principal ventaja es que proporcionan propiedades mecénicas adecuadas, y su
capacidad para retrasar la transmisién de Oz2y CO2 (Kester & Fennema, 1986; A. E.
Pavlath & Orts, 2009), no obstante al ser polimeros hidrofilos, presentan

propiedades de barrera a la humedad y vapor de agua muy bajas (Rhim & Ng, 2007).

2.2.2.4.1.1.1 Fibra de Citricos

Los residuos de la industria de zumos de frutas, por ejemplo, son una fuente rica en
pectina, fibras dietéticas y fitoquimicos (Otoni et al., 2017). En particular, la fibra
dietética (FD) es una fuente de diversos carbohidratos y la lignina resistentes, al
menos en parte, a la hidrolisis de los enzimas digestivos humanos (Lee et al.; 1994;
Anguera Vila et al., 2007). La fibra dietética, no solo tiene un alto valor nutricional,
sino también la prevencion de muchas enfermedades, siendo esencial para el
metabolismo humano (Wang, Wu, Wang, & Zhu, 2012).

Su integracion en formulaciones de peliculas y revestimientos comestibles ha sido
escasamente estudiada, pero estudios realizados por (Moreira et al.,, 2015),
reportaron un efecto positivo al incorporar este componente sobre las propiedades
organolépticas y vida de anaquel del alimento. Generalmente, tanto las fibras
solubles como las insolubles sirven para proporcionar resistencia a la pelicula,
estabilidad dimensional, acabado mate (aspecto), una caracteristica de disolucion
deseada o como agentes para unirse y restringir la movilidad de ingredientes activos
(por ejemplo, una vitamina a base de aceite). En algunos casos, la fibra esta

presente para proporcionar un beneficio nutricional o digestivo (Rossman, 2009). Al
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ser materiales lignocelulésicos residuales, representan una fuente de origen

renovable y biodegradable de sus derivados (Pacheco, 2002), la pectina se
considera una importante materia prima debido a su naturaleza formada en su
mayoria por varios residuos de acido poligalacturénico interrumpido por enlaces
cortos de ramnosa Yy alta solubilidad en agua. Propiedades como la deformacion
amplia de la molécula y la presencia en la disolucion de agregacion son similares a
las que se encuentran en algunos polimeros sintéticos (Nifio, Huerta, Verde, &
Rodriguez, 2010), permitiendo su incorporacion en la elaboracion de materiales

biodegradables (Ferreira, Linhares, & Martelli, 2016).

2.2.2.4.2 Proteinas

Las proteinas son macromoléculas con secuencias de aminoacidos y estructuras
moleculares especificas. Dependiendo del orden secuencial pueden asumir
diferentes estructuras mediante diversos tipos de enlaces (electrostatico, hidréfobo,
Van der Waals, puentes de hidrégeno, y las interacciones entre enlaces cruzados
disulfuro) (Cheftel et al., 1985). Asi, este tipo de peliculas se veré influenciado por
la composicion de aminoacidos, la carga electrostatica, las propiedades anfifilicas,
asi como los cambios de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria debido al
calor, la presion, la irradiacion, el tratamiento mecéanico, los acidos, los alcalis, los
iones metalicos, las sales, la hidrélisis quimica, etc., que permitan formar estructuras
mas extendias y conseguir propiedades de pelicula deseables (Bourtoom, 2008;
Han, 2014; J.M. Krochta, 2002).

Las proteinas utilizadas en la formulacion de recubrimientos comestibles pueden
ser de origen animal (colageno, gelatina, proteina miofibrilar de pescado, queratina,
proteina de clara de huevo, caseina y proteina de suero de leche) o de origen
vegetal (zeina de maiz, gluten de trigo, proteina de soja) (Kester & Fennema, 1986).
Las proteinas de alto peso molecular y fibrilares -como el colageno, la gelatina y las
proteinas miofibrilares- pueden formar redes mas amplias con buenas propiedades

mecanicas (Guillbert y Graille, 1994). En cambio, las proteinas globulares,
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frecuentemente de bajo peso molecular (como las proteinas aisladas de soja y

proteinas sarcoplasmicas), hacen redes mas compactas y menos elasticas (Mauri
y Afidn, 2008), aunque exhiben permeabilidades mas altas (Pavlath & Orts, 2009).
Las peliculas y revestimientos basados en proteinas tienen como ventaja principal
su estabilidad estructural (Pavlath & Orts, 2009), pues son generalmente superiores
a los polisacaridos en su capacidad para formar peliculas con mayores propiedades
mecanicas y de barrera contra gases (Cuq et al., 1998; Suput, Lazic, Popovic, &
Hromis, 2015); sin embargo, su pobre resistencia al vapor de agua comparado con
la de los polisacéridos constituye su principal inconveniente (Campos et al., 2011;
Kapetanakou, Manios, & Skandamis, 2014).

Por otro lado, la capacidad antioxidante de ciertas proteinas como las proteinas de
la leche (Cervato, Cazzola y Cestaro, 1999), zeina de maiz (Wang, Fujimoto,
Miyazawa y Endo, 1991), o gelatina de pescado (Aleman, Giménez, Montero y
Gomez-Guillén, 2011) constituyen un valor afiadido (Lopez de Lacey, 2012).

2.2.2.4.2.1 Gelatina

La gelatina se obtiene mediante hidrdlisis controlada de la proteina fibrosa insoluble,
colageno, que se encuentra ampliamente en la naturaleza como el constituyente
principal de la piel, los huesos y el tejido conectivo (Bourtoom, 2008). Sus
caracteristicas difieren de otros hidrocoloides como una proteina completamente
digerible, que contiene casi todos los aminoacidos esenciales (alto contenido de
glicina, prolina e hidroxiprolina), excepto el triptéfano (Fakhouri, Martelli, Caon,
Velasco, & Mei, 2015). Aproximadamente a 35°C (punto de fusion), la gelatina forma
una disolucién viscosa de cadenas de polipéptidos lineales en espiral y al enfriar
forman un gel fisico termorreversible, recuperando la estructura de hélices de
colageno, aunque no muy largas (Kapetanakou et al., 2014; Skurtys et al., 2014).

La gelatina produce peliculas resistentes flexibles cuando se homogeniza junto con
glicerina o sorbitol (Arvanitoyannis et al., 1997, Tharanathan, 2003). (Guilbert et al.,

1995) sugiere una preparacion con gelatina al 20-30% y agregar plastificante al 10-
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30% (glicerina o sorbitol). Generalmente la gelatina se utiliza para encapsular

ingredientes de alimentos de baja humedad o fase de aceite y productos
farmaceéuticos. En alimentos, como recubrimientos en carnes, Gennadios et al.
(1994) expone que se han formado peliculas de gelatina para reducir el transporte
de oxigeno, humedad y aceite (citado en Bourtoom, 2008). Las propiedades y
capacidad de formacion de la gelatina varian dependiendo del origen de la materia
prima, asi como del peso molecular, es decir, cuanto mayor es el peso molecular
promedio, mejor es la calidad de la pelicula (Ledward, 2000). Usualmente las
gelatinas de mamiferos suelen tener mejores propiedades fisicas vy
termoestabilidad que las gelatinas de pescado (Mitchell, 1998), lo cual se relaciona
con su mayor contenido de aminoacidos (Gomez-Guillen et al., 2002) (citado en
Skurtys et al., 2014).

2.2.2.4.2.2 Suero de leche

La proteina de suero es la fraccion proteica que permanece soluble durante la
elaboracion del queso, una vez precipitada la caseina a pH 4.6. Dentro de las
proteinas del suero se encuentran principalmente la a-Lactalbumina (a-La), B-
Lactoglobulina (B-Lg), seroalbumina bovina (BSA), inmunoglobulinas (Ig) y
proteosa-peptonas (PP), generalmente son de estructura globular y térmicamente
labiles por naturaleza. La B-Lg es el mayor componente (50-60%) (Sothornvit y
Krochta, 2001) y contiene un grupo tiol (-SH) libre importante y dos grupos disulfuro
(S-S) por monoémero; 4 grupos hidrofobos se encuentran dentro de la estructura
globular (Khwaldia et al., 2004). Generalmente el concentrado de proteina de suero
de leche producido industrialmente (WPC) tiene un contenido de proteinas entre 25
y 80%, mientras que el aislamiento de proteina de suero (WPI) tiene un contenido

de proteinas superior al 90% (Skurtys et al., 2014).

La formacion de la pelicula a partir de las proteinas de suero de leche, requiere la
desnaturalizacion térmica de la 3-Lg y a-La, de manera que el grupo tiol oculto por
la alfa-hélice (Sawyer et al., 1999), sea expuesto y esté disponible para la formacion
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de enlaces disulfuro intermoleculares (Dangaran, Tomasula, & Qi, 2009). Sin

embargo, estudios a partir de la desnaturalizacion por calor del suero de leche
reportaron ser fragiles, requiriendo el uso de plastificantes que reduzcan las fuerzas
intermoleculares a lo largo de las cadenas poliméricas (Banker, 1966) y aumentar
asi la flexibilidad de la pelicula (McHugh & Krochta, 1994). Sin embargo, se debe
dosificar adecuadamente, pues su incorporacion también aumenta la permeabilidad
al vapor de agua en la pelicula (Gontard y otros 1993), disminuye la fuerza de
tensién y el modulo de Young, no obstante aumenta la elongacion (Skurtys et al.,
2014). Con la adicién de plastificante, las proteinas de suero desnaturalizadas por
calor producen peliculas transparentes, blandas y flexibles con excelentes
propiedades de barrera al oxigeno, aroma y aceite a baja humedad relativa (RH)
(McHugh y Krochta, 1994, De Mulder-Johnston, 1999, como se cita en Perez-Gago
& Krochta, 2002). Ademas son una buena opcién para retrasar la oxidacion lipidica
(aperitivos, pescado graso congelado), pues revestimientos que incluyeron este
componente en su formulacién demostraron su capacidad para limitar la pérdida de
agua y los cambios de oxidacion de la grasa en el salmén (Galus & Kadzinska,
2015).

2.2.2.4.3 Lipidos

Las peliculas de lipidos se usan como barreras efectivas para limitar la migracion
de humedad/ vapor de agua dentro de los alimentos, debido a su naturaleza apolar
(Morillon et al., 2002). Los lipidos consisten en ceras, aceites y resinas. Durante
varias décadas, las ceras (cera de carnauba, cera de abejas y cera de parafina) y
aceites (aceite mineral y vegetal) se han utilizado comercialmente como
revestimientos protectores para frutas y verduras frescas (Baldwin 1994, citado en
Kapetanakou et al., 2014), pues retardan su respiracion y disminuyen la pérdida de
humedad. Los lipidos no tienen influencia sobre las propiedades mecanicas pero
algunos de ellos (acidos grasos, fosfolipidos) se usan en la formulacion como
emulsionantes y agentes tensoactivos que aumentan la flexibilidad debilitando las

fuerzas intermoleculares entre las cadenas del polimero (Milovanovi¢ & Piéuri¢-
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Jovanovi¢, 2001), ademas se utilizan a veces como barreras para los gases y/ o la

humedad en los pescados o productos céarnicos (Debeaufort & Voilley, 2009). Sin
embargo, tienen propiedades limitadas de barrera al oxigeno y el uso de grasas
como una cubierta protectora para los alimentos puede tener inconvenientes, como
el comienzo de rancidez en las grasas, asi como revestimiento superficial graso que
las grasas pueden impartir (Kamper & Fennema, 1984; Rhim & Ng, 2007). Dado
gue estos materiales lipidicos no son polimeros, generalmente no forman peliculas
cohesivas autbnomas, es decir, forman peliculas fragiles.

Estudios en los que se utilizaron &cidos grasos de cadena larga y lipidos sélidos en
la preparacion de peliculas compuestas, mostraron poseer una resistencia mayor a
la transmision de gas y vapor de agua que aguellos en un estado liquido (Kampery
Fennema, 1984, Kester y Fennema, 1989), indicando que la movilidad molecular de
los lipidos disminuye sus propiedades de barrera (Greener-Donhowe & Fennema,
1994; Liu, Kerry, & Kerry, 2006). Adicionalmente, algunos investigadores (Roth y
Loncin, 1985, y Hagenmaier y Baker, 1997) han reportado que la introduccion de
enlaces dobles en la cadena aumenta la transmision del vapor de agua
aproximadamente 80 veces, lo que se atribuye a la pérdida de cristalinidad (Pavlath
& Orts, 2009). Por lo anterior, aunque los acidos grasos y los alcoholes grasos son
barreras efectivas contra el vapor de agua, su fragilidad requiere que se utilicen

conjuntamente con una matriz de soporte.

2.2.2.4.4 Componentes para formacion de RCy PC

Las peliculas compuestas son estructuras heterogéneas de componentes lipidicos
e hidrocoloides (proteinas o polisacéaridos), cuyo fin principal es mejorar las
caracteristicas de permeabilidad o propiedades mecanicas al combinar las ventajas
de cada componente. Las posibles combinaciones de compuestos biopolimeros
son: (1) proteinas y polisacaridos, (2) proteinas y lipidos, y (3) polisacaridos y
lipidos. En general, los lipidos aportan resistencia al vapor de agua y los
hidrocoloides, permeabilidad selectiva al O2 y CO2, durabilidad, buena cohesion

estructural o integridad (Navarro, 2010; Rhim & Ng, 2007). La asociacion entre los
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biopolimeros puede conseguirse mediante mezcla, extrusién, laminacién o

revestimiento, siendo la mezcla la manera més fécil y efectiva de preparar una capa
de pelicula homogénea (Campos, Gerschenson, & Flores, 2011). El compuesto de
biopolimeros se puede producir bien como emulsiones bicapa o0 estables. En
biopolimeros compuestos bi-capa, el lipido forma una segunda capa sobre la capa
de polisacarido o proteina, mientras que en emulsion el lipido se dispersa e
inmoviliza en la matriz de soporte de proteina o polisacarido (Pérez-Gago y Krochta
2005; Kapetanakou, Manios, & Skandamis, 2014).

2.2.2.5 Antimicrobianos naturales utilizados en RCy PC

Los RC y las PC tienen la funcionalidad de actuar como vehiculos que incorporen
en su formulacién aditivos a los alimentos de manera intencional, permitiendo actuar
como agentes antimicrobianos y/o antioxidantes que puedan extender la vida util
del producto y reducir el riesgo de crecimiento de patdégenos en las superficies de
los alimentos (Cagri, Ustunol, & Ryser, 2004). Los aditivos naturales con
propiedades antimicrobianas empleados en los Ultimos afios incluyen: enzimas
como las lactoperoxidasas (leche) y lisozimas (clara de huevo); bacteriocinas como
la nisina (bacterias lacticas); polisacaridos como el quitosano (esqueleto de
crustaceos); acidos organicos (ascorbico, citrico, oxalico) y compuestos fendlicos
(plantas y especies). Dentro de este Ultimo grupo, se han utilizado aceites
esenciales de plantas arométicas (romero, tomillo, orégano), especias (clavo,

canela) y extractos fendlicos (té verde, ajo, cebolla) (Ancos et al., 2015).

2.2.2.5.1 Orégano

El orégano (Origanum vulgare L.) es una planta herbacea nativa de las regiones
mediterraneas, la cual contiene un alto contenido de compuestos fenolicos que le
atribuyen propiedades antimicrobianas, antioxidantes y antifungicas (Irmak &

Erbatur, 2008). Estudios han mostrado que los extractos de orégano y aceites
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esenciales presentan actividad inhibitoria contra el crecimiento de diferentes

bacterias (Koci¢-Tanackov et al., 2012). En particular, el aceite esencial de orégano
ha demostrado poseer actividad antimicrobiana sobre E. coli, S. aureus, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus (Gémez y Lopez, 2009). Los
componentes principales del aceite esencial de orégano son carvacrol y timol (figura
5). La actividad antimicrobiana es debida al caracter hidrofobico vy lipofilico de los
monoterpenos y compuestos fendlicos que contiene. La hidrofobicidad les otorga
capacidad de atravesar y alterar las membranas celulares, interrumpiendo la fuerza
motriz del proton, el flujo de electrones, el transporte activo y la coagulacion de los
contenidos celulares (Burt, 2004), permitiendo la muerte de los microorganismos.

OH HO

Figura 5. Estructuras de carvacrol y timol respectivamente.

La accién antimicrobiana de los aceites esenciales se reduce considerablemente en
carnes, productos carnicos y pescado con alto contenido de grasa (Gémez y Lopez,
2009). Por ello, la seleccién de un antimicrobiano, debe considerar la efectividad
contra el microorganismo objetivo, asi como las posibles interacciones entre el
biopolimero y los componentes presentes en el alimento. Estas interacciones
pueden modificar la actividad antimicrobiana y las caracteristicas de la pelicula,
siendo estos factores clave para el desarrollo de peliculas y recubrimientos

antimicrobianos (Campos et al., 2011).

2.2.2.6 Aplicaciones de PCy RC a alimentos

Las PC y RC han sido una tecnologia utilizada ya hace varios afios. En los afios 60s
este tipo de tecnologia era muy poco comercial y estaba limitada principalmente a
capas de cera en las frutas (Pavlath & Orts, 2009), no obstante un mayor

aprovechamiento de los componentes encontrados en los recursos naturales ha
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permitido a esta mantenerse y diversificarse en una amplia gama de productos. Mas

de 90 patentes y articulos cientificos sobre la fabricacion de envases comestibles
se han publicado desde 1990 (Debeaufort et al., 1998). Actualmente las PC y RC
se aplican en alimentos frescos, minimamente procesados y procesados. Estos
incluyen a las frutas y vegetales; carnes, aves y pescados (congelados y
ahumados); lacteos (helado y queso), granos (panificacion y botanas), confiteria y
frutos secos (nueces). Las potencialidades de PC y RC dependeran de acuerdo con
la aplicacion especifica, el tipo de producto alimenticio y sus principales
mecanismos de deterioro (Guilbert, 2005; Zhang, Han, & Liu, 2008). A continuacién

se muestra la tabla 3, con aplicaciones de PC y RC en alimentos.

Tabla 3. Aplicaciones de peliculas y recubrimientos comestibles en alimentos.

Materiales para RCy PC Alimentos Efecto

Frutas y vegetales

Alginato Seta Mantener  firmeza 'y retrasar
oscurecimiento y apertura de capa
Almidén de yuca Fresa Retraso en el deterioro
Esteres de sacarosa Yy Aguacate, manzana, Proteger, aumentar el brillo vy
cera (brillo) melones, citricos extender la vida util
Proteina de soya Manzanas Cambios retardados en firmeza, color
y acidez.
Pectina Mango Reduccion de tasa del color, textura,
y aumento de vida util
Quitosano Pimientos y pepinos Respiracion reducida, pérdida de
color, marchitamiento e infeccién por
hongos
Citricos Barrera de O2/ H20/ CO:2
Brécoli Reduccion de  microorganismos

mesofilos y psicrotréficos.
Carnes, aves, pescados

Colageno Salchicha Costo reducido y mayor uniformidad

Gelatina + Aceite de Pez Bagre Inhibicion de S. typhimurium, y E.

orégano colia 4°C.

Proteina de suero Salmén congelado Reducir perdida de humedad vy
oxidacion de lipidos

Quitosano Carpa plateada Buenas caracteristicas

fisicoquimicas, microbiolégicas vy
mayor vida util

Zeina Bola de pescado Conservar alimento rico en lipidos
Snacks y lacteos

Almidon Nueces Retraso en la rancidez

Cera o 4cidos grasos Queso Evitar el crecimiento del moho

Pectina / Celulosa Patatas fritas Reduccidn de la absorcion de grasa

Fuente (Cagri et al., 2004; Dhall, 2016; Suput et al., 2015; Umaraw & Verma, 2017)
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2.2.2.6.1 Aplicacién de PC y RC en pescado

El pescado es uno de los productos alimenticios que por su alto contenido de
humedad es considerado altamente perecedero pues su calidad durante el
almacenamiento se ve disminuida por reacciones quimicas, enzimaticas y deterioro
microbiano, que acortan la vida util del alimento (Campos et al., 2011). Por tanto,
existe la necesidad de limitar la pérdida de agua durante el almacenamiento,
evitando su deterioro. Un manejo adecuado, pre-tratamiento y las técnicas de
conservacion pueden mejorar la calidad de los productos pesqueros (M. Ramos,
Valdés, Beltran, & Garrigos, 2016). Otras alternativas a utilizarse incluyen los RC y
los extractos de plantas que han demostrado buenos resultados para carnes y
pescados frescos y congelados (Gomez-Estaca, Montero, Gimenez, & Gomez-
Guillen, 2007). La adicion de aceites esenciales y extractos de plantas da a los RC
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, asi como efectos sobre la oxidacion
lipidica (LOX), la desintegracién proteolitica y microbiana (Sanchez-Ortega et al.,
2014). De acuerdo con esto, Stuchell y Krochta (1995) crearon recubrimientos a
base de proteinas de suero y monoacilgliceroles demostrando una proteccion
eficiente contra la LOX y la pérdida de agua en el salmén (Debeaufort et al., 1998).
Peliculas a base de gelatina con extractos de orégano/romero tuvieron una mayor
actividad antioxidante, y disminuyeron la LOX en la sardina ahumada en frio
(Gomez-Estaca et al., 2007). En patrticular, la carpa (Cyprinus carpio), Mahmoud et
al. (2006) utilizé un tratamiento combinado de aceite (0.5% de carvacrol + 0.5% de
timol) reduciendo tanto la carga microbiana total (aprox. 100 veces) como las Bases
Volatiles de Nitrégeno (VB-N). Martinez Del Prado (2014), emple6 un RC a base de
gelatina-inulina-suero con extractos acuosos (ajo y cebolla) en combinacion con
tecnologias de refrigeracion y vacio, que redujo microorganismos como la
Salmonella, S. aureus y bacterias mesofilas de manera significativa, ademas de
preservar sus caracteristicas texturales. Mas recientemente Morachis-Valdez et al.
(2017), empled un RC con quitosano reportando el mantenimiento de la calidad del
producto durante su almacenamiento, disminuyendo la pérdida de humedad,
crecimiento bacteriano, LOX y proteinas en filetes de carpa comun.
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2.3 SECCION C. PRODUCTOS ACUICOLAS Y/O MARINOS

La acuicultura hoy en dia a tiene cada vez mayor importancia, no Unicamente
porque promueve la produccién de organismos acuaticos con fines recreativos o
comerciales, sino porque ademas crea la posibilidad de contribuir al suministro de

alimentos de alta calidad proteica.

