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RESUMEN

En este estudio se elaboraron y evaluaron peliculas hechas a base de proteinas
extraidas de la torta de Sacha Inchi, residuo de la industria aceitera, para
aprovechar el alto contenido proteico de este (59,59+0,84%). Se utilizaron varias
soluciones acuosas alcalinas y precipitacion en el punto isoeléctrico (pH~4,5) para
determinar las condiciones de maxima extraccion de la proteina de Sacha Inchi.
Las soluciones formadoras de peliculas, constituidas por las proteinas extraidas y
liofilizadas, sorbitol y agua fueron, tratadas térmicamente (85°C/60 minutos) y luego
del casting en placas de vidrio, se secaron (35°C/18 horas). Las peliculas
resultantes, acondicionadas a 53% HR/25°C, fueron sometidas a la evaluacion de
sus propiedades fisicas, tales como solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de
agua, contenido de humedad, grosor y color (AE*, L*, a*, y b*), para determinar la
manera en que son influidas por la concentracion de proteinas y sorbitol. La
extraccién de proteinas a pH 12 mostr6 un maximo rendimiento (72,2+1,43%),
obteniendo 28,39+1,88% proteinas liofilizadas respecto a la torta utilizada, con
contenido de proteinas igual a 89,1+0,88%. Se obtuvieron peliculas brillantes por
uno de los lados, transparentes, flexibles y de tonos amarillos. Tanto la
concentracion de proteinas y sorbitol tuvieron efectos significativos sobre el color
(AE*, L*, y b*), solubilidad en agua, permeabilidad al vapor de agua, y grosor. Se
pudo establecer las combinaciones Optimas de proteina y sorbitol para producir
peliculas con adecuadas propiedades fisicas, esto es, baja permeabilidad y baja
solubilidad. Utilizando concentraciones de sorbitol y proteina comprendidos entre
1,55% - 1,80% y 8,2% - 9,3%, respectivamente. Estos resultados demostraron que
las proteinas extraidas de la torta de Sacha Inchi tienen gran potencial como
material formador de peliculas biodegradables y/o comestibles con propiedades
adecuadas para su uso como envases y/o embalajes.
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ABSTRACT

In this study were developed and evaluated films made from proteins extracted
from Sacha Inchi cake, residue of the edible oil industry to take advantage of this
high protein content (59.59 = 0.84%). Various alkaline aqueous solutions and
precipitation at the isoelectric point (pH ~ 4.5) were used to determine the conditions
of maximum extraction of protein Sacha Inchi. The film forming solutions, consisting
of proteins extracted and lyophilized, sorbitol and water were thermally treated
(85°C/60 minutes) and dried (35 °C/18 hours) after casting on glass plates. The
resulting films, conditioned at 53% RH / 25 ° C, were subjected to evaluation of their
physical properties such as water solubility, permeability to water vapor, moisture
content, thickness and color (AE*, L*, a *, b *), to determine how they are influenced
by the protein concentration and sorbitol. Protein extraction at pH 12 showed a
maximum vyield (72.2 = 1.43%), obtaining 28.39 + 1.88% freeze dried proteins
regarding to used cake with protein content equal to 89.1+0,88%. The films obtained
were glossy on one side, transparent, flexible and yellow tones. Both protein
concentration and sorbitol had significant effects on color (AE *, L *, and b *), water
solubility, water vapor permeability and thickness. It was established the optimal
combinations of protein and sorbitol to produce films with suitable physical
properties, i.e., low permeability and low solubility of sorbitol by using sorbitol and
protein concentrations ranging between 1.55%-1.80% and 8.2%-9,3%, respectively.
These findings demonstrated that the proteins extracted from Sacha Inchi cake have
great potential as forming material biodegradable/edible films for use as wrapping
or packaging.



INDICE GENERAL

I, INTRODUCCION ......cooiviiiiiiiieieis ettt 1
[l OBJIETIVOS . ...t e et et e st e e et e e et e e e neeeenaeeennes 2
2.1, ODJELIVO GENEIAL ....ceeiiiieee e e 2
2.2. ODbJetivO ESPECITICO: ..uuieiiiiii e 2
. REVISION BIBLIOGRAFICA .....c.ooitiieiieniineeseissess st sseesssssas 3
G TNt I N g (=T o <o [T o] =PRSS 3
3.1.1. Antecedentes en el @mbito NACIONAl ............ccoeeeiiiiiiiiiiiiice e 5
3.1.2. Antecedentes en el @mbito internacional................cooevuiiiiiiiiieeeeeieeiis 8
3.2, BASES tEOMCAS ...cevvvvvtiiiiiiii e e e e e e ettt e e e e e e e e e ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e eaenanan 13

3.2.1. Definiciones, funciones y justificacién de peliculas y coberturas

comestibles y/o biodegradables ..., 13
3.2.2. COMPOSICION ...ttt e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e aaaeaeaaeens 19
3.2.3. Mecanismos de fOrMAaCION.............euuuuuuiiiiiniiee e e e eeeeeeeens 24
I e (] o] =0 F= Lo [T U PUUUPPPPPPRPPPPPPIN 26
3.2.5. Viabilidad del sistema comercial...............covvuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 34
3.2.6. Tendencias de INVEStIGaCION ..........cooovuiiiiiiiiie e 34
IV. MATERIALES Y METODOS........cooeiiiieteeteseetsee e isss s asssssessssessanes s 36
4.1, LUQAr € €JECUCION .....coeieieeiiiiiieeiiiee it e ettt e e e e e e e e e e eeeenenees 36
N V= (= £ = 1= PP 36
o Y= (= = o] 10 = PRSPPI 36
4.2.2. INStrUMENTOS Y EQUIPOS .uuiiiiiieieiie et e e et e et e e e e et e e aa e e e e e e eaans 36
4.2.3. Materiales de 1aboratorio.............uuuuuiiiiiiiiiie e 37
B = - 1o 1Y 0 1 PP 37
G T IV =1 (o (o] (oo - WA PP PPPPPPRPPP 37
4.3.1. Acondicionamiento de la materia prima..........cccooevevieeeiiiieeiiie e, 37

4.3.2. Caracterizacion quimico proximal de la torta de sacha inchi (TSI)

y del aislado proteico de sacha inchi (APSI).......ccooovviviiiiiiiicie e, 38
4.3.3. Efecto del pH en la extraccion de proteina...........cccuevviviiiieiiiiiiiiiiiiieeeeeenn. 39
4.3.4. Obtencion del aislado proteico de sacha inChi...............ccooviiiiiiiiiiiinee e, 39

4.3.5. Preparacion de la dispersién filmogénica y peliculas comestibles y/o

biodegradabIes............ouuuiiiii 41



4.3.6. Disefo estadistico experimental..............cooouiiiiiiiiiiiiii e 43

4.3.7. Evaluacion de las propiedades fisicas de peliculas de aislado proteico

de SAChA INCHI ... 44
4.3.8. Optimizacion de la permeabilidad al vapor de agua y la solubilidad ........... 46
V. RESULTADOS Y DISCUSIONES.........oo oottt 47
5.1. Acondicionamiento de la materia prima ........ccccoeveeiiiiiiii e e e 47
5.2. Caracterizacion quimica proximal de la torta de Sacha Inchi....................... 47
5.3. Efecto del pH sobre el rendimiento de extraccion de proteina...................... 47
5.4. Caracterizacion quimica proximal del aislado proteico de sacha inchi......... 49
5.5. Disefio estadistico experimental ............cccccovviiiiiiieiiiiiiii e 49
5.6. Evaluacion de las propiedades fisicas de las peliculas de APSI .................. 52
L S Yo [N o o F=To [ () I UPPPRPSPPRRN 52
5.6.2. Permeabilidad al Vapor de Agua (10 gm?tstPal) .....cccccciviiviiiinennnen. 54
I ST J O o ] o] PP PP RUPPPPN 55
5.6.4. Contenido de humedad (%0)........oeieiiiiiiiii e 61
5.6.5. GrOSOI (M) ..ttt e ettt e e e e e e e ettt e ee e bbb e e e e e e e e e e e eeeeenenaes 63
5.7. Optimizacion de las peliculas de APSI.........ccccooiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 65
VI, CONCLUSIONES ..ottt e e e e e e e e e e aeaaee s 67
VII. RECOMENDACIONES .....cottiiiiiiiiiie e a e e e 68
VIII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooiee et 69

Xi



ANEXO A.
ANEXO B.

ANEXO C.

ANEXO D.
ANEXO E.

ANEXO F.

ANEXO G.
ANEXO H:

ANEXOS

Fotografias del proceso de obtencion del aislado proteico ................. 81
Fotografias de la preparacion de peliculas comestibles y/o
Diodegradables..... ... 85
Fotografias de la evaluacion de las propiedades fisicas de las

PEIICUIAS ... 88
Curva Patron de Proteina de Albumina de Suero Bovino................... 89
Andlisis Estadistico del efecto del pH sobre el Rendimiento de
EXtraccion de Proteina ..........oooiviiiiiiiiiiiiiiie e 90
Reporte de Resultados de Permeabilidad al Vapor de Agua

de peliculas biodegradables comestibles de proteina de Sacha

Inchi segiin NOrma ASTM E96 ........ooooiiiiiiiiiiiiieee 92
Andlisis de Varianza de las variables respuesta.............ccccceeeveeevennnnn. 97
Graficas de efectos prinCipales ..........cccoeevveiiiiiiieiiiiiiis e 104

xii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Usos potenciales de proteinas para productos comestibles
y/o biodegradables. ...............uiiiiiii 15
Tabla 2. Funciones posibles para peliculas y coberturas de proteinas................. 18
Tabla 3. Plastificantes cominmente usados en peliculas a
base de ProteiNaS. ........coiiiiiiiii e 23
Tabla 4. Propiedades de peliculas y coberturas proteicas y métodos para su
(0 =] =1 00 0] = Tod o o RS RRSSPPR 27
Tabla 5. Solubilidad de peliculas comestibles y/o biodegradables. ...................... 29
Tabla 6. Permeabilidad al Vapor de Agua de peliculas comestibles..................... 31
Tabla 7. Diferencia de color de peliculas comestibles. ............ccccveiiiiiiiiiiiiee e, 33
Tabla 8. Tratamientos del €StUIO. .........covvvuiiiii e e e 44
Tabla 9. Matriz de experimentos del disefio factorial 2%.................cccoeeeeieiinneane 44
Tabla 10. Pardmetros de color del plato de blanco estandar y del APSI
0] 11 172= To [ PR RSSPPPPP 46
Tabla 11. Composicién quimica de la torta de Sacha Inchi en base seca. ........... a7
Tabla 12. Rendimiento de extraccion de proteina (%) en funcién del pH. ............ 48
Tabla 13. Composicién quimica del Aislado Proteico de Sacha Inchi en
DASE SECA.....ciiiiieeeeeit e 49
Tabla 14. Contenido proteico (% base seca) del APSI y otros aislados
8101 = (o0 LS TP PRSP 49
Tabla 15. Matriz de experimentos del disefio central compuesto ............cccceeeeeee. 50
Tabla 16. Coeficientes de regresion y analisis de varianza para las
variables reSPUESTAS........coovviii i 51
Tabla 17. Color de las peliculas producidas en escala decreciente
de su diferencia de COIOI. ........cooeiiiiiiiiii e 56
Tabla 18. Contenido de Humedad (%) de algunas peliculas comestibles. ........... 62
Tabla 19. Concentracion de Proteina vs Absorbancia............cccceeviviiiiiiiiiiiiiiininn, 89
Tabla 20. Resumen estadistico para el rendimiento de extraccion de
01 0] (][ = VPP UUURRUR PR 90
Tabla 21. Andlisis de Varianza para el Rendimiento de Extraccion
(o Lo o 0] (=11 = U UUPPPPPPRPURPRPN 90
Tabla 22. Resumen del MOEI0. ..........couuiiiiiiiiiiie e 90



Tabla 23.
Tabla 24.
Tabla 25.
Tabla 26.
Tabla 27.
Tabla 28.
Tabla 29.
Tabla 30.
Tabla 31.
Tabla 32.
Tabla 33.
Tabla 34.
Tabla 35.
Tabla 36.
Tabla 37.
Tabla 38.
Tabla 39.
Tabla 40.
Tabla 41.
Tabla 42.
Tabla 43.

