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RESUMEN

La demanda creciente de alimentos mas nutritivos y de mayor vida de anaquel ha fomentado el
desarrollo de nuevos empaques, pero es indispensable que en la fabricacion se incluyan
materiales biodegradables para reducir la contaminacién ambiental. Por lo tanto, el desarrollo
de peliculas y recubrimientos comestibles para los alimentos requiere de la incorporacién de
compuestos bioactivos para aumentar su funcionalidad y capacidad protectora. El aislado
proteico de suero de leche (WPI) y el almidon nativo de papa (NPS) en combinacion generaran
peliculas con propiedades complementarias entre si. Por otro lado, recursos naturales de bajo
costo como los desechos agroindustriales, como las semillas del fruto de tamarindo, ofrecen una
alternativa méas en la obtencion de compuestos bioactivos que pueden ser incorporados a las
matrices de peliculas. En este trabajo se evalu6 el uso de un extracto polifenolico de las semillas
de tamarindo (TSE) en la formacion de peliculas comestibles a partir del WPI'y NPS, por lo que
se determinaron los cambios en sus propiedades mecénicas, antioxidantes y antimicrobianas.
Asi como la estabilidad de sus propiedades en el almacenamiento y su aplicacion bajo
condiciones de laboratorio en carne de cerdo molida con la adicion de 2% de NaCl. Lo anterior
se realizd en tres etapas: 1) Optimizacion de las condiciones de elaboracion de la matriz base
para las peliculas de WPI-NPS mediante la metodologia de superficies de respuesta, matriz en
la que posteriormente se incorporo el TSE. Por lo que se evalud la variacion inducida sobre las
propiedades mecanicas, color y antioxidantes durante el almacenamiento de las peliculas hasta
por 35 dias. 2) Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las peliculas WPI-NPS
incorporadas con TSE sobre sepas microbianas de interés en el sector carnico. La posible
sinergia del TSE con otro antimicrobiano como la nisina también fue evaluada. 3) Aplicacion
de las peliculas WPI-NPS sobre carne de cerdo molida frente a un factor pro-oxidante como es
el cloruro de sodio al 2%. Un sistema de evaluacién a partir de cilindros se uso6 para aplicar las
peliculas y determinar los cambios en el color, estabilidad oxidativa y antioxidante en la carne.
Los resultados fueron los siguientes: 1) Para optimizar la produccion de peliculas WPI-NPS se
obtuvieron las siguientes condiciones de elaboracion a partir de un disefio rotatorio central 23:
6.2 g/100 mL de glicerol en la solucién formadora de peliculas (FFS), a pH de 7.9 y temperatura
de desnaturalizacion proteica (PDT) de 76 °C, que predijeron las siguientes propiedades

mecénicas: E (Mddulo de Young’s) = 0.07 MPa, o (Fuerza a la tensiéon) = 1.94 MPa y %e
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(Porcentaje de elongacion) = 83.6 %, con una deseabilidad m&xima del modelo de 0.86. La
optimizacion fue constatada, produciendo peliculas control (sin la incorporacion de TSE) y
peliculas con dos diferentes niveles de TSE adicionado (1.26 y 12.6 mg/100 mL de FFS). Una
vez secas las peliculas, se evaluaron nuevamente sus propiedades, encontrando una mejora (p <
0.0001) en las propiedades mecanicas al incrementar en 8% el %e, y disminuir en 14% y 50%
los parametros de o y E, respectivamente. Las peliculas con TSE tuvieron una coloracion rojiza
persistente (p < 0.0007) durante el almacenamiento. Respecto a la actividad antioxidante
inducida por el TSE, esta aumentd hasta 2.7 veces. Cabe sefialar, que el TSE por si solo, tuvo
un contenido de polifenoles (187.0 + 0.11 mg GAE/qg) y actividad antioxidante (62.5 + 0.04%
para DPPH" y 45.6 + 0.14% para ABTS™) alta comparada con otras fuentes de antioxidantes.
Todas las caracteristicas de las peliculas adicionadas con TSE permanecieron estables, aun
después de 35 dias de almacenamiento. 2) Se determind la actividad antimicrobiana por la
técnica de difusion en pozos. El TSE tuvo actividad (p < 0.04) frente a E. coli, L. innocua y B.
thermosphacta, cepas microbianas de relevancia por su relacion con la salud del consumidor y
resistencia al procesado de los productos carnicos (temperaturas de refrigeracion, sales y largos
periodos de almacenamiento). Dicha actividad se redujo durante el proceso de formacion de las
peliculas (p < 0.02), especificamente en la FFS y después del secado en la fraccion soluble de
la pelicula. Sin embargo, en la prueba para encontrar una posible sinergia del TSE con nisina,
el resultado fue negativo, posiblemente, la actividad de la bacteriocina se redujo en presencia
de los polifenoles del extracto. 3) Previamente se implemento6 un sistema de cilindros de PVC
para colocar las peliculas u otro recubrimiento sobre el alimento, bajo condiciones de
refrigeracion (4 °C). Una funda de papel encerado (WPS) se us6 como control en la evaluacion.
La carne de cerdo (animales de una misma genética y alimentacion) con composicion constante
(4% de grasa) con 2% de NaCl afadido como factor pro-oxidante, se uso para evaluar la
actividad protectora por el uso de las peliculas. Cambios en la apariencia y en la estabilidad
oxidativa hasta por 14 dias de almacenamiento fueron evaluados. Adicionalmente, se genero
informacion de la posible liberacion y difusividad del TSE hacia la carne, al analizar la respuesta
a nivel superficial (primeros 5 mm de profundidad) e interna (entre 5y 20 mm de profundidad)
en el sistema cilindrico con carne. Respecto al TSE, resultd ser un compuesto sin difusividad de

la pelicula hacia el alimento, actuando principalmente a nivel superficial por contacto
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induciendo una menor (P < 0.0001) oxidacién lipidica y proteica; mientras que al interior de la
carne se observo una mayor (P < 0.02) luminosidad y actividad antioxidante. En la comparacion
de las diferentes peliculas a los 14 dias de almacenamiento, en la carne cubierta con las peliculas
de 12.6 mg de TSE se redujo la luminosidad y los tonos amarillos (p < 0.003), mientras que los
tonos rojos fueron constantes (p > 0.5). La actividad antioxidante por FRAP arroj6 las mayores
diferencias, manteniéndose constante cuando se usaron peliculas con 1.26 mg de TSE. La
oxidacion de la fraccién proteica y lipidica a los 7 dias de almacenamiento fue inversamente
proporcional a la concentracion de TSE usada en las peliculas. A los 14 dias de almacenamiento,
la oxidacion en la carne protegida con peliculas al bajo nivel de TSE fue baja, contrario a lo
observado con el nivel alto que increment6 la oxidacion al actuar como pro-oxidante. En
general, la elaboracion de peliculas comestibles a partir de WPI y NPS incorporadas con un
TSE, permitio la generacion de peliculas estables, con propiedades mecénicas optimizadas, y
actividad antioxidante y antimicrobiana extra, que lograron reducir los cambios oxidativos a
nivel superficial en un alimento susceptible a la oxidacién como es la carne, siendo 1.26 mg de

TSE la concentracion adecuada para aportar una proteccion extra a la carne de cerdo.



ABSTRACT

The growing demand of nutritive foods with a longer shelf life, has increased the development
of new packages; but it is indispensable that biodegradables materials are include in order to
decrease pollution. Therefore, the development of edible films and coats for food require the
incorporation of bioactive compounds to enhance its” functionality and protector capacity. The
way protein isolate (WPI) in combination with native potato starch (NPS) will generate films
with complementary properties inwardly. Otherwise, the low cost natural resources such as
agroindustrial wastes, like tamarind seeds, offer other alternative for the obtaining of bioactive
compounds which can be incorporate to the films matrixes. In this project changes in
mechanical, antioxidants, and antimicrobial properties by the use of a polyphenolic tamarind
seeds extract (TSE) in the elaboration of WPI-NPS edible films were evaluated. Also, the
storage stability of properties and the application under laboratory conditions in ground meat
added with 2% of NaCl were evaluated. All of the above, was done in three stages: 1)
Elaboration conditions optimization of WPI-NPS films matrix through response surface
methodology, after, in the same matrix the TSE was added. So that, the induced variation over
the mechanical, color, and antioxidants properties was measured during 35 days of storage. 2)
Evaluation of the antimicrobial activity in WPI-NPS films added with TSE against microbial
strains of interest for meat industry. The possible synergy between TSE with nisin was also
evaluated. 3) Application of WPI-NPS films over ground pork in the face of a pro-oxidant factor
such as 2% of sodium chloride, in an evaluation system of cylinders was used to determine
changes in the color, oxidation and antioxidant activity in the meat. The results were the
following: 1) For the manufacturing of the WPI-NPS films a central rotatory design 23 was
used, and the following conditions were obtain: 6.2 g/100 mL of glycerol in the film-forming
solution (FFS), at pH 7.9, and a protein denaturalization temperature (PDT) of 76 °C, that predict
the following mechanical properties: E (Youngs’ modulus) = 0.07 MPa, o (Tensile strength) =
1.94 MPa, and %e (elongation percentage) = 83.6%, with a maximum model desirability of
0.86. The optimization with a control films and WPI-NPS edible films with two different levels
of TSE (1.26 y 12.6 mg/100 ml of FFS) was verified. Once the films were dry, it’s properties
were evaluated again, finding an improvement (p < 0.0001) in the mechanical properties by the

increase of 8% of %e, and the decrease of 50% and 14% of o and E, respectively. The TSE films



had a persistence reddish coloration (p < 0.05) during storage. In regard to, the antioxidant
activity induce by TSE was increased up to 2.7 times. It should be noted, that TSE by itself, had
a high polyphenol content (187.0 £ 0.11 mg GAE/g) and an antioxidant activity (62.5 + 0.04%
for DPPH" and 45.6 + 0.14% for ABTS"™) compared with other antioxidant sources. All the
characteristics of films added with TSE stay stable, even after 35 days of storage. 2) The
antimicrobial activity evaluated by the wells diffusion technic. The TSE had activity (p < 0.05)
against E. coli, L. innocua and B. thermosphacta, these strains are relevant for the costumer
health because their resistance to the processing of meat products (refrigeration temperatures,
salts and a long storage periods). This activity decreased during the films formation process (p
< 0.02), specifically in the FFS and after drying process, in the film soluble fraction. However,
in the test made to find a possible synergy between TSE and nisin, the result was negative,
possibly, the bacteriocin activity was reduced in presence of the extract polyphenols. 3)
Previously was implemented a system of PVC cylinders to place the edible films or other coat
in contact with meat, under refrigeration conditions (4 °C). A wax-paper sheath (WPS) was
included as a control. The pork meat (from animals with the same genetic and feed) with a
constant composition (4% fat), with 2% of NaCl added (as a pro-oxidant factor) was used to
evaluate the protective activity by the used of the films. Appearance changes and oxidative
stability over 14 days of storage were evaluated. Additionally, information about the possible
release and diffusivity of TSE to the meat was generated by analyzing the response in a
superficial level (first 5 mm depth) and internally (between 5 to 20 mm depth) in meat cylinders
system. Regarding TSE, compound have not diffusivity from the film to the meat, acting mainly
at the surface level by contact inducing a lower (p < 0.0001) lipid and protein oxidations;
meanwhile in the interior of the meat a higher luminosity and antioxidant activity was
measurement (p < 0.02). In the comparison of the different films at 14 days of storage, the films
with 12.6 mg of TSE in the meat reduced (p < 0.003) the luminosity (L) and yellow tones (a*),
but red tones were constant (p > 0.5). The antioxidant activity by FRAP showed major
differences, staying constant when films with 1.26 mg TSE were used. The protein and lipid
oxidation fraction, at the 7 days of storage was inversely proportional to the TSE concentration
added in the films. At 14 days of storage, the oxidation remains low, only with the low TSE

addition level, contrary to the high level that increase oxidation to act as a pro-oxidant. In
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general, the elaboration of WPI-NPS edible films added with TSE, stable films were generated
with optimized mechanical properties, and extra antioxidant and microbial activity, which
achieved to reduce oxidative changes at superficial level of food susceptible to oxidation just
like meat, been 1.26 mg of TSE the adequate concentration to provide extra protection to the
pork.
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l. INTRODUCCION

Dos de los principales problemas en la conservacion de alimentos es el deterioro de origen
microbiano y las reacciones de oxidacion de lipidos y proteinas, que se reflejan en una reduccion
de la aceptacion por el consumidor, funcionalidad y calidad nutricional de los alimentos. Por lo
anterior, se han desarrollado diversas estrategias para reducir el deterioro de los alimentos,
dentro de ellas esta el uso de empaques que consitituyen una parte importante de los sistemas
de conservacion de alimentos (Han, 2000b; Quintavalla y Vicini, 2002; Suppakul et al., 2003;
Yam et al., 2005; Ouatara et al., 2000).

A través de los afios, los empaques han evolucionado para mejorar principalmente las
propiedades de barrera; actualmente, el desarrollo tecnolégico de estos materiales se enfrenta a
un mayor numero de retos; ya que el empaque ademas de actuar como una barrera estética de
proteccion también deberia brindar informacion al consumidor acerca de su estado de
composicion, poseer un disefio atractivo para lograr la diferenciacién del producto sobre otros
productos similares al captar el interés del consumidor y proveer proteccién activa al producto.
Sin embargo, el impacto ambiental por la industria productora de empaques sintéticos cobra dia
a dia mayor relevancia. Se estima que hasta el 2015 se generaron cerca 6,300 millones de
toneladas de residuos plasticos en el mundo y se preve que esta cifra crecerd a 12,000 millones
de toneladas para el 2050, contaminando principalmente a vertederos y océanos, debido a su
larga vida de méas de 500 afios en degradarse (Jambeck et al., 2015; Geyer et al., 2017). Por lo
que, el desarrollo de peliculas y recubrimientos biodegradables son la mejor alternativa en la
industria de los empaques para una gran variedad de alimentos, considerando que existen

matrices que pueden llegar ser comestibles por el consumidor.

Los materiales que conforman la matriz de las peliculas comestibles incluyen a las proteinas,
los polisacaridos y algunos lipidos, que pueden usarse de forma individual, en mezclas o en
emulsiones multiples. Los polisacaridos mas comunes son almidones nativos y modificados,
quitina, quitosano, alginato, dextrinas, pectinas y la celulosa o sus derivados. En el caso de
proteinas destacan por su funcionalidad y transparencia las proteinas de suero de leche, ademas

de otras como la caseina, colageno, gelatina, gluten, zeina y soya. En general, las peliculas



obtenidas de proteinas o polisacéridos tienen buenas propiedades de barrera pero tienden a
deshidratarse, por lo que se recomienda el uso de peliculas compuestas entre si, ademas de la
incorporacion de agentes plastificantes como el glicerol para mejorar las propiedades mecanicas
(Cao et al., 2007; Khwaldia et al., 2004; Kim y Ustunol, 2001; Tharanathan, 2003 y Wu et al.,
2002). Una ventaja adicional de las peliculas comestibles es el hecho de que pueden actuar como
acarreadores de compuestos activos como los antioxidantes y los antimicrobianos, los cuales
potenciaran la funcion protectora hacia el alimento, asegurando la calidad e inocuidad, con el
incremento de la vida de anaquel del producto. Las funciones protectoras seran directamente
contra los agentes responsables de alteraciones como la rancidez, decoloracion y desarrollo
microbiano. La adicion de agentes bioactivos como los antimicrobianos y antioxidantes en
materiales biodegradables para la fabricacion de peliculas y recubrimientos en la industria de
empaques para alimentos es un area en desarrollo, diversos grupos de investigacion en todo el
mundo realizan trabajos en este rubro (Ahvenaine, 2000; Cha y Chinnan, 2004; Han, 2000b;
Lungu y Johnson, 2005; Min et al., 2005, Min y Krochta, 2005; Ozcan, 2003; Ponce et al., 2008
y Pranoto et al., 2005).