La acuicultura se define como el cultivo de organismos acuaticos que incluye a
peces, moluscos, crustdceos Yy plantas acuaticas, con diferentes fines.
Habitualmente implica la permanente intervencién del hombre en operaciones como
la siembra, la nutricion, la sanidad, la reproduccion, el manejo y la proteccién contra
los depredadores; en general actividades de produccién y post-produccion,
actuando siempre con una cultura de respeto y proteccion de los recursos naturales
y el medio. Los sistemas de cultivo son muy diversos y van desde agua dulce o agua
de mar, hasta cultivo bajo condiciones totalmente controladas (Gonzéalez-Martinez,
2010).

En México la piscicultura arranca a fines del siglo XIX, cuyo primer desarrollo se
centralizd en organismos dulceacuicolas con énfasis en peces de aguas
continentales como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), la carpa (Cyprinus
carpio), el bagre de canal (Ictalurus punctatus) y la tilapia (Oreochromis spp.) entre
otros (Guerrero, 1997). Esta, nace como una actividad complementaria de apoyo
social a las comunidades rurales, con lo cual se pretendia incrementar el consumo
de proteina animal y mejorar asi los niveles nutricionales de la poblacién (Juarez-
Palacios, 1987). Actualmente la (FAO, 2016) en su documento titulado “El estado
mundial de la pesca y la acuicultura” considera a la acuicultura como una actividad
econdémica importante como fuente de alimentos, nutricion, ingresos y medios de
vida para millones de personas. Ademas, derivado de la oferta mundial per capita
de pescado (20kg) en 2014, la acuicultura ha mostrado un crecimiento aportando la
mitad de todo el pescado destinado al consumo humano, lo que representa una
alternativa real para ampliar la oferta alimentaria en el pais. La produccién pesquera

del pais proviene tanto de la pesca por captura como por acuicultura. La acuicultura
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participa en la produccién pesquera nacional con poco mas de 22 por ciento de la

produccién nacional (SAGARPA, 2017). La Carta Nacional Pesquera cita que en
México se cultiva un total de 61 especies, de las cuales 40 son nativas y 21 son de
origen exatico habiendo sido introducidas al pais (FAO, 2013). Las principales
formas de produccién que se utilizan en el pais incluyen los sistemas: extensivo,
semi-intensivo e intensivo. De acuerdo con el Anuario Estadistico de Acuicultura y
Pesca (2013), el territorio mexicano se encuentra dividido en cinco grandes regiones
pesqueras, las cuales son: | Pacifico Norte, Il Pacifico Sur, Il Golfo de México, IV
Golfo - Caribe y V Centro. Esta ultima regién V, integra las entidades federativas
gue no tienen litorales y donde se practica la acuicultura (Tabla 4). Aunque esta
actividad se ha diversificado mas hacia peces dulce acuicolas, SAGARPA (2017)
ha informado que en las regiones con litoral el camardn ocupa el primer lugar en

especies cultivadas seguido de tilapia, ostion, carpa, y trucha.

Tabla 4. Region V de especies cultivadas de acuerdo a su estado

Especie Estado

Carpa Estado de México, Hidalgo, San Luis potosi, Guanajuato, Coahuila, Tlaxcala

Chihuahua, Durango y Puebla.

Mojarra En todas las entidades federativas excepto el Distrito Federal.

Trucha Estado de México, Puebla, Hidalgo, Durango y Chihuahua.

Bagre San Luis Potosi, Coahuila, Zacatecas, Chihuahua, Hidalgo, Durango, Nuevo
Lebn

Charal Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Tlaxcala

Lobina Durango, Zacatecas, Hidalgo, Edo. De México, Coahuila y chihuahua

Fuente (CONAPESCA, 2013)

Por lo anterior, la piscicultura en México como en otros paises, ademas de permitir
la repoblacién de ciertas especies, es una alternativa viable ante la creciente
demanda de alimentos de origen proteico para el consumo generalizado de la
poblacion humana (Avilés, 2000). A continuacion, se describen las generalidades
de la carpa Cyprinus carpio como objeto del presente estudio de investigacion.
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2.3.1 Carpa comun (Cyprinus carpio)

La carpa comun (Cyprinus carpio) es un pez omnivoro de clima templado
perteneciente a la familia de ciprinidos, usado comuUnmente en acuacultura
comercial. Se caracteriza por su cuerpo alargado y algo comprimido, de color
variable; parduzco verdoso en la parte superior y amarillo a dorado sobre el dorso
(figura 6a). Posee una base de la aleta dorsal larga con 17-22 rayos ramificados y
una espina dorsal fuerte y dentada en el frente. Presenta labios gruesos, dos pares
de barbillas en el &angulo de la boca con dientes faringeos 5: 5 (FAO, 2004). Su
longitud oscila entre 30 y 60 cm, aunque es habitual que haya ejemplares que
superen esta cifra. Las variedades de carpa difieren por la forma de su cuerpo y el

patrén de sus escamas; predominando el normal y espejo (figura 6b).
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Figura 6. Carpa comun (Cyprinus carpio) variedades con escamas a) normal; b) espejo

Los primeros informes escritos indican que la carpa comun fue el primer pez que se
cultivé hace aproximadamente 2000 afios en China y desde entonces ha constituido
la piscicultura mas extendida en la actualidad. Esto se debe a su amplio espectro
ecologico; las carpas son especies de ciclo energético corto, resisten un intervalo
de temperatura que va de 1°C a 35°C y su régimen de alimentacion es variada pues
abarca desde organismos invertebrados, larvas, zooplancton hasta plantas
acuaticas. Poseen un potencial reproductivo elevado, y sus huevos y larvas son
resistentes a los cambios de temperatura. Para su cultivo se usa agua a temperatura
ambiente (23 -30 °C), estancada y con baja cantidad de oxigeno (0,3-0,5 mg/L), pH
de 6,5-9,0 y tolera salinidades hasta alrededor de 5%.
El crecimiento diario de la carpa puede llegar a ser 2 a 4 por ciento del peso corporal
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pudiendo alcanzar 0,6 a 1,0 kg de peso corporal dentro de una estacion tipo

subtropical/tropical (FAO, 2004; Lemus, Mondragén, & Torres-Garcia, 1997). En
México, el cultivo de carpa comenzé a finales del siglo XIX, con la introduccién de
la carpa comun, importada directamente de Europa. Desde entonces algunas
variedades han sido desarrolladas. Las principales especies de carpas que se
cultivan en nuestro pais son la carpa comun (Cyprinus carpio), espejo (C. carpio
specularis), dorada (Carassius auratus), herbivora (Ctenopharyngodon idellus),
plateada (Hypophtalmichthys molitrix), y la cabezona (Aristhychthys nobilis) (Alfaro,
Ramirez-Martinez, Gonzalez, & del Castillo, 2014; Lemus et al., 1997).
Actualmente su cultivo estd bien desarrollado, dada su capacidad reproductiva y
gran adaptabilidad a los diferentes sistemas acuiferos del pais. De acuerdo con el
Anuario Estadistico de Acuicultura y Pesca (2013) la carpa por su volumen se
encuentra posicionada en el lugar 8 de la produccion pesquera en México; sin
embargo, por su valor, la encontramos en el lugar 9. Las principales entidades
productoras son el Estado de México (24.45%), Jalisco (22.57%), Hidalgo (13.49%)
y Tamaulipas (8.94%); en donde ya se ha constituido como un recurso de consumo
popular cuyo impacto socioeconémico en los ultimos afios se ha incrementado
derivado del aumento en la produccién de carne y de crias (figura 7). EI consumo
nacional de carpa en México durante 2013 fue de 32,127 toneladas. Esta especie
se comercializa, entero fresco, congelado y/o eviscerado, o seco salado, y se

considera como una especie semi grasa, debido a su contenido lipidico.
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Figura 7. Serie histérica de la produccién de carpa (peso vivo en toneladas por afio). Anuario Estadistico de
Acuicultura 'y Pesca, (2013).
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2.3.1.1 Composicién quimicay valor nutrimental

El pescado es una fuente importante de nutrientes. La variacion de la composicion
guimica es importante entre especies y entre individuos de una misma especie
dependiendo de la edad, sexo, ambiente y estacion, ademas de estar directamente
relacionada con la ingesta de alimento, migracién y cambios debido al desove. En
un estudio realizado sobre la carpa en base seca, Aguilar-Martinez (2007) reporté
la composicién promedio de sus principales macroconstituyentes; 75% proteina,
19% lipidos, 5% cenizas y 1% carbohidratos . Estudios mas recientes realizados por
Castro-Gonzélez, Maafs-Rodriguez, & Pérez-Gil Romo (2012), evaluando a la
misma especie, reportaron una cantidad de 19.6 g en proteina y 4.63 g de lipidos

totales; ambos por 100g de muestra.

En general, su composicion promedio obtenida muestra que es una rica fuente de
proteinas, y por su contenido semi graso es un alimento de bajas calorias. Ademas la
carne de pescado es una buena fuente de vitamina B y minerales como calcio, fésforo,
hierro y cobre (Sato et al., 1991; Aguilar-Martinez, 2007).

2.3.2 Cambios post-mortem en el pescado

La descomposicién en el pescado fresco puede ser muy rapida una vez capturado,
debido a su composicion quimica y factores externos como el pre-procesamiento y
métodos de procesado. Durante la descomposicion del pescado, hay una ruptura y
formacién de varios compuestos, responsables de los cambios en el olor, sabor y
textura de la carne de pescado. Los primeros cambios conciernen a su apariencia,
textura y ‘“rigor mortis”. Rigor mortis es el proceso por el cual el pez pierde
flexibilidad debido a la rigidez de los musculos de pescado a las pocas horas de su
muerte (Adebowale, Dongo, Jayeola, & Orisajo, 2008). El deterioro de los peces se

debe a tres mecanismos: autolisis enzimatica, oxidacion y crecimiento microbiano.

Descomposicién enzimatica autolitica; Ocurre durante las primeras etapas de
almacenamiento. Se refiere a los cambios quimicos postmortem en el tejido del
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pescado, cuyo mayor impacto estd en la calidad textural (disminucién de rigor

mortis) y analoga produccién de hipoxantina y formaldehido por la accién de
enzimas enddgenas (lipoliticas, amiloliticas y proteoliticas) presentes en las
visceras y en los musculos (Ghaly et al., 2010). Las enzimas lipoliticas son
responsables de la lipdlisis, mientras que las enzimas amiloliticas son responsables
del cambio de glucégeno a acido lactico. La disminucion del pH en el musculo vuelve
permeable a las membranas lisosomales, liberando a las enzimas autoliticas;
causando la suavidad de la carne y limitando su vida de anaquel (Hansen, Gill,
Rentved, & Huss, 1996; Huss, 1999); siendo reportadas las calpainas (u) y las
catepsinas (D y L) como las enzimas proteoliticas con mayor relevancia en el
ablandamiento de tejidos musculares acuicolas (Chéret et al., 2007; Godiksen et al.,
2009), por lo que la actividad enzimatica en peces, ha sido empleada como un
indicador de los cambios en calidad. Por otro lado, como resultado de la autdlisis de
proteinas, se producen péptidos y aminoacidos libres, induciendo el crecimiento

microbiano y la produccion de aminas biogénicas (Fraser & Sumar, 1998).

Descomposicion microbiana: la composicién de la microflora en peces recién
capturados depende en mayor medida del contenido microbiano del agua en que
viven los peces. La microflora en peces de aguas templadas estda dominada por
bacterias psicréfilas Gram negativas, pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter, Shewanella y Flavobacterium (Huss, 1999). Ademas, se
debe tener en cuenta que cada crecimiento microbiano durante el almacenamiento
dependera de las condiciones de conservacién. Gram y Huss (2000), indicaron que
para peces sin conservas el deterioro correspondia a bacterias Gram-negativas y
fermentativas (como Vibrionaceae), mientras que en pescado refrigerado las
bacterias Gram-negativas psicotolerantes (como Pseudomonas spp. y Shewanella
spp.) eran las causantes del deterioro (Gram & Dalgaard, 2002). Es, por tanto,
importante distinguir entre la microflora sin deterioro de las bacterias de deterioro
ya que muchas de las bacterias presentes en realidad no contribuyen a la
descomposicion (Huss, 1999). En general el metabolismo microbiano utilizan como
sustratos para el deterioro la fraccion soluble en agua, que incluye principalmente
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oxido de trimetilamina (TMAOQO), amino&cidos que contienen azufre y nucleétidos

(como inosina) para producir un amplio rango de componentes volatiles como la
trimetilamina (TMA), hipoxantina, aminas biogénicas; putrescina, histamina y
cadaverina, acidos organicos, sulfuros, amoniaco, aldehidos y cetonas, causantes
de los malos olores y sabores desagradables (Ghaly et al., 2010; Leisner & Gram,
2014).

Deterioro oxidativo: la oxidacion lipidica ocurre por reacciones de oxidacion o
hidrélisis. A medida que avanza produce cambios en el olor (rancio) y por lo tanto la
pérdida de las caracteristicas sensoriales deseadas del mismo. La oxidacion de los
lipidos implica un mecanismo de tres etapas de radicales libres: iniciacion,
propagacion y terminacion. La iniciacion implica la formacion de radicales libres de
lipidos (L) a través de catalizadores como el calor, los iones metalicos y la
irradiacion. Estos radicales libres reaccionan con el oxigeno (O2) para formar
radicales peroxilo (LOO-). Durante la propagacion, los radicales peroxilo reaccionan
con otras moléculas de lipidos para formar hidroperoxidos (LOOH) y un nuevo
radical libre. La terminacion ocurre cuando una acumulacion de estos radicales
libres interactla para formar productos no radicales (Ghaly et al., 2010), y la
consecuente generacion de productos secundarios responsables del olor rancio
principalmente aldehidos, cetonas, alcoholes y acidos carboxilicos (Huss, 1999).
Los lipidos de los peces consisten en altos niveles de acidos grasos poliinsaturados,
lo que los hace altamente susceptibles a la oxidacion. La oxidacion de los lipidos en
el pescado se produce de dos maneras: enzimatica y no enzimatica. La hidrolisis
enzimatica de las grasas (lipdlisis), ocurre cuando las lipasas presentes en la piel y
fracciones microsomales del tejido dividen los glicéridos que forman los acidos
grasos libres (Fraser & Sumar, 1998). Las principales enzimas en la hidrélisis
lipidica de los peces son la trigliceril-lipasa, la fosfolipasa A2 y la fosfolipasa B
(Audley et al., 1978; Yorkowski y Brockerhoft, 1965). La oxidacién no enziméatica es
causada por compuestos de hematina (hemoglobina, mioglobina y citocromo) que
producen hidroperéxidos. Ambos procesos provocan el desarrollo de sabores
desagradables y malos olores caracterizados como rancios (Leisner & Gram, 2014).
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2.3.3 Métodos de preservacioén del pescado

Histéricamente métodos como el secado, ahumado, la fermentacion, la salmuera y
el enlatado fueron los métodos para evitar el deterioro de los pescados y extender
su vida util. En respuesta a la demanda del consumidor por textura, apariencia y
sabor, se desarrollaron nuevos métodos que incluyen: enfriamiento, congelacion y
conservacion quimica; siendo los mas comunes en la industria actual, para controlar
la actividad del agua, el deterioro enzimatico, oxidativo y microbiano (Ghaly et al.,
2010).

Almacenamiento a bajas temperaturas: La temperatura es el factor de control que
mayor impacto tiene en la frescura y vida de anaquel en el procesamiento de
pescados; la congelacion y el almacenamiento en frio son métodos eficientes de
preservacion de peces (Johnston et al., 1994). Esto se obtiene mediante diversos
principios que incluyen: soplar aire frio sobre pescado, colocar el pescado en
contacto con la placa de metal enfriada o capas hielo y sumergir el pescado en un
liquido a baja temperatura (Ghaly et al.,, 2010). Generalmente se utiliza una
congelacion rapida, ya que si es demasiado lenta, se forman grandes cristales de
hielo que afectan las paredes de las células y provoca la desnaturalizacion de las
proteinas en el pescado (Berkel, Boogaard, & Heijnen, 2004). Las causas
principales de pérdida de calidad durante el almacenamiento en congelacion/
descongelacion son deshidratacion, desnaturalizacion proteica y decoloracion. En
si, este método de conservacion reduce el metabolismo microbiano que es
responsable del deterioro (Ashie et al., 1996), pero no previene el deterioro oxidativo

ya que el deterioro enzimatico continta a un ritmo mas lento (Neumeyer et al., 1997).

Tecnologias combinadas: Esta tecnologia surge a partir de los principales factores
conservantes para los alimentos, tales como; temperatura, pH, actividad de agua
(aw), potencial redox (Eh), flora competitiva y sus interacciones (Leistner, 2000).
Dentro de este concepto, el uso de aditivos como cloruros, nitritos, sulfuros y acidos
organicos pueden tener una doble funcionalidad como antimicrobianos y/o
inhibidores de enzimas autoliticas, previniendo el crecimiento microbiano y

retardando el deterioro. O bien, el uso de antioxidantes de tipo primario (como
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compuestos fendlicos) o secundario (como fosfatos); los primarios actian como

captadores de radicales, mientras que los secundarios actian como
descomponedores de peroxido (Andre et al., 2010), que en combinacion con las
tecnologias de almacenamiento a bajas temperaturas permitan prevenir el deterioro
oxidativo y mejorar la vida util (Ghaly et al., 2010). Dave & Ghaly (2011), reportan
que un proceso que combina el acido etiléndiaminotetraacético (EDTA) (1 mM);
Terbutil Hidroguinona (TBHQ) (0,02%); acido ascorbico; almacenamiento a
temperaturas refrigeradas (5°C) en la oscuridad; puede ser el mas positivo para
controlar el deterioro del pescado y aumentar la vida de anaquel, pues abordaria la
actividad antimicrobiana asi como la oxidacion de lipidos.

Alternativa-Bioempaques comestibles: Se ha observado que los bioempaques,
elaborados a partir de materiales con proteinas, polisacaridos y aceites, prolongan
la vida de anaquel y conservan atributos importantes en alimentos perecederos
como pescados y mariscos (Kilincceker, Dogan, & Kucukoner, 2009; Soazo, Pérez,
Rubiolo, & Verdini, 2013). Ademas de funcionar como una barrera al oxigeno y
diéxido de carbono, proveen propiedades mecanicas a una humedad relativa baja,
disminuyendo la interaccion del alimento con el ambiente. Reducen la absorcion de
aceite durante el freido, reteniendo sin embargo, la humedad en el alimento,
incrementando la calidad sensorial del producto y disminuyendo la pérdida en peso,
lo cual no solo es importante por el impacto econémico, sino por la relacion de la
humedad con la textura de los alimentos. También permiten la incorporacién de
antimicrobianos y/o antioxidantes; generalmente aceites esenciales y extractos de
plantas, bacteriocinas, proteinas y/o quitosano, que mantienen los componentes
nutricionales (vitaminas, aminodcidos, y &cidos grasos) y sensoriales. Los
bioempaques “eco-friendly packaging” pueden ser una buena alternativa para
mejorar la calidad de los alimentos congelados, principalmente por la reducciéon en
la relacion de transferencia de humedad entre el alimento y el ambiente,
manteniendo la integridad estructural durante la descongelacién y disminuyendo la
presencia de quemaduras de frio, ademas de cumplir con las demandas sensoriales
del consumidor, debido a los cambios de color y texturales después del freido
(Kilincceker et al., 2009; Soazo et al., 2013; Umaraw & Verma, 2017).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un bioempaque “eco-friendly” con caracteristicas

antimicrobianas y antioxidantes a base de fibra de citricos y extracto de orégano,

sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas de Cyprinus carpio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar fisicoquimica y microbiologicamente la fibra obtenida a partir de la

cascara de naranja.

. Caracterizar las propiedades Opticas, fisicas y mecanicas de las peliculas
comestibles a base de fibra, grenetina y suero de leche a partir de un disefio

estadistico Box-Behnken.

. Determinar las propiedades antimicrobianas y antioxidantes en el extracto de
orégano por medio de la técnica difusion en disco, métodos ABTS, DPPH, y

compuestos fenolicos.

. Evaluar el efecto del recubrimiento en filetes de la especie Cyprinus carpio,
durante su almacenamiento a temperatura de refrigeracién, teniendo como
variables de respuesta los analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y estrés

oxidativo.