Comparacion de medias con método de Tukey........ccooeeeeviviiieieeeeeinnnnn. 90

CoNrastes e TUKEY. ....uuuiieeiieiiie e ee et e e e e e eanaanas 90
Prueba de LEVENE. ......cooieiii et 91
Grosor promedio de peliculas ensayadas. ............cccceeeevvvvvieiiiiiiiiinnnn. 92
Valores de permeancia de peliculas ensayadas.................ccooevvieeeeen. 92
Valores de permeabilidad de peliculas ensayadas. .............cccccceeeeees 92
Andlisis de varianza de la variable solubilidad (%). .......cccooevvvviiiieennnns 97
Estadisticos importantes de la variable solubilidad (%). .............cc....... 97
Andlisis de varianza de la variable PVA. ..o 98
Estadisticos importantes de la variable PVA. ...........ccccoooiiiiiiiiiiecne, 98
Analisis de varianza de diferencia de color (AE®). ........ccooviiiviiiiiinennnns 99
Estadisticos importantes de la variable AE*. ..............cccooeiiiiiiiinnenn, 99
Analisis de Varianza de la variable Claridad (L*). .........ccccceeeiiiiiinnnnn. 100
Estadisticos importantes de la variable L*. ...............ccccoooei i, 100
Andlisis de ajuste de la variable a*. ...............ccviii i 100
Analisis de varianza de la variable b*. .............cccccoiiiiiiiiii 101
Estadisticos importantes de la variable b*. ...............cccccooeiiii, 101
Andlisis de varianza de la variable contenido de humedad................. 102
Estadisticos importantes de la variable contenido humedad. ............. 102
Andlisis de varianza de la variable grosor. .........cccccciiiiieeeee, 103
Estadisticos importantes de la variable grosor. ..........cccccccceeeeiiiiininnn, 103

Xiv



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.

Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.

INDICE DE FIGURAS

Progreso en el estudio de peliculas y coberturas comestibles
y/o biodegradables desde 1946-2014.........c.coiiieiiiiiiiieeeiiiiee e 3
Cantidad de trabajos de investigacion realizados por pais. ..................... 4
Funciones de peliculas y coberturas comestibles.............cccccceevieeennnnnnn. 17
Materiales biopoliméricos usados en formulaciones de
PEIICUIAS Y CODBITUIAS. ... .ttt 19
Varias maneras de modificar las caracteristicas de peliculas y
coberturas comestibIES. .........ooviiiiiiiiiii e 25
Diagrama de flujo para la obtencién de aislado proteico de
Sacha Inchi a partir de |2 torta...........oeeiviieieiiiiee e 40
Diagrama de flujo para la obtencion de peliculas biodegradables
comestibles de aislado proteico de Sacha Inchi..........ccccoccoviiiiiiinnnnn. 42
Disefio Central Compuesto del EXperimento. .............cceeveeeveevviieeeeeennnnn. 43
Curva de rendimiento de extraccion de proteina............ccccceeeeeriiieeeeeeenn. 48
Superficie de Respuesta para la variable Solubilidad.......................... 53
Superficie de Respuesta para la variable PVA ............cccooooviiiiiiinen, 55
Superficies de respuesta para la diferencia de color (AE™) .................. 58
Superficies de respuesta para la Claridad (L*) ......coccovvvvviiiieeveeiinnnnnnn. 59
Superficie de Respuesta para b*..........cccoooviiiiii 61
Superficie de Respuesta para la variable grosor ..........c...cccceeevevinnees 64
Superposicion de las graficas de contorno de las variables
[ A A To ] 8] o] [T F=To [N ) 65
Curva patron de proteina de albumina de suero bovino ...................... 89
Intervalos de confianza de TUKeY. ........ooovviiiiiiiiiiiiieee 91
Curva de los datos ajustados del tratamiento 1............cccoeevviiieiiinnne, 93
Curva de los datos ajustados del tratamiento 2. ...........ccccceeeeevvevinnnnnnn. 93
Curva de los datos de los ajustados del tratamiento 3. ....................... 93
Curva de los datos ajustados del tratamiento 4. ..........ccceveeeeeveenennnnnnn. 94
Curva de los datos ajustados del tratamiento 5. ...........ccooeevviiieiiine, 94
Curva de los datos ajustados del tratamiento 6. ...........ccoceevvvieeiiinnees 94
Curva de los datos ajustados del tratamiento 7. ...........cccceeeveevveiinnnnnnn. 95

XV


file:///C:/Users/IvanGL/Desktop/Tesis%20FIAI%20UNSM.docx%23_Toc476749009
file:///C:/Users/IvanGL/Desktop/Tesis%20FIAI%20UNSM.docx%23_Toc476749010
file:///C:/Users/IvanGL/Desktop/Tesis%20FIAI%20UNSM.docx%23_Toc476749011
file:///C:/Users/IvanGL/Desktop/Tesis%20FIAI%20UNSM.docx%23_Toc476749012
file:///C:/Users/IvanGL/Desktop/Tesis%20FIAI%20UNSM.docx%23_Toc476749013
file:///C:/Users/IvanGL/Desktop/Tesis%20FIAI%20UNSM.docx%23_Toc476749014

Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.

Curva de los datos ajustados del tratamiento 8. ...........ccccoceviiveviinns 95
Curva de los datos ajustados del tratamiento 9. ...........ccccceeveevvvvinnnnnnn. 95
Vapometro empleado en el ensayo de determinacion de

permeabilidad al vapor de agua. ............ccooiiiiiiiiiiiiii e 96
Ensamblaje del vapometro para la medicion de la

permeabilidad al vapor de agua. ..........ccccceeieeiiiiiiiiieeee e 96

Grafica del efecto principal Sor sobre la diferencia de

COIOT (AE™). i 104
Gréfica de efecto principal APSI sobre la diferencia de
(o7o] (o] g (74 =Sal TR PP 104

Grafica de efecto principal APSI sobre la claridad (L*)
de 1as PEliCUIBS. .......covviiiiieiee s 105
Gréfica de efecto principal Sor sobre la claridad (L*)

de 1as PeliCUIAS........oo e 105
Grafica de efecto principal APSI sobre b* de las peliculas. ............... 106
Grafica de efecto principal Sor sobre b* de las peliculas................... 106
Gréfica de efecto principal % APSI sobre el % Solubilidad. ............... 107
Grafica de efecto principal % Sor sobre el % Solubilidad. ................. 107
Grafica de efecto principal APSI sobre la PVA de las peliculas......... 108
Grafica de efecto principal Sor sobre la PVA de las peliculas. .......... 108
Gréfica de efecto principal APSI sobre el grosor de peliculas. .......... 109
Gréfica de efecto principal Sor sobre el grosor de peliculas. ............. 109

XVi



INDICE DE FOTOS

Foto 1. Torta de Sacha Inchi molida y tamizada..............cccoeovveviiiiiieeiiiiiie e, 81
Foto 2. Solubilizacion de la proteina de Sacha Inchi en medio alcalino................ 81
Foto 3. Mezcla obtenida luego del proceso de solubilizacion. ...........ccccovveeeeen.. 81
Foto 4. Separacién de la proteina solubilizada (sobrenadante) y del residuo
(1= 110 4=1 ] (o ) AP 82
Foto 5. Sobrenadante ObBteNIdO. ........ooviii i 82
Foto 6. Precipitacion isoeléctrica de las proteinas a partir del sobrenadante. ...... 82
Foto 7. Formacion del precipitado proteico tras alcanzar el
PUNLO ISOEIECIIICO. . .oevveieeciee e e 83

Foto 8. Separacién del precipitado mediante centrifugacion. ...........ccccccooeeeeennnnn. 83
Foto 9. Precipitado acondicionado para ser congelado. .............couuvvveiiiiniiieeeeneen. 83
Foto 10. Liofilizador LABCONCO utilizado para deshidratar el

=L F=To [0 1 o] (0] (= (o] o AU 84
Foto 11. Aislado proteico de Sacha Inchi liofilizado..............ccccceeeiiieiiiiiin e, 84
Foto 12. Peliculas obtenidas en el primer proceso exploratorio de las

condiciones para Su formacion. ...........ccccciiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 85
Foto 13. Peliculas obtenidas en el segundo proceso exploratorio de las

condiciones para su formacion. .............ccceeeeeiiiiiii e 85
Foto 14. Peliculas obtenidas en el tercer proceso exploratorio de las

condiciones para su formacion. ..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 86
Foto 15. Peliculas obtenidas utilizando las condiciones experimentales

(0TS ol 1 7= ST SPPPPPTT 87
Foto 16. Equipos utilizados para determinar la permeabilidad al vapor

de agua de las peliculas de APSI. ........cccooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 88
Foto 17. Micrometro utilizado para la determinacion del grosor de las peliculas

E APSI. oo 88
Foto 18. Cromametro utilizado para determinar el color de las peliculas

8 APSI. o 89

xvii



l. INTRODUCCION

La sociedad humana se ha beneficiado grandemente con el uso de plasticos
debido a su extraordinaria versatilidad y facilidad de produccion. Sin embargo, su
prosperidad trajo consigo el agotamiento de los combustibles fésiles y efectos
adversos en el ambiente. Para minimizar estas consecuencias indeseables, los
cientificos han encontrado nuevas fuentes de plasticos biodegradables cuya
produccion se realiza a partir de recursos renovables. Esto ha conducido al
desarrollo de plasticos biodegradables, es decir, hechos a partir materiales de
origen biolégico, los cuales ayudan a reducir la dependencia de los polimeros
fésiles, reducir la acumulacion de residuos plasticos persistentes, y mejorar el
control de emisiones de CO:2 en el ambiente.

En la region San Martin la generacion y acumulacion de residuos soélidos no
biodegradables es un problema que requiere solucion. Pese a que en la region se
cuenta con una gran variedad de materias primas que pueden ser utilizadas en la
produccion de plasticos de origen bioldgico y peliculas comestibles, tales como
subproductos de la industria aceitera, especificamente de la torta de Sacha Inchi.

En el presente trabajo de investigacion se busca elaborar peliculas comestibles
con adecuadas caracteristicas fisicas utilizando torta de sacha Inchi y sorbitol.
Contribuyendo de esta manera, al uso integral de los subproductos agroindustriales
generados por la industria aceitera en la regién San Martin, y a la disminucién de

basura no biodegradable que contamina y agrede al medioambiente.



II. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Obtener peliculas biodegradables y/o comestibles a partir de proteinas

extraidas de la torta de Sacha Inchi.