Por otra parte, la obtencion de compuestos activos es un area de muchos avances, llegando a
usar hasta desechos agroindustriales con el fin de reducir costos y tener productos de actividad
multiple. Una alternativa son los agrorresiduos de la cosecha del fruto del tamarindo
(Tamarindus indica), donde México es de los principales productores a nivel mundial. Estos
residuos poseen un alto contenido de compuestos fendlicos que podrian actuar como
antioxidantes y antimicrobianos (Amarowicz et al., 1995 y 2008; Kroll y Rawel, 2001; Kumar
y Vaithiyanathan, 1990; Young et al., 1993).

El reto en el desarrollo de empaques activos como las peliculas comestibles, es incrementar su
actividad protectora con la inclusion de compuestos activos, sin disminuir sus caracteristicas
mecanicas, fisicoquimicas y de barrera. Las peliculas bi-componente son la mejor opcion por su
complementacién, sin embargo, la incorporacion de compuestos polifendlicos con actividad
antioxidante y antimicrobiana podrian modificar sus caracteristicas. Por lo anterior, es necesario

evaluar las peliculas comestibles incorporadas con compuestos bio-activos, especificamente



compuestos de facil produccién pero de gran complejidad en composicion, que serian parte de
un sistema para prevenir las reacciones de oxidacion y deterioro microbiano en alimentos debido
a sus posibles propiedades de barrera, antioxidantes y antimicrobianas. Cabe mencionar que el
uso de las semillas de tamarindo constituye una alternativa de bajo costo para la extraccion de

antioxidantes naturales al ser consideradas las semillas como un residuo agroindustrial.

1. HIPOTESIS Y OBJETIVO GENERAL

Hipotesis
Las propiedades de una pelicula comestible como empaque pueden modificarse por el proceso
y los compuestos usados en su produccion. Los polifenoles en las semillas de tamarindo son
compuestos muy variados en estructura y actividad que pueden reaccionar con otras moléculas
como proteinas y polisacéridos, aportando segun el grado de interaccién con los polimeros
actividad antioxidante y antimicrobiana. Por lo tanto, el uso de un extracto polifenolico de las
semillas de tamarindo en la produccion de peliculas proteina-almidén podria modificar las
caracteristicas de la pelicula y aportar actividad protectora frente a la oxidacion y el desarrollo

de microorganismos.

Objetivo general
Evaluar los cambios y estabilidad de las propiedades fisicoquimicas, mecéanicas y actividad de
peliculas bi-componente proteina-almidon producidas con la incorporacion de un extracto de
las semillas de tamarindo como fuente de compuestos polifendlicos con actividad antioxidante

y antimicrobiana; asi como su respuesta protectora al ser aplicadas en carne molida de cerdo.



I1l. DESARROLLO Y ESTABILIDAD ANTIOXIDANTE DE
PELICULAS COMESTIBLES INCORPORADAS CON UN
EXTRACTO DE LAS SEMILLAS DE TAMARINDO

1. Introduccion

La oxidacion de lipidos y proteinas es uno de los cambios nocivos mas comunes en los alimentos
debido a la formacion de olores y sabores indesables, cambios en la textura, pérdida de color y
nutrientes que disminuyen la vida util. La oxidacion de los lipidos también induce la
acumulacién de metabolitos tdxicos que pueden poner en riesgo la salud humana, ya que estan
relacionados con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, cancer, sindrome metabdlico,
entre otros (Skibsted, 2010). El uso de antioxidantes naturales presentes en frutas y verduras
podria prevenir la oxidacion debido a su contenido de polifenoles, que también disminuyen la
absorcion de productos finales dafiinos de la oxidacion de los lipidos dietarios (Kanner, 2007).
Desde este punto de vista, las semillas de tamarindo consideradas como residuos vegetales no
comestibles, incluidas las céascaras, representan una fuente eficiente y econdmica de
antioxidantes naturales en funcion de su contenido de polifenoles como la epicatequina,
diferentes formas de procianidinas y taninos (Sudjaroen et al., 2005, Tsuda et al., 1994), entre
muchos otros compuestos, que tienen la habilidad de reducir o capturar agentes generados por
las especies reactivas al oxigeno y nitrogeno. De acuerdo a Soong y Barlow (2004), la actividad
antioxidante evaluada por la técnica de FRAP (2486 umol/g) y el contenido fendlico (94.5 mg
EAG/g) en las semillas de tamarindo son més altas que otras frutas, como el aguacate (1484
umol/g y 88.2 EAG/g), la jackfruit (3 umol/g y 27.7 mg EAG/g) y el longan (1388 umol/g y
62.6 mg EAG/Qg). En adicion, el almidon de la semilla de tamarindo posee actividad antioxidante
y antimicrobiana (Chandra et al., 2016). Las semillas del tamarindo representan del 33 al 40%
de toda la fruta y la produccion mundial del fruto es de aproximadamente 500,000 tonelas
anuales (Croplindex, 2016). Por lo tanto, las 200,000 toneladas de semillas anualmente pueden

ser usadas como una fuente de antioxidantes naturales.



Otra estrategia para reducir la oxidacion en los alimentos es el uso de empaques o barreras
naturales que actian como proteccion contra el oxigeno, la luz y la humedad, con la inclusion
de compuestos bioactivos (antioxidantes y antimicrobianos) dentro de la matriz formadora para
extender la vida de anaquel de los productos donde son aplicados (Gémez-Estaca et al., 2014;
Pifieros-Hernandez et al., 2017). Por lo que, los extractos polifenélicos pueden ser facilmente
incorporados en peliculas y recubrimientos comestibles, que estan elaborados de capas de
polimeros como las proteinas y polisacaridos (Alvarado-Gonzélez et al., 2012; Falguera et al.,
2011; Siracusa et al., 2008; Villagdmez-Zavala et al., 2008). Sin embargo, la incorporacion de
compuestos como los polifenoles u otros compuestos bioactivos podrian inducir cambios en el
color, en las propiedades mecéanicas y en la permeabilidad al agua/oxigeno de las peliculas
(Flores-Martinez et al., 2017; Pifieros-Hernandez et al., 2017; Silva.Weiss et al., 2013; Talon et
al., 2017; Trezza y Krochta, 2000). Ademas estos compuestos podrian actuar como un ligante
cuando interacttan con los grupos funcionales de las proteinas y los polisacaridos que forman
la matriz de pelicula para mejorar las propiedades mecanicas, flexibilidad, resistencia al agua y
estabilidad térmica dependiendo de su naturaleza y concentracién (Damodaran et al., 2008; von
Staszewski et al., 2011). No obstante, hay pocos estudios en los cuales los antioxidantes de
residuos agro-industriales son adicionados a peliculas comestibles (Hernandez-Carrillo et al.,
2015). Una de las ventajas del uso de los residuos agroindustriales es que el costo como materia
prima para obtener los extractos antioxidantes es bajo, mientras se incrementa la diversidad de
compuestos y actividades que pueden ser obtenidas por la adicion de los polifenoles. Aun los
mismos compuestos antioxidantes presentan diferentes actividades, dependiendo de los
polimeros o materiales que conforman a la pelicula comestible, los procesos y condiciones bajo
las que se elaboran, y la concentracién a la que son incorporados (Mayachiew y Devahastin,
2010; Martins et al., 2012).

2. Antecedentes

Debido a los posibles cambios en el alimento después del procesado y la logistica de manejo
surgen una gama de empaques especializados (Suppakul et al., 2003 y Yam et al., 2005), entre
los que destacan: los “empaques inteligentes” que permiten el monitoreo de las condiciones de

los alimentos (Ahvenainen, 2000; Yam et al., 2005) y los “empaques activos” donde el empaque



a partir de su composicién y la interaccion con el alimento puede prolongar la vida de anaquel,
mejorar la seguridad microbioldgica y preservar las propiedades sensoriales del producto (Han
y Krochta, 2007; Min et al., 2005; Min y Krochta, 2005; Oussalah et al., 2004; Rojas-Grau et
al., 2006; Suppakul et al., 2003; Tapia et al., 2007). De manera general, los empaques tienen
diversas funciones (Yam et al., 2005): 1) Proteccion contra manejo, factores ambientales y
contaminacion, 2) Presentar o informar al consumidor sobre el estado del alimento, 3)
Conveniencia por las necesidades de la empresa y del consumidor, y 4) Control sobre las

caracteristicas fisicoquimicas del alimento.

2.1. Los empaques activos
Estos empaque puedan acarrear compuestos con actividad bioldgica que seran liberados de
forma controlada en la interfase con el alimento (Han, 2000a; Choi et al., 2001; Khwaldia et al.,
2004; Suppakul et al., 2003; Wu et al., 2002). Los compuestos con actividad bioldgica pueden
tener una o varias actividades (antioxidante, antimicrobiano y quelante de metales) y de acuerdo
a su modo de accion se pueden clasificar en: 1) los que el compuesto activo migra hacia la
superficie del alimento y 2) los que actdan sélo en la superficie del alimento sin que el
compuesto migre (Suppakul et al., 2003). Kim et al. (2000) sugieren que la actividad del
compuesto activo (CA) contenido en un empaque no depende solamente del grado de migracion

sino también de la naturaleza del medio en el cual se generd y liberd.

2.2. Peliculas y recubrimientos biodegradables y/o comestibles
Las peliculas y recubrimientos, tanto comestibles como biodegradables pueden ser considerados
como empaques activos al ser adicionadas de compustos bioactivos que pueden proteger al
alimento de cambios fisicoquimicos. La aplicacion de peliculas a los alimentos por si solas
ofrecen las siguientes ventajas: reducir la pérdida de humedad, prevenir la formacion de
exudado, retardar la oxidacion de lipidos y reducir la absorcion de compuestos volatiles que
deterioran el sabor (McHugh et al., 1993; Murillo-Martinez, 2008). La funcionalidad y
desempefio de las peliculas depende de la composicion de la matriz polimérica que las conforma,
de su proceso de elaboracion y para el caso de recubrimientos del método de aplicacién
(Arvanitoyannis et al., 1999; Choi y Han, 2002; Gontard et al., 1992; Mali et al., 2005;



Rodriguez et al., 2006; Rojas-Gral et al., 2006). La composicién de la matriz polimérica puede

tener su origen de proteinas y polisacaridos, en algunos casos se pueden incorporar lipidos.

En las peliculas producidas a partir de proteinas, los cambios inducidos por la elaboracion sobre
la fraccion proteinica pueden alterar sus propiedades mecénicas (Dawson et al., 2003;
Eswaranandam et al., 2004; Gennadios et al., 1997; Ko et al., 2001; Park et al., 2002; Were et
al., 1999 y Wooster et al., 2006). En general, las peliculas de origen proteinico son una barrera
pobre frente a la humedad (Pérez-Gago y Krochta, 2000), pero con buena impermeabilidad a
gases (Gontard et al., 1992; Han et al., 2000b). El proceso para la generacién de una pelicula a
partir de proteinas, involucra la desnaturalizacion y la formacion de enlaces cruzados, que
pueden ser covalentes, puentes de hidrogeno, interacciones hidrofébicas, interacciones
electrostaticas o fuerzas de VVan der Waals. Un incremento en la temperatura alterara los enlaces
disulfuro, en tanto que las interacciones electrostaticas se podrian favorecer con valores de pH
alejados del punto isoeléctrico (Guckian et al., 2005). La formacion de peliculas esta
fuertemente relacionada con la concentracion de proteina, temperatura de proceso, pH, fuerza
i6nica y composicién quimica (Maté y Krochta, 1995; Nagano et al., 1994; Renkema y Van
Vliet, 2004).

Las fuentes de proteinas de mayor uso en la elaboracion de peliculas y recubrimientos son el
maiz (zeina), el suero de leche (aislado proteinico de suero de leche), la soya (aislado proteinico
de soya) y el trigo (gluten y gluteina), que al ser combinadas con agentes plastificantes (glicerol
0 sorbitol) en solucion (Krochta y De Mulder-Johnson, 1997) favoreceran las propiedades
plasticas. El polimero proteinico mas usado es el aislado de suero de leche (WPI), en el que las
peliculas formadas son insolubles (Smith, 1994). EI WPI tiene una composicion aproximada de
90% de proteinas propias del suero, fraccionada en cuatro proteinas y componentes minoritarios

como lipidos, lactosa y minerales. La fraccion proteica contiene 20.5 % de a-lactoalbiminas y

49.5 % de B-lactoglobulinas (Kontopidis et al., 2004).

Las a-lactoalbuminas de masa molecular entre 15-16 kDa contienen residuos de &cido

glutamico y leucina en posiciones terminales, con un alto contenido de triptofano y cisteina; asi



como cuatro enlaces disulfuro. Las B-lactoglobulinas de masa molecular de 18.4 kDa contienen
162 residuos de aminoacidos en su estructura, con un grupo —tiol entre los residuos 119 y 121,
més dos enlaces disulfuro (Kontopidis et al., 2004). Este tipo de lactoglobulinas se pueden
asociar y disociar segun el pH del medio, a pH > 8.0 se generan monémeros, a pH entre 5.0 a
8.0 proliferaran los dimeros que pueden llegar a formar octdmeros cuando el pH baja a 3.5
(Gélvez et al., 2006). Cuando el contenido de grupos hidrofilicos disminuye, las interacciones
puente de hidrégeno/hidrofobicas se incrementan, dando como resultado las altas propiedades
mecénicas y de resistencia al agua (Kumar et al., 2008). El tratamiento térmico (50-70 °C) de
las proteinas conduce al desdoblamiento y la exposicion de las estructuras hidrofobicas (grupos
—SH y aminoécidos hidrofdbicos) seguidas del rearreglo y las interacciones moleculares entre
proteinas adyacentes, volviéndose insolubles y formando agregados (Onwulata et al., 2005 y
Towned y Gyuricsek, 1973).