HIPOTESIS

El uso de un bioempaque “eco-friendly” a base de fibra de citricos y extracto de

orégano, conservara las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de la

especie Cyprinus carpio, aumentando su vida de anaquel.
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I
JUSTIFICACION

Los subproductos de la industria alimentaria constituyen un problema serio de
residuos en gran parte del mundo ya que ademas de repercutir significativamente
en el ambiente, implican una pérdida considerable de otros recursos naturales. En
este &mbito dentro de las materias primas de la industria alimentaria, las frutas y los
vegetales se caracterizan por ser las que mayores residuos generan. Las pérdidas
y desperdicio de alimentos representan una oportunidad no utilizada para ser
aprovechables como fuentes de compuestos bioactivos, asi como una eleccién
atractiva para reducir la dependencia del petrdleo y, al mismo tiempo, obtener
compuestos que son econdémica o técnicamente inviables de obtener por sintesis
quimica tradicional.

Se han realizado estudios a base de subproductos agroindustriales al ser
considerados de gran importancia porque provienen de fuentes naturales que los
hacen disponibles, abundantes y de bajo costo, por lo que pueden ser empleados
para el desarrollo y evaluacion de bioempaques, teniendo como ventaja principal la
biodegradabilidad y nula toxicidad al ambiente. Para lo cual una alternativa es
revalorizar y aprovechar los residuos agroindustriales tales como: el suero de leche;
subproducto de la industria lactea y fibra de cascara de naranja; subproducto de la
industria de bebidas, obtenido productos de valor agregado, como lo son empaques
eco-friendly. La eficiencia de estos materiales se evaluard mediante técnicas
fisicoquimicas y microbiolégicas, aplicadas a una especie de interés econdmico y
comercial como lo es la carpa comun Cyprinus carpio. Por lo que el desarrollar y
evaluar bioempaques con este propadsito, reduciria significativamente los desechos
del envasado asociada con los alimentos frescos y procesados, ademas de

prolongar su vida de anaquel y conferirle caracteristicas organolépticas deseadas.
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3. METODOLOGIA

El trabajo experimental se dividio en 4 etapas, el cual se muestra en la figura 8.

Caracterizacion de Residuos

/H;D Fibrosos
\ 1
.

Determinacién de curva de pérdida Composicion proximal y
de humedad a 60°C microbiologica
v
;pa\ Caracterizacién dt_e bioempaques
g ) comestibles
/
p W
Elaboracién mediante un disefio Caracterizacion de las DFP y
experimental Box-Behnken bioempaques comestibles
\4
Etapa Evaluacién antimicrobiana y antioxidante
3 v del orégano
Capacidad antioxidante: ABTS, Actividad antimicrobiana mediante
DPPH y compuestos fendlicos técnica de difusién en disco
v
E/ta_pa\\ Evaluacion del efecto sobre la vida de
4/ anaquel en filetes de Cyprinus carpio
Analisis fisicoquimicos y Electroforesis
microbioldgicos desnaturalizante

Estrés oxidativo

Figura 8. Esquema general del proyecto




[CAPITULO 3. METODOLOGIA] Caracterizacion de RF de Cascara de Naranja

3.1 CARACTERIZACION DE RESIDUOS FIBROSOS (RF) DE CASCARA DE
NARANJA

Las cascaras de naranja (Citrus sinensis) variedad valencia de la cosecha otofio
2016 correspondiente al mes de septiembre, fueron adquiridas de los
microproductores de jugo y zumo de la fruta, ubicados en el municipio de

Zinacantepec, Estado de México para la obtencion de la fibra.

3.1.1 Obtencion de Residuos Fibrosos (RF)

Para obtener la fibra de naranja se emple6é una modificacién del método empleado
por Rossell6 (2007) y Alvarez & Chamorro (2009). La preparacion de las
muestras consistié en seleccionar las cascaras de naranja que se encontraran
en buen estado. Se separoé la pulpa (saculos) (figura 9a), y después se realizd un
primer lavado con agua y posteriormente una desinfeccidén por inmersion con
NaOCI a una concentracion de 30 ppm. Se procedio a cortar la piel en piezas

pequefias en forma cuadrada, aproximadamente de 1x102 m de lado (fig.9b).

=3 -
Figura 9. A) Separacion de la pulpa. B) Piel cortada en forma de cuadro. Lado 1 cm.

Posteriormente se deshidrataron en un horno de secado (marca Riossa, modelo
H-41) a 60 °C hasta alcanzar una humedad menor al 10% durante 6 h. Transcurrido
el tiempo se pulverizé en un molino para café/especias (Krups modelo GX4100), y
se obtuvo un polvo homogéneo con un tamiz (Fiic, S.A. DE C.V.) de malla 100 (U.S.
Number). El producto obtenido se almaceno6 en bolsas de polietileno dentro
de un desecador hasta su posterior analisis. Las etapas del proceso en

general se describen en la figura 10.
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Materia prima

v

Seleccion

v

Separacion de saculos

v

Lavado (H20)

v

Blanqueado (NaOCI) 30 ppm

!

Cortado (1 cm)

!

Secado a 60° C/6 h

!

Molienda y tamizado Malla 100 (U.S. number)

v

Almacenamiento

Figura 10. Diagrama general de proceso para obtener los RF de cdscara de naranja

3.1.2 Determinacion de la curva de pérdida de humedad

Se determin6 mediante este experimento el tiempo en el cual las muestras
disminuyeran su contenido de humedad hasta un nivel considerado seguro para su
almacenamiento (H<10%). La curva de secado se obtuvo al secar a 60°C muestras
de 10 g de cascara de naranja, troceada a un tamafio de 1cm aproximadamente por
lado, en un horno de secado (marca Riossa, modelo H-41). Se registraron los
pesos de las muestras en intervalos de 2h durante 11h (Cruz, 2002).

3.1.21 Humedad

La determinacion de humedad de las muestras de piel de naranja se determiné
siguiendo el método oficial de la AOAC, num. 934.06 (1990), mediante el secado de
estufa a 70 £ 2°C, hasta peso constante, a partir de una muestra de unos 5 g

aproximadamente, previamente homogenizada.
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3.1.3 Composicion proximal de residuos fibrosos (RF)

La composicion proximal de los residuos de naranja se determiné de acuerdo con
los métodos oficiales descritos por la AOAC (1997), reportado por Santiago Castro

(2014), comprendiendo los siguientes analisis:

e Humedad (método 925.09). Se calculé como la pérdida de peso por secado

de 2g de RF al secarse en una estufa a 110 °C por 2 h.

e Cenizas (método 923.03). Se determinaron como el peso remanente tras la

calcinacion de 2 g (b. s.) de la muestra en una mufla a 550 °C por 2 h.

e Proteina cruda (método 954.01). Se determind por el método kjeldahl, el
cual consiste en una digestion con H,SO, de 1 g (b. s.) de muestra
desgrasada, una posterior destilacion para la recuperacion del nitrégeno en
acido boéricoy finalmente una valoracion con NaOH (0.1N). Se emple6 6.25

como factor de conversion de nitrégeno a proteina.

e Grasa cruda (método 920.39). Se cuantificé el contenido de lipidos libres
como la pérdida de peso de 3 g de RF (b. s.) tras su extraccién semicontinua

con éter de petrdleo en un equipo con un sistema Soxhlet.

3.1.4 Caracterizacién microbioldgica

Se analizaron los residuos fibrosos posteriormente a la etapa de molienda en los
gue se determind bacterias mesofilas aerobias (NOM-092-SSA1-1994), mohos y
levaduras (NOM-111-SSA1-1994), y coliformes totales (NOM-113-SSA1-1994)

para identificar la inocuidad del producto final.
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3.2 CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS Y/O BIOEMPAQUES
COMESTIBLES “ECO-FRIENDLY PACKAGING”

Los recubrimientos empleados fueron elaborados utilizando grenetina marca
comercial Regia (280° Bloom), proteina aislada de suero de leche (Darigold Inc.,
Seattle, WA, USA), como plastificante glicerol (J.T. Baker Analyzed™, ACS Mexico),

y fibra de cascara de naranja; obtenida en el proceso.

3.2.1 Elaboracién de peliculas aplicando un disefio experimental Box-Behnken

El disefio y desarrollo de bioempaques se llevd a cabo utilizando como disefio
experimental un modelo simple de superficie de respuesta tipo Box Behnken,
mediante el método propuesto por Garcia-Argueta et al. (2013; 2016) y Herrera-
Vazquez (2014), en donde las diferentes formulaciones de peliculas y/o
bioempagues comestibles se realizaran con tres centros bajo un disefio de bloques
completos al azar, obteniéndose como resultado 15 tratamientos diferentes, de los
cuales se realizaran tres repeticiones. La tabla 5 muestra las proporciones
generales de los componentes empleados para la matriz de peliculas y/o
bioempaques comestibles, mientras que la tabla 6, expone las proporciones

especificas de cada componente derivadas del disefio experimental.

Tabla 5. Componentes de la matriz de pelicula comestible

Componente %

Fibra 0-4
Suero de leche 7-13
Glicerol 9

Grenetina 3-6
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Tabla 6. Formulacién de las Peliculas comestibles mediante un disefio de superficie de respuesta

Box-Behnken

Formula Factor Factor  Factor % % % %
A B C Suero de leche Grenetina Fibrade  Glicerol
Citricos
1 0 -1 -1 10 0 9
2 1 0 13 2 9
3 0 0 10 4.5 2 9
4 1 1 13 4.5 4 9
5 -1 -1 0 7 3 2 9
6 -1 0 1 7 4.5 4 9
7 0 0 0 10 4.5 2 9
8 0 -1 13 4.5 0 9
9 0 1 1 10 6 4 9
10 -1 0 -1 7 4.5 0 9
11 0 -1 10 4 9
12 -1 13 2 9
13 0 10 4.5 2 9
14 -1 10 6 0 9
15 -1 1 0 7 6 2 9

Factor A, suero de leche; factor B, grenetina; factor C, fibra de citricos; -1= nivel minimo del componente; 1=
nivel maximo del componente; 0= nivel medio del componente. El glicerol se mantuvo constante en todas las
DFP.

En concordancia con lo anterior, se utilizé la metodologia de Escobar et al. (2009)
reportada por Garcia-Argueta et al. (2013: 2016) para la elaboracién de la pelicula
comestible (PC).

Se utilizé una base de 100 mL por cada formulacion; la grenetina se hidraté en 25mL
de agua destilada, e inmediatamente se mezclé con 50mL del de agua a una
temperatura de 75°C para su disolucion. El resto de los componentes se adicionaron
en agitacion constante hasta su completa disolucion (aproximadamente de 5-8 min)
a una temperatura de 70°C manteniendo el siguiente orden; suero de leche, fibra de
citricos; en este punto, se adiciona el volumen restante de agua (25mL) que servira

para quitar parte de los componentes en las paredes del recipiente, ademas de
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disminuir la temperatura de la disolucion; finalmente al estar la mezcla a una

temperatura de 60°C se adicioné el glicerol. Esta disolucién se mantuvo en agitacion
hasta disminuir su temperatura a 40°C, dicha disolucién se identific6 como
disoluciéon formadora de pelicula (DFP). Las peliculas comestibles se prepararon
bajo condiciones de asépticas tanto en el lugar de trabajo como en lo utensilios

utilizados para su elaboracion.

3.2.2 Caracterizaciéon de la disolucién formadora de pelicula (DFP)

Se realizaron los siguientes analisis para su caracterizacion de acuerdo con los

métodos descritos.

pH (NOM-F-317-S-1978). Se emple6 un potenciémetro (conductronic, pH 140)
previamente calibrado con disoluciones buffer de pH4, pH7 y pH10. Se utiliz6 una
muestra homogenizada de 25 mL de la DFP a temperatura ambiente. El andlisis se

realizé por triplicado.

Acidez (NMX-F-102-NORMEX-2010). La acidez titulable se determiné por triplicado.
La determinacion se hizo por titulacién con una solucion valorada de hidroxido de
sodio 0.1 N, se transfirieron 10 mL de la muestra a un matraz Erlenmeyer y se
adicionaron 3 gotas de fenolftaleina. Posteriormente se procedié a valorar la
muestra hasta mantener un color rosa por mas de 30 segundos. La acidez titulable

se reporté como acido lactico y se determind mediante la siguiente formula:

(Vv -Vb) (NNaOH) (meq acido lactico)
volumen de muestra

%acido lactico = ( )x 100 Ecuacion 1

Donde:
V= volumen de NaOH gastado en la muestra

Vb= volumen de NaOH gastado en el blanco

N= normalidad
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3.2.3 Caracterizacién de bioempaqgue comestible

La caracterizacion de las PC se llevo a cabo al medir las siguientes propiedades:

fisicas, dpticas (color) y mecanicas.

3.2.3.1 Propiedades fisicas

3.2.3.1.1 Espesor

Para ello se empled un micrometro digital. Se realizaron 5 mediciones de forma
aleatoria en la pelicula y se obtuvo su media. El resultado se expresé en um. Se

utilizé el valor promedio del espesor en el calculo de las propiedades de textura.

3.2.3.1.2 Humedad

Calculada como la pérdida de peso por secado de aproximadamente 0.5 g de
pelicula. Las muestras se secaron en una estufa a 105 °C por 24 h, de acuerdo con
la AOAC (1995). El contenido de humedad se calculé de acuerdo con la ecuacion 2
y se expreso en porcentaje de humedad (%H).

an;_MC (100) Ecuacion 2
l

% H =

Donde m; es el peso de la muestra, ms es el peso de la muestray la capsula después

del secado y mc es el peso de la capsula de aluminio.

3.2.3.1.3 Capacidad de retencion de agua (CRA)

Para obtener la capacidad de retencion se emple6 una modificacion del método
empleado en la norma ASTM D5229 (2004). Las muestras de pelicula se secaron
durante 24 h a 105 £ 2 ° C. Se pesaron, y se sumergieron en agua durante 24 h a
20 °C. Posteriormente se retird el liquido, se secaron con papel absorbente
eliminando el exceso de agua de la superficie y finalmente se registro su peso. Se

calculé mediante la siguiente ecuacion:
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CRA = % (100) Ecuacion 3
1

Donde: w: es el peso humedo y wi es el peso seco de las peliculas.

3.2.3.1.4 Solubilidad

Se utilizé una modificacion del método propuesto por Gomez-Estaca, Montero,
Ferndndez-Martin, & Gdmez-Guillén (2009). Muestras de pelicula de 5 cm de
diametro fueron secadas en una estufa a 105°C por 24 h. Después cada muestra
fue inmersa en 10 mL de agua destilada por 24 h a 20°C. Posteriormente el agua
fue removida de las peliculas por el método de decantacion y estas a su vez fueron
secadas nuevamente a 105°C por 24 h. La solubilidad fue calculada por diferencia

de pesos mediante la ecuacion 4.

Sol(%) = (Wl‘;—WZ) (100) Ecuacion 4
1

Donde: w2 es el peso himedo y wi es el peso seco de las peliculas.
3.2.3.2 Color

Se midio utilizando un colorimetro Konica Minolta (modelo Chroma Meter CR-400,
Sesing, Inc., Japan), con placa de calibracién nimero 12633047 y estandares de
L=97.3,a=0.17, b=1.9. Las muestras fueron colocadas sobre una base color blanca
estandar, el colorimetro previamente calibrado se colocé sobre la pelicula
comestible y se realiz6 un disparo registrandose los valores en escala Hunter L, a*,
b*, donde L con valores de 0% = negro y 100% = blanco; +a> 0 = rojo, -a <0 = verde,

+b> 0 = amairillo, -b <0 = azul.

La diferencia de color (AE*), cromaticidad (C) y tonalidad (H) son valores en
coordenadas cilindricas, estas se obtuvieron directamente del equipo. Donde C

corresponde a la intensidad y h representa el &ngulo en una rueda de color de 360°,
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en la que 0°, 90°, 180°y 270° representan el rojo-purpura, amarillo, verde azulado y

azul, respectivamente.

3.2.3.3 Propiedades mecanicas

Se utilizd un Texturémetro, TA-XT2 Instron Universal (Texture Analyser, Stable
Micro Systems, Texture Technologies, Corp.). La resistencia a la ruptura, médulo
de Young, elasticidad y porcentaje de elongacion (% E) se determinaron de acuerdo

con la metodologia descrita por Silva-Rios et al. (2013)

El texturémetro fue calibrado utilizando los siguientes parametros:

= Modo de prueba: Medicion de la fuerza en compresion
» Tipo de prueba: Regreso al inicio

» Unidades de fuerza: Newtons

» Unidades de distancia: mm

» Velocidad pre-prueba: 2.0 mm/s

» Velocidad de prueba: 1.0 mm/s

* Velocidad después de prueba: 2.0 mm/s

» Distancia de penetracion: 30.0mm

» Punta: P.0.255 V4” Spherical stainless

Los parametros de textura se determinaron a partir de una prueba de puncion, la
cual consistio en sujetar la pelicula entre dos placas metéalicas provistas de una
perforacion circular de 25.4 mm de diametro y hacer pasar por el centro un punzon
de punta esférica de 6.5 mm de didmetro (el area de contacto de la esfera con la
pelicula fue de 33.18 mm?). El texturémetro midié la fuerza (N) necesaria con la cual
el punzdn recorrio una distancia vertical (mm) hacia abajo hasta lograr traspasarla

por completo (Silva-Rios et al., 2013).

Con los datos obtenidos de la distancia maxima antes de la ruptura, la elongaciéon

se calculé mediante el teorema de Pitagoras (E2 = R? + D?). El triangulo rectangulo,
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base de esta metodologia, se presenta en la figura 11a. El porcentaje de elongacion

se calculo con la siguiente formula:

Elongacion (%) = {[(12.72+D?)¥2 - 12.7]/ 12.7}*100 Ecuacion 6

Para determinar la elasticidad de las peliculas fue calculado el médulo de Young, el
cual representa la pendiente del punto en el que la curva de esfuerzo- deformacion,
se desvia de la linealidad (Figura 11b). El diferencial de deformacioén (Dd) se calculo
como la diferencia de la longitud maxima de la pelicula alcanzada antes de su
ruptura y la longitud inicial de la pelicula en el tiempo 0. El porcentaje de elongacién

(%E) es el Dd expresada en porcentaje.
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Figura 11. a) Bases para la determinacion de elongacion de la PC, con base en el Teorema de
Pitagoras. D: Distancia maxima de penetracién del punzén antes de la ruptura (mm). R: Radio de
circunferencia de la placa (12.7mm). E: Elongacion (mm) de la pelicula. b) Representacion grafica
del comportamiento mecanico de una pelicula comestible cuando es sometido a un ensayo de
tensién para producir una curva de tension (o)- deformacion (g). Fuente: Silva-Rios et al. (2013) y

Herrera-Vazquez (2014).
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3.3 EVALUACION ANTIMICROBIANA Y ANTIOXIDANTE IN VITRO DE
EXTRACTO DE OREGANO (Origanum vulgare)

El orégano (Origanum vulgare), fue adquirido en el mercado de Zinacantepec,
Toluca, Estado de México. Este se irradié durante 12h y se homogenizé durante
periodos cada 30 minutos. Se envaso en papel estraza y se mantuvo a temperatura
ambiente en un lugar protegido de la luz hasta su posterior utilizacion. El orégano
se pulverizé en un molino para café/especias (KRUPS GX4100) durante 15

segundos; hasta obtener un polvo fino.

3.3.1 Obtencién de extractos de orégano

Para la obtencion de los extractos se utilizé la metodologia descrita por Sevilla-
Ascencio (2013) con ciertas modificaciones.

3.3.1.1 Extracto acuoso

Se pesaron 0.1g + 0.001g de orégano y se coloco en tubos de vidrio de 13 mL con
tapon de rosca, se afiadié 10 mL de agua destilada para colocarse en un bafio maria
digital (LabTech co LWB-11D) a 50°C durante 3 h, se agitaron cada 30 min durante
1 min con un vortex (scientific genie 2, modelo G560). Finalizado el tiempo se
colectaron los sobrenadantes y se colocaron en tubos de plastico con tapa de rosca.
El extracto se hizo por triplicado y se mantuvieron en refrigeracion a ~4°C y ocultos
de la luz hasta su posterior uso.

3.3.1.2 Extracto etandlico (agua-etanol-acetona)

Se pesaron 0.1g + 0.001g de orégano y fueron colocados en tubos de plastico de
50 mL que contenian una mezcla de 10 mL de etanol-agua (50:50 v/v). Se agitaron
en un agitador orbital (Lab-Line Orbit), en condiciones de ausencia de luz a
temperatura ambiente durante 1 h. Transcurrido el tiempo la muestra se filtré con

papel Whatman No.41; los sobrenadantes se retiraron y los residuos se extrajeron
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nuevamente con 10 mL de una mezcla acetona-agua (70:30 v/v) manteniendo las
mismas condiciones que la primera extraccion. Los sobrenadantes del extracto
etandlico y acetona se mezclaron en un matraz Erlenmeyer de 50 mL y se filtraron
(Padilla et al., 2008). Posteriormente con un rotavapor (modelo RE500, Yamato
Scientific, Tokio, Japon) la mezcla se evaporé a 55°C y finalmente se almacend en
refrigeracion a una temperatura de ~4°C hasta su posterior uso. EIl extracto se

realizé por triplicado.