2.2. Objetivo especifico:

Extraer las proteinas de la torta de Sacha Inchi utilizando la extraccion alcalina
y la precipitacion en el punto isoeléctrico.

Evaluar el efecto de la concentracion de las proteinas extraidas de la torta de
sacha Inchi y sorbitol en las propiedades fisicas de las peliculas biodegradables
comestibles.

Determinar condiciones Optimas para producir peliculas con adecuadas

caracteristicas fisicas.



. REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1. Antecedentes

Desde hace aproximadamente 60 afios se viene llevando a cabo trabajos de
investigacién y desarrollo en peliculas y coberturas comestibles y/o biodegradables
a partir de materiales de origen animal y vegetal (Krochta, 2002).

En la Figura 1 se observa que el numero de trabajos de investigacion y
desarrollo en peliculas y coberturas comestibles y/o biodegradables se ha ido

incrementando progresivamente desde el afio 1946 hasta 2014 (Elsevier, 2015).
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Figura 1. Progreso en el estudio de peliculas y coberturas comestibles y/o
biodegradables desde 1946-2014. Fuente: Elsvier, (2015).

Elsevier (2015) manifiesta que en el mismo periodo de 1946 al 2014, los paises
gue llevaron a cabo mas trabajos de investigacion y desarrollo de peliculas y
coberturas comestibles y/o biodegradables fueron Estados Unidos, China, Japény
Brasil. Mientras que Peru solo participd con cinco trabajos de investigacion
publicados en revistas indizadas: (Tommonaro, et al., 2007); (Mendieta-Taboada,
et al., 2008); (Silva, et al., 2008); (Mendieta-Taboada, et al., 2008); (Torres, et al.,
2011) (Ver Figura 2).

Los primeros estudios acerca del uso de materiales agropecuarios para el
desarrollo de peliculas y coberturas datan de la década del afio 1950 (Waller, et al.,
1953).



Desde entonces, varios investigadores han propuesto materiales, propiedades
y aplicaciones potenciales de peliculas y coberturas comestibles; peliculas y
coberturas biodegradables, o peliculasy coberturas biodegradables y comestibles.
Varias revisiones se han enfocado exclusivamente en proteinas, polisacaridos, o
lipidos y resinas.

En el ambito nacional un poco més de la mitad de los trabajos de investigacion
y desarrollo esta orientada a evaluar el desempefio de peliculas y coberturas
comestibles y/o biodegradables sobre productos alimentarios o farmacos. El resto
busca caracterizar peliculas y coberturas obtenidas a partir de materiales
agropecuarios.

A continuacion se presentan trabajos de investigacion llevadas a cabo en el
ambito nacional e internacional. Los antecedentes presentados en el ambito
nacional son todos los que el autor de esta tesis ha podido recopilar del tema, ya
sean de aplicacion y desarrollo. Mientras que los antecedentes en el ambito
internacional sélo abarcan aquellos que tratan sobre el efecto de la concentracion
de proteina y plastificante sobre las propiedades de peliculas y coberturas
comestibles y/o biodegradables.
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Figura 2. Cantidad de trabajos de investigacion realizados por pais.
Fuente: Elsevier B.V., (2015).



3.1.1. Antecedentes en el ambito nacional

3.1.1.1. Desarrollo y caracterizacion de peliculas y coberturas

Carcausto-Davila (2004) de la Universidad Nacional Agraria La Molina evaluo
las propiedades fisico-quimicas y mecénicas de peliculas obtenidas a partir de
concentrado de lactosuero y gluten de trigo.

Ledn, et al., (2007) del Instituto Peruano de Energia Nuclear prepararon
peliculas de alcohol polivinilico (PVA), quitosano-PVA y quitosano-PVA dopadas
con TiO2 para evaluar sus propiedades antimicrobianas frente a cepas bacterianas
de S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. Observaron que estas peliculas no tienen
actividad frente a estos microorganismos, pero si actGan como una barrera
microbiana eficaz.

Fuentes, et al., (2009) de la Pontifica Universidad Catolica del Pera (PUCP)
desarrollaron peliculas de quitosano a partir de desechos de calamar gigante
(Dosidicus gigas) y evaluaron sus propiedades fisicas, mecdanicas, de
biocompatibilidad y de bioadhesion para su uso en tratamiento de heridas por
guemaduras. Determinaron que las peliculas quitosano-NaOH muestran buenas
propiedades mecénicas, bioadhesivas, baja irritacion y adecuada permeabilidad lo
cual las hace aptas como apa@sitos.

Torres, et al., (2011) de la PUCP obtuvieron peliculas de almidon extraido de
12 diferentes cultivos andinos y determinaron su biodegradabilidad y sus
propiedades mecanicas. Observaron que las propiedades mecéanicas de las
peliculas dependen de la fuente de almidon usado para su produccion; todas las
peliculas se degradan en un proceso de tres etapas; y que la tasa de pérdida de
peso de las peliculas es mas alta que la pelicula de celulosa utilizada como control.

Troncoso (2011) de la PUCP desarroll6 un proceso para la fabricacién de
armazones porosos para su aplicacion en Ingenieria de Tejidos, usando polimeros
naturales biodegradables y una técnica de calentamiento por microondas. Los
polimeros utilizados fueron almidon de tres tipos: papa, maiz y camote. Estudio la
influencia de los parametros de proceso de manufactura (temperatura, tiempo,
composicién de la muestra, etc.) sobre las propiedades del producto final.

Salazar, et al., (2013) de la Universidad Nacional de Ingenieria,
despolimerizaron quitosano y obtuvieron quitosanos con pesos moleculares

comprendidos entre 133,37 y 554,22 kDa. Después prepararon peliculas de
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quitosano cargadas con antocianinas y reticuladas con tripolifosfato (TPP) y las
caracterizaron usando espectroscopia infrarroja (FTIR), Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM) y Termogravimetria y grado de hinchamiento, demostrando que el
TPP reacciona electrostaticamente con el quitosano, manteniendo las antocianinas
dentro de la matriz polimérica.

Martinez-Pajuelo (2015) de la PUCP prepar6 peliculas de almidén de papa
blanca reforzadas con nanoparticulas de almidon de papa amarilla y evalué sus
propiedades mecénicas, térmicas y estructurales. Los resultados del reforzamiento
mostraron un mejoramiento en las propiedades mecanicas y térmicas; junto con un
cambio en la vibracién de grupos funcionales en las peliculas, vinculado a la adicién

de las nanoparticulas.

3.1.1.2. Aplicacién de peliculas y coberturas

Ledn, et al., (2007) del Instituto Peruano de Energia Nuclear, evaluaron la
actividad antimicrobiana u antioxidante de sangre de grado (Croton lechieri) en
polvo tratada con radiacion gamma. La actividad antioxidante se determiné en el
polvo de sangre de grado irradiado por el método de neutralizacion del radical libre.
Para evaluar la propiedad antimicrobiana de la sangre tratada utilizaron peliculas
de quitosano-PVA con extracto hidroalcohdlico de sangre de grado irradiado y el
método de difusion en agar de Kirby-Bauer. Los autores concluyeron, por un lado,
gue la propiedad antioxidante disminuye con el incremento de la dosis de irradiacion
y, por otro lado, que existen propiedades antimicrobianas de las peliculas de
guitosano-PVA embebidas en extracto hidroalcohélico de sangre de grado.

Arroyo-Portal, et al., (2010) evaluaron el efecto sinérgico de tres solutos (NacCl,
sacarosa, fosfato, tricélcico) sobre la humedad, ganancia de solidos y ganancia de
calcio en la deshidratacion osmotica de oca con y sin recubrimiento de quitosano
(quitosano, &cido citrico, acido oleico). Concluyeron que el recubrimiento permite
mayor difusion de agua, menor ganancia de solidos y mayor ganancia de calcio.

Rojas, et al., (2011) del Instituto Peruano de Energia Nuclear, evaluaron el
efecto cicatrizante de peliculas de quitosano-alcohol polivinilico embebidas con
extracto hidroalcohdlico de tara (Caesalpinia spinosa) (EHT). Mediante la

evaluacion in vivo de cicatrizacidon y estudio histolégico en conejos se determind



gue la pelicula de quitosa-PVA con extracto hidroalcohdlico muestra actividad
cicatrizante.

Torres, et al.,, (2011) de la PUCP evaluaron peliculas elaboradas a partir de 17
amilaceos andinos para su uso como materiales biomédicos realizando ensayos de
biocompatibilidad y proliferacion celular mediante la siembra de células fibroblast
3T3. Determinaron que las peliculas hechas de almidon de “tunta” (Solanum
ajahuiri), de papa “muro-huayro” (Solanum tuberosum sbsp. tuberosum) vy
zanahoria blanca mostraron los méas altos niveles de células vivas y viabilidad
celular. Concluyeron que los almidones andinos son aconsejables para producir
peliculas biocompatibles.

Aredo, et al., (2013) de la Universidad Nacional de Trujillo, evaluaron el
rendimiento de dos tipos de recubrimientos (almidén y pectina) en términos de
transferencia de masa durante la deshidratacion osmoética de olluco. Los autores
concluyeron que el recubrimiento de pectina generé menor ganancia de sélidos y
menor deshidratacibn en comparacion con las muestras sin recubrimiento y con
recubrimiento de almidon.

Sanchez-Rivera (2014) de la Universidad Privada Antenor Orrego-Trujillo,
evaluo el efecto de la aplicacion de coberturas biodegradables y temperatura sobre
el color, firmeza, pérdida de peso, y aceptabilidad de almacenamiento de palta
(Persea americana Mill) variedad fuerte. Mediante ensayos de firmeza, pérdida de
peso, aceptabilidad y determinacion del color de las paltas, cubiertas con peliculas
de gel aloe vera o gelatina-almidén-glicerol-extracto-EHT, comprobd que esta
dltima combinacién y la temperatura de 6°C produjeron los mejores parametros de
color L*, a* y b* en la cascara y pulpa de palta; mientras que la cobertura de gel
aloe vera a 6°C permitio la mayor retencion de la firmeza.

Silva-Gil, et al., (2014) de la Universidad Nacional de Trujillo, evaluaron el efecto
de los pretratamientos, aplicados a cada trozo de papa, sobre la absorciéon de
grasa, difusividad efectiva, constante de transferencia de masa y variacion de color
después del proceso de fritura. Los pretratamientos fueron cuatro: T1 = papa sin
tratamiento, T2 = papa mas deshidratacion osmética (D.O.) (solucion salina), T3 =
papa mas cobertura y T4 = papa mas D.O. y cobertura. La cobertura estuvo
compuesta por CMC, pectina y goma xantana. Una conclusién importante fue que

la cobertura produjo una menor absorcion de grasa total y menor variacion.



3.1.2.Antecedentes en el &mbito internacional

Gennadios, et al., (1994) evaluaron la permeabilidad al vapor (WVP) de agua
a b, 15, 25, 35°C y a 100-50% y 100-70% de gradiente de humedad relativa (HR),
de peliculas hechas a partir de gluten de trigo y aislado proteico de soya.
Observaron que la WVP depende de la gradiente de humedad y de la temperatura.
Concluyeron que las WVP de ambas peliculas de proteina aumentaron con una
menor gradiente de humedad relativa (100-70%) y disminuyo con el incremento de
la temperatura.