Respecto al uso de carbohidratos, la mayor fuente son los almidones (Bello-Pérez et al., 2000)
conformado por cadenas de polisacaridos lineales (amilosa 30%) y ramificados (amilopectina
70%) de unidades de D-glucopiranosil. Los polisacéridos son polioles por tener muchos -OH
libres que pueden generar puentes de hidrogeno con el agua (Jansson, 2004; Mali et al., 2005;
Zobel, 1994). Las unidades de D-glucopiranosil en la amilosa forman una hélice con enlaces
o(1—4) de carécter lipofilico en el centro e hidrofilico en el exterior. La naturaleza hidrofilica
del almidon es una de sus mayores limitaciones en el desarrollo de peliculas (Arvanitoyannis et
al., 1998; Garcia et al., 2000; Krochta y De Mulder-Johnston, 1997; Huijbrechts et al., 2008;
Pagella et al., 2002), una alternativa es el uso de almidones modificados (Fringant et al., 1998;
Huijbrechts et al., 2008; Lafargue et al., 2007; Lopez et al., 2008; Shogren et al., 1993).
Dependiendo de la relacién amilosa/amilopectina presente en los almidones, se inducira la
formacion de distintas peliculas (Fang et al., 2005; Lopez et al., 2008; Soares et al., 2005). Si
los polimeros de una pelicula son termodindmicamente incompatibles puede haber separacion
de fases. Las peliculas pueden ser afectadas por la estructura y masa molecular, temperatura de

gelificacion, plastificante, pH y fuerza idnica (Narchi et al., 2009; Tolstoguzov, 1994).



2.3. Peliculas bi-componente y su interaccion con los plastificantes

La produccion de peliculas bi-componente tiene la ventaja de reducir costos en la materia prima
usada, pero requiere de la investigacion para modificar y adecuar los procesos de elaboracion
(Avérous et al., 2001; Gennadios et al., 2002; Krochta y Miller, 1997). Las proteinas y
polisacaridos son los mas utilizados en peliculas bi-componente por su gran habilidad de
establecer interacciones poliméricas y crear una red continua responsable de sus propiedades
funcionales (Gennadios et al., 1997; Giancone et al., 2008; Krochta y De Mulder-Johnson,
1997). Impresindiblemente, se recurre al uso de plastificantes para aumentar la flexibilidad y
disminuir la permeabilidad al vapor de agua, por la reduccién de las atracciones
intermoleculares entre las cadenas poliméricas adyacentes de proteinas y carbohidratos. Los
plastificantes mas importantes son el agua, el glicerol y el sorbitol (Donhowe y Fennema, 1993;
Galdeano et al., 2008; Garcia et al., 2000; Gontard et al., 1993; Miller et al., 2007; Romero-
Bastida et al., 2005).

Arvanitoyannis et al. (1998) encontraron que a mayor cantidad de glicerol (15, 20 y 25 g/100
mL) en peliculas almidén-proteina, la fuerza de tensidén disminuia, pero la deformacion
aumentaba, comportamiento contrario se observé a bajas concentraciones de glicerol (2, 5, 8y
10 g/100 mL). Para peliculas a base de almidones, se han utilizado el glicerol y sorbitol
(Arvanitoyannis y Biliaderis, 1998; Arvanitoyannis et al., 1998; Gaudin et al., 1999; Myllarinen
et al., 2002; Rodriguez et al., 2006; Romero-Bastida et al., 2005; Soares et al., 2005), sin
exceder el contenido total de plastificante en un 25% (Bazuin y Eisenberg, 1986). El uso de
surfactantes a la solucion formadora de la pelicula también podria ayudar a disminuir la
permeabilidad al vapor de agua, ya que se incorporan moléculas con caracteristicas
hidrofobicas. Al respecto, Rodriguez et al. (2006) adicionaron glicerol y Tween 20 (como
surfactante) en la generacion de peliculas a partir de almidén de papa (2% p/p) encontrando un
efecto sinergico; a 20% de glicerol y 5% de Tween 20, reflejado en un aumento de la elongacion

y disminucion de la fuerza de tension.

Por otro lado, Romero-Bastida et al. (2005) reportaron que en la elaboracién de peliculas

comestibles con almidon de mango y platano (al 0.03%) maés glicerol (0.015%) y dos formas de



preparacion de las soluciones formadoras de peliculas (en frio con NaOH y sélo con calor); la
gelatinizacion en caliente arrojo los mejores resultados para las propiedades mecénicas (fuerza
a la tension, elasticidad y elongacion), permeabilidad al vapor de agua y solubilidad. EI WPI
adicionado con agentes plastificantes (glicerol y sorbitol) forma peliculas insolubles en agua,
transparentes, de aroma y sabor suave, flexibles y blandas, biodegradables y con excelentes
propiedades mecanicas (Jiancai y Hongda, 2000; Mate y Krochta, 1996; Miller et al., 1998).
Los metabolitos secundarios de plantas, frutas, semillas y verduras, como son los compuestos
fenolicos, incluidos &cidos organicos, flavonoides, antocianinas y taninos, podrian tener
propiedades plastificantes, ademéas de la ya conocida actividad antioxidante y antimicrobiana.
Una importante caracteristica de los polifenoles es su capacidad de unién con proteinas y
carbohidratos, la formacién de complejos solubles e insolubles a través de puentes de hidrogeno
y enlaces hidrofdobicos (Barry et al., 1986 y Spaargaren, 2000). Se ha observado que las
interacciones tanino-proteina ocurren en un intervalo de pH de 3.5 a 7.0; ademéas de que los
taninos libres pueden reaccionar con otras proteinas, carbohidratos, minerales y enzimas

digestivas, dando lugar a nuevos complejos (L6pez et al., 2004; McNabb et al., 1993).

2.4. La semilla de tamarindo como fuente de compuestos polifendlicos
El fruto del tamarindo se encuentra dentro de la familia de las leguminosas (Caesalpiniaceae) y
se compone de: semillas en un 33.9%, de pulpa con un 55.0% y 11.1% de fibra-cascara; ademas
de ser un producto rico en azUcares, acidos organicos, pectinas, vitaminas (tiamina y niacina) y
minerales (fésforo y potasio); de alto uso en la cocina oriental (Carasek y Pawliszyn, 2006;
Gunasena y Hughes, 2000). El fruto contiene varias semillas (3-10) envueltas por una pulpa
fibrosa de color café oscuro y los estrechamientos parciales de la vaina corresponden al nimero
de semillas (Salunkhe y Desai, 1984). El polvo obtenido de los nucleos de las semillas, puede
ser usado en bebidas, panificacion, peliculas y geles (Bhattacharya et al., 1991 y 1994); y como

reemplazé del almidén de algoddn y su uso en la industria papelera (Goyal et al., 2007).
Algunos estudios indican que el extracto del fruto de tamarindo es rico en compuestos

polifendlicos, reduce la arterioesclerosis progresiva y el estrés oxidativo en animales de

laboratorio (Martinello et al., 2006). Komutarin et al. (2004) reportaron que los flavonoides son
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los mayores constituyentes en el extracto del recubrimiento de las semillas del tamarindo.
Kanashiro et al. (2007) y Tsuda et al. (1993, 1994 y 1995) encontraron rutina, un compuesto
glicosilado del flavonoide quercetina, ademas de otros compuestos como 2-hidroxi-3’,4’-
dihidroxiacetofenona, metil 3,4-dihidroxibenzoato, 3,4-dihidroxifenilacetato y (-)-epicatequina,
en adicion a proantocianidinas oligoméricas. Debido a la gran variabilidad de compuestos
polifenolicos presentes en las semillas de tamarindo, un extracto crudo obtenido de las semillas
podria modificar las caracteristicas plasticas en peliculas bi-componente, induciendo cambios
en las propiedades mecanicas y caracteristicas fisicoquimicas con el aporte extra de actividad

antioxidante, manteniéndose ain bajo condiciones prolongadas de almacenamiento.

3. Objetivo
Evaluar los cambios en las caracteristicas fisicas, antioxidantes y propiedades mecanicas de
peliculas proteina-almidon incorporadas con un extracto de las semillas de tamarindo; asi como

su estabilidad durante el almacenamiento.

4. Materiales y metodos
4.1. Reactivos

El aislado proteinico de suero de leche (WPI) de Davisco Foods International, Inc (Le Sueur,
MN, USA) y almidon nativo de papa (NPS) de FABPSA® (México) se usaron para la
elaboracion de las peliculas. Las semillas de tamarindo se recolectaron en el estado de Guerrero
(México), las cuales se secaron a 40°C por 24 h en un horno de conveccion natural (FE291-AD,
Felisa, México) y molieron en un molino de granos (Thomas Wiley® Mill Model 4, Arthur H.
Thomas Company, Philadelphia, PA, USA). Las semillas molidas fueron tamizadas (U.S.
Standard Sieve Series, No. 100, Dual Manufacturing Co. Chicago, USA) vy el contenido de
humedad final fue de 9.5%. Los reactivos de Folin-Ciocalteu’s, 2,2-difenilpicrilhidrazil
(DPPH"), 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS™) fueron grado analitico de
Sigma Aldrich (Steinheim, Alemania).
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4.2. Caracterizacion del extracto polifendlico de la semilla de tamarindo
4.2.1. Extraccion
La extraccion se realizé segun lo reportado por Siddhuraju (2007). El extracto de semilla de
tamarindo (TSE) fue obtenido mediante una extraccion en etanol de las semillas molidas (1:10)
a 25 °C y agitacion constante (Laboratory Stirre/hot plate, Corning PC-420D, México) a 400
rpm por 24 h para ser filtrada (Papel Whatman® No. 4). El solvente fue evaporado en un
rotavapor al vacio (RV0551, Janke & Kunlel, Staufen, Alemania) a 40 + 0.08 °C. El TSE seco

final fue almacenado en frascos ambar a -20 °C hasta su analisis.

4.2.2. Caracterizacion del TSE
4.2.2.1.Contenido de polifenoles y flavonoides

El contenido total de polifenoles fue determinado segun Singleton y Rossi (1965). Una alicuota
de 100 pL (1 g/100 mL de etanol) del TSE fue mezclada con 600 pL del reactivo de Folin (2N)
y 2 mL de Na2COs (20% p/v). Después de 40 min de incubacién a temperatura ambiente, la
absorbancia fue medida a 725 nm en un espectrofotometro (Varian Cary 50 Bio UV/Vis, Varian
Inc. Agilent, CA, USA). EIl contenido de polifenoles se report6 como mg equivalentes de acido
galico (EAG)/g de TSE seco. El contenido de flavonoides fue deteminado siguiendo la
metodologia de Miliauskas et al. (2004) y modificaciones de Kim et al. (2003) y Skerget et al.
(2005). Se tomaron 1.25 mL de agua destilada, 0.25 mL del extracto en solucién y se adicionaron
75 uL de NaNO- (5%) para dejar reposar durante 6 min. Posteriormente, se adicionaron 0.15
mL de tricloruro de aluminio en etanol (20 g/L) para reposar 5 min mas; finalmente se agregaron
0.5 mL de NaOH 1M y se completd el volumen a 2.5 mL. La absorbencia se ley6 a los 25 min
a una longitud de onda de 510 nm. Los resultados fueron expresados como mg equivalente de
catequina/g de TSE seco.

4.2.2.2 Actividad antioxidante
La actividad antioxidante (AnA) del TSE fue medida por el método de secuestro del radical
DPPH* (Brand-Williams et al., 1995) a 515 nm, y el método de inhibicién del radical ABTS™
(Re et al., 1999) a 734 nm. El reactivo DPPH" fue preparado en etanol (0.025 g/L) y el ABTS™

fue formado por la mezcla de ABTS (7mM) con persulfato de potasio (2.45 mM), en este ultimo
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después de 16 h la absorbancia se ajust6 a 0.70. La reacciéon se llevo a cabo con 10 uL de TSE
y 990 pL de la solucién de ABTS™ o DPPH' e incubadas a temperatura ambiente; ambas
reacciones fueron reportadas como el % de inhibicién después de 7 y 30 min de incubacion,

respectivamente.

4.2.3. Formacion de las peliculas bi-componente
Las peliculas fueron elaboradas como previamente se describié por McHugh y Krochta (1994).
El aislado de proteina de suero de leche (WPI, 6.96 g) y el glicerol fueron disueltos en 80 mL
de agua destilada y homogenizados a 12,000 rpm durante 1 min (Ultra Turrax 1K-T18, Staufen,
Alemania). Posteriormente el pH fue ajustado usando un pH-metro (Hanna HI 3222 pH
(ORP/ISE meter y electrodo de vidrio HI 1131, Hanna Ins, Rumania) y soluciones de HCI
(0.1M) o NaOH (0.1M) segundo las necesidades del cuadro 1. La solucion fue colocada en un
bafio Maria por 25 min con agitacion (400 rpm) a las diferentes temperaturas de
desnaturalizacion proteinica (PDT). Las soluciones de almiddn nativo de papa (10.44 g) fueron
disueltas en 20 mL de agua destilada a 65°C y agitadas durante 3 min (Romero-Bastida et al.,
2005) con previo ajuste del pH a los diferentes valores de estudio. Ambas soluciones fueron
mezcladas, y la mezcla resultante se llam6 “solucion formadora de peliculas” (FFS). Treinta
mililitros de cada FFS fueron vertidos en superficies de vidrio de 225 cm? y colocadas en un
gabinete de humedad y temperatura contraladas (25 + 0.8 °C y 32 + 1.0% de humedad relativa)

por 48 h para su secado.

4.2.4. Propiedades mecénicas de las peliculas comestibles
Las propiedades mecanicas (porcentaje de elongacion = %eg, fuerza a la tension antes de la
ruptura = o y el modulo de Young = E) de las peliculas fueron evaluadas después de ser
acondicionadas a 50+3% de humedad relativa con una solucién saturada de Mg(NO3)2 a 20 °C
por 24 h. Se usé un analizador de textura (CT3 Texture Analyzer, y TexturePro v1.2 Build-9-
CT software, Brookfield Eng. Lab, Inc., Massachussetts, USA) con pinzas para tension
separadas 50 mm, a una velocidad de estiramiento de 10 mm/min, con una capacidad de carga
de 1 Newton y una sensibilidad de 0.5 Newtons (Perez-Gago y Krochta, 2001). Las propiedades

mecanicas fueron obtenidas directamente por el software.
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4.2.5. Optimizacion de las peliculas por la metodologia de superficies de respuesta
La optimizacion de la pelicula se basé en la variacion de la cantidad de plastificante, el pH de
la solucién WPI-NPS vy la temperatura de desnaturalizacion de las proteinas (PDT), factores que
pueden regular la formacion de la red de pelicula. EI contenido de glicerol (Gly) vario de 2.3 a
6.3 9/100 mL de solucién, la PDT de 75 a 95 °C y el pH de la solucion WPI de 5 a 9. La
metodologia incluyd un disefio rotatorio central con tres factores para generar superficies de
respuesta y obtener una pelicula con un alto %g, y valores bajos en ¢ y E (McHugh y Krochta,

1994) que son propiedades que caracterizan a las peliculas sintéticas.

El arreglo experimental incluyd ocho combinaciones de un disefio basico 2”3, seis puntos
axiales y un punto central (replicado 6 veces), para obtener 15 corridas experimentales (Cuadro
1). El modelo evaluado fue Y = A + Bx + Cy + Dz + Ex? + Fy? + Gz? + Hxy + Ixz + Jyz, donde
las letras mayusculas son los coeficientes de regresion lineal, cuadréticos y de la interaccion, y
“A” el término constante. Las letras mintsculas son los factores optimizados (x = Gly, y = pH
y z = PDT). Posteriormente, las peliculas se elaboraron con la combinacion final seleccionada

de estos factores, y fueron agregadas con el extracto de semillas de tamarindo.