3.3.2 Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales

Se utilizé la metodologia de Folin-Ciocalteau, descrita por Gutiérrez-Avella et al.,
(2008). Se determinaron en base a una curva estandar (Anexo 1). Se prepard una
muestra diluida de extracto de orégano al 20 % (20 uL de extracto se agregaron 80
uL de agua destilada). Se tomaron 20 uL de esta dilucion y se mezclaron con 250
uL del reactivo de Folin 1N (dilucion 1:1 del reactivo en agua destilada), 1250 uL de
carbonato de sodio al 20%, y 480 yL de agua. Se almacen6 en oscuridad a
temperatura ambiente durante 120 min. Posteriormente se midio la absorbancia a
760 nm en un espectrofotometro (Thermo scientific, Genesys 10S UV-VIS). Para el
blanco se efectud el mismo proceso, sélo se sustituyd la muestra por un aumento
del volumen de agua (500 pL), manteniendo las mismas cantidades para los demas
reactivos. Este andlisis se realizd por triplicado para cada muestra (acuoso y
etandlico). Los resultados se expresaron como mg equivalentes a acido gélico/g de

muestra.

3.3.3 Determinacion antioxidante en los extractos de orégano

Para la determinacion de la capacidad antioxidante se aplicaron las siguientes

metodologias:

3.3.3.1 Método ABTS+*

Se sigui6 el método de Pellegrini et al. (2006) reportado por Lopez-Martinez et al.
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(2009) con algunas modificaciones. Consiste en la formacion del radical catién
ABTS (2,2'-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) a partir de una mezcla de 5
mL de la solucién ABTS (7 mM) y 88 uL de persultato de potasio (140 mM) y su
posterior reposo en refrigeracion durante 12 h y en oscuridad. Una vez formado el
radical ABTS+* se midio la absorbancia en un espectrofotometro (Thermo scientific,
Genesys 10 VIS) y se diluy6é con metanol hasta obtener un valor de 0.74 a 734 nm.
Para la muestra, se tomé una alicuota de 100 pL del extracto, 3 mL de la solucion
ABTS+*, se homogenizaron y se mantuvieron en obscuridad por 10 min, la
absorbancia se midi6 a 734 nm en un espectrofotometro calibrado con metanol.
Como blanco se utilizé la solucion de ABTS+* (con absorbancia de 0.74 en reposo
por 10 min). Con los resultados de absorbancia se calculo el % de inhibicidn, y su
concentracion correspondiente (TEAC mg /ml) se determind en base a una curva
patron de Trolox 2mM (Anexo 2); se determind en iguales condiciones que la
muestra. El porcentaje de inhibicidén se calcul6 mediante la siguiente formula:
% inhibicién = [(Ab-Am)/Ab] x 100

Dénde:
Ab: Absorbancia del blanco; Am: Absorbancia muestra

3.3.3.2 Método DPPH-

Se basa en la reduccion de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH, por
antioxidantes, con modificaciones del método descrito por Lopez-Martinez et al.
(2009) y Sevilla-Ascencio (2013). A 100 pL de muestra se le afiadié 3.9 mL de una
solucién en metanol de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo) 0.1 mM, y se protegio6 de
la luz. Se homogenizaron los tubos y se dejaron reposar en oscuridad durante 30
min. Se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm en un
espectrofotometro (Thermo scientific, Genesys 10 VIS) antes de afiadir la muestra
(A0) y transcurrido los 30 min (AF). EI metanol se utilizé como blanco, Trolox 1.2
mM como antioxidante sintético de referencia y el control fue una mezcla de 3.9 mL
de DPPH- y 100 uL de metanol. Para convertir el % de inhibicion de radical DPPH
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en equivalente Trolox (TEAC mg /ml), los resultados se determinaron usando una
curva estandar de Trolox (Anexo 3); se ensayo en condiciones iguales a la muestra.
La actividad antioxidante se expres6 como el porcentaje de inhibicion, y se calculo
mediante la siguiente formula:

% inhibicion = [(Ab-Am)/Ab] x 100

Dénde:

Ab: Absorbancia del blanco; Am: Absorbancia muestra

3.3.4 Técnica de difusion en disco para prueba antimicrobiana en extracto

acuoso y etanélico de orégano

Se evalué mediante la técnica de difusion en disco en agar de Bauer et al. (1966)
citada por Rodriguez Trivifio (2015), la cual consiste colocar discos impregnados a
una concentracion especifica del antimicrobiano sobre la superficie de una placa de
agar inoculado con un microorganismo. El antimicrobiano (EO) se difunde
radialmente desde el disco a través del agar, produciendo una inhibicién en zonas
gue se evidencia por la formacién de halos transparentes. Para esta prueba, el
indculo fue preparado de la seleccion de 3-5 colonias para cada microorganismo,
tomando a partir de una disolucion salina con turbidez equivalente a 0.5 unidades
de la escala de Mcfarland (1,5 x 108 UFC/ml) (Anexo 4).

3.3.4.1 Preparacion del antimicrobiano acuoso y etandlico

Se prepararon tres concentraciones de 10, 15, 20% (p/v) para extracto acuoso y
etandlico respectivamente. El orégano pesado se colocé en tubos de plastico con
tapdn de rosca, se adicion6 a cada tubo un volumen de 10 mL siendo agua estéril
para el extracto acuoso y alcohol etilico 96° G.L. para el extracto etandlico
respectivamente, se agitaron en un vortex (scientific genie 2, modelo G560) de

manera constante durante 15 min a velocidad media.
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3.3.4.2 Evaluacién de la actividad antimicrobiana

Se evalug el efecto antimicrobiano mediante la metodologia de difusion en disco de
Bauer et al. (1966) descrita anteriormente. Las cepas de Escherichia coli,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus que se utilizaron para la prueba fueron

aisladas a partir de un cultivo puro.
e Ensayo antimicrobiano

La prueba consistié previamente en elaborar el inoculo, tomando a partir de un
cultivo puro del microorganismo (vigencia menor a un mes) la seleccion de 3-5
colonias tipicas en 5 mL de caldo nutritivo e incubar en una estufa incubadora
durante 24 h a 36°C. Posteriormente se tomé una asada de cada microorganismoy
se sembraron en agar nutritivo incubando las cepas nuevamente durante 24 h a
36°C. Antes de transcurrir las 24 h para la suspension se tomaron de 3-5 colonias y
se diluyeron en 5 mL de caldo nutritivo hasta obtener la concentracion equivalente
a 0.5 unidades de la escala de Mcfarland. De esta Ultima suspension se tomaron
100 pL y en cajas petri solidificadas previamente con agar nutritivo se procedio a
sembrar en superficie con ayuda de un hisopo estéril (no superar los 15 min). Antes
de colocar los discos dejar secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 min
para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido (Sacsaquispe et
al., 2002). Una vez inoculado se colocaron en cada placa seis discos (papel filtro
Whatman n° 1, diametro 6 mm) de forma equidistante sobre la superficie del agar y
posteriormente se impregnaron con 10 pL de los extractos elaborados. Después de
12-15 minutos de tiempo de difusiébn a temperatura ambiente, las placas se
incubaron durante 24 h a 36°C. Como control positivo se utiliz6 microdyn
(desinfectante comercial), asi como hipoclorito de sodio (300 ppm; preparado a
partir de una disolucion comercial al 13% para comparar el efecto de inhibicion
respecto a las tres bacterias. Como control negativo se utilizaron los discos estériles
sin adicionar algun disolvente. Transcurrido el tiempo de incubacion se midieron los
diametros del halo de inhibicion (milimetros) para cada microorganismo. Se

realizaron dos repeticiones de este experimento.
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3.4 EVALUACION DE LA VIDA DE ANAQUEL EN FILETES DE CARPA COMUN
CON UN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE INCORPORADO CON FIBRA DE
CITRICOS Y EXTRACTO ETANOLICO DE OREGANO (ORIGANUM VULGARE)

Los filetes de Carpa comun (Cyprinus carpio), se adquirieron en el mercado de San
Luis Mextepec, Zinacantepec, Estado de México. Estos se encontraban envasados
en bolsas de plastico en porciones de 100 g cada una, se trasladaron en cavas de
hielo al laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Quimica Unidad Cerrillo de

la UAEM, y se mantuvieron en congelacién para su posterior utilizacion.

3.4.1 Tratamiento del filete de carpa

Todos los filetes se descongelaron a temperatura ambiente, fueron lavados, se
sumergieron durante 5 min en una disolucién de 100 ppm de hipoclorito de sodio
para disminuir la posible carga microbiologica y se dejaron escurrir sobre una
superficie limpia (figura 12a). En este punto se observo que la apariencia general
del pescado se encontrara fresco y en buenas condiciones para proceder a cortarlos
en porciones pequefias (figura 12b).

Figura 12. a) Filete de carpa comun posterior al tratamiento. b) Filetes de carpa rebanados en trozos pequefios.

3.4.2 Elaboraciéon del recubrimiento

El recubrimiento elaborado en este estudio se seleccioné a partir de los resultados
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obtenidos en las fases preliminares, asi como la evaluacién de la capacidad

antimicrobiana del extracto acuoso de orégano (EAO) y el extracto etandlico de
orégano (EEO).

3.4.2.1 Recubrimiento sin extracto

En este caso se siguid la metodologia descrita por Garcia-Argueta et al. (2013,
2016) y Herrera-Vazquez (2014), en la cual la mezcla fue realizada en un vaso de
precipitado de vidrio de 1000 mL a una temperatura de 75°C, agitacion constante
(agitador magnético) y velocidad media sobre una parrilla de calentamiento. El
recubrimiento cont6 con la siguiente proporcion de ingredientes: grenetina (4.5%),

suero de leche (10%), fibra de cascara de naranja (2%), glicerol (9%) y agua (100%).

3.4.2.2 Recubrimiento con extracto

Inicialmente se preparé el extracto etandlico de orégano a una concentracion del
15% (p/v). Se pesaron 45g de orégano, se coloc6é en un vaso de precipitado de
vidrio de 1000 mL que contenia 300 mL de etanol, se agit6 con un agitador
magnético sobre una parrilla de agitacion a una velocidad media de manera
constante durante 15 min. Transcurrido el tiempo, éste se filtré con manta de cielo
para separar las particulas suspendidas.

La proporcion del extracto adicionado fue en una proporcién 50: 50 con respecto al
volumen total de agua destilada, esto debido a la mayor solubilidad que presenta la
grenetina en etanol. Para lo cual la proporcion de los ingredientes fue la siguiente:
grenetina (4.5%), suero de leche (10%), fibra de cascara de naranja (2%), glicerol
(9%); agua (50%) y extracto etanolico de orégano (50%). Se utilizé la misma
metodologia que la del recubrimiento sin extracto con algunas modificaciones.
Consistio en disolver primero la grenetina en 50% de agua y una vez homogenizada
se procedié a mezclar con el 50% de etanol correspondiente; para la mezcla de los
componentes fue calentado a una temperatura <70°C, para posteriormente afadir

los deméas componentes en igual orden; suero de leche, fibra de citricos y glicerol.
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Para la homogenizacién de la mezcla se utilizé un agitador magnético a velocidad

media sobre una parrilla de calentamiento.

3.4.3 Aplicacion del recubrimiento

Con el producto carnico cortado en porciones pequefas, se procedid a
homogeneizar los filetes de manera aleatoria sobre una bandeja para seleccionarse
al azar, los cuales se sumergieron en la mezcla del recubrimiento durante 20 s una
vez se encontrara a una temperatura de 40°C. Estos fueron envasados en porciones
de tres filetes sobre un platillo de unicel recubierto de papel hule pack, y etiquetados
de acuerdo al dia que se realizaria el muestreo (0, 3, 6, y 9) (figura 13). Este
procedimiento fue realizado para la muestra control (C), el recubrimiento sin extracto
(R) y recubrimiento con extracto de orégano (R+E), considerandose para cada
muestra un triplicado. Las muestras envasadas se almacenaron en un refrigerador

a una temperatura de 4°C durante su estudio.

Figura 13. Filetes de carpa de muestra C; P; P+E envasados

3.4.4 Evaluacion de las propiedades fisicas en filetes de carpa comuln

(Cyprinus carpio)

A través de estos estudios se evaluara la eficacia del recubrimiento obtenido durante

el tiempo de almacenamiento.
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3.4.4.1 pH

Se siguiod la metodologia citada por Dublan-Garcia et al. (2006) la cual consiste en
tomar una porcion de 10g de muestra homogenizando en una licuadora durante 1
min con 90 mL de agua. Se procede a filtrar con manta de cielo para medir el pH
con un potencidmetro (conductronic pH140) previamente calibrado. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados

como un promedio de los datos obtenidos.

3.4.4.2 Acidez

Se llevé a cabo mediante el método descrito por Pérez-Chabela et al. (2013) y la
NMX-F-102-S-1978 “Determinacion de la acidez titulable en productos elaborados
a partir de frutas y hortalizas” y con algunas modificaciones. Se pesaron 10g de
muestra homogenizando en una licuadora con 90 mL de agua durante 1 min. Se
filtr6 con manta de cielo para eliminar el tejido conectivo, y se recibe en un matraz
erlenmeyer de 250 mL, se afiaden 3 gotas de fenolftaleina agitar suavemente y
titular con NaOH O0.1IN. Se prepar6 un blanco con agua destilada. Las
determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados en

porcentaje de acido lactico aplicando la siguiente formula:

V -Vb) (NNaOH acido lacti
%acido lactico = <( ) ( ) (meq acido lic LCO)) x100

volumen de muestra

Donde:
V = volumen de NaOH gastado en la muestra
Vb = volumen de NaOH gastado en el blanco
N = normalidad del NaOH

3.4.4.3 Capacidad de retencion de agua (CRA)

Se llevé a cabo mediante la metodologia de Honikel & Hamm (1983), descrita por

Dublan-Garcia et al. (2006). Se tomaron 10g de muestra y se picaron finamente,
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colocando 5 g en un tubo de centrifuga con 8 mL de una disolucion de NaCl 0.6 M.

Se agito con una varilla de vidrio durante 1 min en un bafio de hielo y posteriormente
se dejé reposar 30 min. Posteriormente se agitd nuevamente por 1 min. Se
centrifugd durante 15 min a 3500 rpm. Se decantd el sobrenadante y se midio el

volumen. Se reporto el volumen de NaCl 0.6 M retenido por 5 g de muasculo.

3.4.4.4 Color

Se midid utilizando un colorimetro Konica Minolta (modelo CR-400 Chroma Meter,
Sesing, Inc., Japan), con placa de calibracion nimero 12633047 y estandares de
L=97.3, a=0.17, b= 1.9. Las determinaciones de color se realizaron sobre la
superficie de las muestras control, con recubrimiento y sin recubrimiento. Las
muestras se leyeron por triplicado. Los resultados se expresaran en términos de las
coordenadas colorimétricas luminosidad (L*), indice verde-rojo (-a*, +a*) e indice

azul amarillo (-b*, +b*).

3.4.5 Determinacion microbiolégica en los filetes de carpa comun

Los andlisis de las muestras se realizaron los dias 0, 3, 6, 9 de almacenamiento en
base a la NOM-210-SSA1-2015, asi como las respectivas normas que corresponde
a cada microorganismo. Para los analisis se utilizaron 10g de muestra la cual se
homogeniz6 en una licuadora durante 1 min en envases estériles de vidrio con 90
mL de agua peptonada. Este procedimiento se realizd para los tres tratamientos (C,

Py P+E), en el cual se utilizaron tres muestras por lote respectivamente.

El procedimiento para identificar presencia de E. coli (NOM-112-SSA1-1994; NOM-
113-SSA1-1994) se realiz6 por la técnica de vaciado en placa, colocando 1 mL de
muestra en cajas petri estériles utilizando agar Eosina y Azul de Metileno (E.M.B.),
que posteriormente se incubarian a una temperatura de 37°C durante 24 h. Las

cajas con colonias tipicas se identificaron como positivas.

Para determinar la presencia de Salmonella sp. (NOM-114-SSA1-1994) fueron
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empleados 25 g de cada muestra en 225 ml de agua peptonada, las muestras fueron

incubadas a 37°C durante 24 h. Para la fase de enriquecimiento se utilizé base de
caldo de tetrationato (Oxoid) incubado a 37°C durante 24 h. Por ultimo las muestras

se sembraron en agar Salmonella-Shigella y se incubaron a 37°C durante 24 h.

El recuento de Staphylococcus aureus (NOM-115-SSA1-1994) fue realizado
mediante siembra de diluciones seriadas de 102 a 102 en superficie utilizando agar
Baird Parker (Bioxon), incubado a 37°C durante 48 h. Todos los recuentos
microbiolégicos se expresan como el registro de las unidades formadoras de
colonias por gramo (UFC/g) de muestra.

3.4.6 Electroforesis desnaturalizante

Se utilizé la metodologia de Garcia y col. (1993) reportada en Dublan-Garcia (2001).
El andlisis se llevo a cabo a corriente constante de 200 volts, utilizandose un equipo
de electroforesis Mini-Protean Il Slab cell de Bio-Rad (Richmond, CA.) a 4 °C. Se
utilizé un volumen de 7 pL para las muestras y 5 pL para el marcador de peso
molecular. La elaboracién de los reactivos, asi como las condiciones de la prueba

se describen en el Anexo 5.

3.4.6.1 Preparacion de muestras

Para la extraccion de las proteinas miofibrilares de los filetes con y sin recubrimiento
se pesaron aproximadamente 0.1g de cada muestra y se colocaron en tubos
eppendorf de 2 mL, estos se etiquetaron conforme al tratamiento y dia
correspondiente. Se adicionaron 200 pL de disolucién de urea, 700 uL de buffer
muestra, y se homogenizaron durante 15 segundos en un agitador. Estos se
colocaron en bafio maria a temperatura de ebullicion durante 10 min, se dejaron

enfriar las muestras y finalmente se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 min.
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3.4.6.2 Condiciones de electroforesis

Los geles se prepararon en dos placas de vidrio cuyas dimensiones fueron 72.101
mm, utilizando separadores de 0.75 mm y un peine del mismo espesor. Se
inyectaron 7 pL de muestra en cada carril del gel compactador (10% de
poliacrilamida y 5% separador), y 5 pL para el marcador de peso molecular. Para el
corrimiento electroforético se virtio el buffer de corrida en la cAmara de electroforesis
(BIO-RAD Mini-PROTEAN I Cell), y el equipo se conectoé a una fuente de poder
(BIO-RAD Power Pak 300), con un potencial de 200 V y temperatura de 4°C, para
evitar asi el efecto Joule. Una vez colocada la muestra en los carriles, se deja correr
durante 55 min (hasta que el azul de bromofenol alcance la parte final del gel).
Terminado el proceso los geles se desmontaron para sumergirse en disolucion
fijadora por un periodo de 20 min. Se lavaron con agua destilada y se tifieron durante
60 min empleando una disolucion azul de Coomasie R-250 0.1%. Finalmente se
colocaron en solucién destefidora hasta poder observar las bandas de las proteinas

correspondientes.

3.4.7 Evaluacion del estrés oxidativo en filetes de carpa comun

3.4.7.1 Preparacion de las muestras

Se pesaron 0.4 g de cada muestra y se mezclé en una relacién 1:4 con reactivo
PBS. Se procedio a licuar la muestra con una batidora hasta su homogenizacion. El
volumen de la muestra se dividié en 2 tubos; enumerados como tubo 1y tubo 2
respectivamente.

Del tubo 1 se tomaron 500 pL y se mezclo en relacion 1:1 con acido tricloroacético
al 20% (ATC), se centrifug6 a 11495 rpm a 4°C por 15 min. El precipitado se utilizé
para la determinacién del contenido de proteinas carboniladas (POx), mientras que
el sobrenadante para el grado de lipoperoxidacion (LPx).

Del tubo 2 se tomaron 700 uL del homogenizado, se centrifugd a 12500 rpm a 4°C

por 15 min, el cual sirvié para el contenido de proteinas totales (PT).
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3.4.7.2 Evaluacién del grado de lipoperoxidacion

Se llevo a cabo mediante el método Buege & Aust (1978). A 50uL de sobrenadante
se le afadieron 450 L de disolucién tampoén Tris HCl 150mM (pH 7.4) y 1 mL de
disolucion TCA-TBA (0,375% tiobarbitirico, en &cido tricloroacético al 15%).
Posteriormente se sumergen en bafio maria a temperatura de ebullicion durante 10
min y se enfriaron bruscamente para provocar un choque térmico. Se incubaron los
tubos a 37°C por 30 min. Seguido de esto se centrifugdé a 3500 rpm durante 10 min.
Finalmente la absorbancia se determind a 535 nm en un espectrofotometro
(Optizen-POP UV-VIS) usando una reaccion de blanco. Los resultados obtenidos
se expresaron en mmol de malondialdehido/miligramo de proteinas, usando el

coeficiente de extinciéon molar (CEM) de 1,56 x 10° Mt cm™.

3.4.7.3 Evaluacion del contenido de proteinas carboniladas

Se llevo a cabo por el método de Levine et al. (1994); Burcham (2007). A 200 pL del
sobrenadante se le afiadieron 150 pL de 2,4-dinitrofenil hidrazina (DNPH) 10 mM
en HClI 2 M. Se incub6 a temperatura ambiente durante 1 h en oscuridad.
Transcurrido el tiempo se adicionaron 500 pL de acido tricloroacético al 20%, y se
dej6 reposar durante 15 min a 4°C. El precipitado se centrifug6 a 11000 rpm durante
5 min. Se retird el sobrenadante y el boton se lavé varias veces con etanol: acetato
de etilo 1:1 hasta obtener un botén blanco, y posteriormente se disolvié en 1mL de
guanidina 6M (pH 2.3), y se incubd a 37° C durante 30 min. La absorbancia se
determind a 366 nm. Los resultados se expresaron en nmol de carbonilos reactivos
(C=0)/mg de proteina utilizando el CEM de 21 000 Mt cm™.