McHugh, et al., (1994) desarrollaron un enfoque integrado para evaluar la
permeabilidad al oxigeno y las propiedades de traccion de peliculas comestibles
hechas de proteina de lactosuero plastificadas con glicerol o sorbitol. El glicerol
causO6 mayores incrementos de la permeabilidad al oxigeno que el sorbitol. El
aumento de la concentracion de ambos plastificantes produjo un decremento
significativo de la resistencia a la traccién y un incremento de la elongacion. El
sorbitol resulté mas efectivo que el glicerol como plastificante en aquellas peliculas
de igual resistencia a la traccién, elongacién, y médulo elastico ya que tuvo menor
permeabilidad al oxigeno.

Gennadios, et al., (1996) evaluaron el efecto de la concentracion de solidos de
yema de huevo y de la concentracion de plastificantes (glicerina, polietilenglicol, o
sorbitol) sobre las propiedades de peliculas hechas a partir de soluciones acuosas
alcalinas de albumina de huevo. Las propiedades evaluadas fueron, resistencia a
la traccion (TS), elongacion a la ruptura (E), permeabilidad al vapor de agua (WVP),
y valores de color Hunter. Observaron que a una concentracion de plastificante de
50% w/w de proteina, el sorbitol tuvo el menor valor de WVP mientras que las
peliculas con PEG tuvieron altos valores de E. Las peliculas plastificadas con
sorbitol y PEG tuvieron valores mas altos de TS que con glicerol. Los sélidos de la
yema de huevo disminuyeron la TS, E y la WVP mientras que aumentaron el color
amarillo de las peliculas.

Cuq, et al., (1997) estudiaron el efecto de la humedad relativa y la temperatura
sobre las propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua de peliculas hechas
de proteina miofibrilar de pescado. Tras la construccion de isotermas de adsorcion
de las peliculas a tres diferentes temperaturas se observo que la cantidad de agua

adsorbida es menor a temperaturas altas y que altos valores de aw cambian
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rapidamente las propiedades funcionales de las peliculas, debido a los puentes de
hidrégeno entre el polimero y el agua. Este efecto fue explicado por el incremento
del contenido de agua y el hinchamiento de los polimeros hidrofilicos y por el
incremento del volumen libre de la red con el agua, lo cual mejora la difusién
molecular y la transferencia a través de la pelicula.

Chick, et al., (1998) tras estudiar el efecto de la relacidn proteina-plastificante y
tipo de plastificante sobre la resistencia a la traccion, porcentaje de elongacion,
permeabilidad al oxigeno y al vapor de agua de peliculas comestible de &cido
lactico y caseina precipitada con cuajo, determinaron gue la peliculas plastificadas
con sorbitol fueron mas efectivas como barreras a la humedad y al oxigeno que las
peliculas plastificadas con glicerol.

Handa, et al., (1999) elaboraron peliculas plastificadas con polietilenglicol a
partir de soluciones acuosas alcalinas (pH 10,5; 11,0 o 11,5) de clara de huevo
(SFP) con o sin calentamiento (40°C por 30 min). Y antes del casting, midieron la
concentracion de grupos sulfhidrilos (SH) y encontraron que éstos se incrementaron
tras el ajuste del pH y el calentamiento, probablemente debido a la
desnaturalizacion de la proteina y la division de los enlaces disulfuros (S-S).
Ademas correlacionaron la concentracién de los grupos SH con la resistencia a la
traccion (r = 0,70), elongacion a la ruptura (r = 0,86) y materia soluble total de
las peliculas (r = —0,94). Con respecto a la materia soluble, los autores arguyeron
gue, a medida que el numero de grupos sulfhidrilos superficiales se incremento,
mas enlaces covalentes S-S se formaron durante el secado de SFP.
Probablemente, estos enlaces S-S reticularon la red de la pelicula haciendo que los
grupos hidrofilicos de las cadenas proteicas estén menos accesibles al agua.

Roy, et al., (1999) luego de estudiar el efecto del calentamiento (55, 75 0 95°C
por 10 min) de las soluciones formadoras de peliculas, a base de gluten de trigo y
glicerol, determinaron que la solubilidad de la proteina de las peliculas disminuy6
con el incremento de la temperatura de calentamiento.

Pérez-Gago, et al., (1999) investigaron como se relaciona el pH de las
soluciones formadoras de pelicula con la PVA de peliculas hechas con una
emulsion de aislado proteico de lactosuero (WPI) y cera de abeja. Observaron que

cuando el pH de solucion formadora de pelicula disminuye, la PVA de la pelicula



resultante aumenta. Lograndose la maxima y minima permeabilidad al punto
isoeléctrico y a pH 7, respectivamente.

Anker (2000) determind que la microestructura de las peliculas hechas con
proteina de lactosuero depende de la concentracion de la proteina, los plastificantes
y el pH. De este modo, cuando la concentracion de proteinas aument6 se formé
una estructura mas agregada con una red proteica mas densa y grandes poros.
Esto resulté en un aumento de la permeabilidad al vapor de agua y al oxigeno. Por
otro lado, cuando se utilizo glicerol como plastificado en vez de sorbitol, el contenido
de humedad y la PVA se duplicé.

Monterrey-Quintero, et al., (2000) elaboraron y caracterizaron peliculas hechas
con proteina miofibrilar de Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) y descubrieron
gue las peliculas no fueron muy solubles (menos de 20 g/100 g de materia seca) y
gue el glicerol influencio fuertemente sobre las propiedades mecénicas y la
solubilidad de las peliculas.

Sobral, et al., (2001) obtuvieron peliculas de gelatina plastificadas con
crecientes cantidades de sorbitol y como era de esperar la PVA se incrementd con
el contenido de sorbitol.

Tanaka, et al., (2001) estudiando los efectos de dos plastificantes (glicerol y
polietilenglicol) sobre las propiedades mecéanicas y la permeabilidad al vapor de
agua de peliculas hechas con proteinas de pescado solubles en agua,
determinaron que a medida que la concentracion de glicerol aumenta, la resistencia
a la traccién decrece con el concomitante incremento de elongacion a la ruptura y
la permeabilidad al vapor de agua.

Choi, et al., (2001) produjeron peliculas comestibles a partir de concentrado
proteico de arveja y glicerol. Y observaron que incrementando la concentracion de
plastificante en la pelicula, la resistencia a la traccion y el modulo elastico
disminuyeron mientras que la elongaciéon y la permeabilidad al vapor de agua se
incrementaron. Ademas la solubilidad de la pelicula no fue afectada
significativamente por la cantidad de plastificante.

Fang, et al., (2002) evaluaron el efecto de la proporcién de proteina de
lactosuero, calcio, glicerol y la incorporacion de gotas de emulsién sobre la traccion
y propiedades de barrera de peliculas a base de aislado proteico de lactosuero.

Determinaron que la proporcion de proteina tuvo menos influencia sobre la
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resistencia a la traccién, elongacion y permeabilidad al vapor de agua que las
proporciones de glicerol e ion calcio.

Kim, et al.,, (2003) aplicaron metodologia de superficie de respuesta para
evaluar el efecto de las concentraciones de cera de sorgo, sorbitol y glicerina sobre
las propiedades fisicas de peliculas a base de aislado proteico de soya (SPI).
Determinaron que todas las variables afectan significativamente la PVA, la TSy E,
la diferencia del color total y la materia soluble total (TSM). Y que a medida que la
concentracion de sorbitol se incrementa en las peliculas compuestas, la
permeabilidad al vapor de agua también aumenta. Ademas el sorbitol tuvo un punto
critico de 2 - 5 g/5 g de SPI para bajos valores de TSM. Concluyeron que la adicién
de sorbitol contribuyé méas a las propiedades de la pelicula que lo que hizo la
glicerina.

Herndndez-Mufioz, et al., (2003) extrajeron dos fracciones de la proteina de
trigo: gliadinas y gluteninas; e hicieron peliculas con cada una de ellas utilizando
glicerol como plastificante. Evaluaron las caracteristicas de cada una de ellas y
determinaron que las peliculas obtenidas a partir de glutenina presentaron mas
altos valores de TS y valores mas bajos de E y PVA que las peliculas de gliadina.
Por ultimo, concluyeron que la concentraciéon de glicerol modificé en gran manera
las propiedades mecanicas y de barrera al vapor de agua de ambos tipos de
pelicula.

Paschoalick, et al., (2003) evaluaron el efecto del contenido de glicerina (15-65
g/100 g de proteina) y el tratamiento térmico (40, 65y 90 °C/30 min) sobre la PVA,
el color y opacidad, las propiedades mecanicas y viscoelasticas de peliculas hechas
con proteina de musculo de Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Observaron
gue la permeabilidad al vapor de agua se incrementé con la concentracion de
glicerina y que un incremento en la temperatura del tratamiento térmico de la
solucion filmogénica también caus6 un incremento en la PVA. Por otro lado, la
opacidad y el color decrecieron con el contenido de glicerina y fue proporcional a la
temperatura del tratamiento térmico.

Sothornvit, et al., (2003) hicieron peliculas hechas de aislado proteico de
lactosuero (WPI) usando moldeo por compresion. Las peliculas hechas con
mezclas agua-WPI fueron quebradizas e insolubles y tuvieron valores de PVA

independientes del contenido inicial de agua en la mezcla agua-WPI (30-50%),
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temperatura de moldeo (104-160°C por 2 min), o presiéon de moldeo. Las peliculas
de glicerol-WPI producidas a 104°C fueron flexible y parcialmente solubles,
mientras que las producidas a 140°C fueron también flexibles pero casi insolubles.
El contenido de glicerol, la temperatura y presion de moldeo tuvieron un pequefio
efecto sobre los valores de PVA en el rango de condiciones estudiadas.

Bozdemir, et al., (2003) evaluaron las propiedades de barrera de peliculas
preparadas de goma de algarrobo (polimero polisacarido) y varios plastificantes
(glicerol, propilenglicol, sorbitol y polietilenglicol 200) junto con modificadores
hidrofébicos (estearopteno y cera de abejas). Determinaron que las peliculas que
contienen polietilenglicol 200 (PEG 200) y sorbitol tiene los valores de
permeabilidad mas bajos y que las peliculas con glicerol tiene los valores de PVA
mas altos. Comprobaron que las peliculas comestibles basadas en polisacéaridos
tienen valores de PVA mas altos que aquellas basadas en lipidos y proteinas.

Sothornvit (2005) evalué la formacién y propiedades de peliculas hechas con
diferentes fuentes de proteina, y glicerol; y determiné que el pH optimo para formar
las peliculas de proteina de lactosuero (WP), soya (SP) y clara de huevo (EWP)
son 6,5-7,5; 7,0-7,4 y 12, respectivamente. Ademas el contenido de glicerina, el tipo
de proteina y la temperatura de secado influyeron sobre la permeabilidad al vapor
de agua (PVA). Aumentando el glicerol aumenta la movilidad de las moléculas de
proteina e incrementa la permeabilidad; mientras que el aumento de la temperatura
ocasiona la desnaturalizacién de proteina, lo cual induce redes ajustadas y reduce
la permeabilidad de la pelicula. Las peliculas de EWP confirieron los mas altos
valores de PVA, seguidos por SP y WP. Todas las peliculas mostraron
transparencia y la gradiente de la apariencia amarilla dependié del tipo de proteina
y la temperatura de secado.