4.2.6. Peliculas bi-componente con extracto de semillas de tamarindo y su
caracterizacion
4.2.6.1. Elaboracion de las peliculas comestibles
La incorporacién del TSE en las peliculas comestibles fue estudiado a dos concentraciones: 1.26
y 12.6 g/100 mL y una pelicula control (sin la incorporacion de TSE). El extracto de semilla de
tamarindo fue adicionado a la FFS de la pelicula optimizada (mediante la metodologia de
superficies de respuesta) después de ser enfriadas a 20 + 0.8 °C siguiendo los procedimientos

descritos en la seccion “Formacion de las peliculas bi-componente”.

4.2.6.2. Caracterizacion y estabilidad de las peliculas con TSE durante el
almacenamiento
El color, las propiedades mecénicas y antioxidantes de las peliculas fueron determinados

después de 72 h (48 h de formacion de la pelicula mas 24 h de acondicionamiento). Doce
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peliculas de cada nivel de TSE fueron usadas. Las muestras fueron enrrolladas para tener un
diametro interno de 1 cm, colocadas en bolsas resellables de 18 x 20 cm, y almacenadas en una
camara con tempertura y humedad controladas (25 °C y 32% de HR) durante 1, 15, 25 y 35 dias.
En cada tiempo se realizaron las siguientes determinaciones: las propiedades mecanicas fueron
medidas como se describié en la seccion 4.2.4. “Propiedades mecanicas de las peliculas
comestibles”. El color (L*, a* y b*) de las peliculas fue medido segun Siripatrawan y Harte
(2010) con un colorimetro Minolta (Minolta CM-3600d; Tokio, Japén) a 1.5 cm de apertura e
iluminante D-65/2°. El espesor de las peliculas fue medido con un micrémetro digital (293-
811/MDC-1, Mitutoyo, Japon) y el porcentaje de material soluble (%SM, después de solubilizar
las peliculas en agua destilada a 25 °C) fue determinado por la diferencia de pesos antes y
después de solubilizar (Romero-Bastida et al., 2005). La fraccion soluble en agua (WSF) fue
separada de las peliculas no solubilizadas mediante fitracion; la WSF se almacené a -20 °C para
la determinacién de la AnA. La AnA de las peliculas se midié en la WSF y en la FFS por los
métodos de DPPH'y ABTS"™. Ambos ensayos fueron adaptados como métodos para evaluar

indirectamente la AnA de las peliculas (Arcan y Yemenicioglu, 2014).

4.2.7. Anélisis estadistico

Para la optimizacion, los modelos de superficie de respuesta fueron analizados usando el
software STATGRAPHICS® Centurion XV, V.15.2.05 (StatPoint Technologies, Inc.,
Warrenton, VA, USA). Los datos de las propiedades fisicas y mecanicas, de color y AnA fueron
expresados como la media + desviacion estandar o la raiz del cuadrado medio del error. Un
ANDEVA de dos vias y una prueba de comparacion multiple de Dunca fueron aplicados
mediante el software SPSS® 10.0 (SPSS Inc. Chicago, Il, USA). La estabilidad de las peliculas
durante el almacenamieno fue analizada por un Analisis de Componentes Principales (Software
XLSTAT 2015.4, Addinsoft, NY, USA).
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5. Resultados y discusion
5.1. Optimizacion de las peliculas comestibles WPI-NPS

En la figura 1 se muestran las superficies de respuesta de cada propiedad mecénica (A a F)
analizada en las peliculas y los modelos finales de la optimizacion (G y H). Pocas
investigaciones realizan procesos de optimizacion en las peliculas, aunque es una herramienta
efectiva para evaluar sus propiedades (Perez-Gago y Krochta, 2001). Las gréficas de superficies
de respuesta son el resultado de los datos presentados en el cuadro 1, donde los contornos
representan el area de la respuesta proyectada en dos ejes y las superfices cuadriculadas la
respuesta tridimensional. El cuadro 2 muestra los coeficientes para cada variable respuesta (p <
0.05).

La fuerza a la tension (o) se refiere a la maxima resistencia a una tension que una pelicula puede
soportar mientras se estira antes de romperse, y depende de las condiciones de elaboracién de
la misma. Los cuadros 1 y 2 muestran que los valores de ¢ fueron de 2.5 a 14.0 MPa y que solo
los términos cuadraticos afectaron la respuesta (p < 0.001). La figura 1A muestra la superficie
de respuesta de ¢ a 70 °C, donde el valor mas bajo fue obtenido con valores de Gly > 4.9 g/100
mL de FFS. Pero, si el Gly se incrementa a 6.0 g, independientemente de las condiciones de pH
(6-8) y de las condiciones de PDT (80-90 °C), la o puede ser > 5.0 MPa (Figura 1B). Esta
respuesta podria ser afectada con bajas concentraciones de Gly, preservando las interacciones
entre cadenas de proteinas, reduciendo la flexibilidad. Las mejores propiedades en peliculas con
WPI se han encontrado a pH > 7.0, y resultados similares han sido reportados (Anker et al.,
2000; McHugh y Krochta, 1994).

La figura 1C y 1D muestran las respuestas para %g, en las cuales el valor mas alto (=105%,
segun lo predicho por el modelo) fue observado a 70 °C de PDT en el intervalo de pH de 7.0 a
8.0 con diferentes concentraciones de Gly (3.3 a 5.3 g/100 mL de FFS). Varios reportes indican
que cuando la temperatura del proceso es > 75 °C, la formacion de polimeros y copolimeros de
proteinas globulares es inducida, formando una red compleja menos resistente (Floris et al.,

2008; von Staszewski et al., 2011). Este fendmeno fue observado en las peliculas formadas a
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PDT > 80.0 °C con bajos valores de pH (6.0 a 7.0), que presentaron valores de elongacién <
80%.

El cuadro 2 muestra los coeficientes de regresion, donde el factor pH afectd positivamente el
%e, y negativamente la PDT en los términos lineales, mientras que los términos cuadraticos
fueron significativos para Gly y pH (p < 0.001). Altos valores de pH favorecen los enlaces S-S,
pero a bajos valores, los grupos —SH son protonados y pierden reactividad, disminuyendo las

porpiedades elasticas en las peliculas (Shimada y Cheftel, 1988).

El mddulo de Young (E) es una calculo de la rigidez, en el cual altos valores sugieren la mejor
estabilidad de la red (Perez-Gago y Krochta, 2001). La superficie generada se afectd por el pH
y la PDT (Cuadro 2), quienes ejercieron un efecto lineal (p < 0.01) y cuadratico (p < 0.03), y
que ademas la interaccion pH*Gly fue significativa (p < 0.02). A 70 °C de PDT, el uso de Gly
(4.5a5.3 9g/100 mL de FFS) y pH (7.0 a 8.0) generaron valores bajos de E (< 0.15 MPa) como
se muestra en la Figura 1E. La figura 1F muestra la superficie de respuesta para E a 6.0 g de
Gly/100 mL de FFS; donde el modulo de Young’s decrecié de 0.35 a 0.05 MPa en funcién de
laPDT < 80 °C a altos valores de pH (> 6.8).

Resultados similares fueron reportados para peliculas desarrolladas con WPI y condiciones
similares (Anker et al., 2000; Gounga et al., 2007). Las peliculas con pH acidos (5-6) mostraron
deficiencias en sus propiedades mecanicas, como se indico por la generacién de complejos
insolubles que precipitaron durante el proceso de secado y que comprometieron la integridad
fisica de las peliculas (Anker et al., 2000).

La figuras 1G y 1H muestran la conveniencia para Gly y pH a PDT constante de 70 °C; y a pH
y PDT a Gly constante de 6.2 g/100 mL, respectivamente. Las condiciones optimas de
elaboracion fueron 6.2 g/100 mL de Gly en la FFS a pH de 7.9, y una PDT de 76 °C, las cuales
predijeron los siguientes valores mecanicos: E = 0.07 MPa, ¢ = 1.94 MPa y %¢e = 83.6%, con
una deseabilidad maxima de 0.86. Estas condiciones fueron usadas en la siguiente etapa que

consisitio en la incoporacion del TSE.
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Cuadro 1. Propiedades mecanicas para las combinaciones experimentales en la produccion de

peliculas proteina-almidon por modelos de superficie de respuesta. @

Fuerzaala ., Modulo de
., ., Elongacion .
Combinacion tension (o, % ) Young's
MPa) (E, MPa)
Glicerol, pH Temperatura,
g/100 mL °C
3.3 6 80 12.15+1.236 58.51+3.505 0.31+0.010
3.3 6 90 14.01 £ 0.903 46.91 +6.624 0.42 +0.035
3.3 8 80 11.60 + 0.659 70.48+1931 0.36+0.013
3.3 8 90 13.58 +1.419 60.27 £3.550 0.47 +0.026
5.3 6 80 8.09 £ 0.132 53.08 +4.357 0.37 £0.027
5.3 6 90 8.69 + 0.469 49.66 +5.155 0.36 + 0.017
5.3 8 80 4.74 + 0.160 70.65+8.090 0.21 +0.022
5.3 8 90 5.81+£0.385 75.40+£5.820 0.23+0.028
2.3 7 85 2.47 +0.514 82.01+4.058 0.04 £0.020
4.3 5 85 3.94 £ 0.796 6.80+£1.024 0.48 £0.027
4.3 7 95 7.82 £0.093 68.02 £5.118 0.26 £0.018
4.3 7 75 8.83+0.488 111.68 +4.154  0.08 £ 0.011
4.3 9 85 7.02 £ 0.663 72.05+4.284 0.13+0.041
6.3 7 85 9.51+0.173 73.42+3.183 0.14 +0.028
4.3 7 85" 12.54 + 1.246 89.17 £6.043 0.13+0.018

2 Los resultados son expresados como la media + desviacion estandar (n=3). ® Media + desviacion

estandar (n=6).
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Figura 1. Superficies de respuesta para: (A) fuerza a la tension a PDT 70 °C; (B) fuerza a la
tension con Gly 6.0 g/100 mL de FFS; (C) elongacion a PDT 70 °C; (D) elongacion con
Gly 6.0 /100 mL de FFS; (E) Modulo de Young’s a PDT 70 °C; (F) Mddulo de Young’s
con Gly 6.0 g/100 mL de FFS; (G) Condiciones optimizadas en peliculas WPI-NPS a
PDT 70 °C y (H) Condiciones optimizadas en peliculas WPI-NPS con Gly 6.0 g/mL de
FFS.
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Cuadro 2. Coeficientes de regresion de los modelos de superficie de respuesta en la elaboracion

de peliculas optimizadas proteina-almidon.

Coeficiente Fuerza a la tension Elongacion Modulo de Young's
(o, MPa) (g, %) (E, MPa)
RC SE P RC SE P RC SE P
A -351.99 -616.27 8.61
Bx 12.09 0.81 N.S. -32.90 298 N.S. 0.32 0.03 N.S.
Cy 2242 0.81 N.S. 200.48 2.98 0.001 -0.66 0.03 0.001
Dz 6.12 0.81 N.S. -1.35 298 0.001 -0.16 0.03 0.010
Ex? -1.48 0.65 0.001 -3.86 2.38 0.001 - - -
Fy? -1.61 0.65 0.001 -13.43 2.38 0.001 0.06 0.02 0.001
Gz? -0.04 0.65 0.010 - - - 0.001 0.02 0.030
Hxy - - - - - - -0.05 0.04 0.020
R? 0.55 0.81 0.62

Los términos Lineles, cuadraticos e interacciones se muestran para cada propiedad mecéanica. Letras
mayusculas corresponden a los coeficientes de regression; X, y & z corresponden al contenido de glicerol,
pH vy temperatura de desnaturalizacion proteica, respectivamente. RC = valor del coeficiente de
regression. SE = error estandar. P = valor de probabilidad. R? = coeficiente de determinacion. N.S. = no
significativo (p > 0.05). Valores ausentes (-), no fueron considerados por el paquete estadistico.

5.2. Variacion de las peliculas optimizadas WPI-NPS por la incorporacion del TSE
En esta seccidn, las propiedades mecanicas predichas de las peliculas (peliculas control sin TSE)
fueron experimentalmente verificadas, los cambios inducidos por la inclusiéon del TSE (1.26 y
12.6 g/100 mL de FFS) fueron analizados y los resultados se muestran en el cuadro 3.

5.2.1. Propiedades fisicas y mecanicas
Las peliculas sin TSE se comportaron de acuerdo a la variacion de las propiedades predichas
por el modelo optimizado de superficie de respuesta. La incorporacion de TSE disminuy6 el
espesor en las peliculas (p < 0.004). Estas diferencias podrian ser atribuidas a la interaccién
entre polifenoles y los polimeros de la matriz de pelicula, ya que podria existir una interaccion

polifenol-aminoacido mas fuerte que la del glicerol-aminoacido (Sothornvit y Krochta, 2005).

Adicionalmente, cuando se incrementan la proporcion de WPI, el espesor y la permeabilidad al

oxigeno se incrementan (Gounga et al., 2007). Se ha demostrado que el espesor depende del
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contenido de Gly, ya que podria competir por sitios con el agua dentro del polimero de WPI
(Sothornvit y Krochta, 2005; Gounga et al., 2007). Es posible que los polifenoles disminuyeran
la presencia de agua en el polimero e incrementaran las interacciones entre polimeros
adyacentes, reflejado en una disminucién del espesor. La adicion de compuestos con grupos —
OH pueden actuar como plastificantes, que es el caso de los polifenoes del TSE. En peliculas
de agar con catequina, el espesor diminuye con altas cantidades del antioxidante, donde %¢ y 6
no fueron diferentes (Ku et al., 2008). Las interacciones proteina-polifenol incluyen enlaces
hidrofobicos entre los minoacidos aromaticos y los polifenoles, asi como puentes de hidrogeno

con los grupos carbonilo de las proteinas (Damodaran et al., 2008; von Staszewski et al., 2011).

En este estudio, o y E disminuyeron con la adicion de los polifenoles del TSE (p < 0.001)
Unicamente a la alta concentracion. Estos resultados tuvieron un comportamiento similar a las
peliculas con quitosano y altos niveles de extracto de té verde (5-20 %), donde o y %e
disminuyeron (Siripatrawan y Harte, 2010). En otro estudio, la incorporacion de polifenoles en

peliculas de zeina redujeron los valores de E de 4.7 a 0.1 MPa (Arcan y Yemenicioglu, 2011).

Por otro lado, la solubilidad puede incrementarse por la intensidad del tratamiento térmico (a
altas temperaturas por cortos tiempos) y pH’s cercanos a la neutralidad (Perez-Gago y Krochta,
2001). El tiempo y PDT para este estudio fueron considerados de intensidad media. La adicion
de TSE increment6 en 7 a 9 unidades el %SM (p < 0.004), sugiriendo que mayor cantidad de

compuestos hidrofébicos podrian liberarse al medio (Perez-Gago y Krochta, 2001).

5.2.2. Polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante del TSE
El contenido de polifenoles en el TSE fue de 187.0 + 0.11 mg equivalentes de &cido galico/g de
extracto seco, y el contenido de flavonoides fue de 30.3 + 1.01 mg equivalentes de catequina/g
de extracto seco. Las actividades antioxidante del TSE fueron de 62.5 + 0.04% de inhibicion
para DPPH' y 45.6 + 0.14% para ABTS"™. Varios estudios han reportado contenidos de
polifenoles de 26.6 + 13.6 mg GAE/g, de inhibicién del radical ABTS™ de 0.77 £ 0.01 y 0.98
mmol Trolox/g para DPPH" (Razali et al., 2012). Adicionalmente, Siddhuraju (2007) reporto la

presencia de taninos en las semillas de tamarindo.