3.4.7.4 Determinacion de proteinas totales

Se llevo a cabo mediante el método de Bradford (1976). A 1.5 pL de sobrenadante
se le afiadieron 75 pL de agua destilada y 1.25 mL del reactivo de Bradford (0.05 g

de azul de Cummassi, 25 mL de etanol al 96% y 50 mL de H3POa4 en 500 mL de
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agua desionizada). Se agitaron los tubos, y se dejaron reposar por 5 min a

temperatura ambiente protegidos de la luz. Se determind la absorbancia de la
disolucién a 595 nm. Los resultados se extrapolaron en una curva estandar de
albumina (Tabla 7), la cual se muestra en el anexo 6. Las concentraciones de

albumina se prepararon a partir de una disolucion de 1 mg/mL.

Tabla 7. Curva para la determinacién de proteinas totales

Tubo  Albdmina (uL) Agua (uL)

1 10 90
2 25 75
3 50 50
4 75 25
5 90 10
6 100 0
Blanco 0 100

3.4 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en las determinaciones fueron sometidos a un analisis de
varianza unifactorial (ANOVA) y las diferencias de las medias de cada grupo fueron
comparadas contra el testigo correspondiente, con una (p<0.05) con el software
estadistico SPSS 8.0.
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4. Resultados y Discusion

4.1 CARACTERIZACION DE RESIDUOS FIBROSOS (RF) DE CASCARA DE
NARANJA

4.1.1 Contenido de humedad en la cascara de naranja

Para la determinacion de humedad de la cascara de naranja (citrus sinensis)
variedad valencia obtenida de los microproductores de jugo, se obtuvo un promedio
de 69.96% + 0.315. Segun Chéfer et al. (2003), el contenido de humedad de la
cascara de naranja valencia es de 74.8% + 0.012 (Zanella et al., 2013); resultado
ligeramente superior al obtenido en el presente estudio, mientras que un valor
similar encontr6 Quiroz-Valle (2009), quien reporta un contenido de humedad
promedio de 71,0% para el mismo tipo de naranja. Una vez que se obtuvo este

pardmetro, se realizo el secado de esta, durante 11 horas (figura 14).
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Figura 14. Curva de pérdida de peso y humedad de RF secados a 60°C
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La cascara de naranja durante las primeras dos horas redujo su peso en 89.95%,
teniendo una humedad en base seca de 4.46%. A partir de las 2h hasta las 10h, la
pérdida de peso y contenido de humedad disminuyeron con ligeras variaciones
como se observa en la curva de pérdida de humedad, habiendo una disminucién
del 0.46%. A las 11h de secado la pérdida de peso fue de 92.10% respecto al
material fresco, con una humedad final de 2.89%. Cabe mencionar que la naranja
empleada en el presente estudio corresponde a la cosecha de otofio, cuyo grosor
en la cascara de naranja tiende a ser mas delgada en comparacion con otras

temporadas, permitiendo facilitar su proceso de secado.

Si bien la humedad deseada (<10%) se obtuvo durante las primeras dos horas del
proceso, se seleccioné 6h como el tiempo adecuado para el secado y obtencion de
residuos fibrosos (RF) de la céscara, pues en este tiempo se asegura una
deshidratacion uniforme y homogénea en todos los trozos de la cascara,
permitiendo reducir la actividad microbiana e incrementar la vida atil del producto.
Un menor tiempo implicaba una humedad mayor a pesar de que el peso no present6
diferencia significativa, como se muestra en la curva. Por otra parte, al seleccionar
un periodo de tiempo intermedio, no se observan cambios en las caracteristicas
como color, sabor y propiedades funcionales de la FD, tal como ocurre en periodos
de secado prolongados tanto a temperaturas bajas como elevadas (Garau et al.,
2007; Lario et al., 2004).

Este tiempo fue menor a lo reportado para citricos por Sendra et al. (2008) y Nassar
et al. (2008), en donde se emplean tiempos de 24 h, asi como Manjarres-Pinzon
(2013) quien emplea 7 h con una temperatura de secado al aire de 60 °C, pero
mayor a lo reportado por Figuerola et al. (2005) quien emple6 un secador de tunel
de aire a 60 °C durante 30 minutos, asi como De Moraes Crizel, (de Moraes Crizel,
Jablonski, de Oliveira Rios, Rech, & Fléres, 2013b), quien utiliz6 un secador de
bandeja a 60 °C durante aproximadamente 4 h; lo cual indica que partir tanto del
tratamiento como del método utilizado se puede optimizar el tiempo de secado,
evitando un gasto energético mayor al requerido. 4.1.2 Composicion proximal de los
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Residuos Fibrosos (RF)

La composicion de residuos fibrosos (RF) de la naranja en base seca (DM) se
muestra en la tabla 8. Al llevar a cabo el analisis de humedad, Gutiérrez et al. (2002),
informo6 una composicion similar, reportando un valor de humedad de 4.5% en su
investigacion con fibra de cascara de naranja; valor que debe ser bajo (<10%) para
evitar la proliferacion de microorganismos y poder asi prolongar la vida util del

producto.

Tabla 8. Composicién proximal de RF de cascara de naranja

Parametro Porcentaje (%)
Humedad 4.24 +0.27
Cenizas 3.87+£0.08
Proteina 4.17+0.21
Grasa 1.45+0.10

En cuanto al contenido de cenizas, el valor obtenido (3.87%) indica un alto contenido
en minerales como el calcio, fosforo y magnesio; componentes encontrados en
harina de cascara de naranja, segun reporta Rincon et al. (2005). El valor es cercano
al reportado por Fernandez y Rodriguez (2001), y Gutiérrez et al. (2002) para
valores que comprenden un intervalo de 3.6-3.7 g / 100 g (DM) en céascaras de
citricos, pero mayor con respecto al de diversos autores como Figuerola et al.(2005);
Saenz, Estévez, & Sanhueza (2007); Talens, Arboleya, Castro-Giraldez, & Fito

(2017); quienes reportaron un valor comprendido entre 2.7 a 3.2% respectivamente.

El porcentaje de proteina obtenido (4.17%) a pesar de ser uno de los componentes
mayoritarios, éste resultd ser menor al valor del 5% reportado por Rincén, Vasquez,
Padilla, & C (2005) y Gir6n (2015). Esta diferencia pudo deberse a factores
relacionados con el origen de la materia parima, como puede ser; el grado de
madurez, variedad, lugar de cultivo, condiciones y temporada de cultivo del fruto

(Marlett & Vollendorf, 1994). Pues el contenido de glucoproteinas que estan
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presentes en la pared celular y las cuales forman una red de microfibrillas con la
celulosa (Rincon et al., 2005) puede variar dependiendo de los factores

anteriormente mencionados.

Por ultimo, el contenido de grasa en los RF fue el parametro mas bajo de los valores
obtenidos (1.45%), no obstante el valor presenta relacion al reportado por Rincén
et al. (2005) y Cerdén-Salazar & Cardona-Alzate (2011), quienes encontraron un
porcentaje de 1.64 y 1.55% respectivamente, para harinas de cascara de naranja.
Se debe de tener en cuenta que la mayor parte de los componentes lipidicos se

encuentran en la cascara del fruto (Badui, 2006; Priego Mendoza, 2007).

4.1.3 Caracterizacién microbioldgica

Los analisis microbiologicos en los RF se efectuaron una vez secados a 60°C y su
posterior molienda. La diluciéon utilizada para los tres andlisis fue de 107; los

resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Cuenta de microorganismos en RF de cascara de naranja (UFC/g de muestra).

Coliformes Totales Bacterias mesofilas aerobias Mohos
<100 60 50
valor estimado valor estimado valor estimado

De acuerdo con los resultados obtenidos, los valores indican una calidad
microbioldgica aceptable para los RF de cascara de naranja; el crecimiento para el
grupo de coliformes totales fue nulo; mientras que el recuento de bacterias mesofilas
aerobias (5 y 6 colonias) promedio un valor de 60 UFC/g valor estimado; para el
caso de los mohos, que pudieran presentar un valor alto debido a la compaosicion y
origen del fruto, el recuento (4 y 5 colonias) promedio un valor de 50 UFC/g valor

estimado.
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Aungue actualmente no existe una norma que estandarice los parametros sobre
fibras obtenidas a partir de residuos de frutas, al comparar los resultados obtenidos
en base a lo estipulado por la NOM-247-SSA1-2008 para harinas de trigo (NA,
50,000 UFC/g, 300 UFC/g, para coliformes totales, mesofilicos aerobios y hongos,
respectivamente), la cantidad de microrganismos se encuentra por debajo del limite
permitido. Por otro lado, de acuerdo con lo reportado por Fernandez-Pérez y
Rodriguez-Sanchez (2001) para concentrados de FD comerciales, los RF obtenidos
se encuentran de igual forma por debajo del limite para coliformes totales (<100
UFC/g) y bacterias mesdfilas (<10,000 UFC/g) (citado en Priego Mendoza, 2007).
Otros autores como Priego Mendoza (2007) y Santiago Castro (2014) obtuvieron
resultados similares en la fibra obtenida a partir de los saculos de naranja, utilizando
escaldados con vapor a temperaturas de secado analogas.

No obstante, se debe considerar en todo momento la sanidad de los equipos que
estén en contacto directo con el alimento durante las diferentes etapas del proceso,
ya que de lo contrario, pudiera existir una contaminaciéon cruzada que altere los
valores finales en el producto.

Por lo anterior, se puede observar que el proceso empleado incluyendo su secado
a una temperatura de 60°C para la obtencion de RF a partir de la cascara de naranja
resulta ser eficiente al contabilizar una baja carga microbiana que no presente algin
riesgo para la salud del consumidor, permitiendo su incorporacion como materia

prima en la elaboracion de peliculas comestibles.

4.2 CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS Y/O BIOEMPAQUES
COMESTIBLES “ECO-FRIENDLY PACKAGING”

De estudios previos realizados por Garcia-Argueta et al. (Garcia-Argueta et al.,
2013, 2016); Pefa Santana (2013); Herrera-Vazquez (2014), quienes emplearon
como materias primas; inulina, grenetina, suero de leche y glicerol para el desarrollo
de recubrimientos comestibles, observaron que dichos materiales tuvieron
caracteristicas idéneas como vehiculos de sustancias tales como antimicrobianos y

antioxidantes. De acuerdo con lo anterior, las propiedades funcionales de las PC se
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investigaron mediante un disefio estadistico Box-Behnken, la diferencia reside en la

incorporacion de fibra de cdscara de naranja en la formulacion, quien junto al suero
de leche y grenetina su concentracion fue variable, manteniendo constante la
concentracion de glicerol. La influencia de los componentes antes mencionados se
evalud en las 15 formulaciones obtenidas, en primer lugar la caracterizacion de la
DFP, donde se ensayo la acidez y pH. A continuacion se efectud la caracterizacion
de las PC, en esta parte del experimento correspondié a evaluar sus propiedades

fisicas, Opticas y mecanicas.

4.2.1 Caracterizacion de la disolucién formadora de pelicula (DFP)

Los analisis correspondientes a la caracterizacion de las DFP incluyen las variables
de acidez y pH respectivamente. En la tabla 10 se presentan los promedios

obtenidos para las 15 formulaciones al llevar a cabo un andlisis de varianza ANOVA.

Tabla 10. Variables fisicoquimicas medidas en la DFP

DFP  pH Acidez
1 6.14° 0.21 +£0.015?
2 5.45¢  0.44 £ 0.045¢
3 5.609 0.39+0.010f
4  529¢ 0.61+0.006’
5 5.56¢" 0.31 £ 0.003¢
6 5.212 0.44 £ 0.006¢
7 5.54¢  0.40 £ 0.010f
8 6.04"  0.34 £ 0.014
9 524> 0.57 +0.009
10 6.16° 0.21+0.0062
11 5.26° 0.49 +0.005"
12 5,599 0.46 +0.018¢
13 5.67" 0.38 + 0.010¢f
14 6.060 0.25+0.001°

15 5.58W 0.36+0.011d%

Los valores son promedios + SD (n =3).

Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Duncan.
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En general, los datos obtenidos presentaron diferencias tanto para el pH como

acidez a un nivel de significancia del 0,05. En el caso del pH los componentes
disminuyeron su valor casi una unidad, indicando una tendencia ligeramente acida
en la DFP, al estar los valores en un intervalo de 5.21 a 6.16. Se pudo observar que
una alta concentracion de fibra tuvo un efecto inversamente proporcional en el pH
de la DFP, es decir, a una baja concentracion (2%) de este componente, el pH de
la PC fue mayor (5.45-5.67), y a mayor concentracion (4%) el pH final de las PC es
menor (5.21-5.29); formulaciones 6, 9, 11 y 4. Esto se pude atribuir a que la cascara
de naranja contiene altas cantidades de un compuesto (aceite) llamado limoneno
que le provee un caracter mayormente 4cido. Por otra parte la interaccion de suero
de leche-grenetina (SL-Gre) reduce el pH, en donde una alta concentracion de suero
de leche (13%) resulta en la disminucion del mismo, coincidiendo con lo reportado
por Herrera-Vazquez (2014). Se observé ademas, exceptuando las formulaciones
7;5;15,12; 3y 1; 10, que hubo diferencia con el resto de las formulaciones, lo que
indicaria que la concentracion de suero de leche; grenetina; fibra; influye de manera
significativa en el pH de la DFP. Esta variable es de gran importancia, en el caso de
la gelatina su punto isoeléctrico se encuentra en un intervalo de pH 4.8-5, por lo que
valores de pH lejanos a este intervalo favorecen la solubilidad de la proteina,

manteniéndola dispuesta a interaccionar con los deméas componentes.

Con respecto a la acidez, se observo una diferencia significativa (p<0.05) en la
concentracion de las formulaciones, ya que las interacciones entre los tres
componentes (suero de leche-grenetina-fibra) contribuyen al aumento de acidez en
la DFP, y cuyo intervalo se encuentra de 0.21 a 0.61%. Se observé que la adicion
de fibra de cascara de naranja fue la variable que mayor efecto tuvo en el aumento
de este parametro, seguido del suero de leche y grenetina; existiendo una relacion
directamente proporcional con la acidez, tal como sucedi6 con el pH (orden inverso).
Este efecto se debe a que el pH de una disolucion decae cuando crece la
concentracion de iones hidronio (H30%), es decir, aumenta su acidez (Le Vay, 2008).
Por lo que las formulaciones con mayor porcentaje de fibra (4%) tuvieron un caracter

mas acido (0.57-0.61%), y no asi las que lo prescindieron (0.21%).
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4.2.2 Caracterizacién de peliculas comestibles

Los films resultantes de las dispersiones de suero de leche-grenetina y fibra de
cascara de naranja con baja concentracion (2%), con glicerol como plastificante
resultaron ser lisos, delgados, con superficies homogéneas, y exhibieron una ligera
coloracion amarilla (figura 15). Por otra parte, se observdO que una mayor
concentracion de fibra (4%) impartia una coloracién amarillenta mas intensa en la

PC, asi como una menor uniformidad del componente.

ey

Figura 15. Pelicula comestible a base de suero de leche, grenetina, fibra y glicerol

4.2.2.1 Propiedades fisicas

En la tabla 11, se muestran los valores promedio de las variables fisicas de las PC.

El espesor es un parametro que influye en otras propiedades de las PC, tales como
el color, transparencia y ciertas propiedades mecanicas, ya que al contener mayor
o menor cantidad de sdlidos, las peliculas se comportan de diferente manera.
Debido a ello, se fij6 una cantidad de 5g de DFP en cada placa petri, obteniendo
valores con un intervalo de 0.07 a 0.24 um. Los resultados de ANOVA (p<0.05)
indicaron que Unicamente la concentracion de suero de leche afecto el espesor de
las PC, lo cual puede deberse a que es el componente que se encuentra en mayor
proporcion (7-13%) en la matriz de los films, mientras que no fue asi para sus

interacciones con los demas componentes. Se observdé ademas, una diferencia

74



[CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION] Caracterizacion de Peliculas Comestibles

significativa (p<0.05) solo para la formulacién 5,11, 10 y 14, como se muestra en la

tabla 11, no habiendo diferencia con el resto de las muestras, lo que indicaria que

independientemente de la concentracion, el espesor no varia significativamente.

Tabla 11. Valores promedio de las variables fisicas de las diferentes formulaciones de peliculas

comestibles.
PC Espesor (um) H (%) CRA (%) S (%)
1 0.18 £ 0.03°¢  35.13+2.67° 109.33+8.26°  44.27 + 6.40%
2 0.16 + 0.04¢b¢ 27.75+0.342 17452 +5.78"  45.86 + 5.73ab¢
3 0.17 £ 0.05b¢ 33.80+1.24>  161.57 £3.30° 49.78 + 4.75bcde
4 0.18 £ 0.12b¢c 27.20+ 1.072 141.53 +4.16°  52.34 + 2.20%
5 0.15 £ 0.03° 40.64 +1.48¢ 203.31+3.29"  50.29 + 2.03¢de
6 0.13+0.02%  36.58 £ 0.89>° 151.88 + 4.76¢ 42.68 + 2.362
7 0.14 £ 0.04%>  36.14 + 1.24>¢ 19253 +6.869 48.21 + 1.48abcd
8 0.17 £ 0.02b¢  34.73+1.72° 184.68+6.339 52.84 +2.11d
9 0.14 £ 0.02% 29.82+1.382  136.00 £ 2.85¢  45.05 + 0.71abc
10 0.07 £ 0.012 34.34+2.26° 134.25+3.879 50.54 + 1.83cd
11 0.15 + 0.02 36.60 + 1.65°¢  135.46 +5.199  50.84 + 2.31cde
12 0.16 £ 0.01°¢  38.10+2.16° 169.27 + 6.18¢f 54.19 + 2.91¢
13 0.16 £ 0.02°¢  34.65+2.80° 209.07 £+5.05" 50.53 + 2.05¢d
14 0.24 + 0.04¢ 27.47 £2.692 99.30+3.532  49.58 + (.72bcde
15 0.15 £ 0.02% 29.29+2572  133.72+2.13¢ 4553 +1.153¢

Los valores son promedios + SD (n =3).
Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Duncan.

Con respecto a la humedad (H%), las peliculas presentaron valores de 27.20 a
40.64 %, tal como se muestra en la tabla 11, existiendo una diferencia significativa
(p<0.05) en el contenido de humedad para las siguientes formulaciones 4, 14, 2, 15,
9; 3, 10; 5. Un bajo contenido de humedad (27.47-27.82%) fue observado en las
formulaciones 2, 9, 14y 15 (6% de gelatina), mientras que un contenido de humedad
mas alto (35.13-40.64%) se observo en la formulacion 1, 5, 11, 12 (3% de gelatina).
Determinado que la interaccion de la grenetina con los demas componentes podria
ser el componente que afecta a este parametro. Por otro parte, aunque la

concentracion de glicerol se mantuvo constante (9%) en todas las formulaciones,
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esta influy6 en la obtencién de altos valores de humedad en las PC, pues estudios

realizados por Rivero, Garcia, & Pinotti (2010), y Ramos et al. (O. L. Ramos et al.,
2013), al ensayar diferentes concentraciones de glicerol (10-100%; 40-60% w/w) en
peliculas a base de gelatina y concentrados de suero de leche respectivamente,
observaron que al emplear una mayor concentracién del plastificante (glicerol) el
contenido de humedad se incrementaba de manera significativa (10.3-44.6%;
17.91-21.71%). Por lo que el aumento observado en el presente estudio se puede
atribuir a la concentracion de glicerol empleada (9%) y la naturaleza higroscopica
del mismo, que atrae y retiene moléculas de agua, lo que favorece la humectacion

de la superficie de la pelicula y la absorcion de humedad (Kokoszka et al., 2010).

En cuanto a la capacidad de retencion de agua (CRA), propiedad relacionada con la
capacidad de ligar agua en la matriz de la PC, se observé una diferencia significativa
(p<0.05) para las diferentes formulaciones en el intervalo comprendido de 99.3 a
209.07% (tabla 11). Los resultados indicaron que las interacciones suero de leche-
gelatina y suero de leche-fibra afectaron de manera significativa la CRA en las
peliculas. Al incrementar la concentracion de suero de leche (10-13%) en la DFP,
aumentd la CRA. Esto coincide con lo reportado por Harper, Barbut, Lim, & Marcone
(2013), quienes al ensayar diferentes concentraciones de proteina aislada de suero
(0.4 y 0.8 %) en geles a base de alginato, observaron una pérdida de humedad
mayor (29.4%) a una concentracion baja de suero, en comparacion con la de mayor
concentracion (28.9%). Lo anterior se explica debido a que con la adicién de suero
de leche aumenta la cantidad de agua ligada en las redes que forma la PC, dado
gue contiene grupos hidrofilicos que por efecto del proceso térmico interactian con
el agua, aumentando la CRA (Céfiez-Carrasco et al., 2016). Por otro lado, la fibra
también tuvo un efecto significativo en esta propiedad, en su interaccionar con la
gelatina se observo una disminucion en la CRA al aumentar la concentracion de
ambos componentes (4% y 6%). En cambio, presentd valores altos de retencién de
agua en las formulaciones (5 y 12) donde la concentracion de gelatina y fibra fue
menor (3% y 2%). Esto puede atribuirse al pH en las DFP que fueron de tipo acido,
las cuales al encontrarse en un punto cercano al punto isoeléctrico de la gelatina,
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pudiera aumentar las interacciones proteina-proteina como consecuencia de la

disminucion de la repulsion electrostatica, disminuyendo simultdneamente las
interacciones proteina-agua, implicando una disminucién de los puentes de
hidrogeno no formando una red tridimensional tan compacta, impidiendo una mayor

fijacion de agua por la matriz.