Schou, et al., (2005) evaluaron la influencia de la relacién glicerol: proteina (0;
0,8; 0,16; 0,24 o 0,32) sobre las propiedades fisicas y mecanicas de peliculas
hechas con caseinato de sodio. La maxima carga, resistencia a la traccion y médulo
elastico disminuyeron y el contenido de humedad aumenté significativamente con
el incremento en el contenido de glicerol. Mientras que la elongacién y la PVA de
las peliculas aumento significativamente sdlo en las relaciones 0,24 y 0,32.

Sobral, et al., (2005) evaluaron el efecto de la concentracion de proteina (1 o 2

g/100 g de SFP) y glicerol (15-65 g/100 g de proteina) sobre el color, opacidad,
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propiedades mecanicas y propiedades viscoelasticas de peliculas hechas con
proteinas del masculo de Thai Tilapia. Concluyeron que, practicamente, todas las
propiedades estudiadas fueron afectadas por la concentracion de glicerina; sin
embargo, la concentracidén de proteina no fue evidente en todas las propiedades.
El aumento de la concentracién de glicerol causoé la reduccion en la diferencia de
color debido al efecto de dilucidn de la glicerina, independientemente de la cantidad
de proteina en la SFP. También pudieron concluir que las peliculas hechas con
mayor contenido de proteina fueron mas resistentes. Pero este comportamiento
puede ser afectado por el plastificante.

Wan, et al., (2005) estudiaron cémo afecta la adicion de un plastificante
(propilenglicol [PG], polietilenglicol [PEG], sorbitol [SOR], o sacarosa [SUC] a un
ratio de 25:75, 50:50, 75:25 y 0:100, plastificante:glicerol) sobre las propiedades
mecanicas y de barrera al agua. Concluyeron que el tipo de plastificante asi como
la relacion plastificante:glicerol afectan las propiedades antes mencionadas. La
adicion de tan solo 25% de un plastificante menos higroscépico en la mezcla,
induce una reduccion significante en la PVA. Sin embargo, al menos 50% de la
mezcla necesita ser glicerol para mejorar significativamente la resistencia a la
traccion.

Martelli, et al., (2006) elaboraron peliculas a partir de queratina obtenida de
plumas de pollo, y evaluaron la influencia del tipo y concentracion de plastificantes
sobre la microestructura, isotermas de sorcion y la permeabilidad al vapor de agua.
Los resultados mostraron que el incremento de la concentracion de plastificante
causo una disminucion en las propiedades de barrera y favorecié la adsorcion de

agua por la red polimérica, aumentando el contenido de humedad de las peliculas.

3.2. Bases teoricas
3.2.1. Definiciones, funciones y justificacion de peliculas y coberturas
comestibles y/o biodegradables

3.2.1.1. Peliculas versus coberturas

Las peliculas se pueden definir como una capa fina e individual de material
polimérico que puede ser usado como empaque alimentario (Park, et al., 2014). Las
peliculas son consideradas normalmente como independientes ya que son

formadas de manera separada de cualquier uso posterior deseado. Estas peliculas
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independientes también son usadas como estructuras de ensayo para la
determinacion de propiedades de barrera, mecéanicas, de solubilidad y otras
propiedades de un determinado material. Tales peliculas pueden ser usadas como
cubiertas, envolturas o capas de separacion; y pueden ser potencialmente
formadas en bolsas, capsulas, y revestimientos. Productos afines incluyen articulos
moldeados de mayor grosor (Krochta, 2002).

Las coberturas implican la formacion de peliculas directamente sobre la
superficie del objeto que se intenta proteger o mejorar de alguna manera. En este
sentido, las coberturas vienen a ser parte del producto y permanecen sobre el
producto hasta su uso y consumo (Krochta, 2002).

La Tabla 1 resume los diferentes usos para peliculas y coberturas, distinguiendo

entre productos comestibles y biodegradables.

3.2.1.2. Comestible versus biodegradable

Las peliculas y coberturas hechas de proteina son comestibles y/o
biodegradables, dependiendo de la formulacion, método de formacion, y
tratamientos de modificacién. Siempre que se usen proteinas y otros aditivos de
grado alimentario (por ejemplo, plastificantes, acidos o bases, sales, y enzimas) y
s6lo ocurran cambios en las proteinas provocados por calentamiento, modificacion
de pH, adicién de sal, modificacion enzimatica, y remocion de agua, las peliculas o
coberturas resultantes seran comestibles (Krochta, et al., 1997).

Las peliculas y coberturas comestibles también son biodegradables. Sin
embargo, la comestibilidad se pierde cuando la proteina reacciona con otros
guimicos antes o durante la formacion de la pelicula o cobertura (por ejemplo,
injerto quimico? o reticulacion quimica?), o cuando componentes no comestibles se
agregan a la pelicula o cobertura. Las peliculas y coberturas biodegradables
usadas para aplicaciones de empaque alimentario deben mostrarse seguras para
tal uso (Krochta, et al., 1997).

1 Reaccion en la que una 0 mas sustancias se conectan, como cadenas laterales, a la cadena principal de una
macromolécula. Estas sustancias tienen caracteristicas constitucionales o configuracionales diferentes de la cadena
principal (International Union of Pure and Applied Chemistry, 2014).

2 Reaccién donde unen quimicamente dos o mas moléculas por un enlace covalente. La modificacién implica colocar
o dividir grupos quimicos para alterar la solubilidad u otras propiedades de la molécula original (Thermo Fisher Scientific,
2015)
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Tabla 1. Usos potenciales de proteinas para productos comestibles y/o

biodegradables.

Usos Comestible Biodegradable

Cubiertas, envolturas y capas separadoras para alimentos X X*
Fundas, contenedores y etiquetas para alimentos X*
Coberturas de alimentos

Microcapsulas de ingredientes alimentarios

X X X X

Coberturas de farmacos, capsulas, y Microcapsulas
Articulos desechables para el servicio de alimentos (platos,

x

tazas, cubiertos)

Bolsas de basura (jardin, restaurante)

Bolsas solubles al agua para fertilizantes, pesticidas, etc.
Microcapsulas para fertilizantes, pesticidas, etc.
Mantillos agricolas

Coberturas de papel

Embalaje de relleno

Productos médicos descartables (guantes, batas, etc.)

X X X X X X X X

Pafales descartables

* Los articulos deben ser removidos antes de consumir el alimento.
Fuente: (Krochta, 2002)

El reto para las peliculas y coberturas para empaque alimentario y otros usos
es que cumplan su funcién de manera segura y efectiva por el tiempo necesario.
Solo después de que su uso funcional ha terminado debe proceder la
biodegradacion. Por la tanto, la pelicula o cobertura es biodegradable porque puede
ser degradado completamente por microorganismos, en un proceso de compostaje,
a solo diéxido de carbono, agua, metano y algo de biomasa residual (Anénimo,
1993). Para permitir el proceso de biodegradacion es necesario un ambiente célido,
hamedo, con apropiado pH, nutrientes, oxigeno, y tiempo para los microorganismos

apropiados (Krochta, 2002).
3.2.1.3. Funciones de peliculas y coberturas comestibles

Por lo general, las peliculas y coberturas comestibles estan destinadas para
funcionar como una barrera a la humedad, oxigeno, sabores, aroma, y/o aceites,
en consecuencia, mejoran la calidad y vida util del alimento. Una pelicula o
cobertura comestible también puede proveer algo de proteccion mecanica para el
alimento, reduciendo las magulladuras y roturas, mejorando la integridad de los

alimentos (Ver Figura 3). Cuando una pelicula o cobertura comestible provee una
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barrera entre los componentes de un alimento heterogéneo de diferentes
actividades de agua, contenidos de sabores, aromas, y/o aceites, la calidad y la
vida util del aumentan.

Cuando una pelicula o cobertura previene el intercambio de humedad, oxigeno,
aroma, o aceite entre el alimento y el ambiente, la calidad y la vida atil también
aumentan. Sin embargo, cuando funciona de esta manera, las peliculas y
coberturas no eliminan la necesidad del empaque protector no comestible. Sino,
gue trabajan junto con el empaque convencional para mejorar la calidad y vida util
del producto. De esta manera, la cantidad de empaque convencional puede ser
reducido (reduccion en la fuente), y reciclable (Krochta, 2002).

La funcidén protectora de las peliculas y cobertura pueden mejorarse con la
adicion de antioxidantes o antimicrobianos. Dependiendo de la naturaleza del
alimento, una cobertura comestible puede portar sabores, nutrientes, etc., para
mejorar la calidad del alimento. Por altimo, una cobertura comestible puede aportar
importantes atributos sensoriales a los alimentos, incluyendo brillo, color, y
superficie no grasa ni pegajosa (Krochta, 2002). En la Tabla 2 se presentan las
diversas funciones de peliculas y coberturas.

3.2.1.4. Justificacién para el uso de peliculas y coberturas comestibles

Todo alimento sufre de al menos un problema de transferencia de masa, ya sea
migracion de humedad, intrusion de oxigeno, pérdida o ganancia de aromas, 0
migracion de aceite. Dada la variedad de atributos de barrera que las peliculas y
coberturas comestibles pueden proveer, los alimentos pueden beneficiarse con
mejor estabilidad, textura, sabor, y aroma. La incorporacion de antioxidantes y/o
antimicrobianos que son de liberacion controlada puede mejorar aun mas la calidad
del alimento (Krochta, 2002).

Muchos alimentos también sufren de roturas y desintegracion en la fabricacion,
embalaje, transporte y uso. El alto rendimiento, manejo mas facil, y la mejor
apariencia de las coberturas de refuerzo son potenciales ventajas adicionales. Por
ultimo, los consumidores a menudo asocian la calidad de los alimentos con un
apropiado brillo, color, y sensacion tactil; propiedades que las peliculas pueden

afectar. Todas estas caracteristicas son de una importancia aun mayor debido al
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aumento de interés de consumidor en la calidad, variedad, y conveniencia (Krochta,
2002).

Al mismo tiempo, los procesadores de alimentos estan interesados en
mercados mundiales que demandan mayor vida Util y suministro de productos con
un minimo empague, que en Ultima instancia sea reciclable. Por consiguiente, estos
factores se han combinado para encender el interés en explorar la formaciéon de
peliculas y las propiedades de barrera, mecanicas y sensoriales de proteinas y
otros materiales (Krochta J. , 2002).

Medio circundante
Vapores organicos

, aromas

/ solventes

~ Alimento

Cobertura
o0 pelicula
agua
sales
Gases pigmentos
aroma Solutos
oxigeno .
diéxido de carbono o lipidos
nitrégeno T sales
4 aditivos
Fuerzas ' Luz pigmentos
/7 Y,

Figura 3. Funciones de peliculas y coberturas comestibles.

Fuente: (Debeaufort, et al., 1998).
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Tabla 2. Funciones posibles para peliculas y coberturas de proteinas.