21



Cuadro 3. Espesor, propiedades mecénicas, materia soluble, y actividad antioxidante de
peliculas optimizadas de WPI-NPS afiadidas con diferentes cantidades de TSE.

Extracto de las semillas de tamarindo
(9/100mL de FFS)

Control 1.26 12.6 RMSE
Espesor (mm) 0.20? 0.17° 0.17° 0.012
Propiedades mecénicas
Fuerza a la tension (o; MPa) 4.692 4412 4.04° 0.261
Elongacion (g; %) 83.04° 92.56% 90.31° 1.593
Modulo de Young’s (E; MPa) 0.042 0.03° 0.02° 0.005
Material soluble (%SM) 13.48° 20.722 22.902 4.150
Actividad antioxidante en la solucion formadora de peliculas (FFS)
DPPH", % Inhibicion 19.11° 35.95P 55.19? 2.163
ABTS™, % Inhibicion 12.81° 19.30° 32.672 1.435
Actividad antioxidante en la fraccion soluble de las peliculas (WSF)
DPPH", % Inhibicion 10.48° 14.56° 21.80% 1.714
ABTS™, % Inhibicion 9.26° 11.46° 15.972 1.091

Los datos son expresados como la media de minimos cuadrados (n=6); RMSE = raiz del cuadrado medio
del error; FFS = solucion formadora de peliculas; WSF = fraccion soluble de las peliculas. #*¢ Diferentes
letras en el mismo rengl6n indican diferencias significativas (p < 0.004).

5.2.3. Actividad antioxidante de las peliculas con TSE
La adicion de TSE a la FFS increment6 la AnA, dependiendo de la concentracién (p < 0.05):
aproximadamente 2.8x en la inihibicién del DPPH"y 2.5x para ABTS™ con la mas alta cantidad
de TSE afiadido (Cuadro 3). Las peliculas control (sin TSE) tuvieron AnA debido a que poseen
aminoacidos aromaticos libres del WPI y grupos hidroxilo del glicerol. En peliculas de zeina
incorporadas con un extracto rojo de ginseng, la AnA se incrementd hasta 33.6% para la
inhibicion de DPPH" (Norajit et al., 2010). Adicionalmente, los polifenoles de un extracto de
tomillo incrementaron la AnA de peliculas de quitosano y almidon (Talén et al., 2017). La AnA
después de la solubilizacién de la pelicula, también fue alta con la concentracion menor del
TSE; esto sugiriere que los polifenoles dispersos en la WSF durante el proceso de secado se

pudieron orientar hacia la superficie de la pelicula debido a su polaridad. Después de la
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solubilizacion, un cierto nimero de polifenoles se libera de la pelicula. Por lo tanto, la AnA de
la pelicula aplicada a algun alimento podria ser suficiente para reducir parte de las reacciones

de oxidacion a nivel superficial.

5.3. Estabilidad de las peliculas durante el almacenamiento
La integridad de una pelicula comestible durante el almacenamiento es esencial para mantener
sus funciones. Los materiales de pelicula y los compuestos bioactivos estan involucrados en la
estabilidad durante el almacenamiento (Rodriguez-Marin et al., 2016). El cuadro 4 muestra los
resultados de las propiedades mecénicas, color y AnA de las peliculas con o sin TSE durante el
almacenamiento. Estos datos fueron presentados en un gréfico PCA (Figura 2), el cual

correlaciona las muestras de acuerdo al tiempo y las variables respuesta en 93.64%.

Las peliculas con TSE fueron principalmente caracterizadas en base a su luminosidad y
elongacion, que se perdio durante el almacenamiento (p < 0.05). Las peliculas con alto contenido
de TSE fueron caracterizadas durante los primeros dias de almacenamiento por su respuesta
antioxidante (p < 0.05) y en los ultimos dias por su color rojo (p < 0.05) y opacidad (baja
luminosidad). Estas dos respuestas (opacidad y color rojo) son muy importantes en sistemas
alimenticios para disminuir la velocidad de las reacciones de oxidacion. La magnitud del cambio
de color rojo es determinado por el origen y densidad del extracto; mientras que los cambios en
la transparencia (mayor opacidad) mejorarian la barrera a la luz (Siripatrawan y Harte, 2010).
Los polifenoles del TSE podrian interactuar con una gran cantidad de moléculas de agua,
fomentando una superficie menos himeda y brillante. La estabilidad de los pigmentos rojos en
las peliculas fue baja a altas concentraciones del TSE, posiblemente debida a las reacciones de
oscuresimiento de estos compuestos por la luz. Los valores de b* (tonos amarillos) también se

incrementaron con la incorporacién de TSE (Cuadro 4).
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Figura 2. Anélisis de componentes principales de los datos durante el almacenamiento de
peliculas optimizadas de WPI-NPS incorporadas con un extracto de las semillas de
tamarindo (TSE). Vectores en rojo muestran la respuesta de las variables: L* =
luminosidad, a* = escala de azul-rojos, b* = escala de amarillo-verdes, actividades
antixidantes ABTS™ y DPPH’, E = Médulo de Young’s, o = fuerza a la tensién y %e =
elongacion. En azul son las muestras durante la vida de anaquel; la primeras letras
significan “F” = pelicula control, “LT” = pelicula incorporada con 1.26 ¢g/100mL y “HT”
= pelicula incorporada con 12.6 g/100mL; y el numero corresponde al dia de
almacenamiento.

Las peliculas con bajos niveles de TSE presentaron un comportamiento similar a las peliculas
sin TSE, pero tuvieron una mayor elongacién y AnA (Figura 2). La AnA es una de las
actividades mas importantes para conservar en el tiempo y fue representativa de las peliculas
elaboradas con TSE. La adicion de altas concentracions de TSE puede ayudar a mantener la
estabilidad de las propiedades mecéanicas durante el almacenamiento, sin cambios significativos

en la fuerza a la tension (o), la elongacion (%e) y el médulo de Young (E).
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Cuadro 4. Estabilidad del color y propiedades mecénicas y antioxidantes de peliculas optimizadas WPI-NPS afadidas con
diferentes cantidades de TSE.*

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

TSE (g/100mL FFS) 1 15 25 35 RMSE 1 15 25 35 RMSE
Luminosidad (L) Escala rojos-verdes (a*)
0 96.44+1.32 94.91+0.22 90.71+1.53 85.91+164 0.706 | -0.79+0.02 -0.72+0.02 -0.66+0.02 -0.62+0.03 0.018
1.26 91.86+1.15 88.57+1.36 85.86+6.48 80.91+1.41 2.40+0.03  2.48+0.03 2.54+1.28 2.60+0.03
12.26 80.18+2.37 78.36+1.89 76.54+3.59 75.16+2.31 11.43+0.05 12.50+0.04 12.83+1.32 13.22+0.10
Escala Amarillos-azules (b*) Fuerza a la tension (MPa)
0 3.29+0.06  3.04+0.04 2.82+0.03 2.71+0.05 0.029 | 4.53+0.16 4.67+0.15 4.82+0.17 4.99+0.16 0.057
1.26 7.43+0.05 7.18+0.06 6.60+1.67  6.49+0.05 4.19+0.19 4.33#0.15 4.54+0.12  4.68+0.20
12.26 17.43+0.06 17.06+£0.06 15.66+1.69 14.88+0.05 4.04+0.05 4.2840.04 4.47+0.11  4.82+0.09
Elongacion (%) Moédulo de Young’s'
0 86.07+1.33 81.16+3.83 72.54+2.46 59.94+1.11 1.780 | 0.04+0.005 0.06+0.008 0.08+0.015 0.10+0.010 0.006
1.26 97.55+1.51 88.41+4.00 80.62+4.10 66.56+4.82 0.06+0.024 0.08+£0.015 0.09+0.012 0.11+0.017
12.26 93.49+3.81 88.32+2.52 75.47+5.77 72.37+2.31 0.02+0.011 0.04+0.008 0.06+0.031 0.07+0.015
DPPH* (% inhibicion) ABTS"™ (% inhibicion)
0 11.46+0.46 9.79+0.11 9.35#0.17 9.01+0.13 0.473 | 8.7741.23  5.42+0.47 3.90+0.26 2.55+0.42  0.223
1.26 12.1740.46 11.56+0.53 10.63+2.27 9.25+0.24 10.96+0.49 8.73+0.54 6.484+2.10  5.09+0.19
12.26 28.72+1.36 22.68+2.57 18.48+2.41 16.45+1.92 24.47+0.60 17.37+0.88 14.79+2.42 13.51+0.38

Los resultados se muestran como la media + desviacion estandar (n=6) y significancias por tipo de pelicula (p < 0.003), en el tiempo (p <
0.0001) e interaccion (p < 0.0007); RMSE = Raiz del cuadrado medio del error. TSE = extracto de las semillas de tamarindo. La actividad
DPPH" and ABTS™ fueron determinadas en la fraccion soluble en agua de la pelicula (WSF). T No se encontraron diferencias para la
peliculaxtiempo (p > 0.564).
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6. Conclusiones

La adicion de un extracto de polifenoles de las semillas del tamarindo en la elaboracion de las
peliculas bi-componente WPI-NPS indujo efectos plastificantes, resultando en un incremento
en la elongacion y reduccion de la fuerza a la tension y por lo tanto, valores bajos del mddulo
de Young’s. La presencia de los polifenoles del TSE en el proceso de elaboracion de las
peliculas aporté actividad antioxidante, misma que se redujo al obtener la pelicula. La
solubilidad y los tonos rojos en las peliculas se incrementaron a mayor dosis del TSE. Las
propiedades mecanicas, color y antioxidantes de las peliculas se mantuvieron parcialmente

estables almenos después de 35 dias de almacenamiento.
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IV. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE PELICULAS
COMESTIBLES INCORPORADAS CON UN EXTRACTO DE
LAS SEMILLAS DE TAMARINDO

7. Introduccion

Al existir un crecimiento constante de la industria alimentaria, la demanda en la generacion de
tecnologias para preservar o incrementar la calidad de los productos es mayor, por lo tanto, la
innovacion de tecnologias de barrera, como son los sistemas de conservacion y empaque de los
productos, son de gran importancia. En la gran mayoria de los productos, sean de origen animal
o0 vegetal, los dos principales problemas son la contaminacion por bacterias patégenas y/o
deteriorantes, y los asociados a la oxidacion (Gray et al., 1996) de la fraccion lipidica y proteica
(Faustman y Cassens, 1990). El ataque microbiano en productos de origen animal (productos
con mayor inversion en su obtencion), requiere especial interés debido a que los antibioticos no
estan permitidos, y los antimicrobianos sintéticos tienen cada vez mayor restriccion de uso. Los
extractos de origen vegetal, que en su composcion pueden contener gran variabilidad de
polifenoles, son una alternativa de compuestos antimicrobianos, ya que se ha documentado su
potencial contra diversa microbiota. Sin embargo, la adicién de estos, especificamente en
peliculas y recubrimientos comestibles, necesita ser evaluada en las etapas criticas de la
elaboracion por sus posibles interacciones con la matriz del empaque que puedan inhibir su

actividad.

8. Antecedentes
8.1. Microbiologia de la carne

La microbiota de la carne estd conformada de bacterias Gram positivas como micrococos,
bacterias lacticas, Shewanella putrefaciens y Brochotrix thermosphacta, de Gram negativas
como Pseudomonas spp. y enterobacterias; y de otros grupos especificos como las bacterias
saprofitas Gram positivas que incluyen Kurthia y algunos estafilococos no toxigénicos (Gill,
1998). Los microorganismos patdgenos y toxinogénicos provienen por lo general del tracto
gastrointestinal de los animales enfermos y faenados o bien de la contaminacion cruzada por
operarios y equipo. Algunos ejemplos de estos microorganismos son Staphylococcus aureus,

Listeria monocytogenes, estreptococos del grupo A 'y Clostridium spp. (C. perfringens Ay C,
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C. bifermentans, C. botulinum A, B, E y F, C. novyi y C. sordellii). La sola presencia de
cualquiera de estos microorganismos constituye un riesgo para la salud, que se agrava por la
gran capacidad de sobrevivencia, preservandose durante el almacenamiento del producto. El
microorganismo que ofrece especial atencidn es Listeria ya que es tolerante a factores como el

NaCl y valores de pH bajos, ain a temperaturas bajas (Doyle, 1999).

8.2. Agentes antimicrobianos

Un agente antimicrobiano, es aquel compuesto o conjunto de compuestos que tienen la
capacidad de reducir o eliminar la proliferacion de la microbiota, ya sean hongos/levaduras,
bacterias y parasitos. Los sistemas antimicrobianos pueden ser purificados e incorporados
dependiendo de su naturaleza e interaccion con los componentes del empaque, esperando un
prometedor control frente al crecimiento y recontaminacién de microorganismos en los
alimentos, incluyendo a Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7 y Salmonella
typhimurium (Cagri et al., 2003); sin embargo, su costo de fabricacidén puede ser muy alto.

8.2.1. Los empaques comestibles y su papel como acarreadores de
antimicrobianos
Los empaques comestibles juegan un papel importante en el control del desarrollo microbiano.
De acuerdo a Yam et al. (2005) se pueden clasificar por su funcion “Proteccion ” contra manejo,
factores ambientales y contaminacion. Mientras que el modo de accion puede darse al: 1) migrar
hacia la superficie del alimento y 2) actuar sélo en la superficie del alimento sin que el agente
migre (Suppakul et al., 2003; Choi et al., 2001).

8.2.2. Metabolitos bacterianos y agentes quelantes incorporados en peliculas y
recubrimientos

La incorporacion de sustancias antimicrobianas purificadas a peliculas y recubrimiento

comestibles para carne y productos carnicos ha sido ampliamente investigada, las principales

sustancias son las bacteriocinas por su alta estabilidad y espectro de inhibicién, y en algunos

casos por su efecto sinérgico en combinacion con acidos organicos y sustancias quelantes

(Eswaranandam et al., 2004). Mauriello et al. (2004) incorporaron la bacteriocina producida por
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Lactobacillus curvatus a recubrimientos de polietileno con la reducciéon de un orden de
magnitud en la poblacion de L. monocytogenes inoculada en carne de cerdo y vacuno. Siragusa
et al. (1999) encontraron una disminucién de dos 6rdenes de magnitud para B. thermosphacta
en carnes empacadas al vacio cubiertas con una pelicula adicionada de nisina, mientras que Kim
et al. (2002) con el mismo agente en combiacion con lacticina encontraron una reduccion de los
microorganismos aerobios totales y coliformes. Cha et al. (2003), Dawson et al. (2003), Ko et
al. (2001) y Teerakarn et al. (2002) encontraron que las peliculas elaboradas a partir de proteinas
altamente hidrofobicas en un ambiente &cido, propiciaban una mayor inhibicion contra L.
innocua y que la incorporacion y liberacion de sustancias activas depende tanto del tipo de
proteina, asi como de la estructura molecular del compuesto activo (Sivarooban et al., 2008). Al
respecto, Cha et al. (2002) elaboraron peliculas de alginato y k-carragenina adicionadas con
EDTA, lisozima, nisina y extracto de semilla de uva, que fueron activas contra Micrococcus
luteus, L. innocua, S. enterditis, E. coliy S. aureus. Los componentes fendlicos como: carvacrol,
timol o eugenol combinados con nisina actian sinérgicamente contra los microorganismos B.
cereus y L. monocytogenes; mientras que la combinacion de nisina con un extracto de canela
acttan contra S. thyphimurium y E. coli O157:H7 (Ultee et al., 2002).