La solubilidad es una propiedad fisica relacionada con la capacidad de las PC para
disolverse en el agua, por lo que cuando se ingiere puede digerirse adecuadamente
0, Si se vierte al medio ambiente, se puede descomponer de forma natural (Arham,
Mulyati, Metusalach, & Salengke, 2016). Por lo que la solubilidad deseada de un
film dependera de su aplicacion o intencién de uso. El intervalo de esta propiedad
se encontré de 42.68 a 54.19%, como se muestra en la tabla 11. Valores de
solubilidad similares (40.9-64.2) fueron reportados por Pitak y Rakshit (2011) en
films compuestos a base de harina de platano y quitosano. Los resultados del
ANOVA, indicaron que la concentracion de suero de leche y su interaccion con la
fibra afectaron significativamente (p<0.05) la solubilidad de la PC. Se observé que
en las formulaciones (2, 4, 8, 12) donde se utiliz6 una mayor concentracion de suero
(13%) la solubilidad fue superior (45.86-54.19%) con respecto a las demas,
coincidiendo con lo reportado por Herrera-Vazquez (2014) para PC a base de suero
de leche, grenetina e inulina. De igual forma la gelatina, en su interaccion con el
suero tuvo el mismo efecto pero en una menor proporcion. Esto se debe, a que al
aumentar el contenido de componentes hidrofilicos en la matriz, aumenta la
solubilidad (de Andrade, Fonseca, Innocentini Mei, & Fakhouri, 2017). Por otro lado,
la interaccion fibra-grenetina tuvo un efecto negativo en esta propiedad, al
observarse en las formulaciones (3; 9, 5; 6, 4; 12) una depreciacién de la solubilidad
con el aumento de la concentracion de ambos componentes. Lo anterior puede
deberse a que en el caso de la fibra, su composicion contiene un mayor porcentaje
de fibra del tipo insoluble, mientras que en la gelatina pudiera existir una disminucién
de la solubilidad que al aproximarse al punto isoeléctrico, el desplegamiento

incremente las interacciones hidrofobicas de la superficie.
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4.2.2.2 Propiedades Opticas

Los atributos de color son de primordial importancia porque influyen directamente

en el atractivo del producto y la aceptabilidad del consumidor. Por tanto, para

comprender mejor las propiedades Opticas de las peliculas a base de suero de

leche-gelatina-fibra de citricos con glicerol como plastificante, se analizaron los

parametros de color L*, a*, b*, la opacidad de la pelicula, y se determind la diferencia

de color total (AE). La tabla 12 muestra los valores de estos parametros opticos en

las peliculas estudiadas.

Tabla 12. Propiedades Opticas de las diferentes formulaciones de PC a base de SL-Gre-fibra.

PC L a* b* C °H AE*
1 90.25 + 1.71¢ -1.65 + 0.90 def 8.53 + 1.53% 8.92 + 1.54% 97.94 + 0.32¢d 9.02 + 1.51%
2 90.95 +0.21¢ -2.35 £ 0.12acd 12,97 + 0.82¢defg 10.68 + 1.09vc 100.13 + 0.23%'9  13.32 + 0.80¢°d
3 91.22 +0.31¢ -2.10 £ 0.49bcde 12,16 + 2.20%%f 12,51 + 2.14¢cd%f  100.02 + 0.16%"  12.50 + 2.04<
4 88.85 + 1.05« -2.93+£0.312 15.92 + 2.059 16.19 + 2.079 100.44 £ 0.29%'9  16.99 + 2.291
5 90.73 £ 1.28¢ -1.33 £ 0.99¢f 10.64 + 1.10bcd 10.83 +1.11P«d  100.62 + 0.12°¢%  11.51 + 1.66"°
6 88.76 + 0.09¢d -2.82 £0.22% 14.78 + 1.34 15.05 + 1.35¢ 100.81 + 0.23¢ 16.09 + 1.10¢f
7 90.59 + 0.29¢ -1.99 + 0.23cde 11.17 £ 1.25bcde 11,35 +1.27°de  100.10 + 0.02¢f6  12.02 + 0.95b<d
8 88.83 + 0.97¢<d -1.39 + 0.25¢f 10.26 + 1.58¢ 13.52 + 0.93defg 97.56 + 0.06"° 12.41 +1.80¢d
9 86.22 + 0.93° -2.99+£0.112 14.24 + 0.50% 15.85+0.51¢ 100.71 £ 0.04f¢ 16.79 + 0.91%
10 91.72 + 0.08¢ -0.92 + 0.05 6.88 + 0.222 6.89 + 0.382 97.02 £ 0.17% 7.46 + 0.102
11  86.41+0.29° -2.81 £ 0.122 13.87 + 0.58¢f0 14.91 + 0.33f 100.41 + 0.23%"9  16.36 + 0.63¢f
12 83.46 £0.212 -2.60 + 0.02abc 15.91 + 0.419 18.78 + 1.06" 98.53 + 0.83¢ 19.79 + 0.409h
13 87.56 £1.62bc -2.48 + 0.423c 13.32 £ 2.61%f%9  13.46 + 2.02d¢f 99.92 + 0.21¢ 15.16 + 3.060%"
14  86.30 £2.21° -2.56 + 0.20%° 18.87 + 3.19" 19.65 + 1.09" 96.82 +1.052 20.36 + 3.87"
15 87.26 + 0.64 -2.47 £0.30%° 12,94 + 1.36¢%f0  14.03 + 2.70°' 100.08 + 0.10°%9  15.08 + 1.45%f

Los valores son promedios + SD (n =3).
Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Duncan.

Para la variable L, que es luminosidad, al llevar a cabo el analisis de varianza

ANOVA, se observé que existe diferencia significativa (p<0.05), para las diferentes

formulaciones de PC, determinando que la concentracién en que se adicionan los

componentes, afecta este parametro. En este caso, la luminosidad fue disminuida
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al emplear una alta concentracion del componente (13% suero, 6% gelatina y 4%

fibra), existiendo una relacion inversa con respecto a la variable. Como puede
observarse en la tabla 12, la mayoria de las peliculas presentaron valores de alta
luminosidad (83.46 a 91.72). Estos valores son similares a los obtenidos por
Herrera-Vazquez (2014) y Galus & Kadzinska (2016) para otras peliculas
comestibles basadas en proteina de suero de leche.

Con respecto a las coordenadas cromaticas a* y b*, los valores presentaron
diferencia significativa (p<0.05) para las diferentes formulaciones, mostrando en el
caso de a*, un comportamiento negativo (-0.92 a -2.99), que indica una coloracién
con tendencia al verde, mientras que para la variable b*, los valores presentaron un
comportamiento positivo (6.88 a 18.87), lo que indica una coloracién con tendencia
al amarillo, esto en base a la ubicacion en las coordenadas situadas en la esfera de
color (figura 16). La presencia de fibra en la matriz de proteina de suero aumenté el
tono verde. Por tanto, el parametro a * disminuyé y b * aumentd. Este mismo efecto
se observo para el suero de leche y gelatina (excepto formulacion 2; 12). Por lo
anterior, considerando los parametros L, a* y b*, asi como el angulo cuyo intervalo
fue de 96.82-100.81 °H las peliculas a base de suero-grenetina-fibra presentaron
una coloracion amarillo (tono predominante) verde (fig.15), permaneciendo
traslucidas, lo que con la adicion de una alta concentracion de suero de leche (13%)
resulté en peliculas con un mayor grado de opacidad.

Blanco
+L*

—T

Negro

Figura 16. Esfera de color
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La cromaticidad (C) es un parametro similar al delta E (AE), el primero indica el

grado de tonalidad en el color de las muestras, mientras el segundo la diferencia de
color total de la muestra con respecto a la placa de calibracidén estandar, por lo que
los valores obtenidos en ambos casos presentaron una misma tendencia. Al realizar
el analisis de varianza ANOVA, ambos parametros presentaron diferencia
significativa (p<0.05), lo que indicaria que la diferencia de color entre las muestras
fue una consecuencia de la formulacion. El intervalo para cromaticidad fue de 6.89-
19.65 y 7.46-20.36 para AE, respectivamente. Las peliculas obtenidas en el
presente estudio presentaron un color amarillento, cuya diferencia de color entre las
muestras vario de un tono amarillo claro a uno mayormente opaco (ambar), tal como
se puede observar en la figura 17. A medida que aumenté la proporcion de suero
de leche, el color amarillento también lo hizo (medido por un aumento en b *) y las
peliculas fueron mas opacas (indicadas por la disminucion en L), esto se atribuye a
su coloracién amarillenta ligeramente opaca. Simultdneamente la fibra de citricos
presentd una coloracion similar, con lo cual, al adicionarse en una mayor
concentracion a la matriz de la pelicula, se vieron afectados dichos parametros.
Ramos et al. (O. L. Ramos et al., 2013) atribuye tal coloracion observada en
peliculas de concentrado de suero de leche a la presencia de grasa y fosfolipidos,
lo cual no implica un problema, pues puede superarse mediante la adiciéon de
agentes colorantes, como se hace frecuentemente en las peliculas de envasado de

alimentos.

Figura 17. PC con diferente formulacion a base de suero de leche, gelatina y fibra
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4.2.2.3 Propiedades mecénicas

Las propiedades mecanicas de las peliculas comestibles son importantes para
garantizar que la pelicula tenga la resistencia mecéanica y la integridad adecuada
durante el transporte, la manipulacién y el almacenamiento de los alimentos
cubiertos con ellas (Ozdemir & Floros, 2008). Las propiedades mecanicas

evaluadas en las PC se muestran en la tabla 13.

Tabla 13. Propiedades mecanicas de las peliculas comestibles.

PC Resistencia(N) MY (N/mm) Elongacién (mm) %E
1 0.59+0.072 0.07 £0.012 15.37 £ 0.28° 21.06 £2.18°
2 9.61 +£1.98° 0.66 + 0.12° 19.41 £ 0.10¢ 52.82 £ 0.82¢
3 5.03 + 1.87¢ 0.32 £ 0.12¢ 19.22 £0.73¢ 51.31 £5.71°
4 4.46 + 1.54bcd 0.50 £ 0.06¢ 16.45 £ 0.47¢ 29.54 +3.73¢
5 2.75 + 0.703¢ 0.16 + 0.092b 21.70 £ 0.309" 70.84 * 2.349"
6 4,32 + 0.31bcd 0.45 + 0.06d% 16.91 £ 0.53« 33.17 £ 4.18
7 3.77 £ 0.662cd 0,24 £ 0.05P¢ 20.17 £ 0.39f 58.81 + 3.10f
8 2.97 + 1.44abc 0.24 £ 0.12bc 16.96 + 0.29¢« 33.55 + 2.26¢%
9 7.09 + 0.74¢de 0.68 + 0.07° 17.41 £ 0.244 37.11+1.93¢
10 3.11 + 0.973kc 0.07 £ 0.022 22.25+0.72" 75.19 £ 5.67"
11 2.40 + 0.273bc 0.42 + 0.04¢de 15.03 £ 0.25° 18.36 £ 2.00°
12 1.06 + 0.08% 0.25 + 0.03 bc 13.86 £ 0.152 9.16£1.177
13 2.39 + 0.553¢ 0.13 + 0.032 20.35 + 0.29f 60.23 + 2.31f
14 29.98 + 5.66 0.69 + 0.07° 25.31+0.61 99.30 + 4.83
15 7.23 + 2.94de 0.34 +0.12¢ 21.16 £ 0.30¢ 66.58 + 2.409

Los valores son promedios *+ SD (n =3).
Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Duncan.

La resistencia a la ruptura de las PC presentd diferencias significativas al llevar a
cabo un analisis de varianza ANOVA (p<0.05) para las siguientes formulaciones; 1,
6, 4, 3, 9, 15, 2y 14, existiendo diferencia con el resto de las muestras. Los valores
indicaron una resistencia de tension maxima en el intervalo de 0.59-29.98 N (tabla

13), en el cual, la concentracion de grenetina, fibra, y su interaccion, afect6
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significativamente (p<0.05) la resistencia de las PC. Las peliculas (2, 9, 14, 15)

elaboradas con una mayor concentracioén de gelatina (6%) presentaron los valores
mas altos de resistencia (7.09-29.98 N), dicho efecto coincide con el observado por
Cao et al. (2007) y Denavi et al. (2009), quienes notaron que la fuerza de ruptura
como otras propiedades mecanicas en peliculas compuestas (aislado de proteina
de soja con gelatina de hueso bovino tipo B, y con gelatina de bacalao
respectivamente) mejoraron progresivamente con proporciones crecientes de
gelatina. Sin embargo, es contrario con el observado en peliculas multicapa a base
de polihidroxialcanoatos con la adicién de suero de queso/ gelatina, reportado por
de Andrade et al. (2017). De igual forma la incorporacién de fibra en la matriz de la
pelicula tuvo un efecto positivo en este parametro. Este incremento en los niveles
de tension, pudiera deberse a la interaccién quimica entre los componentes del
residuo agroindustrial (celulosa, hemicelulosa y lignina) con la gelatina,
provocandose una mayor fuerza de unién entre éstos, con uniones hidrofilicas, lo
cual repercute directamente en la propiedad de resistencia a la ruptura (Nifio,
Huerta, Verde, & Rodriguez, 2010). Por otro lado, la adicién de suero de leche afecto

ligeramente la resistencia de las PC.

El médulo de Young (MY) es una medida de la rigidez de la pelicula, mientras la
elongacioén, es el cambio maximo en la longitud de una muestra antes de romperse
(Galus & Kadzinska, 2016). Por lo general, se requiere para que una pelicula
mantenga su integridad cuando se aplica a productos alimenticios (Arham et al.,
2016). Al evaluar el MY vy la elongacion en las peliculas, la concentracion de suero,
gelatina y fibra, asi como sus interacciones (excepto suero-fibra para el MY)
causaron diferencias significativas (p<0.05) para ambos parametros en las PC. En
el caso del MY, el intervalo se encontré de 0.07 a 0.69 N/mm, presentando una
tendencia similar a la observada en el parametro de resistencia a la ruptura, en
donde los valores mas altos (0.66-0.69 N/mm) se encontraron en las formulaciones
(2, 9, 14) con un mayor concentracion de gelatina (6%). De igual forma, la adicion
de fibra de citricos afecto positivamente; cuanto mayor fue el contenido de fibra (4%)
en las formulaciones (4, 6, 9 y 11), mayores fueron los valores del MY (0.42-0.68
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N/mm), mientras la adicién de suero de leche tuvo un impacto positivo, pero en

menor proporcion con respecto a la otras dos materias primas.

En el caso de la elongacion, se encontr6é un intervalo de 13.86 a 25.31 mm (tabla
13), observandose una tendencia distinta. La adicion de fibra y suero de leche
presentaron un efecto negativo en este parametro, lo cual puede atribuirse a que
las peliculas proteinicas son generalmente fragiles y susceptibles de agrietarse
(debido a la fuerte densidad de energia cohesiva de los polimeros) (Lim, Mine, Britt,
& Tung, 2002). Jiang, Li, Chai, & Leng (2010) observaron al evaluar peliculas
compuestas a base de proteina asilada de suero (WPI) y gelatina mediante
imagenes captadas por microscopia electrénica de barrido que después de mezclar
con WPI, las cadenas largas dispuestas en paralelo por parte de la gelatina fueron
algo desordenadas y la deformacion disminuyd, causando una microestructura
discontinua, en donde la distribucion de la fuerza sobre cada enlace de la matriz se
volvia irregular y conducia a una disminucion de la resistencia mecénica del
sistema. Por otra parte, la adiciéon de gelatina fue el Unico factor que afectd al
sistema de manera positiva, al incrementar los valores de elongacion, coincidiendo
con lo reportado por Irianto et al. (2006), quien ha reportado que una mayor
concentracion del hidrocoloide carragenina aumento la elongacion de la pelicula. Lo
anterior puede atribuirse a la capacidad de la gelatina para formar geles que junto
a sus propiedades fisicoquimicas, crean sinergia entre los demas componentes,
permitiendo la formacién de redes tridimensionales mas flexibles en las PC (Garcia-
Argueta et al., 2013). Los valores de elongacion presentados en el presente estudio,
son mayores a los reportados para peliculas elaboradas a base de cascara de limon,

alcohol polivinilico y benzoato de sodio (3.02-5.9%) (Nifio et al., 2010).
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Seleccion de Pelicula

Inicialmente se considero la matriz alimentaria a la cual se iba aplicar la pelicula, en
este caso, en filetes de carpa comun. El pescado es altamente susceptible a la
descomposicion, lo que puede ser causado tanto por reacciones quimicas como por
el crecimiento microbiano (Gram & Dalgaard, 2002). Por ello, en productos
pesqueros una barrera contra la migracion de humedad y oxigeno puede ser
beneficiosa (Dehghani, Hosseini, & Regenstein, 2017). En este punto, el parametro
de solubilidad fue de gran importancia al momento de seleccionar la PC, optando
por considerar aquellas con una solubilidad intermedia. Los valores de solubilidad
obtenidos en las PC se encontraron un intervalo 42.68 a 54.19%. Lo anterior,
considerando que la solubilidad en agua de peliculas puede ser ventajosa en
situaciones en las que la pelicula sera consumida con un producto que tiene un pre-
tratamiento (lavado o calentamiento) antes del consumo. Durante el tratamiento, la
pelicula o revestimiento se disolveria, e idealmente, no alteraria las propiedades
sensoriales del alimento (Greener-Donhowe & Fennema, 1994). Por lo anterior, se
selecciond la formulacién 3, ya que ademas de presentar una solubilidad intermedia
(49.78%), también mostr6 una alta retencion de agua (161.57%), lo cual en
productos con alta humedad, como el filete de pescado, puede resultar benéfico, ya
gue puede aplicarse como una pelicula relativamente gruesa en las superficie del
alimento para absorber intencionalmente agua y proporcionar proteccion temporal
contra pérdidas de humedad (A. Pavlath & Orts, 2009). Adicionalmente present6
propiedades Opticas aceptables, asi como de barrera. Su composicién se muestra
en la tabla 14.

Tabla 14. Formulacién seleccionada para aplicacion.

Formula % Suero de leche % Grenetina % Fibra de Citricos % Glicerol

3 10 4.5 2 9
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4.3 EVALUACION ANTIMICROBIANA Y ANTIOXIDANTE IN VITRO DE
EXTRACTO DE OREGANO (ORIGANUM VULGARE)

Estudios en donde se han empleado plantas medicinales, el orégano es bien
conocido por sus propiedades benéficas, las cuales se encuentran relacionadas con
sus propiedades antioxidantes. Por ello, en este apartado del presente estudio se
determind el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) asi como la actividad
antioxidante en los extractos de la especie Origanum vulgare L. para su posterior

incorporacion en la pelicula comestible.

4.3.1 Compuestos fendlicos totales

El contenido de fendlicos totales (CFT) en la especie Origanum vulgare L., por el
método de Folin-Ciocalteu, fue de 47.22 a 67.51 mg de AGE/1g de muestra seca,
como se muestra en la tabla 15. Los valores obtenidos mostraron un alto contenido
de fendlicos, existiendo diferencias para los diferentes extractos, indicando que el
nivel mas alto de CFT se encontr6 en el extracto etandlico. Esto se debe a que al
existir una polaridad similar de los disolventes empleados con respecto a la de los
compuestos fendlicos permite una mayor afinidad para lograr su extraccion. El Babili
et al. (2011) report6 que una decoccion (extraccién de agua con tratamiento térmico)
mostré un menor contenido de CFT que la extraccion con un disolvente organico
(etanol, éter de petroleo, acetato de etilo). En este estudio, la extraccién con la
mezcla agua-etanol-acetona mostr6 compuestos fendlicos méas altos. Estudios
realizados por L. Pizzale et al. (2002) sobre la composicién fendlica de Origanum
vulgare L., informaron que el &cido cafeico, rosmarinico y carvacrol corresponden al

55% del contenido fendlico total (Unver et al., 2009).

Tabla 15. Contenido de compuestos fendlicos del extracto de orégano.

Extracto mg AGE/g de orégano
Acuoso 47.22 + 2.31
Etandlico 67.51+0.93

AGE= Acido Galico Equivalente
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Estudios realizados por Sevilla-Asencio, Dublan-Garcia, Gomez-Olivan, & Lépez-
Martinez (2013), reportaron que el contenido de compuestos fenodlicos de las
extracciones acuosas de la especie Origanum vulgare L., fue de 48.2 mg/g, siendo
similar al valor obtenido en el presente estudio. En cambio, Karimi, Min Brownmiller,
& Lee (2015), reporté en orégano de la misma especie, también conocido como
mediterrdneo, un contenido menor de 20.6 mg GAEg™?, mientras que en orégano
mexicano (Lippia graveolens) reportd 47.7 mg GAEg™, utilizando en ambas pruebas
agua como disolvente.