Usos Comestible Biodegradable
Barrera a la humedad, oxigeno, aroma, aceites, etc. X X
Portador de antioxidantes, antimicrobianos, etc. X X
Portador de sabor, color, nutrientes X

Resistencia a los esfuerzos mecanicos X X
Mejora la apariencia del producto (brillo, color, etc.) X

Fuente: (Krochta, et al., 2002)

3.2.1.5. Funciones de peliculas y coberturas biodegradables

Al igual que las peliculas y coberturas comestibles, las peliculas y coberturas
biodegradables pueden funcionar como barreras a la humedad, oxigeno, aroma,
y/o aceite, para proteger la calidad del alimento y otros productos de su entorno. En
contraste con las peliculas y coberturas comestibles, el propdsito de las peliculas y
coberturas biodegradables es, en general, reemplazar totalmente el empaque
sintético convencional u otros productos sintéticos convencionales. Una pelicula
biodegradable (e.g., una bosilta) o cobertura (e.g., sobre papel) puede también
proporcionar algo de proteccion mecénica para un alimento, droga, u otro producto.
Si un material biodegradable es moldeado en estructuras como cubiertos, platos,
etc., tales articulos también deben tener apropiadas propiedades mecanicas. La
funcion de las peliculas y coberturas biodegradables también pueden ser
mejoradas con la adicion de antioxidantes y antimicrobianos. Por ultimo, los
atributos sensoriales de peliculas y coberturas biodegradables, tales como

transparencia, brillo, y color, también son importantes (Krochta, 2002).
3.2.1.6. Justificacién para el uso de peliculas biodegradables

Cualquier reemplazo exitoso de peliculas y coberturas convencionales
sintéticas por alternativas biodegradables reduce el uso de fuentes no renovables
y reduce los residuos a través del reciclaje biolodgico (e.g., compostaje). El
desarrollo exitoso de peliculas biodegradable para empaques u otras aplicaciones
es mas probable que ocurra cuando sea dificil recuperar energia o productos
convencionales de polimeros sintéticos. Un ejemplo de donde una alternativa
biodegradable seria util, es en buques, donde esta prohibido verter residuos
persistentes en el mar. También en municipios, donde hay un incremento de la
recoleccion de basura para el compostaje municipal, el interés en embalajes

biodegradables se incrementa. Muchas municipalidades también alientan el
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compostaje doméstico a pequefia escala, incluso proporcionan el equipo necesario
(Krochta, 2002).
3.2.2. Composicion

3.2.2.1. Materiales formadores de peliculas y coberturas

Los materiales disponibles para formar peliculas y coberturas biodegradables
normalmente comprenden a polimeros que deben degradarse por la accién de
microorganismos (bacterias, hongos y algas) a través del proceso de compostaje
para producir compuestos naturales desglosados tales como diéxido de carbono,
agua, metano y biomasa. Hay dos tipos de polimeros biodegradables: aquellos que
son comestibles y no comestibles. Los materiales biodegradables que son
derivados de ingredientes alimentarios tales como polisacaridos, proteinas, lipidos
y lipidos, son comestibles y han atraido mucho interés en los ultimos afios debido
a su potencial capacidad para reemplazar los plasticos convencionales y actuar
como peliculas y/o coberturas en contacto con los alimentos (Hanani, et al., 2014).
En la Figura 4 se muestran los biopolimeros que tienen un potencial de uso en la

fabricacion de peliculas y coberturas.

Proteinas vegetales Proteinas animales
Zeina de maiz Caseina
Proteina de arveja Suero
Colageno/gelatina
, P _—
Proteina de soya ‘I < )/ ‘I Proteina miofibrilar
i Clara de huevo
Gluten de trigo ‘./\ N / //\I
Semilla de girasol Xy . . . .
g % % Poliésteres microbianos (no comestibles)
Biopolimeros naturales usados en ;) Polilactato
peliculas y coberturas Polihidroxibutirato
I\/ \\/\ /V/\/I Polihidroxivalerato ;
Polisacaridos |‘ < \} ‘I Otros polihidroxialcanoatos
Quitina/quitosano e — .
Almidon Lipidos/grasas
Celulosa
Pectinas (no precisamente polimeros)

Polisacaridos microbianos Cera de abejas

Cera de Carnauba

Xantana o
Pululano Acidos grasos
Dextrano Grasa de leche
Gelano

Figura 4. Materiales biopoliméricos usados en formulaciones de peliculas y coberturas.
Fuente: (Guérin-Dubiard, et al., 2007)
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Los materiales formadores de peliculas y coberturas comestibles pueden ser
hidrofilicos o hidrofébicos, 0 ambos; sin embargo, para mantener su comestibilidad,
los solventes usados pueden ser agua o etanol (Peyron, 1991).

A menudo se debe afiadir un plastificante para reducir la fragilidad de la pelicula
0 cobertura. También puede ser necesario afiadir un agente de superficie activa
para ayudar a la formacion de la pelicula o cobertura. Otros constituyentes pueden
incluir antioxidantes y antimicrobianos para mejorar la efectividad de la pelicula o
cobertura. ElI Codigo de Reglamentaciones Federales de los Estados Unidos de
Norteamérica (CFR) estipulan el uso aceptable de proteinas, polisacéaridos, lipidos,
resinas, plastificantes, emulsificantes, conservantes, y materiales antioxidantes
(Baldwin, 1999).

Proteinas

Las proteinas abarcan una gran variedad de componentes poliméricos que
proveen estructura y actividad biolégica en plantas o animales. Las proteinas se
distinguen de los polisacéaridos porque ellas estan basadas en aproximadamente
20 aminoacidos (monodmeros), en vez de unos pocos monomeros, tales como la
glucosa en el caso de celulosa y almidon. Los amino&cidos son similares en que
contienen un grupo amino (-NHz) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos a un &tomo
de carbono central. Sin embargo, cada amino&cido tiene un grupo lateral diferente
unido al carbono central que le da un caracter Unico al aminoacido. El grupo lateral
puede ser no polar (hidrofébico), polar sin carga (hidrofilico), cargado positivamente
a pH 7, o cargado negativamente a pH 7 (Nelson, et al., 2005).

La mayoria de las proteinas contienen 100-500 residuos aminoacidicos.
Dependiendo del orden secuencial de aminoacidos (estructura primaria de las
proteinas), la proteina asumird diferentes estructuras a lo largo de la cadena
polimérica (estructura secundaria de la proteina), basada en enlaces van der
Waals, hidrégeno, electrostaticos, hidrofébicos, e interacciones de reticulacion
disulfuros entre las unidades de aminoacidos (Cheftel, Cuq, & Lorient, 1985). La
estructura terciaria refleja como la estructura secundaria se organiza respecto a
otra cadena polipeptidica, basada en los mismos tipos de interacciones, para formar
estructuras globulares, fibrosas o aleatorias. Por ultimo, las estructuras cuaternarias
se producen cuando proteinas enteras interactlian con otras en asociaciones para

proveer estructuras unicas o una determinada actividad bioldgica (Krochta, 2002).
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Las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias de las proteinas pueden
ser modificadas por varios agentes fisicos y quimicos, incluyendo calor, tratamiento
mecanico, presion, irradiacion, interfaces de lipidos, acidos y alcalis, e iones
metdlicos (Cheftel, et al.,, 1985). Tales agentes son a menudo usados en la
formacion de peliculas y coberturas para optimizar la configuracion proteica, las

interacciones y las propiedades de las peliculas (Krochta, 2002).

Polisacaridos

Los polisacaridos utilizados en la formacién de peliculas incluyen almidon,
carbohidratos no amilaceos, gomas, y fibras. Los polisacéridos tienen simples
mondmeros en comparacion con las proteinas. Sin embargo, la conformacién de
su estructura es mas complicada e impredecible, resultando en pesos moleculares
mucho mas grandes que las proteinas. La mayoria de carbohidratos son neutros,
mientras que algunas gomas tienen carga negativa con casos muy excepcionales
de carga positiva. Debido al gran nimero de grupos hidroxilos u otras fracciones
hidrofilicas en la estructura neutral del carbohidrato, los enlaces de puente de
hidrogeno cumplen el rol méas significativo en la formacion de la pelicula y sus
caracteristicas. Algunas gomas cargadas negativamente, como el alginato, pectina
y carboximetilcelulosa, muestran diferente comportamiento reolégico en

condiciones &cidas, asi como en presencia de cationes multivalentes (Han, 2014).

Lipidos y resinas

Estos materiales también son usados como materiales formadores de peliculas,
pero no son polimeros, y evidentemente, “biopolimeros” es un nombre incorrecto
para ellos (Han, 2014).

Lipidos comestibles incluyen cera de abejas, cera de candelilla, cera de
carnauba, triglicéridos (e.qg., fracciones de grasa lactea), monoglicéridos acetilados,
acidos grasos, alcoholes grasos, y ésteres de sacarosa. Las resinas comestibles
incluyen el shellac y resinas terpénicas. Debido a que los lipidos y resinas no son
polimeros, ellos no forman peliculas independientes cohesivas. Sin embargo,
ademas del brillo deseable que pueden proveer, estos materiales pueden ser
usados para cubrir un alimento o superficies de farmacos para proporcionar una
barrera a la humedad, o en peliculas compuestas para proporcionar una barrera a
la humedad (Krochta, 2002).
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Peliculas y coberturas compuestas

Los biopolimeros compuestos pueden modificar las propiedades de las
peliculas y crear estructuras deseables para aplicaciones especificas. Peliculas de
biopolimeros similares a peliculas plasticas compuestas multicapa pueden ser
producidas como peliculas multicapas, tales como coberturas de proteina (o capas
de peliculas) sobre peliculas de polisacaridos, o capas de lipidos sobre peliculas
de proteina/carbohidrato. Estas estructuras multicapa optimizan las caracteristicas
de la pelicula final. Las peliculas compuestas también pueden ser creadas
mezclando dos o mas biopolimeros, dando lugar a una pelicula homogénea
(Debeaufort et al., 1998; Were et al., 1999; Yildirim, et al., 1997). Varios polimeros
pueden ser mezclado juntos para formar una peliculas con propiedades Unicas que

combinan los atributos méas deseables de cada componente (Wu, et al., 2002).
3.2.2.2. Plastificantes

Las peliculas y coberturas de proteina son a menudo duras y quebradizas
debido a grandes interacciones entre las cadenas proteicas a través de enlaces de
puente de hidrégeno, fuerzas electrostaticas, enlaces hidrofébicos, y/o reticulacion
disulfuro. A menudo se agregan plastificantes, hidrofilicos de pesos moleculares
relativamente pequefios, los cuales compiten con las proteinas, principalmente por
los puentes de hidrégeno y las interacciones electrostaticas. El resultado de la
adicion del plastificante es una reduccién en las interacciones cadena-cadena de
las proteinas, una disminucion de la temperatura(s) de transicion vitrea®, y una
mejora en la flexibilidad de la pelicula (disminuyendo el mdédulo elastico de la
pelicula). También, un aumento de la elongacion (elasticidad o ductilidad), y una
disminucion de la resistencia. Desafortunadamente, los plastificantes generalmente
también disminuyen la capacidad de la pelicula para actuar como una barrera a la
humedad, oxigeno, aroma y aceites. Los plastificantes aceptables y generalmente
usados para peliculas de proteina incluyen al glicerol, propilen glicol, sorbitol,
sacarosa, polietilen glicol, acidos grasos y monoglicéridos (ver Tabla 3). El agua es

también un importante plastificante para las peliculas hechas de proteina. En

3 La temperatura de transicion vitrea (Tg) es la temperatura por debajo de la cual un sdlido fundido y enfriado se torna
en un sélido amorfo (no cristalino), duro y quebradizo como un cristal (International Union of Pure and Applied Chemistry,
2014). La Tg es siempre més baja que la temperatura de fusion (Tm) del estado cristalino del material (Chawla, et al., 1993)
y es caracteristico de cada polimero (University of Southern Mississippi, 2005).
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consecuencia, el contenido de humedad de la pelicula, que es afectado por la
humedad relativa (RH) del medio circundante, tiene un gran efecto sobre las
propiedades de la pelicula. La presencia de plastificantes hidrofilicos tales como el
glicerol atrae humedad adicional e impacta sobre las propiedades de la pelicula
(Krochta, 2002).