8.2.3. Metabolitos de plantas, frutas y especias incorporados en peliculas y
recubrimientos

Otro importante grupo de agentes antimicrobinos son los aceites esenciales, extractos de
especias y semillas de leguminosas por sus altas concentraciones de compuestos fenélicos como
son el carvacrol, eugenol y timol; ademas de taninos hidrolizables y condensados (Dadalioglu y
Evrendilek, 2004; Lin et al., 2004; Trosynska et al., 2002 y 2006). El papel de los polifenoles
no esta relacionado con alguna funcion metabdlica de la fuente, pero sirven de proteccion para
microorganismos, insectos y herbivoros mayores (Lopez et al; 2004), demostrando una gran
variedad de actividades biologicas (Okuda, et al., 1991 y Yokosawa, 1998). La actividad
bioldgica de los polifenoles se debe a la habilidad de sus grupos hidroxilo y dobles enlaces
conjugados (Ultee et al., 2002), para alterar la membrana citoplasmatica, interrupir la fuerza
motriz de protones y electrones, transporte activo y/o coagulacion del contenido celular (Burt,

2004; McAllister et al., 1994). Los compuestos fenolicos también estan involucrados en la
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adhesion por la union a proteinas y pared celular, en la inactivacion enzimatica y en la inclusion
en el DNA como modos de accién en la inactivacion de patdgenos (Davidson, 2001). Los
compuestos fenolicos tienen una mayor actividad inhibitoria contra bacterias Gram-positivas

que contra Gram- negativas (Beuchat y Golden, 1989).

Segun Oussalah et al. (2004) en estudios de peliculas comestibles de proteinas adicionadas con
extractos naturales de orégano, salvia, romero, ajo y pimiento morron encontraron efectos
antimicrobianos (contra Salmonella y Pseudomonas) y antioxidantes en carnes. Seydim et al.
(2006) incorporaron aceites esenciales de carvacrol, timol y eugenol en peliculas de WPI1 a pH
de 8.0 contra microorganismos patdgenos, donde concentraciones del 4% del compuesto activo,
especificamente carvacrol, mostraron una buena actividad antimicrobiana. Aun a niveles de
0.1% resulta efectivo contra E. coli, pero en peliculas preparadas a pH de 5.0 (Rojas-Grau et al.,
2007). Amarowicz et al; (2008) evaluaron la actividad antibacteriana de taninos constituyentes
de semillas de trigo, frijol rojo, avellanas y nuez fresca; teniendo el frijol rojo una mayor
variedad de compuestos polifenolicos contra: L. monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7, S.
typhimurium, L. plantarum, B. thermosphacta y P. fragi; con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de las fracciones de taninos entre 62.5 - 500 ug/mL. Al respecto, las semillas
de colores diferentes del blanco, son las de mayor contenido de taninos condensados (Trosynska
et al., 2006), aunque los compuestos de menor peso molecular tienen mas afinidad a precipitar
proteinas (Melencic et al., 2008). Por otro lado, los extractos de semillas de uva tiene una
efectiva actividad antimicrobiana y antioxidante en alimentos (Ahn et al., 2004; Theivendran et
al., 2006), ya que al 1% de adicion en combinacion con nisina (10000 1U/g) en peliculas de
aislado de soya (a pH 6.0) se incrementd el efecto contra L. monocytogenes (Sivarooban et al.,
2008).

8.2.3.1.Las semillas de tamarindo como fuente de antimicrobianos
En muchos paises asiaticos, el tamarindo se usa en la medicina tradicional como antimicrobiano,
digestivo, laxante, expectorante, antidiabetogénico e inmunomodulador (Al-Fatimi et al., 2007;
Komutarin et al., 2004; Ushanandini et al., 2006). La importancia y el papel de sus componentes

no nutritivos, particularmente acidos fendlicos, flavonoides y taninos de alto peso molecular
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como antioxidantes naturales se ha incrementado (Siddhuraju, 2007). Komutarin et al. (2004),
Lamien-Meda et al. (2008), Martinello et al. (2006) y Sudjaroen et al. (2005) determinaron la
presencia de altas concentraciones de polifenoles y flavonoides en los extractos de diferentes
partes del fruto de tamarindo, como son: las semillas y fruto (pulpa y pericarpio). Los estudios
como antimicrobiano son escasos, siendo una excelente opcién como fuente de compuestos con
actividad bioldgica para ser incorporados en peliculas y recubrimientos comestibles. Sin
embargo, es necesario considerar que la interaccion de los polifenoles de un TSE con los
componentes de una matriz de pelicula en base a WPI-NPS, podria alterar la actividad
antimicrobiana en microorganismo de importancia durante el proceso de obtencién de las

peliculas.

9. Objetivo
Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro, inducida por la incorporacion de un extracto
polifendlico de las semillas del tamarindo en el proceso de obtencién de peliculas comestibles

proteina-almiddn contra cepas microbianas de relevancia en la industria carnica.

10. Material y métodos

10.1. Reactivos
Se us6 medio MRS marca DIBICO®, caldo soya-tripticasa (CST) y agar bacteriolégico Bixon®
(México). La nisina fue Nisaplin® (DuPont Danisco). El cloruro de bario y H.SO4 fueron grado
reactivo marca JT-Baker. Por otra parte, se prepard el extracto de las semillas de tamarindo
(TSE), disolviendo un gramo de TSE en agua destilada estéril, y esterilizando posteriormente la
solucion por filtracion (membranas estériles Millipore, Durapore® Membrane Filters, GV,

Irlanda, con tamafio de poro de 0.22 pm).

10.2. Activacion de cepas sensibles
El medio de cultivo para activar las cepas sensibles fue CST previamente esterilizado, e
incubadas a 37 °C durante 24 horas. Las cepas fueron Brochothrix thermosphacta (NCIB-
10018, Gram +), Escherichia coli (JMP101, Gram -) y Listeria innocua (ATCC33090, Gram

+).
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10.3. Actividad antimicrobiana del extracto de semillas de tamarindo durante el
proceso de obtencion de las peliculas comestibles

Para determinar la actividad antimicrobiana, se uso la técnica de difusion en placas de agar
(Bhunia et al., 1998) con ligeras modificaciones de Quintero-Salazar (2001) y Alvarez-Cisneros
(2008). Se usaron 10 mL del medio MRS con 1.5 % de agar en cajas Petri desechables,
parcialmente solidificadas se agregaron 8 mL del medio MRS pero con 0.8 % de agar. El medio
fue previamente inoculado con 70 pL de un inoculo de las cepas sensibles ajustado a 0.5 del
estandar de McFarland (0.5 mL de BaClz a 0.048 M y 99.5 mL de H2SO4 a 0.18M) con agua
destilada estéril (Andrews, 2001). Las placas se solidificaron a 2 °C durante 12 horas, para
posteriormente hacer los pozos en la capa superior del medio de cultivo. Cada pozo fue
inoculado con 25 pL de las diferentes concentraciones del extracto de semillas de tamarindo
(TSE) o de la solucion formadora de peliculas (FFS), para posteriormente las cajas Petri ser
incubadas durante 24 h a 37 °C.

Se usé como control positivo Nisina® a 30 ug de proteina por mililitro y cada concentracion de
TSE en las dos etapas de obtencion de peliculas (FFS y secado) fueron inoculadas por
quintuplicado para cada microorganismo. Las peliculas fueron cortadas en circulos de 6 mm de
didametro, mismos que fueron puestos en cajas Petri estériles a Luz UV durante 12 horas.
Transcurrido el tiempo, los discos fueron colocados sobre los medios de cultivo antes descritos
para ser medidos y evaluados de la misma forma antes mencionada. Todas las peliculas se

evaluaron por quintuplicado.

El halo de inhibicion producido por las diferentes diluciones del extracto de tamarindo, de la
solucion formadora de peliculas + TSE y de las peliculas con TSE se usaron para determinar la
actividad antimicrobiana. Ademas, se identifico la concentracion minima inhibitoria, definida
como la concentracién mas baja de un posible agente antimicrobiano en la cual no se observara

un crecimiento visible del organismo después de 24 h de incubacion (Andrews, 2001).
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10.4. Andlisis estadistico
Las areas del halo de inhibicién se muestran como las medias de minimos cuadrados y el error
estandar de la media. Las medias se analizaron por un analisis de varianzas por el método GLM
a un nivel de significancia o = 0.05 (SAS® 9.3 TS Level 1M2, V. 6.2.9200, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Para encontrar diferencias significativas entre tratamientos se usé la prueba

de comparacion multiple Tukey a una p < 0.05.

11. Resultados

11.1. Actividad antimicrobiana del extracto de semillas de tamarindo durante el

proceso de elaboracion de peliculas comestibles

Como se observa en el cuadro 5, el extracto de semilla de tamarindo (TSE) tuvo actividad
antimicrobiana (p < 0.05) contra las tres cepas evaluadas (B. thermosphacta, E. coli y L.
innocua). Para todas las bacterias, la actividad de Nisina® fue mayor (aproximadamente 25%
maés) comparado con el TSE. Respecto a Listeria, que es un microorganismo de alta observacion,
pricipalmente en productos de exportacion. Los reportes indican que los productos de origen
animal son altamente contaminados con Listeria, debido a la alta resistencia a las condiciones
de refrigeracion, de sales y tiempos prolongados de almacenamiento (Zu et al., 2005). En este
ensayo, se observé que la actividad del TSE contra L. inoccua gener6 un halo con < 10 mm de
didmetro (@) con 15.8 mg/mL (menor concentracion con actividad antimicrobina), que al
incorporarse una cantidad cercana (12.6 mg/mL) en la solucién formadora de peliculas (FFS) el
halo fue <5 mm g, que después de solidificarse y formar la pelicula apenas fue < 4 mm g. Por
otro lado, al usar 126 mg/mL (10x) del TSE en la FFS, el halo alcanz6é un g > 10 mm y en la
pelicula el g fue practicamente igual. Los problemas de salud asociados a E. coli son comunes
en nuestro pais, ademas de ser principal indicador de contaminacion fecal y malas précticas de
higiene. La menor actividad se alcanz6 con 7.9 mg/mL de TSE, mientras que con 12.6 mg/mL
de TSE afadido a la FFS se alcanz6 un g de halo de inhibicion < 6 mm, que al evaluar la
actividad antimicrobiana en la pelicula esta descendié a < 5 mm. Pero al aumentar 10x el
compuesto antimicrobiano la actividad en la pelicula disminuy6 0.76 mm el g del halo de
inhbicién comparado cuando solo se tenia el TSE en la FFS. La bacteria B. thermosphacta es

un microorganismo que actta principalmente como deteriorante de productos carnicos. EI TSE
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alcanzo6 una minima inhicion contra Brochotrix a 15.8 mg/mL con un halo de @ =9 mm. En el
proceso de obtencion de peliculas comestibles con 12.6 mg/mL, existe una reduccion del 37%
de actividad antimicrobiana al comparar los halos de inhibicion por TSE+ FFS y de la Pelicula
con TSE. Sin embargo, al usar 126 mg/mL de TSE, la reduccion en la actividad solo es del
12.9%. Posteriormente, se realizaron pruebas para una posible interaccién del TSE con Nisina®
(30 pg de proteina/mL) con 126 mg de TSE/mL) en cultivos liquidos inoculados con las tres
cepas anteriores; no existid inhibicion del crecimiento microbiano, lo que lleva a pensar que la
cantidad de polifenoles inhibio la actividad de la bacteriocina. Por lo que se descart6 alguna otra

proporcién del TSE y Nisina® para asegurar la actividad inhibitoria.

Cuadro 5. Actividad antimicrobiana del extracto de semilla de tamarindo en la obtencién de
peliculas comestibles WPI-NPS en cepas microbianas de importancia en la industria carnica.

Antimicrobiano Area del halo de inhibicion (mm?)
(mg/mL) B. thermosphacta E. coli L. innocua
Extracto  de 126.0 155.2° 141.4° 135.2°
las  semillas 63.0 138.1° 1245 108.7°
de tamarindo 315 88.4¢ 111.7¢ 87.6¢
(TSE)* 15.8 63.7% 73.3¢ 35.9¢
7.9 N.D 46.2°" N.D
Nisina 201.42 180.72 189.52
SEM 8.35 8.63 7.91
P 0.03 0.04 0.03
TSE en la 0.0 N.D N.D N.D
solucion 126.0 125.6 116.6 89.1
formadora de 12.6 33.8 22.6 17.5
peliculas* SEM 5.76 6.32 8.71
P 0.01 0.02 0.02
Peliculas con 0.0 N.D N.D N.D
TSE** 126.0 95.3 102.5 79.7
12.6 13.6 17.8 11.4
SEM 6.98 7.32 7.93
P 0.01 0.02 0.02

¥ Medias de minimos cuadros y error estandar de la media (SEM). ¥ Superindices *>¢¢¢ diferentes en la
misma columna para actividad del TSE indican las diferencias. * Concentracion minima inhibitoria.
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12. Conclusiones

La actividad antimicrobiana del TSE fue comprobada, sin embargo, no se encontré6 una
respuesta sinérgica con otro tipo de antimicrobiano. Las peliculas WPI-NPS incorporadas con
TSE mostraron actividad antimicrobiana in vitro contra B. thermosphacta, E. coli y L. innocua
proporcional a la concentracion del extracto en la pelicula, aunque la actividad antimicrobiana
del extracto se redujo conforme se elaboraban las peliculas. Lo anterior sugiere que almenos un
tipo de compuesto fenolico del extracto tuvo interacciones aparentemente débiles con los
polimeros de la matriz de pelicula, lo que favorecio su liberacion y difusion hacia el medio de

cultivo para ejercer su actividad.
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V. PROTECCION DE PELICULAS COMESTIBLES
INCORPORADAS CON UN EXTRACTO DE LAS SEMILLAS DE
TAMARINDO EN CARNE MOLIDA DE CERDO

13. Introduccion

Actualmente México es el séptimo pais a nivel mundial en produccion de proteina animal y
productos carnicos (SAGARPA, 2016), principalmente carne de ave, de cerdo y de bovino. Al
tener un crecimiento constante la industria demanda la generacion de tecnologias que permitan
preservar o incrementar la vida util de sus productos. Esta demanda se ha atacado desde diversos
escenarios, como es la produccion con mejores genéticas, el uso de aditivos (vitaminas,
minerales y antioxidantes) en el alimento, manejo y bienestar animal que podrian mejorar y
preservar la calidad de la carne (Mitsumoto et al., 1991). Por otro lado, la innovacién en la
generacion de tecnologias de barrera, como son los sistemas de empaque, se inclina por
desarrollos sostenibles y sustentables con el ambiente sin comprometer la funcién primordial de

un empague que es contener.