En cuanto al extracto etandlico, la concentraciéon de CFT de orégano fue de 67.51
mg AGE/g, cercano al extracto etandlico (72.87 mg GAE/Q) reportado por Pereira
Moura Aranha & Neuza (2012). Sin embargo, en el estudio realizado por Kwon, Ko,
& Shin (2015), el contenido de compuestos fendlicos fue de 22.23 mg GAE/100 g,
mientras que en el estudio realizado por Amarowicz et al. (2009) el contenido de
compuestos fendlicos fue de 288 mg /g, en este caso el valor fue mayor ya que se
utilizé el acido sinapico como estandar. El valor reportado en el presente estudio
para el extracto etandlico, puede atribuirse la polaridad resultante de la mezcla
agua-etanol-acetona que tuvo una mayor afinidad con la polaridad de los
compuestos fendlicos del orégano para su extraccion. Esto puede explicarse en
base al estudio realizado por Karimi et al. (2015), quien al emplear diferentes
disolventes para la extraccion de CFT en el Origanum vulgare L., observo que con
la acetona se obtuvo un mayor rendimiento, y en la proporcion 40:60 y 60:40
(acetona: agua) exhibi6 un contenido de CFT vy actividad antioxidante
significativamente mayor. Por lo que, tales diferencias pueden atribuirse al
tratamiento utilizado para la extraccion, el tipo de disolvente y su proporcion, asi
como aspectos relacionados con la especie, ya que sus caracteristicas pueden
variar segun la zona geografica de procedencia y el proceso previo al que fue
sometida, indicando, tal como describe Karimi et al. (2015), lo que podria ser una
posible razén de la mayor variabilidad reportada en el contenido de CFT de hierbas
y plantas medicinales, por lo que en este caso, los resultados obtenidos indican que
la cantidad de compuestos fendlicos presentes en la especie Origanum vulgare L.,

se encuentra dentro del intervalo reportado en los estudios ya mencionados.
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4.3.2 Determinacion antioxidante en los extractos de orégano

Generalmente, cuando una muestra tiene un mayor contenido fendlico, se espera
gue muestre mayores propiedades antioxidantes.

La actividad antioxidante reflejada por el ensayo de captacion de radicales ABTS<*
fue similar en agua y en el extracto etandlico, no existiendo diferencias, a pesar de
que el contenido fendlico total en ambos extractos fue diferente (tabla 16). De las
muestras evaluadas, el extracto etandlico de orégano exhibiéo un mayor efecto de
inhibicion con el 98.70% a una concentracion de 243.57 pug/mL. En cambio, el
extracto acuoso fue menor con un 98.21% de inhibicion a una concentracion de
242.3 pg/mL. Considerando que el antioxidante de referencia utilizado Trolox,
presento un valor del 98.93% de efecto de inhibicidon contra el radical ABTS+* a una
concentracion de 250.29 ug / mL, se puede suponer que en esta prueba, el orégano

fue tan eficaz como el Trolox.

Tabla 16. Actividad antioxidante del extracto de orégano por el método ABTS

Extracto Concentracion (mg/L) % inhibicién

Acuoso 242.3+0.22 98.21
Etandlico 243.57 +0.38 98.70

Los valores encontrados en el presente estudio también fueron comparables con
trabajos de investigacion similares, como el reportado por Kwon et al. (2015), quien
al utilizar una concentracion de 500 pg / mL del extracto etandlico de Origanum
vulgare, reporté un 65.83% de efecto de inhibicién de ABTSe<*. En cambio, difiere al
realizado por Chun, Vattem, Lin & Shetty, (2005), quienes a una concentracion de
50 g fendlicos/ml de orégano reportaron porcentajes de inhibicion mas altos en
extractos de agua (>70%) que los extractos de etanol. Debido a las diferentes
caracteristicas quimicas (como la polaridad) que podrian afectar los resultados de
los ensayos con antioxidantes, generalmente se utilizan dos o mas métodos (Karimi
et al., 2015).
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El ensayo con DPPH- que evalua la capacidad de los compuestos antioxidantes
(AH) al actuar como donantes de hidrogeno, y reducir el radical DPPH a su derivado
de hidrazina (Sousa et al., 2007), indico que ambos extractos mostraron actividad
antioxidante (tabla 17), observandose diferencias en la actividad entre los extractos

de agua y etanol, lo cual pudiera explicarse por el contenido total de fenoles.

Tabla 17. Actividad antioxidante del extracto de orégano por el método DPPH

Extracto Concentracion (mg/L) % inhibicion

Acuoso 268.80 + 2.62 83.12
Etandlico 293.03 £ 1.59 91.21

Para este ensayo el agua fue el disolvente con menor eficiencia. La extraccién de
muestras de orégano con disolventes organicos causé una mayor actividad de
captacion. Entre los 2 extractos evaluados, el etandlico exhibié una actividad mayor
con un 91.21% de inhibicién contra el radical DPPHe+ a una concentracion de 293.03
pg/mL. El valor obtenido es cercano al reportado por Exarchou et al. (2002) en
extracto de Origanum vulgare L. (99.1%), quien utilizé etanol como disolvente. Por
el contrario, el extracto acuoso exhibié una inhibicion menor con el 83.12% a una
concentracion de 268.8 pug/mL. Este valor donde la actividad del extracto acuoso
fue superior al 80% fue similar al reportado por Matsuura et al. (2003) cuando prob6
la porcion de 10 mg equivalentes, siendo el extracto de orégano (O. vulgare) el que
mostro la mayor actividad. Milos et al. (2006) publican que la familia Lamiaceae en
la que se encuentra especias como el orégano tiene gran capacidad antioxidante,
con la infusién de orégano (0.5 g/L) reportan un porcentaje de captura de radicales
libres DPPH de 85% (Morales-Olan, 2009). Considerando que el antioxidante de
referencia (Trolox), mostré 93.81% de inhibicion contra el radical ABTS, a una
concentracion de 300.34 ug / mL, se puede considerar que los extractos de orégano
fueron antioxidantes casi tan efectivos como el de tipo sintético. Por lo tanto, el
efecto de inhibicion mostrd la misma tendencia que el contenido de fendlicos totales,
lo que indica una correlacion entre la actividad de eliminacion/captacion de radicales

y el contenido fendlico de los extractos de orégano.
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4.3.3 Actividad antimicrobiana del extracto acuoso y etanélico de orégano

A partir de los in6culos preparados de cada microorganismo, con turbidez
equivalente al estandar 0.5 unidades de la escala de Mcfarland se analizd6 su
absorbancia a 625nm, y mediante un modelo de regresion lineal (anexo 4) se
determind la posible concentracion de Unidades Formadoras de Colonia por mililitro

(UFC/mL) presentes en los indculos, tal como se muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Concentraciones de bacterias en los in6culos estandarizados.

Concentracion bacteriana UFC/mL (1x108)

Microorganismo/ E. coli Salmonella ssp. S. aureus
Extracto
Acuoso 1.50 1.78 2.59
Etanolico 1.13 1.70 1.57

A tales concentraciones se llevd a cabo las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana utilizando la técnica de difusion en disco, una vez impregnado con el
respectivo extracto de orégano; acuoso (EAO) y etandlico (EEO). Asimismo, el
hipoclorito de sodio (NaOCI) a una concentracion de 300 ppm y un desinfectante
comercial microdyn, fueron utilizados como medio de comparacion frente a los
resultados obtenidos con ambos extractos. Los extractos de especias mostraron
diversos grados de inhibicién contra las cepas bacterianas, teniendo en cuenta que
se considerd actividad antibacteriana positiva cuando se observaron zonas de
inhibicién de crecimiento con un didmetro igual o superior a 10 mm de diametro, tal
como se muestra los radios de inhibicion en la tabla 20. Los resultados de este
estudio mostraron que los mayores halos de inhibicion fueron presentados por el
EEO para los microorganismos E. coli, S. aureus y Salmonella ssp., usados a las
concentraciones obtenidas de 0.5 unidades de la escala de Mc Farland (tabla 19).

La inhibicion se muestra en el siguiente orden; EEO > microdyn > NaOCI > EAO.
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Tabla 19. Radio de inhibicién de los antimicrobianos mediante el método de difusion de disco.

E. coli S. aureus Salmonella ssp.

Antimicrobiano Inhibicién (mm) Inhibicién (mm) Inhibicion (mm)

10% 6+ 0.0 9+ 0.0 7+ 0.0
EAO 15% 7.5+ 0.0 9.5+ 0.0 6+ 0.0
20% 7.5+ 0.0 9.5+ 0.0 7+ 0.0
10% 13.5+0.7 125+ 2.1 15+0.0
EEO 15% 145+ 0.7 15+0.0 15.5+0.7
20% 145+ 0.7 16.5 £ 0.07 145+ 0.7
NaOCI (300ppm) 6+ 0.0 9.5+0.7 6+0.0
Microdyn 10+ 0.0 9.8+04 9.5+0.7

(-) El diametro de la zona de inhibicion menor que 10 mm (Resistente). (+) El diametro de la zona de inhibicion igual o superior

a 10 mm (sensible).

Para los EAO los resultados revelaron que las bacterias del tipo Gram-negativas
fueron resistentes a las diferentes concentraciones (10, 15 y 20%) evaluadas,
observandose una baja inhibicién en los halos. Sin embargo, se observé un efecto
mas pronunciado (9-9.5 mm) para la bacteria Gram-positiva, especificamente S.
aureus. Este comportamiento fue similar al observado en el NaOCI. La diferencia de
sensibilidad entre los dos grupos de bacterias se debe a que las bacterias Gram-
negativas poseen una membrana externa y un espacio periplasmico Unico que no
se encuentra en las bacterias Gram-positivas, lo cual las hace mas sensibles a los
extractos de especias y hierbas (Ceylan & Fung, 2004; Radha krishnan et al., 2014).
Saeed & Tariq (2009), al utilizar una infusiéon de orégano y su respectivo aceite
esencial, observaron que ambos mostraron actividad antibacteriana contra aislados
bacterianos Gram-positivos pertenecientes a 23 especies diferentes entre las que
se encontraba S. aureus. En contraste, Martins et al. (2014) al utilizar una infusion
y decoccion de orégano a una concentracion menor (20 mg/mL), observaron una
inhibicion moderada para E. coliy P. aeruginosa, pero nula inhibicion para S.aureus,
esto puede ser atribuido a la alta variabilidad que se puede presentar en la
composicién quimica de los diferentes extractos.

Por otra parte, el microbicida microdyn, fue uno de los mas efectivos con un efecto
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de inhibicién alrededor de los 10 mm contra los tres tipos de bacterias, esto debido
a su compuesto activo a base de plata ionizada estable.

En el presente estudio, el extracto etandlico fue capaz de inhibir el crecimiento de
la mayoria de las bacterias, tanto Gram-positivas como Gram-negativas a diferentes
concentraciones de orégano (10, 15 y 20%) ensayadas. El extracto etandlico fue
rico en fenoles totales y eso podria explicar su actividad. Los halos de inhibicién
para E. coli, S. aureus y Salmonella spp., fueron de 13.5-14.5 mm, 12.5-16.5 mmy
14.5-15.5 mm, respectivamente, siendo mayores que los obtenidos en el extracto
acuoso, tal como se puede observar en la figura 18. Resultados de Chun et al.
(2005) mostraron que los extractos etanélicos de dos muestras de orégano (O.
vulgare comercial y clonado) presentaron una mayor inhibicion contra H. pylori

ATCC 43504 respecto a los acuosos, atribuyendo al orégano clonado una mayor

eficiencia por presentar una mayor concentracion de fenoles.

% ]
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Figura 18. Técnica de difusién de disco en extracto acuoso (arriba) y etandlico (debajo) en los tres tipos de bacterias.
De izquierda a derecha; S. aureus, Salmonella spp., y E. coli.
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Los diametros de inhibicién obtenidos en el presente estudio fueron menores a los
observados por Al-Joboury (2015), quien reporta zonas de inhibicion superiores a
los 25 mm para los tres tipos de bacterias empleadas, utilizando una concentracion
de 100 mg/mL de extracto crudo de orégano. Esta diferencia puede atribuirse al tipo
de extraccion empleada, ya que es aceptado que las variaciones antibacteriales que
presentan diferentes extractos/aceites se deben al perfil polifendlico, y metodologias
utilizadas para evaluar sus actividades biolégicas (Rodriguez Trivifio, 2015).

Esta mayor eficiencia en el extracto etandlico de orégano, también fue reportado
por Teixeira et al. (2013), quien observé que el extracto etanolico de O. vulgare y el
aceite esencial mostraron propiedades antibacterianas en diferentes cepas
bacterianas entre las que se encontraba E. coli y S. typhimurium (1 mm y 2mm de
inhibicion), aunque fueron mas fuertes con el aceite esencial (29 mm y 32 mm de
inhibicion). Esta observacion confirma la evidencia de que el aceite esencial
contiene una mayor cantidad de sustancias antimicrobianas que otros extractos en
agua, alcohol o metanol (Sahin et al., 2004), en donde el carvacrol y timol afectan
mas facilmente la composicion de mureina y las paredes celulares de las cepas
bacterianas.

Teniendo en cuenta las diferentes proporciones de orégano utilizados en la prueba,
se observo gue la concentracion de 150 mg/mL de orégano (15%) mostro un efecto
de inhibicion mayor a los obtenidos a una concentracién de 100 mg/mL (10%), no
existiendo diferencia significativa con la concentracion mayor de 200 mg/mL (20%).
Por consiguiente, el EEO a una concentracién del 15% se consideré para ser
incorporado en el recubrimiento a aplicar en la matriz alimentaria con las
caracteristicas observadas de la formulacibn 3 de las PC, ya justificada
anteriormente. Sin embargo, ya que la grenetina, componente de la pelicula, no es
totalmente soluble en etanol, se ensayaron diferentes ratios agua: etanol (70:30, 50:
50, 30: 70). La seleccion se inclind por la proporcion con mayor porcentaje de etanol
gue no viera disminuido el efecto antimicrobiano mostrado en el ensayo, y mostrara
una solubilidad correcta del componente. Por lo que la proporcion 50: 50 fue la que
se eligid, ya que al emplear un ratio donde el etanol se encontraba en mayor

proporcion (30: 70), la grenetina aun mostro ser insoluble.
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4.4 EVALUACION DE LA VIDA DE ANAQUEL EN FILETES DE CARPA COMUN
CON UN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE INCORPORADO CON FIBRA DE
CITRICOS Y EXTRACTO ETANOLICO DE OREGANO (Origanum vulgare L.)

El recubrimiento elaborado en este estudio fue el resultado de ensayos preliminares,
en donde el EEO tuvo una mayor inhibicion microbiana. Este se adicion6 en una
proporcion 1:1 con agua y se identific6 como recubrimiento mas extracto etandlico
de orégano (R+EEOQ). De igual forma se elaboré el recubrimiento sin extracto (R) a
la misma base de suero de leche, gelatina, fibra de citricos, glicerol y agua.

El efecto de los recubrimientos antes mencionados se evalué en los filetes de carpa
comun asi como el respectivo control (sin recubrimiento). En primer lugar, se efectud
la evaluacion de sus propiedades fisicoquimicas, donde se ensay6 el pH, acidez,
capacidad de retencion de agua (CRA) y las correspondientes propiedades épticas.
Consecutivamente se efectuaron los analisis microbiologicos respecto a tres tipos
de bacterias como E. coli, Salmonella spp., y S. aureus. Por ultimo, se evaluaron los
cambios en la calidad de los filetes de carpa a través de la degradacion proteica y
lipidica, en esta parte del experimento se ensayo la electroforesis, contenido de
proteinas carboniladas (PCC) y lipoperoxidacién (LPX) a los 0, 3, 6 y 9 dias de

tratamiento correspondiente.

4.4.1 Evaluacion de variables fisicoquimicas en filetes de carpa comun

(Cyprinus carpio)

Los resultados de las propiedades fisicas evaluadas en los diferentes tratamientos
se muestran en la tabla 20.

La disminucion post mortem en el pH del musculo de pescado tiene un efecto en las
propiedades fisicas del masculo, ya que a un determinado valor de este parametro
la actividad de cada microorganismo y enzima aumenta. Los valores iniciales de pH
del control, R, y R+EEO fueron 7.03 + 0,01, 6.87 + 0,13 y 7.02 £ 0,08,
respectivamente. Durante el almacenamiento en refrigeracion a 4°C, el pH para

todas las muestras inicialmente disminuy6 y aumenté gradualmente después del dia
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6. La disminucién en el valor del pH podria ser atribuible a la generacién de &cido

lactico durante la glucdlisis anaerdbica en el masculo del pez, mientras que el
aumento en el pH fue causado por componentes alcalinos como el amoniaco y la
trimetil-amina, producidos por las bacterias de la descomposicion (Abdollahi,
Rezaei, & Farzi, 2014; Song et al.,, 2010). Similares observaciones fueron
reportadas por Moosavi-Nasab et al. (2016) al utilizar un recubrimiento de quitosano
con aceite esencial de pimiento negro en carpa comun (Cyprinus carpio). Al evaluar
este parametro durante el almacenamiento mediante un analisis de varianza
ANOVA, se observo una diferencia significativa (p<0.05) sélo para el control del dia
cero (C 0); recubrimiento mas extracto del dia 0 (R+EEO 0), recubrimiento del dia 6
(R 6) y recubrimiento mas extracto del dia 6 (R+EEO 6), no habiendo diferencia con
el resto de las muestras, lo que nos indicaria que, sin importar el tratamiento, el pH
no varia significativamente. Sin embargo, tal como se muestra en la tabla 13, los
valores de pH de las muestras recubiertas con el R y R+EEO fueron menores que
el control, lo que podria estar relacionado con las propiedades antimicrobianas del

recubrimiento (suero de leche y fibra) y el extracto etandlico de orégano.

Tabla 20. Propiedades fisicas de los filetes evaluadas en los diferentes tratamientos.

Muestra pH Acidez CRA
Co 7.03 £ 0,01° 0.47 +0,082b 7.67 + 0,5¢f
C3 6.80 +0,162b 0.65 +0,07bcd 7.2 £1,27def
C6 6.69 +0,472b 0.75 +0,2¢cdef 6.25 + 1.564f
C9 6.85 +0,112b 0.95 0,2 3.47 £0.812
RO 6.87 +0,132b 0.43 +0,062 8.00 = 0,0
R3 6.85 +0,192b 0.72 +0,11¢de 7.32 + 1,189
R 6 6.64 £0,172 0.74 +0,10¢de 5.57 + 1,4Qbcd
R9 6.79 +0,102 0.76 +0,02def 4.45 + 1,108bc
R+EEO 0O 7.02 +0,08° 0.54 +0,112bc 8.00 £ 0,0f
R+EEO 3 6.93 +0,072b 0.72 +0,09cde 6.65 + 0,44def
R+EEO 6 6.64 £0,232 0.77 +0,03def 6.07 £ 0,95¢de
R+EEO 9 6.73 +0,132b 0.87 +0,06¢f 4.28 + 0,552

Los valores son promedios + SD (n =3). Donde C=control, R=recubrimiento y R+EEO= Recubrimiento més extracto

Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Duncan.
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Con respecto a la acidez, se observo una diferencia significativa (p<0.05) al

transcurrir el tiempo de almacenamiento, lo que puede deberse a la produccién de
acidos organicos por los microorganismos a partir de los aminoacidos como la
cisteina y metionina, entre otros, sin embargo, este incremento no es significativo
en el dia de tratamiento, es decir, que para el dia 0 no hay diferencia entre los tres
tratamientos, asi respectivamente con el resto de los dias. También se puede
observar que existe una relacion inversamente proporcional con el pH, es decir, al
transcurrir el tiempo la acidez aumentd, mientras el pH disminuy6 hasta el dia de
tratamiento 6. El intervalo de acidez para las muestras control fue de 0.47—-0.95%,
para las muestras con R de 0.43-0.7%, mientras que para las muestras de R+EEO

obtuvieron un valor de 0.54—-0.87%.

En cuanto a la CRA, el analisis estadistico indic6 diferencias significativas (p<0.05)
para los diferentes tratamientos al transcurrir el tiempo de almacenamiento,
observandose una disminucion progresiva para todas las muestras durante el
almacenamiento, oscilando entre 7.67-3.47, 8.0-4.45, 8.0-4.28 mL de NaCl para
control, Ry R+EEOQ, respectivamente. Esto se debe a que una disminucién en el pH
reduce la carga neta de la superficie de las proteinas musculares, causando su
desnaturalizacion parcial y disminuyendo su capacidad de enlazar agua (Huss,
1999). EI Ry R+EEO disminuyd la pérdida de agua en las muestras de filete durante
los dias 0 y 9, sin embargo, esta diferencia no fue significativa (p<0.05), es decir,
que para el dia 0 y 9 no existio diferencia entre los tratamientos, siendo igual con el
resto de los dias. Para el caso del R+EEO poco o ningun exudado de las muestras
recubiertas era visible, lo cual es un atributo importante ya que su presencia no es

atractiva para el consumidor (Vital et al., 2016).

4.4.1.1 Evaluacion de las propiedades Opticas

Para el caso del color, la variable L, que es la luminosidad, los resultados se
encontraron en un intervalo de 44.73 a 51.74, tal como se muestra en la tabla 21,

no existiendo diferencia significativa (p<0.05) para las diferentes muestras. Esto
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podria suponerse, ya que las PC caracterizadas previamente, mostraron valores

altos de luminosidad, por lo que la adicidén del recubrimiento y recubrimiento mas

extracto, no afecta este parametro.

Tabla 21. Propiedades de color en los filetes evaluados en los diferentes tratamientos.