Tabla 3. Plastificantes comunmente usados en peliculas a base de proteinas.

Glicerol
Propilen glicol
Trietilen glicol
Sorbitol
Sacarosa
Polietilen glicol
Jarabe de
maiz
Agua
Fuente: (Krochta, 2002) y (Han, 2014)

3.2.2.3. Emulsificantes

Los emulsificantes son componentes de superficie activa con caracter, tanto
polar como apolar, los cuales son absorbidos en la interface lipido-agua y reducen
la tension superficial. Para producir peliculas compuestas de proteina-lipido o
polisacéarido-lipido a partir de una solucion acuosa, a menudo es necesario afiadir
un emulsificante para permitir la dispersién del material lipidico en la solucion.
Ademas, para algunas aplicaciones de cobertura, la adicién agentes de superficie
activa puede ser necesario para lograr la humectacion de la superficie y la extension
de la formulacion de cobertura y luego la adhesiéon de la cobertura seca. Algunas
proteinas tienen suficientes propiedades de superficie activa que no necesitan
emulsificantes para formar peliculas compuestas bien dispersadas o proveer buena

superficie de humectacién y adhesion (Krochta, 2002).
3.2.2.4. Otros aditivos de peliculas y coberturas

Las peliculas y coberturas pueden portar diversos agentes activos, tales como,
emulsificantes, antioxidantes, antimicrobianos, nutracéuticos, sabores, y colorantes
y pueden mejorar la calidad y la seguridad del alimento, hasta el nivel donde los
aditivos interfieren con las propiedades fisicas y mecanicas de las peliculas (Han,
2014).

23



3.2.3. Mecanismos de formacién

La formulacién de las peliculas y coberturas requieren el uso de al menos un
componente capaz de formar una matriz estructural con suficiente cohesividad. Las
peliculas comestibles hechas con varias sustancias han sido perfeccionadas para
contar con las propiedades funcionales de cada componente y minimizar sus
desventajas. La mayoria de las peliculas compuestas estudiadas asocian un
componente hidrofobico, a menudo lipidos, y por lo general una matriz estructural
hidrocoloidal (Debeaufort, et al., 1998).

Las sustancias formadoras de pelicula son capaces de formar una estructura
ininterrumpida mediante la interaccion entre moléculas bajo la accién de un
tratamiento fisico o quimico. La formacion de una pelicula o cobertura involucra uno

de los siguientes procesos (Debeaufort, et al., 1998):

1. Fusiény solidificacion de grasas sélidas, ceras y resinas,

2. Coacervacion* simple donde un hidrocoloide disperso en una solucién
acuosa es precipitado o gelificado mediante la eliminacion del solvente, la
adicion de un soluto no electrolito en el cual el polimero (hidrocoloide) sea
insoluble, la adicion de una sustancia electrolito para inducir una
precipitacion salina, o por la modificacién del pH de la solucién,

3. Coacervacion compleja, donde dos soluciones de hidrocoloides, con cargas
opuestas, se combinan para inducir interacciones y la precipitacion de la
mezcla polimérica,

4. Gelacién térmica o coagulacién térmica de la macromolécula en solucion, lo
cual involucra desnaturalizacion, gelificacion, precipitacién, o un rapido
enfriamiento de la solucién hidrocoloidal para inducir una transicién sol-gel,

por ejemplo.

El secado posterior de los hidrogeles elimina el exceso de solvente de la
estructura del gel; por ejemplo, las peliculas de proteinas de lactosuero se elaboran
por deshidratacion después de la formacion del gel usando calentamiento o

enfriamiento. Esto no significa que el mecanismo formador de pelicula durante el

4 En sistemas coloidales, la coacervacion es la separacion en dos fases liquidas. La fase mas concentrada
es el coacervado, y la otra fase es la solucion en equilibrio (International Union of Pure and Applied Chemistry,
2014).
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proceso de secado sea solo una extension del mecanismo de gelacién. El
mecanismo formador de pelicula durante el secado puede distinguirse del
mecanismo de gelacion, aunque la gelacion hiumeda puede ser la etapa inicial del
proceso formador de pelicula. Podria haber una etapa critica de transicion entre un
gel himedo y una pelicula seca, la cual se relaciona con una etapa de transicion
entre un sistema polimero en agua (u otro solvente) y un sistema agua en polimero

(Han, 2014).

Métodos quimicos
Ingredientes
quimicamente
eficaces para
Modificacion modificar los Modificacion de
- . . Tratamientos
guimica de los mecanismos los mecanismos
. uimicos de las
materiales formadores de formadores de a
. eliculas
pelicula* pelicula** P
Materiales Mecanismos formadores de pelicula Peliculas o
formadores de pelicula coberturas
| | | |
ngredientes Control de las  Modificacion  Tratamientos pos-
fisicamente condiciones del fisica o proceso (laminacion,
eficaces Para  proceso morfolégica sobre-revestimientos,
modificar oS ge fabricacién radiacion compuesta,
mecanismos 0 recocido).
formadores de
pelicula*
Meétodos fisicos

Figura 5. Varias maneras de modificar las caracteristicas de peliculas y coberturas comestibles.
* Indica la adicion de ingredientes fisicamente o quimicamente activos que pueden mejorar o
interferir con los mecanismos formadores de pelicula; ** incluye cualquier reticulacién quimica,
sustituciéon quimica de cadenas laterales para crear interacciones hidrofébicas o electrostaticas, y

otros mecanismos extras causados por modificaciones quimicas. Fuente: (Han, 2014).
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Los mecanismos formadores de pelicula de la mayoria de biopolimeros
después de la gelacion todavia no han sido claramente determinados. Para
identificarlos se requieren varias técnicas de laboratorio de quimica de polimero,
gue incluye, difraccion de rayos X, espectrometria infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR), espectrometria con resonancia magnética nuclear (NMR),
electroforesis, microscopia de polarizacion, y otras metodologias de analisis de
polimeros (Han, 2014).

Para predecir los mecanismos de formacion de pelicula moldeadas por
extrusion (proceso seco) se deben investigar muchas propiedades termoplasticas
y morfoldgicas tales como la gelatinizacion, fusion del polimero, perfil de flujo y
reorganizacion del polimero, entre otros (Han, 2014).

La Figura 5 describe los métodos fisicos y quimicos para modificar las
caracteristicas de peliculas y coberturas comestibles, alterando los materiales
formadores de pelicula, variando las condiciones de proceso, y aplicando
tratamiento sobre las peliculas formadas. Por ejemplo, los métodos quimicos que
modifican los mecanismos de formacion de peliculas proteicas, incluyen los
cambios de pH, la adicion de sal, desnaturalizacion térmica, cambio de disolvente,
modificacion quimica de las cadenas de péptidos, reticulaciébn e hidrolisis de

péptidos irradiacion de péptidos y la adicion de proteinas foraneas (Han, 2014).
3.2.4. Propiedades

La Tabla 4 presenta una lista de las propiedades de interés en peliculas y

coberturas proteicas, junto con las referencias pertinentes a los métodos de ensayo.

3.2.4.1. Propiedades mecanicas

Las propiedades mas usualmente medidas para caracterizar mecanicamente
peliculas son la resistencia a la traccion (TS) (fuerza de traccion por unidad de &area
de seccion transversal, de una pelicula, requerida para romper la pelicula),
elongacion (E) (grado en que la pelicula se puede estirar antes de romperse), y
modulo elastico (EM) (rigidez de la pelicula determinada por la relacién entre la
fuerza de traccion/area y el grado de estiramiento de la pelicula). La dureza de la

pelicula se aproxima por el producto de TS y E (Krochta, 2002).
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Tabla 4. Propiedades de peliculas y coberturas proteicas y métodos para su

determinacion.

Propiedad de la pelicula o cobertura

Método de mediciéon

Permeabilidad al vapor de agua

Permeabilidad al oxigeno

Permeabilidad a aromas

Permeabilidad a aceites

Propiedades de traccién
Resistencia a la traccion
Médulo elastico (de Young)
Elongacion
Solubilidad de la pelicula o cobertura
Solubilidad de proteinas de la pelicula o
cobertura
Brillo

Color

ASTM E 96 (ASTM, 1995d)
ASTM F 1249 (ASTM, 1995e)
(McHugh, et al., 1993)
(Gennadios, et al., 1994)
ASTM D 3985 (ASTM, 1995c)
(Gilbert, et al., 1969)
(Hernandez, et al., 1986)
(Miller, et al., 1998a)
ASTM F 119 (ASTM, 1992)
(De Mulder-Johnston, 1999)
ASTM 882 (ASTM, 1997)

(Handa, et al., 1999)
(Roy, et al., 1999)

ASTM D 523 (ASTM, 1995a)
ASTM D 1925 (ASTM, 1995h)

Fuente: Adaptado de Krochta, (2002).

Otros ensayos mecanicos pueden incluir resistencia a la compresion,
resistencia a la puncion, resistencia al rasgado, resistencia a la abrasion, fuerza de
adhesion, resistencia al plegado, y otros (Han, 2014).

Las peliculas de proteina parecen tener TS mas bajas que la mayoria de las
peliculas a base de polisacéaridos y polimeros sintéticos, y mas baja E que las
peliculas sintéticas. El nivel de plastificante tiene un efecto dramético sobre las
propiedades, de tal forma que cuando el contenido de plastificante aumenta, TS y
EM decrece y E aumenta. Cuando el nivel de plastificante se disminuye para
obtener valores TS de peliculas proteicas similares a aquellas de polietileno (PE) o
polipropileno (PP), los valores de E son uno o dos érdenes de magnitud méas bajos
gue aquellas de PE o PP (Krochta, 2002).

En general, bajo condiciones de altas humedades relativas, las propiedades
fisicas son mas bajas que a bajas humedades relativas, porque el agua absorbida
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funciona como plastificante. La temperatura también afecta las propiedades fisicas
y mecanicas de peliculas y coberturas comestibles. La resistencia fisica de los
materiales disminuye dramaticamente cuando la temperatura aumenta por encima
de la temperatura de transicion vitrea. Alta humedad relativa y grandes cantidades
de plastificantes disminuyen la temperatura de transicion vitrea de los materiales
formadores de peliculas (Han, 2014).

Por lo tanto, las peliculas proteicas tienen ni de lejos la resistencia de las
peliculas convencionales de polimeros sintéticos. Sin embargo, las propiedades
mecanicas de peliculas proteicas son, en general, suficientes para usar en muchos

productos, tales como fundas, envolturas, bolsitas, y coberturas (Krochta, 2002).
3.2.4.2. Solubilidad

La solubilidad de las peliculas y coberturas es una importante propiedad que se
relaciona con el uso deseado. En algunos casos, una pelicula o cobertura
facilmente soluble en agua es deseable, como en el caso de una bolsa que
contienen ingredientes alimenticios. En otros casos, se prefiere una pelicula o
cobertura insoluble para mejorar la resistencia al gua y mejorar la integridad del
alimento. Los formadores de peliculas (flmogénicos) tales como la zeina de maiz
y el gluten de trigo que no son solubles en agua producen peliculas y coberturas
gue no son solubles en agua. Las proteinas filmogénicas que son solubles en agua
producen peliculas de variable solubilidad, dependiendo de la proteina y las
condiciones de formacion y tratamiento de las peliculas. Por ejemplo, el aislado
proteico de lactosuero nativo produce peliculas totalmente solubles en agua; pero
las soluciones termo-desnaturalizadas producen peliculas insolubles en agua
(Pérez-Gago, et al., 1999).