Los dos principales problemas en los productos de origen animal son la contaminacion por
bacterias patdgenas y/o deteriorantes, y los asociados a la oxidacion de la fraccion lipidica y
proteica (Gray et al., 1996). En la oxidacion proteica se encuentran los cambios de color, siendo
la molécula de mioglobina la de mayor repercusion; mientras que en la fraccion lipidica de la
carne, la oxidacion de los fosfolipidos de las membranas miofibrilares (Faustman y Cassens,
1990) puede causar detrimento de las propiedades funcionales y calidad. Se ha reportado el uso
de antioxidantes, con mayor preferencia por los de origen natural para contrarrestar la oxidacién
en los alimentos (Nakatani, 1992). Hoy en dia, el uso de antioxidantes derivados de especias,
plantas y semillas es una tendencia (Aaby et al., 2001; Gil et al., 2001; McCarthy et al., 2001,
Zheng y Wang, 2001) con la gran oportunidad de ser usados como compuestos activos en
empaques biodegradables para preservar la calidad sensorial, nutricional y microbioldgica del
producto (Cha y Chinnan, 2004; Han, 2000b; Ouatara et al., 2000).
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14. Antecedentes

El hombre antes de ser sedentario perdi6 gran cantidad de sus alimentos en los largos viajes, por
ello surgi6 la necesidad de conservar y/o movilizar sus productos cultivados, recolectados o de
caza (Miller y Krochta, 1997). En las Gltimas décadas el auge de investigaciones sobre la
produccion de tecnologias de barrera tanto biodegradables como comestibles, en el que se
encuentran las peliculas y recubrimientos elaborados con polimeros de origen natural ha tenido
especial interés para ser aplicados en alimentos altamente perecederos como son los de origen
animal. Se ha encontrado que peliculas y recubremientos adicionados con compuestos con
actividad antioxidante logran disminuir la oxidacion de los alimentos; sin embago, las fuentes

de antioxidantes principalmente puros, siguen siendo una limitante de alto costo.

14.1. Agentes antioxidantes en peliculas y recubrimientos comestibles
Los antioxidantes son compuestos que pueden retrasar o reducir la velocidad de oxidacion de
las sustancias autooxidables (Enser, 1987). Los principales antioxidantes usados en los
alimentos son liposolubles como los fenoles monihidricos o polihidricos con diversos
sustituyentes en el anillo aromatico. Para que su eficacia sea maxima, los antioxidantes
primarios se suelen combinar con los fendlicos o con diversos agentes quelantes. EI mecanismo
basico de accion de los antioxidantes es retrasar la cadena de autooxidacion al inhibir la
formacion de radicales libres o interrumpir la cadena de propagacion de radicales libres. Se ha
postulado que los antioxidantes inhiben la reaccién en cadena actuando como donadores de
hidrogeno o aceptores de radicales libres (Fennema y Tannenbaum, 1985). Los antioxidantes
fendlicos son excelentes donadores de hidrogeno o electrones y sus radicales intermediarios son
relativamente estables, debido a la deslocalizacion por resonancia y a la carencia de posiciones
adecuadas para el ataque por el oxigeno molecular (Fennema y Tannenbaum, 1985). Segun
Porter (1980) existe una gran importancia del carécter anfifilico de las moléculas de
antioxidantes fenolicos en sistemas bifasicos y multifasicos, por lo que su uso dependera de la
relacion superficie/volumen: si es pequefia, los antioxidantes de caracter hidrofilico-lipofilico
serian los mas adecuados, pero si la relacion es grande, entonces se emplearian solo los de
caracter lipofilico. En la eleccion de un antioxidante se debe considerar: la facilidad de

incorporacion, resistencia al procesado, estabilidad al pH, tendencia a producir decoloraciones
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0 aromas extrafos, disponibilidad y costo. Al respecto del uso de antioxidantes en la carne, la
Meat Inspection Act permite adicionar entre 0.01-0.02% del peso fresco de estos antioxidantes

en productos carnicos.

Enadicion, las propiedades antioxidantes de los compuestos polifendlicos de plantas y vegetales
ayudan en la salud humana (Yokozawa et al., 1998). Los alimentos, bebidas y extractos de
plantas ricos en compuestos polifenolicos, tales como el vino tinto, el extracto de semilla de
uva, té verde y tamarindo, entre otros, tienen actividad: hipolipidémica, anti-arterioesclerosis,
anti-inflamatoria, inmunomoduladores, antimicrobiana y antioxidante (Auger et al., 2005;
Kanashiro et al., 2009; Martinello et al., 2006; Riemersma et al., 2001, Soriano-Santos et al.,
2006 y Vinson et al., 2004). Yokozawa et al. (1998) encontraron una gran variedad de taninos
y flavonoides con elevada actividad antioxidante debido a los grupos orto-hidroxil, con fuerte
actividad anti-radicalaria, en la que la accién de los taninos se incrementa a mayor nimero de
grupos galloil. La incorporacion de ascorbilo, palmitato, a-tocoferol y aceites esenciales dentro
de peliculas o recubrimientos, pueden evitar la oxidacion de los acidos grasos de los alimentos
(Han y Krochta, 2007).

14.2. Las semillas de tamarindo como fuente de antioxidantes
Las semillas del tamarindo son de forma ovalada, comprimidas lateralmente, lisas, con la testa
café lustrosa, de un centimertro de largo aproximadamente, carecen de endospermo y presentan
un par de cotiledones gruesos (Salunke y Desai, 1984). Actualmente es de las frutas de mayor
importancia a nivel mundial y puede llegar a cultivarse en mas de 50 paises tropicales y
subtropicales (Kumar y Bhattacharya, 2008; Sudjaroen et al., 2005). En México no se encuentra
uso para los desechos agro-industriales generados durante el procesado del fruto; los estados de
Colima, Guerrero, Oaxaca, Chiapas y Michoacan son los de mayor produccién a nivel nacional.
En algunas zonas rurales de la India se usa la pulpa seca del tamarindo junto con las semillas
para prevenir la rancidez e incrementar la vida de anaquel del aceite de coco (Siddhuraju, 2007).
Por lo que, la aplicacion de peliculas comestibles WPI-NPS incorporadas con un extracto
polifendlico de las semillas del tamarindo en carne de cerdo susceptible a reacciones de

oxidacion durante el almacenamiento, podria reducir los cambios en el color y en la oxidacion
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lipidica y proteica, al modificar la actividad antioxidante en la porcion del alimento mas cercano

a la superficie de la pelicula.

15. Objetivo
Evaluar la actividad protectora de peliculas comestibles WIPI-NPS incorporadas con un extracto
de las semillas de tamarindo sobre el color y la oxidacion en carne molida de cerdo durante su

almacenamiento.

16. Material y métodos

16.1. Reactivos
Se uso6 acido tricloroacético, 1,1,3,3-tetraetoxipropano, aloimina de huevo, reactivo DNPH y
Guanidina de SIGMA Aldrich. El cloruro de sodio, &cido clorhidrico, fosfato monobasico y

dibasico, acetato de etilo fueron grado reactivo de JT-Baker.

16.2. Preparacion de las peliculas comestibles
Se us6 la formulacion y técnica de elaboracion de las peliculas comestibles a partir de WPI-NPS
reportadas en el capitulo 11, con la incorporacion de dos niveles del extracto de semillas de
tamarindo (TSE): 1.26 y 12.6 mg/100 mL de solucion formadora de peliculas (FFS). Las
soluciones de peliculas después de 48 h originaron las peliculas que fueron acondicionadas en
humedad y temperatura. Se incluy6 la elaboracién de peliculas sin la adicion de TSE y el uso

de una funda de papel encerado (WPS) para preparar productos secos fermentados.

16.3. Sistema contenedor de carne y peliculas para el ensayo
El sistema propuesto para desarrollar la evalucion de la aplicacién de las peliculas consistié de
un tubo de PVC, en la Figura 3 se observa un cilindro de 5 cm de longitud x 10 cm de diametro,
y 5 mm de espesor, cerrado por un extremo y en el otro, un anillo de sujecion por tornillos para

colocar la pelicula posterior al llenado con el alimento.
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16.4. Preparacion de la carne y aplicacion de las peliculas

La carne con 4.3 £ 0.04 % de grasa se obtuvo de la regién dorsal (lomo) de 15 cerdos de la
misma edad y peso (168d de edad con 120 + 2.6 kg) de la cruza Duroc x L.White, alimentados
con 30 mg de vitamina E/kg de alimento en dietas a base de grano de sorgo y pasta de soya
durante los ultimos 42 dias de engorda. Las muestras de carne por cerdo (aproximadamente
500g) se obtuvieron entre la costilla 102 y Gltima, que posteriormente fue molida en un molino
para carne (Chefmate, Modelo CC 12, 1HP, y cedazo de 6 mm de apertura). La masa carnica
total (=14 kg) fue afiadida con 2% de NaCl.

Cada cilindro fue llenado con aproximadamente 500 g de carne molida, procurando eliminar la
mayor proporcion de oxigeno mediante golpes suaves en la pered y fondo del contenedor, para
colocar finalmente en el extremo abierto la pelicula correspondiente. Todos los cilindros con
carne y peliculas fueron colocados en una cdmara de refrigeracion a 2 £ 0.7 °C sin iluminacion

durante 14 dias, los muestreos se realizaron cada 7 dias.

D=10cm

A=392.7 cm3 |—|

Figura 3. Prototipo de cilindro en PVC (A) usado en la pruebas de aplicacién de la pelicula con
opcion para colocar peliculas en ambos extremos del cilindro, las peliculas se colocan
entre el extremo del cilindro y el anillo exterior mediante presidn, los anillos se sujetan
al cilindro mediante tornillos en los orificios de extremo a extremo. Disefio usado para
el prototipo del cilindro (B).
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16.5. Toma de muestras y andlisis de la carne
Con la carne sobrante después de llenar los cilindros, se evaluaron las caracteristicas iniciales
por sextuplicado. Una vez cerrados los cilindros se establecio la zona para la toma de muestras
segun la profundidad de la carne en el contenedor: 1) superficial, en los primeros 5 milimetros
inmediatos a la superficie de la carne, y 2) interna, posterior a la remocion de los primeros 5
milimitros hasta llegar a una profundidad de 20 mm. El contenido de cada cilindro se dividio en
dos partes iguales, cada mitad fue removida a los 7 y 14 dias empezando por la zona superficial
y terminando con la zona interna. El espacio vacié al dia 7 fue llenado con carne de cerdo molida

fresca sin la adicién de NaCl, para controlar la presencia de oxigeno.

Una vez removidas las peliculas y antes de extraer la zona superficial, se determiné el color (L,
a* y b*) con un colorimetro portatil Hunter MiniScan (iluminante D65, 10° Observador) después
de 30 min de oxigenacion por triplicado. Posteriormente se removio la zona superficial en la
que se analizé el pH (potenciémetro Hanna con electrodo de puncién calibrado en tres puntos:
4, 7'y 10) al homogenizar (Homogeneizador UltraTurrax) 10 g de muestra en 90 mL de agua
destilada. El grado de oxidacion mediante la técnica de TBARS (especies reactivas al acido 2-
tiobarbiturico), la oxidacién proteica por la técnica del DNPH y la actividad antioxidante FRAP
(potencial antioxidante reductor del hierro) también fueron determinados. Inmediatamente se
continud con la remocion de la zona interna para repetir el procedimiento de evaluacion que en

la zona superficial.

16.5.1. Oxidacion lipidica por TBARS
Para la técnica de TBARS, se pesaron 5 g de carne que se homogeniz6 con 20 mL de acido
tricloroacético (TCA) al 5% (p/v) durante 1 min. EI homogenizado se centrifugd (Centrifuga
5810R Eppendorf, Hamburgo Alemania) a 10,000 rpm durante 20 min a 4 °C. La solucion se
filtro con papel Whatman No. 4 y el filtrado se colect6. Se tomaron 2 mL del filtrado y se
adicionaran 2 mL de &cido 2-tiobarbitarico (TBA) 80 mM, aplicando un tratamiento térmico de
94 °C durante 30 min, se dej6 enfriar la solucion y se leyo la absorbencia a 530 nm en un
espectrofotometro Thermo® Scientific, Genesys (Raharjo Sri et al., 1992). Los resultados se

reportaron en mg de malonaldehido (MDA)/kg de carne, utilizando el coeficiente de extincion
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molar de 1.56X10° M?' cm®. Ademéas se gener6 una curva estandar con 1,1,3,3-
tetractoxipropano en concentraciones de 2X108 hasta 4X10° M.,

16.5.2. Oxidacion proteica por el método DNPH
A partir de 3 g de carne y 30 mL de un buffer de pirofosfato (2 mM NasP.O7, 10 mM Tris-
maleato, 100 mM KCI, 2 mM MgCl> y 2 mM EGTA a pH 7.4) se obtuvo un homogeneizado
después de 30 min (Armenteros et al., 2009). De cada homogeneizado se generaron dos
alicuotas de 0.1 mL que fueron tratadas de la siguiente manera: a cada alicuota se le adicioné 1
mL de TCA al 10% y se centrifug6 a 5000 rpm durante 5 min para obtener el pellet (un pellet
se etiquetd como Ay el otro como B). Al pellet A se adicion6 1 mL de HCI 2N y al B se adicion6
1 mL de DNPH (2% en HCI 2N). Ambos tubos fueron incubados a temperatura ambiente con
agitacion cada 15 min. Transcurrida 1 hora se adicion6 1 mL de TCA al 10% a B y se centrifugd
nuevamente. El precipitado se lavo con etanol/acetato de etilo (1:1) y se suspendi6 en 1.5 mL
de buffer de fosfatos 20 mM a pH 6.5 con hidrocloruro de guanidina 6 M. El pellet A se leyo a
280 nm y el B a 370 nm. Con la absorbencia de A se calcul6 el contenido de proteina (curva
estandar de albumina de huevo) y con la de B se determind el contenido de carbonilos con el
coeficiente de extincion molar para las hidrazonas (21 mM* cm™). Los resultados se expresaron

en nmol de carbonilos por mg de proteina.

16.5.3. Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)
Se us6 la metodologia de Descalzo et al. (2007). A partir de 5 g de carne y 25 mL de buffer de
fosfatos 50 mM a pH 7 se obtuvo un homogeneizado que se centrifugé a 10,000 rpm durante 30
min. La suspension se filtro en papel Whatman® #4 y los extractos se mantuvieron en bafio de
hielo. A 32 pL del extracto se le adicionaron 968 pL de una solucion FRAP (2.5 mL de TPTZ
10 mM en HCI 40 mM, 2.5 mL de FeClz 20 mM y 25 mL del buffer de acetatos 0.3 mM a pH
3.6). Las absorbencias se leyeron a 593 nm a los 7 min de iniciar la reaccion. La curva estandar
se realizo con Trolox y los resultados se expresaron como equivalentes mM de Trolox por 100

g de carne.
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16.5.4. Actividad antioxidante ABTSe+
A partir del extracto anterior en buffer de fosfatos se realizo el siguiente ensayo (Re et al., 1999).
Se preparo una solucion 7 mM de ABTS y persulfato de potasio 2.4 mM que se incubaron en la
oscuridad por 16 h para generar el radical ABTS™". La absorbencia de la solucién se ajusté a
0.70 con solucion PBS (pH 7.4) a 734 nm. La reaccion se realizé con 10 pL de extracto y 990
uL del ABTS'™, después de 7 min se registr6 la absorbencia. Se realizé una curva estandar con

Trolox y los resultados se expresaron como equivalentes mM de Trolox por 100 g de carne.