Muestra L* ar b*
Co 47.67 £ 2.74%¢ 475+ 1,123¢ 9,03 + 0.78%
C3 48.15 + 2.123¢ 4,28 + 3.2]13kc 7.1+1.12%
C6 45,52 + 0.962¢  6.47 £ 1.54 9,54 + 3.25%
C9 50.78 £ 5.41 7.85+0.55¢ 12.83+ 1.67"
RO 51.74 £3.32° 6.18 £ 1.78° 10.87 + 2.563¢
R3 44,73 +£3.36% 6.34 + 1.64b¢ 10.71 £ 3.358abc
R 6 49.19 £ 4.16¢ 4.84 £0.6%¢  10.6 + 2.08abc
R9 41.97 + 2.062 7.57 £2.1¢ 10.22 £ 2.453
R+EEO 0 47.22 +4,533¢ 247 + 3.312b 171+ 1.779%
R+EEO 3 49.68 + 3.50¢¢ 0.97 £3.32 18.51 £1.20°
R+EEO 6  48.46 £ 1.0bc 1.82+2932 14.46+2.13
R+EEO 9 47.41+2.70%¢ 1,59 +0.152 13.09 £ 1.1bc

Los valores son promedios + SD (n =3). Donde C=control, R=recubrimiento y R+EEO= Recubrimiento més extracto

Las diferentes letras en la misma columna indican diferencia significativa (P < 0.05), de acuerdo con la prueba de Duncan.
Con respecto a las coordenadas cromaticas a* y b*, los valores presentaron
diferencia significativa (p<0.05) para los diferentes tratamientos, mostrando en el
caso de a*, un comportamiento positivo (0.97 a 7.85), que indica una coloracion con
tendencia al rojo, mientras que para la variable b*, los valores presentaron un
comportamiento positivo de igual forma (9.03 a 18.51), lo que indica una coloracién
con tendencia al amarillo. En el caso del control y R presentaron similitudes en las
variables, mientras que el R+EEO que tiene los valores mas pequefios de a*, la
tendencia es hacia un color rojo menos intenso, y para b* un amarillo mas opaco,
por lo que, considerando las 3 variables, las muestras presentaron una coloracién

rojo claro (fig.19).
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Figura 19. Filetes de carpa comun. a) Control, b) Recubrimiento y c) R+E. Dia cero (izquierda) y dia 9

(derecha).

4.4.3 Determinacién microbioldgica en los filetes de carpa comun

En esta parte de la investigacion resulté ser de gran importancia ya que la carga
microbiana es un parametro de las condiciones sanitarias con que se ha elaborado
y manejado un producto, ademas refleja también la calidad de la materia prima que
se ha empleado para su elaboracion y es un indicativo de la probable vida atil que
puede tener el alimento. Por lo anterior, los resultados obtenidos se muestran en la
tabla 22.
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Tabla 22. Andlisis microbiolégico de los filetes de carpa comun.

Parametro Fuente de origen

Filete de carpa (Cyprinus carpio)

E. coli Negativo

Salmonella Presencia

Los resultados muestran que en el caso de la bacteria E.coli, la cual se evalué solo
por presencia en las muestras, no fue detectada.

Por otra parte, fue aislada Salmonella spp., en todas las muestras evaluadas para
los diferentes dias, sin excepcion alguna del tratamiento utilizado; con recubrimiento
y recubrimiento mas extracto, asi como el respectivo control. A pesar de que el
ensayo antimicrobiano previo mostré resultados positivos contra este tipo de
bacteria, al incorporar a una matriz alimentaria como los filetes de carpa esta
inhibicién no se observo, en parte pudiera ser que la disminucion de la proporcion
del volumen de etanol utlizada viera afectada negativamente el efecto
antimicrobiano de la pelicula. Este tipo de comportamiento se podria atribuir también
al manejo sanitario que recibio la materia prima, en este caso el pescado fresco en
el lugar de la post-cosecha, donde Salmonella es un microorganismo comun de la
flota intestinal de los animales, o bien a la contaminacion ocasionada durante el
fileteado ya que este microorganismo puede permanecer en la superficies de los
equipos, utensilios y contaminar la materia prima (Quifiones et al., 2000; Rodriguez
Trivifo, 2015).

En lo que respecta a S. aureus, al contabilizar el nimero de colonias para los
diferentes tratamientos, el niumero de colonias se expresé como porcentaje de
inhibicién, en donde las colonias de la muestra control se tomaron como el 100%,
expresandose como el 0% de inhibicidn, con respecto a los tratamientos con el
recubrimiento. En la figura 20 se presenta el porcentaje de inhibicion al utilizar los
dos tratamientos; R y R+EEO. La incorporacion del R y el R+EEO presentaron un
porcentaje de inhibicion significativo (p<0.05), con respecto al control, observandose
que el R+EEO present6 un efecto de inhibicion superior al del R sin extracto para
los diferentes dias. Esto se debe a las propiedades antimicrobianas relacionadas a
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los componentes fendlicos del orégano debilitan la carga microbiana, ademas al ser

S. aureus una bacteria Gram-positiva, esta presenta mayor susceptibilidad por no

presentar una membrana externa y un espacio periplasmico como en el caso de las

Gram-negativas (Ceylan & Fung, 2004; Radha krishnan et al., 2014).
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Figura 20. Efecto de inhibicion de los recubrimientos sobre S. aureus.

4.4.2 Electroforesis desnaturalizante

En la figura 21 se muestra el perfil de pesos moleculares mediante la SDS-PAGE

de las muestras de filete de carpa a diferentes tratamientos durante el

almacenamiento.
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Figura 21. SDS-PAGE de filetes de carpa comun (Cyprinus carpio) almacenados a 4°C. M;
Estandar de peso molecular conocido. C; control, R; recubrimiento y R+E; recubrimiento +
extracto. DX; dia de tratamiento

Al transcurrir el tiempo de almacenamiento, se observa una disminucion de la
miosina, principal proteina que es susceptible a la oxidacién, desnaturalizacion e
hidrélisis, formandose péptidos de bajo peso molecular. La muestra que presenta el
recubrimiento, mostré un efecto protector ya que la disminucién de la miosina se
observa en menor grado, retardando asi la degradacién de los componentes
proteicos del pescado. Este efecto también fue observado por Morachis-Valdez
et al. (2017) para la misma especie aplicando una pelicula a base de quitosano bajo
condiciones de almacenamiento a bajas temperaturas.

4.4.4 Evaluacion del estrés oxidativo en filetes de carpa comuin

A continuacion, se muestran los cambios que se llevaron a nivel proteico y lipidico
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en los filetes de carpa comun a los diferentes dias de tratamiento correspondiente.

La oxidacion de lipidos en el pescado esta influenciada por varios factores como el
contenido de grasa, el grado de microsoma asociado con el sistema de oxidacion,
el contenido del grupo hemo y la presencia de iones (Morachis-Valdez et al., 2017).
Lo resultados de lipoperoxidacion se muestran en la figura 22. Se observé un menor
grado de LPX con respecto al grupo control en la muestra con recubrimiento y
recubrimiento mas extracto, excepto para el dia 3, en el cual el R+E fue mayor con
respecto al control. Los recubrimientos con fibra y extracto de orégano actian como
barreras que impiden el intercambio de gases, una vez que se aplican directamente
sobre la superficie, impidiendo y/o retardando que los acidos grasos poliinsaturados
con dobles enlaces reaccionen con el radical hidroxilo (HO) y el peroxinitrito RNS

(ONOO-), a través de un mecanismo de reaccion en cadena.
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Figura 22. Lipoperoxidacion (LPX) en filetes de Cyprinus carpio a distintos tratamientos durante el

almacenamiento a 4°C por 9 dias.

La oxidacién de las proteinas se asocia con la disminucién de los grupos sulfhidrilo,

cuyo producto se convierte en grupos disulfuro. Los resultados de PCC se muestran
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en la Figura 23. Se observo una reduccion significativa con respecto al grupo de

control (P <0.05) en la muestra con recubrimiento y muestra con recubrimiento mas
extracto. Los niveles de carbonilacion de proteinas fueron significativamente mas
altos en las muestras control, lo que indica que los filetes de carpa sufrieron estrés
oxidativo como resultado de la exposicién a una temperatura de refrigeracion sin
algun tipo de recubrimiento. Se sabe que las proteinas son atacadas por especies
de oxigeno reactivo (ROS), cuya interaccion induce la formacién de grupos
carbonilo y la pérdida de grupos sulfhidrilo que afectan a las propiedades
estructurales, funcionales y nutricionales en el pescado, por lo que el uso del
recubrimiento y recubrimiento + extracto de orégano vio reducido los posibles

efectos mencionados.
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Figura 23. Contenido de proteinas carboniladas (PCC) en filetes de Cyprinus carpio a distintos tratamientos

durante el almacenamiento a 4°C por 9 dias.
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CONCLUSIONES

La cascara de naranja resultd ser una buena fuente de RF cuyas condiciones

optimas fueron 60°C durante 6h con contenido de humedad final del 4.24%.

Fue posible la obtencion de peliculas biodegradables, elaboradas a base fibra de
cascara de naranja como un residuo agroindustrial en combinacién con suero de

leche, gelatina y glicerol como plastificante.

Las propiedades fisicas y mecénicas de las peliculas obtenidas fueron aceptables,
y dependieron de la concentracion e interaccibn de los componentes. Llas
propiedades mecanicas indicaron que un incremento en la concentracion de fibra y

gelatina incremento el modulo de Young, la resistencia a la ruptura, y la elongacion.

El andlisis de color demostr6 que el suero de leche modifica esta propiedad, ya que,

a mayor proporcion de suero, las peliculas se iban tornando menos translicidas.

Se observo que el orégano (Origanum vulgare L.) mostré un alto contenido de

compuestos fendlicos totales, asi como una alta actividad antioxidante.

Se determiné que el extracto etandlico de O. vulgare a una concentracion de 150

mg/mL (15%) fue mas eficiente que las otras concentraciones.

Las muestras con tratamientos diferentes no mostraron diferencias significativas
para las variables fisicoquimicas, mientras que los tratamientos con recubrimiento

presentaron una inhibicibn mayor respecto al control en S. aureus.

Se comprob6é que durante el tiempo de almacenamiento existi6 una mayor
degradacion de miosina cuando la muestra no contenia algun tratamiento. De igual

forma ocurrié para lipoperoxidacion y proteinas carboniladas
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RECOMENDACIONES

Es conveniente evaluar en la fibra obtenida, sus propiedades funcionales; la
capacidad de retencion de agua, la capacidad de retencion de lipidos y la capacidad
de hinchamiento. Tales propiedades pueden ayudar a valorar la calidad de la fibra

resultante de la deshidratacion.

Al caracterizar las diferentes peliculas, seria conveniente considerar el analisis de
permeabilidad al vapor de agua para observar el grado de permeabilidad en las
peliculas frente al vapor de agua y otro tipo de gases, asi como también un andlisis
de microscopia electronica de barrido para observar y comprender la interaccién de
los diversos componentes a un nivel microestructural en la matriz de la pelicula

comestible.

Realizar un estudio en el cual se pueda saber el porcentaje de absorcién que tiene

el alimento sobre el recubrimiento aplicado.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién para determinacion de compuestos fendlicos

por el método de Folin-Ciocalteu (Gutiérrez-Avella et al., 2008).
a) Preparacién de reactivos:

1. Disolucion patrén de acido galico. Pesar 0.1g de acido galico y aforar a un litro de

agua destilada. (Utilizar una solucion recién preparada).
2. Disolucién de carbonato de sodio al 20 %. Pesar 20 g de carbonato de sodio,
disolver en 40 mL de agua destilada y aforar con agua destilada en un matraz

aforado de 100 mL.

3. Reactivo de Folin Ciocalteu 1N. Diluir en relacién 1:1 (v/v) con agua destilada,

proteger de la luz.

Tabla 23. Valores de concentracion para la determinacion de compuestos fendlicos.

Tubos Ac. Galico* Folin (pL) Agitacion NazC0O320% H20 (uL)
(ML) (ML)
1 0 250 5 min 1250 500
2 20 250 5 min 1250 480
3 40 250 5 min 1250 460
4 60 250 5 min 1250 440
5 80 250 5 min 1250 420
6 100 250 5 min 1250 400

*A partir de una solucion de 0.1g/L

Posteriormente:

1. Incubar protegidos de la luz por 90 minutos a temperatura ambiente.

2. Leer en el espectrofotometro a 760 nm.
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Figura 24. Curva de calibracién de acido galico para determinacion de compuestos fendlicos

b) Preparacion de muestra

Extracto de orégano al 20%. Se tomaron 20 uL de cada extracto (acuoso y

etandlico) y se diluyeron en 80 uL de agua destilada, a partir de esta dilucion se

tomaron alicuotas para preparar los siguientes tubos:

Tabla 24. Valores de concentracion para la determinacion de compuestos fenélicos en muestra.

Extracto gL Folin (ML) Agitaciéon Na,CO320% (L) H20 (uL)

Blanco 0 250 - 1250 500
Acuoso 20 250 5 min 1250 480
Etanodlico 20 250 5 min 1250 480

Posteriormente:

1. Incubar protegidos de la luz por 120 minutos a temperatura ambiente.

2. Leer en el espectrofotbmetro a 760 nm.
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Anexo 2. Curva de calibracién para la determinacién de la capacidad

antioxidante mediante ABTSe* (Método de Lopez-Martinez et al., 2009)

Tabla 25. Valores de concentracion para la determinacion de capacidad antioxidante por ABTS.

Tubo Trolox* Metanol ABTS-*
(ML) (ML) (mL)
1 10 990 3
2 100 900 3
3 200 800 3
4 300 700 3
5 400 600 3
6 500 500 3

* A partir de Trolox 2 mM

Posteriormente:

1. Incubar protegidos de la luz por 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Leer en el espectrofotbmetro a 734 nm
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Figura 25. Curva de calibracion de Trolox para el ensayo de radical ABTS*
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Anexo 3. Curva de calibracién para la determinacién de la capacidad

antioxidante por el método DPPH+ (Método de Lopez-Martinez et al., 2009)

Tabla 26. Valores de concentracion para la determinacién de capacidad antioxidante por DPPH.

Tubo Trolox* (pL) Metanol (pL) DPPHe (mL)

1 10 990 3.9
2 25 975 3.9
3 125 875 3.9
4 250 750 3.9
5 500 500 3.9
6 750 350 3.9
7 1000 0 3.9

* A partir de Trolox 1.2 mM

Posteriormente:

1. Homogenizar e incubar protegidos de la luz por 30 minutos

2. Leer en el espectrofotdmetro a 515 nm.
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Figura 26. Curva de calibracion de Trolox para el ensayo de radical DPPH
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Anexo 4. Curva de calibracion para la determinacién de la concentracion de
bacterias por Mc Farland (Método de Sutton, 2011)

Un estandar de McFarland es una disolucién quimica de BaClzy H2SOg; la reaccion
entre estos produce un precipitado fino, BaSO4. Cuando se agita bien, la turbidez
de un estandar McFarland es visualmente comparable a una suspension bacteriana

de concentracion conocida como se indica a continuacion.

Tabla 27. Estandares de turbidez Mc Farland.

Estandar No. BaCl,al 1 % H»SO, al 1.0% UFC/mL (1x108)

(mL) (mL)

0.5 0.05 9.95 15
1 0.1 9.9
2 0.2 9.8
3 0.3 9.7

4 0.4 9.6 12

5 0.5 9.5 15

6 0.6 9.4 18

Posteriormente: Homogenizar en vortex y Leer absorbancia en el espectrofotdmetro
a 625 nm.
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Figura 27. Curva de calibracion Mc Farland
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Anexo 5. Elaboracion de geles de poliacrilamida

I. Elaboracién de reactivos:

e Amortiguador de corrida, pH 8.3 (5x). Pesar 9.0g base-tris, 43.28 de glicina
y 3g de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) y adicionar a 600 mL. Para una
corrida electroforética diluir 60 mL de amortiguador 5x en 240 mL de agua

desionizada.

e Amortiguador Tris-Glicina-EDTA. Pesar 10.4g de base-Tris, 6.9g de
glicina, 1.2g de EDTA, aforar a 1L, ajustar pH a 8.

e Amortiguador Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 (gel de separacién). Pesar 18.15¢g
de base-Tris y aforar a 100 mL, ajustar a pH con HCI 6N.

e Amortiguador Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 (gel compactador). Pesar 6.0g de
base-Tris y aforar a 100 mL, ajustar a pH 6.8 con HCI 6N.

e Amortiguador de muestras (reductor). Mezclar 10 mL de Tris-HCI| 0.5M pH
6.8, 16 mL SDS al 10%, 50mg de azul bromofenol, 12 mL de glicerol, 4 mL

de agua desionizada y 2 mL de 2-B-mercaptoetanol.

e Disolucién de acrilamida /bis. Pesar 14.6g de acrilamida, 0,4g de N'N'-bis-
metilen- acrilamida, disolver en 35 mL de agua y aforar a 50 mL. Almacenar
a4°C.

e Disolucion desteiiidora. Se prepara con acido acético, metanol y agua
destilada en proporciones de 10:40:50, respectivamente.

e Disolucion tefiidora. Se prepara con acido acético, metanol y agua destilada
en proporciones de 10:40:50, y 0.1% de azul comossie R-250.
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e Disolucion de urea. Pesar 120g de urea y aforar a 250mL con buffer Tris-
glicina-EDTA pH 8.

e Persulfato de amonio al 10%. Disolver 0.1 g en 1 mL de agua. Este reactivo

se prepara al momento de utilizar.

Il. Preparacién de los geles

A) Gel de separacion

Se prepararon 10 mL de gel de separacion utilizando una concentracion al 10%, tal

como se indica en la tabla siguiente:

H.0 Acrilamida/Bi  Amortiguad 10% SDS Persulfato de N, N, N',

(mL) S or (mL) amonio 10%  N"Tetrametilendiami
(mL) pH 8.8 (mL) (uL) na (TEMED) (uL)

4.1 3.3 2.5 0.1 50 5

Con la mezcla de los componentes a temperatura ambiente, se aplica vacio para
desgasificar durante 15 minutos, posteriormente se da paso a la polimerizacion
afiadiendo persulfato de amonio (10%) y TEMED. Inmediatamente se mezcla y
vierte la solucion entre las placas de vidrio previamente montadas. Transcurrido
unos minutos, adicionar 150 pL de agua y dejar reposar 20-30 minutos para

asegurar la gelificacion total.

B) Gel compactador

Se prepararon 10 mL de gel de separacion utilizando una concentracion de 5%, tal

como se indica en la tabla siguiente:
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H.0 Acrilamida/Bi  Amortiguad 10% SDS Persulfato de N, N, N',

(mL) S or (mL) amonio 10%  N"Tetrametilendiami
(mL) pH 6.8 (mL) (uL) na (TEMED) (uL)

5.7 1.7 2.5 0.1 50 10

De igual forma a la mezcla de los componentes se le aplica vacio para desgasificar
durante 15 minutos, posteriormente se da paso a la polimerizacion afadiendo
persulfato de amonio (10%) y TEMED. Se elimina el agua del gel anterior, y la
mezcla del gel superior se vierte sobre el primer gel. Inmediatamente se colocan los
peines para marcar los carriles. Dejar polimerizar 15-20 minutos para a asegurar la

gelificacion total.

Il. Preparacion de muestras

Para la extraccion de las proteinas miofibrilares de los filetes con y sin bioempaque
se pesaron aproximadamente 0.1g de cada muestra y se colocaron en tubos
eppendorf de 2mL, estos se etiquetaron conforme al tratamiento y dia
correspondiente. Se adicionaron 200 pL de disolucion de urea, 700 uL de buffer
muestra [disolucién de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10% + mercaptoetanol al
5% + azul de bromofenol al 0.05%+ glicerol, 0.5M Tris-HCI pH 6.8], y se
homogenizaron durante 15 segundos en un agitador. Estos se colocaron en bafio
maria a temperatura de ebullicion durante 10 minutos, se dejaron enfriar las

muestras y finalmente se centrifugaron a 3000 rpm durante 15 minutos.

V. Condiciones de electroforesis

Los geles se prepararon en dos placas de vidrio cuyas dimensiones fueron 72.101
mm, utilizando separadores de 0.75 mm y un peine del mismo espesor. Se

inyectaron 7 pL de muestra en cada carril del gel compactador (10% de
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poliacrilamida y 5% separador), y 5 yL para el marcador de peso molecular. Para el

corrimiento electroforético se virtio el buffer de corrida en la cAmara de electroforesis
(BIO-RAD Mini-PROTEAN I Cell), y el equipo se conectoé a una fuente de poder
(BIO-RAD Power Pak 300), con un potencial de 200 V y temperatura de 4°C, para
evitar asi el efecto Joule. Una vez colocada la muestra en los carriles, se deja correr
durante 55 min (hasta que el azul de bromofenol alcance la parte final del gel).
Terminado el proceso los geles se desmontaron para sumergirse en solucion
fijadora (100 mL de solucién destefiidora + 1 mL de formalina) por un periodo de 20
minutos. Se lavaron con agua destilada y se tifieron durante 60 minutos empleando
una disolucion azul de Coomasie R-250 0.1%. Finalmente se colocaron en solucién

destefidora hasta poder observar las bandas de las proteinas correspondientes.
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Anexo 6. Curva de calibracién para la determinacion de proteinas totales
(Método de Bradford 1976).

Las concentraciones de albumina se prepararon a partir de una disolucion de 1

mg/mL.
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Figura 28. Curva de calibracion para la determinacion de proteinas totales
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