16.6. Andlisis estadistico
A partir de un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 4 tipos de peliculas x 2
profundidades de muestreo, se analizaron durante el tiempo las variables respuesta. Los
resultados se muestran como las medias de minimos cuadrados y el error estandar de la media.
El anlisis durante el tiempo se realizé con el procedimientos MIXED, del paquete estadistico
SAS® (9.3 TS Level 1M2, V. 6.2.9200, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Para encontrar
diferencias significativas entre los factores principales e interaccion se usO la prueba de

comparacion multiple Tukey a una p < 0.05.

17. Resultados

17.1. Evaluacion de la estabilidad oxidativa a diferentes profundidades de la

carne de cerdo molida con 2% de NaCl protegida con peliculas WPI-NPS

Con esta prueba se observa que la actividad oxidativa es diferente a medida que se alcanza
mayor profundidad en el producto (p < 0.007), ademas de sugerir que en caso de haber migracion
del extracto antioxidante de las peliculas al alimento, esta podria ser muy baja. Es necesario
considerar que los fénomenos fisicos en el alimento como la pérdida de agua por evaporacion y
la misma gravedad, normalmente modifican el contenido de agua en los productos en un
gradiente, lo que podria estar confundiendo algunos de los resultados, por ejemplo, los asociados
al color en el que se observo una menor luminosidad y contenido de pigmentos rojos
superficialmente en todas los cilindros con carne; mientras que al interior se retuvo agua y se

concentraron los pigmentos rojos posiblemente por gravedad (Cuadro 6). Contrario a lo
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sucedido en los pigmentos amarillos, que posiblemente por su concentracién y polaridad no se
detectaron cambios entre las profundidades de muestreo.

La oxidacion lipidica y proteica que fue mayor a nivel superficial, de 25 a 50% mas
respectivamente; en ambos casos los valores son altos comparados con los que se podrian
encontrar en carne fresca de cerdo. Al estar el sistema carnico (carne molida) bajo condiciones
oxidantes por la adicion de NaCl, aparentemente demand6 mayor actividad antioxidante, lo que
se refleja en una menor actividad superficial por las técnicas de FRAP y ABTS'". Es necesario
recalcar, que la superficie muestreada solo correspondio a 0.5 cm, longitud similar a las costras
formadas en productos carnicos embutidos-madurados; lo que sugiere, que la aplicacion de estas
peliculas podria ayudar a controlar los cambios superficiales en productos madurados. Con estos
resultados, en el siguiente analisis (Cuadro 7) solo se analizan los resultados a nivel superficial,
que son los directamente relacionados con la aplicacién de las peliculas WPI-NPS adicionadas
de un TSE.

Cuadro 6. Estabilidad oxidativa a diferentes profundidades en carne de cerdo molida con 2%
de NaCl protegida por las peliculas WPI-NPS.*

Superficial Interna EEM P

L 50.74 56.54 0.173  0.001
a* 8.85 10.48 0.115 0.001
b* 19.36 19.07 0.109 0.072
FRAP, mM Trolox/100 g 0.25 0.26 0.003  0.017
ABTS™", mM Trolox/100 g 1.11 1.50 0.019 0.001
TBARS, mg MDA/kg 5.19 3.94 0.073  0.001
DNPH, nmol carbonilos/mg proteina 8.38 4.17 0.172  0.001

T Medias de minimos cuadrados y error estandar de la media (EEM) correspondes a la respuesta generada
por las peliculas comestibles WPI-NPS con o sin el uso del TSE. ¢ literales diferentes en el mismo
renglén indica diferencias para el efecto de la profundidad.
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17.2. Evaluacion del tipo de empaque (peliculas de WPI-NPS dicionadas con TSE
vs funda encerada) en la estabilidad oxidativa superficial de la carne de cerdo
molida con 2% de NaCl

En el cuadro 7, se observa el efecto protector por parte de las peliculas incorporadas con TSE
(p < 0.008) sobre la superficie de la carne molida de cerdo en los cilindros. Para el efecto del
tipo de pelicula en el ensayo, se observa que conforme se incrementa el nivel de TSE en las
peliculas se puede llegar a perder luminosidad (p < 0.0001), asi como los tonos amaillos (p <
0.002), estos resultados podrian tener interferencia por el fendmeno de evaporacion del agua a
nivel superficial o el desjugado de la carne. Mientras que no existen cambios en el valor de los
tonos rojos (p > 0.5), lo que indica que no existio difusion de los compuestos del extracto (TSE
es de color rojo) hacia el alimento. Aun asi, la funda sintética tiene la mayor pérdida de
luminosidad y tonos amarillos, a valores de rojos similares a los otros cilindros; lo que constata

que la funda sintética es mas permeable al agua.

La oxidacion en carne fresca oscila entre 0.8 a 1.2 mg MDA/Kg. En la carne empacada con funda
sintética se observo la mayor oxidacion (p < 0.008), mientras que al incorporar el TSE se
observo una tendencia a reducir la formacién de malondialdehido. Haciendo uso de una
comparacion planeada (uso de TSE en peliculas WPI-NPS vs. peliculas WPI-NPS sin TSE), se
observo que la incorporacion del TSE redujo 0.14 mgMDA/Kkg (de 5.28 a 5.14 mg MDAV/Kg) la
oxidacion, que comparado con la oxidacion en fundas sintéticas es una reduccion de 0.59 mg
MDA/kg. Comportamiento contrario por el nivel del TSE se observo en la oxidacion proteica,
donde la pelicula WPI-NPS por si sola redujo (p < 0.0001) a la mitad la oxidacion alcanzada
por usar una funda sintética, pero que al incorporar el mayor nivel de TSE, se indujo una ligera
oxidacion para subir 2.25 nmol de carbonilos generados por miligramo de proteinca carnica. En
adicion, la actividad antioxidante por la técnica del radical ABTSe+, se incrementd por la
presencia del mayor nivel del TSE (p < 0.008) suficiente para reducir oxidacion lipidica, la carne
por si sola tuvo una baja actividad antiradicalaria, lo que sugiere que algin compuesto del
material de pelicula esta aportando actividad a nivel superficial. Mientras que por la técnica de

FRAP, se observa que el TSE no aport6 actividad de este tipo a la matriz de carne, ya que
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posiblemente, la poca actividad basal disminuy6 (p < 0.003) al tratar de reducir las reacciones

de oxidacion proteica.

Cuadro 7. Efecto protector de las peliculas WPI-NPS adicionadas con un extracto de las
semillas de tamarindo (TSE) en la superficie de carne de cerdo molida con 2% de NaCl."

g TSE/100 mL de FFS

0 1.26 12.6 WPS EEM P
L 51.762 50.63*  49.82®  49.40° 0.304 0.001
a* 8.66 9.01 8.89 8.86 0.178 0.580
b* 19.59° 19.48%  19.01®®  18.58° 0.174 0.002

FRAP, mM Trolox/100 g 0.272 0.25° 0.24° 0.27% 0.006 0.003
ABTS™, mM Trolox/100g  0.98% 1.16% 1.19° 1.13* 0.031 0.001
TBARS, mg MDA/kg 5.28P 5.09% 5.19% 5.73¢ 0.125 0.008
DNPH, nmol carb/mg prot ~ 7.60? 7.70% 9.85° 14.19° 0.334 0.001
T Medias de minimos cuadrados y error estandar de la media (EEM). WPS= funda de papel encerado.
abe |iterales diferentes en el mismo renglén indica las diferencias entre medias para el efecto tipo de
pelicula.

En lo que respecta a los resultados a nivel superficial de la carne en cilindros cubiertos con los
empaques (peliculas y funda), la interaccion en el tiempo y el tipo de pelicula se encontraron
diferencias en L, b*, TBARS, DNPH y FRAP (p < 0.0008). En el tiempo, los valores de L
disminuyen considerablemente (Figura 4, Barras), con el menor valor para la pelicula con alto
contenido de TSE y la funda sintética. Mientras que b* (Figura 4, Lineas) por efecto de las
peliculas WPI aumenta ligeramente y en la carne cubierta con la funda sintética decae
considerablemente a los 14 dias de almacenamiento. La oxidacion lipidica (Figura 5, Barras) al
dia 7 es menor cuando se us6 la mayor concentracion de TSE en las peliculas WPI-NPS; sin
embargo, al dia 14 el solo usar peliculas WPI-NPS aun con el menor valor de TSe fue suficiente
para reducir la oxidacion comparada con la maxima que se alcanzo con la funda sintética o con
las peliculas de la mayor dosis de TSE, probablemente a este nivel de extracto, el compuesto
tendio a ser pro-oxidante. Por el contrario, la oxidacion (Figura 6, Barras) proteica a los 7 dias
de almacenamiento se redujo a mayor concentracion de extracto en las peliculas WPI-NPS,
mientras que con la funda sintética se alcanzo6 la mayor oxidacion (3x mas), ain mayor que a

los 14 dias. A los 14 dias de almacenamiento, el usar peliculas WPI-NPS es suficiente y similar
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a usar el menor nivel de TSE en las peliculas para mantener la oxidacion proteica ain baja,
aungue no es posible determinar si transcurrido ese tiempo se alcanzo6 la méxima oxidacion. A
pesar de haber cuantificado actividad antioxidante por la técnica de FRAP comparando con la
oxidacion (Figura 5y 6, Lineas), se puede observar, que la carne empacada con pelicula o funda
sin TSE tuvo la misma actividad, pero con diferentes resultados en la oxidacion; mientras que
aparentemente al dia 7 se tiene la misma actividad FRAP en las peliculas con algn contenido
de TSE, los resultados en reducir la oxidacion son mejores a mayor concentracion del extracto;
sin embargo, la actividad con el valor bajo de TSE a los 14 dias ain es constante, mientras que

por las peliculas con alto contenido de TSE disminuye propiciando una mayor oxidacion.
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Tiempo de almacenamiento, dias

Sin TSE-L 1.26 mg TSE-L 12.6 mg TSE-L Funda-L

Sin TSE-b* 1.26 mg TSE-b* = = =12.6 mgTSE-b* = == = Funda-b*

Figura 4. Cambios en el color (p < 0.0002) de la carne a nivel superficial (Barras = Luminosidad
y Lineas = tonos amarillos) durante el almacenamiento de carne molida de cerdo con 2%
de NaCl cubierta con las peliculas comestibles WPI-NPS incorporadas o no con TSE.

47



0.31 10
@ 0.29 I ’
© . —_
£ eom=a il 8 8
— —_—‘ _____ fe
=027 . oz _ 7 &
o e® === o0
el
S 025 l 3z 6 <
<
3 5 a
o =
o
= 0.23 4 %o
2 3w
E 021 g
& T 2 =
= 019 I =
W 1
0.17 0
1 7 14
Tiempo de almacenamiento, dias
Sin TSE-TBARS 1.26 mg TSE-TBAR 12.6 mg TSE-TBARS Funda-TBARS
Sin TSE-FRAP 1.26 Mg TSE-FRAP  e= = = 12.6 mg TSE-FRAP === =- Funda-FRAP

Figura 5. Cambios en la oxidacion lipidica (Barras, p < 0.0001) respecto a la actividad FRAP
(Lineas, p < 0.0008) durante el almacenamiento de carne molida de cerdo con 2% de
NaCl cubierta con las peliculas comestibles WPI-NPS incorporadas o no con TSE.
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Figura 6. Cambios en la oxidacién proteica (Barras, p < 0.0001) respecto a la actividad FRAP

(Lineas, p < 0.0008) durante el almacenamiento de carne molida de cerdo con 2% de
NaCl cubierta con las peliculas comestibles WPI-NPS incorporadas o no con TSE.
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18. Conclusiones

La aplicacion de peliculas comestibles WPI-NPS incorporadas con 1.26 mg de TSE durante 14
dias en carne molida de cerdo bajo condiciones pro-oxidantes (2% de NaCl) aporté la mayor
inhibicién de las reacciones de oxidacion proteica y lipidica a nivel superficial, con
aparentemente una baja permeabilidad al agua, que se reflejo en una mayor preservacion de la
luminosidad y los valores de amarillos. La falta de cambios en los tonos rojos de la carne, hace
suponer que el extracto no fue liberado al alimento sino que la actividad fue en la zona de

contacto.
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VI. CONCLUSIONES GENERALES

El uso de TSE en la produccion de peliculas proteina-almidon mejord las propiedades
mecanicas, incremento el color y por lo tanto la opacidad, ademas de aumentar la solubilidad.
Los cambios inducidos en las propiedades mecanicas, antioxidantes y de color de las peliculas
fueron estables aun después del almacenamiento. La composicion polifendlica del TSE
incremento la actividad protectora de las peliculas comestibles bi-componente, a base de aislado
proteico de suero de leche y almidon nativo de papa. Al respecto, se observo actividad
antimicrobiana contra L. innocua, E. coli y B. thermosphacta in vitro, aunque el halo de
inhibicion apenas fue lo suficientemente grande para alcanzar diferencias, lo que lleva a suponer
que los compuestos activos de las peliculas son de baja difusividad. En adicidn, la aplicacion de
las peliculas con TSE en carne molida de cerdo en presencia de un factor pro-oxidante, redujo
la oxidacién proteica, lipidica y los cambios en algunos pardmetros del color como la
luminosidad y los tonos amarillos. Aparentemente, el TSE (de coloracion rojiza) tiene actividad
por contacto con el alimento, puesto que los tonos en los rojos no se alteraron despues del
almacenamiento, descartando que al tener las peliculas mayor solubilidad, la actividad liberada
sea la adecuada para trabajar frente a una situacion de estrés oxidativo acelerado. Usar un 1.26
mg de TSE/100 mL de solucion formadora de pelicula, resulté como adecuado para producir

peliculas WPI-NPS, aumentar su proteccion y evitar caer en situaciones pro-oxidantes.
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VIl. PERSPECTIVAS

Es necesario profundizar en la interaccion del TSE y los polimeros WPl y NPS durante la
formacion de las peliculas, y realizar combinaciones con otros materiales para tener un empaque
con caracteristicas mas cercanas a los empaques sintéticos. Por otro lado, la actividad
antioxidante aportada por el extracto de un residuo agro-industrial, como fueron las semillas de
tamarindo logro producir peliculas activas, que ain en largos periodos de almacenamiento logré
mantener sus propiedades, sin embargo, si las peliculas fueran aplicadas a un producto mas
complejo en composicién, seria necesario indagar en los posibles cambios sensoriales al
alimento. Es necesario, volver a estudiar la actividad microbiana en combinacion con otro tipo
de antimicrobianos, para evitar inhibicion de la actividad de los compuestos. Finalmente, es
necesario hacer uso de todas las tecnologias previas al procesado de la carne, para tener un mejor
control y preservacion de las reacciones de deterioro en los alimentos, el uso de carne
enriquecida en antioxidantes desde la granja, podria incrementar el éxito por tecnologias méas

amigables con el ambiente, como son las peliculas comestibles.
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