Los efectos de la concentracion de proteina y plastificante sobre la solubilidad
fueron observados en peliculas de aislado proteico de suero (Gounga, et al., 2007);
(Ozdemir, et al., 2008); (Ramos, et al., 2013), concentrado proteico de suero (Kim,
et al., 2001), queratina de plumas (Rocha-Placido, et al., 2006), aislado proteico de
soya (Kim, et al., 2003); (Denavi, et al., 2009); (Ciannamea, et al., 2014), aislado
proteico de alverja (Kowalczyk, et al., 2011), proteina miofibrilar de tilapia de Nilo
(Monterrey-Quintero, et al., 2000), proteinas hidrosolubles de pescado (Bourtoom,
et al., 2006), proteinas de pecho de pollo (Nemet, et al., 2010), proteina de triticale

28



(Aguirre, et al., 2013), aislado proteico de haba (Saremnezhad, et al., 2011),
concentrado proteico de ricino (Makishi, et al., 2013). Denavi, et al., (2009) han
reportado que la solubilidad de las peliculas de aislado proteico de soya preparadas
por casting, fueron afectadas significativamente por las condiciones de secado (HR
y temperatura).

Tabla 5. Solubilidad de peliculas comestibles y/o biodegradables.

Metodologia Solubilidad (g/100 g materia
Pelicula pH
seca)
Peliculas de origen vegetal
Casting 5% CPL- 0,5 (GIi/CPL) (Gontard, et 11 38,75 + 3,2 (Bamdad, et al.,
al., 1992) 2006)
Casting 10% CPR-GX — 0,25 (Gontard, et ~12 48,4 £ 1,8 (Makishi, et al.,
(Gli/CPR) al., 1992) 2013)
Casting 75% CPT - 0,30 (Gontard, et Natural ~52 (Aguirre, et al., 2013)
(Sor/CPT) al., 1992)
Casting 5% APS - 0,3 (Gli-APS) (Rhim, et 10 52,8 £ 3,1 (Ciannamea, et al.,
al.,1998) 2014)
Peliculas de origen animal
Casting 1,6% MC:CPLS (1:3) — (Gontard, et 10 48,98 + 14,41 (Mufoz, et al.,
0,5 (GIi/MC:CPLS) al., 1992) 2012)
Casting 4,2% APLS - 0,43 (Gontard, et Natural ~20 (Leuangsukrerk, et al.,
(GIli/APLS) al., 1992) 2014)

Gli, Glicerol; APLS, Aislado proteico de lactosuero; APS, Aislado proteico de soya; CPL, Concentrado proteico de
lenteja; CPR, Concentrado Proteico de Ricino; CPT, Concentrado proteico de Triticale; GX, Glioxal; GE, Gelatina; MC,

Mucilago de Chia; CPLS, Concentrado proteico de lactosuero; Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 5 se muestra la solubilidad de peliculas comestibles y/o
biodegradables elaboradas de diferentes materiales proteicos. Alli se ve claramente
gue la solubilidad depende de la proteina, las condiciones de formacién y

tratamiento de las peliculas
3.2.4.3. Propiedades de barrera

El principal interés en peliculas y coberturas comestibles esta basado en el
potencial de proveer una combinacién de barreras a la humedad, oxigeno, aroma,
color, o aceite para un alimento o medicina, con un incremento su calidad y vida
atil. En consecuencia, es de interés determinar la permeabilidad de peliculas

comestibles a estas sustancias. La permeabilidad es una propiedad de estado
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estacionario que describe el grado en que una sustancia permeante se disuelve y
luego la velocidad a la que se difunde a través de una pelicula, con una fuerza
impulsora relacionada con la diferencia de concentraciones del permeante entre
ambos lados de las peliculas. La permeabilidad es por tanto definida como

Velocidad de permeacién en estado
estacionario de una pelicula por

(Espesor de)
unidad de tiempo

pelicula

Permeabilidad = —
concentracion del permeante

(Area de pelicula) o diferencia de presion parcial
a través de la pelicula

donde la concentracién o diferencia de presion parcial es entre las fases
adyacentes a los dos lados de la pelicula (Krochta, 2002).

El caracter polar de las proteinas determina las propiedades de barrera de las
peliculas proteicas. Estas tienen alta permeabilidad a sustancias polares, tales
como el vapor de agua, y baja permeabilidad a sustancias no polares, tales como
el oxigeno, aromas y aceites. Debido a que los plastificantes, incluyendo al agua,
incrementan la permeabilidad de las peliculas, la permeabilidad de las peliculas
proteicas tanto a sustancias polares como no polares se incrementa con el
contenido de plastificante y HR. El reto al usar las propiedades de barrera de
peliculas proteicas es seleccionar la proteina, el plastificante y las condiciones de
formacion de pelicula que optimicen las propiedades de barrera, a la vez que se
logren otras propiedades deseables tales como la flexibilidad, resistencia, y
solubilidad. La falta de conocimiento y datos sobre peliculas comestibles, en
general, sigue impidiendo el disefio de peliculas comestibles que cumplan los
deseos de especificacion (Krochta, 2002).

Es importante notar que el contenido de plastificante (tipo y cantidad) y las
condiciones de ensayo (temperatura y HR) tienen efectos importantes sobre las
propiedades de las peliculas. Incrementando la cantidad de plastificante,
temperatura y HR, generalmente, se incrementa la permeabilidad. Por lo tanto, las
propiedades de las peliculas deben ser compararse en condiciones de ensayo tan

idénticas como sean posibles (Krochta, 2002).
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Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Las peliculas proteicas tienen valores de PVA bastante altos comparados con
ceras comestibles, las cuales son a menudo usadas como coberturas de barrera a
la humedad sobre frutas, vegetales, confites, y medicinas, y con peliculas de
polietileno de baja densidad (PEBD), que se usan para proteger alimentos y
medicinas de la humedad. La PVA de peliculas proteicas son dos a cuatro veces
mas grande que las peliculas de PEBD (Krochta, 2002).

Tabla 6. Permeabilidad al Vapor de Agua de peliculas comestibles.

. Condiciones de Ensayo Grosor 10 A ol el
Pelicula (T, HR) (um) WVP (10*° g m+ s*Pa™?)
Peliculas de origen

vegetal

Casting CPL- 0,5 25°C 0-100% 150 3,095 + 0,02 (Bamdad, et

(Gli/CPL) al., 2006)

Casting GT- 0,3 (GIli/GT) 25°C 0-100% 50 1,36 (Gontard, et al.,
1993)

Casting ZM - 0,26 21°C 0-85% 120-330 1,16 + 0,19 (Park, et al.,

(Gli/zzm) 1995)

Casting CPS - 0,30 25°C 0-65% 143 £ 22 3,09 + 0,30 (Ciannamea,

(Gli/CPS) et al., 2014)

Casting APS - 0,25 20°C 0-80% 759+29 3.36 £ 0,19 (Jian, et al.,

(Gli’APS) 2012)

Casting APM - 0,67 37,8°C 0-50% 111,0 + 1,05 + 0,15 (Jangchud, et

(Gli/APM) 21,3 al., 1999)

Peliculas de origen

animal

Casting GE - 0,20 25°C 50-100% 72+3.3 5,0 £ 0,2 (Park, et al.,

(Sor/GE) 2008)

Casting APLS - 0,30 25°C 30-100% 87,4+3,9 [3-4] (Kokoszka, et al.,

(GIi/APLS) 2010)

Peliculas sintéticas

HDPE 38°C 0-90% - 0,003 (Delassus, 1997)

LDPE 38°C 0-90% - 0,011 (Delassus, 1997)

Nylon-6 38°C 0-90% - 0,081 (Delassus, 1997)

PET 38°C 0-90% - 0,014 (Delassus, 1997)

PP 38°C 0-90% - 0,005 (Delassus, 1997)

Gli, Glicerol; Sor, Sorbitol; CPL, Concentrado proteico de lenteja; GT, Gluten de Trigo; ZM, Zeina de Maiz;
CPS, Concentrado Proteico de Soya; APS, Aislado proteico de soya; APM, Aislado proteico de mani; GE,
Gelatina; APLS, Aislado proteico de Lactosuero; HDPE, Polietileno de alta densidad; LDPE, polietileno de baja
densidad; PET, Polietileno Tereftalato; PP, Polipropileno. Fuente: Elaboracion propia.

Las proteinas solubles en soluciones hidroalcohdlicas, zeina de maiz y gluten
de trigo, y también proteinas miofibrilares de pescado forman peliculas que tienen
los mas bajos valores de PVA entre las proteinas y son comparables a la PVA de

derivados de la celulosa. Varios estudios muestran el efecto de altas
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concentraciones de plastificante y altos valores HR sobre el incremento de la PVA
(Krochta, 2002).

El incremento de la PVA causado por la influencia de un agente plastificante ha
sido reportado ampliamente en peliculas de: albimina de huevo (Gennadios, et al.,
1996), proteina miofibrilar, (Cuq, et al., 1997), gelatina de piel de cerdo y res
(Sobral, et al., 2001); (Vanin, et al., 2005), aislado proteico de lactosuero (Fang, et
al., 2002); (Gounga, et al., 2007); (Kokoszka, et al., 2010), gelatina de piel de
pescados: L. vitta y P. macracanthus (Jongjareonrak, et al., 2006), gelatina tipo B
de hueso bovino (Cao, et al., 2009), aislado proteico de canola (Chang, et al., 2015).

El incremento de la PVA debido al incremento de la concentracion de proteina
fue reportado por (Anker M. , 2000), (Jongjareonrak, et al., 2006), (Gounga, et al.,
2007), (Kokoszka, et al., 2010) (Kokoszka, et al., 2010), (Chang, et al., 2015).

En la Tabla 6 se presenta los valores de permeabilidad al vapor de agua de
varias peliculas proteicas biodegradables y sintéticas. Alli se constata que la PVA

de estas ultimas son muy inferiores respecto las primeras.
Permeabilidad al oxigeno (PO)

A bajas e intermedios valores de HR, las peliculas proteicas tienen valores de
PO que son mas bajos que las de polietilenos (los cuales no son buenas barreras
al oxigeno), comparables a aquellos de modesta barrera al oxigeno como son los
poliésteres, y aproximandose a aquellas peliculas que son las mejores barreras al
oxigeno, el copolimero del etilen-vinil-alcohol (EVOH) y el cloruro de polivinilideno
(PVDC). Las peliculas proteicas también parecen tener valores de PO mas bajos
que aquellas hechas de celulosa. Algunos estudios muestran el efecto de altos
valores HR sobre el incremento de la OP de peliculas proteicas, la cual es similar
al efecto de la HR sobre las excelentes barreras al oxigeno de peliculas de EVOH.
Los bajos valores de OP de peliculas proteicas parecen hacerlas Utiles para

coberturas y bolsas para productos sensibles al oxigeno (Krochta, 2002).
Permeabilidad a aromas y aceites

Se han hecho pocas investigaciones sobre la cuantificacion de la permeabilidad
a aromas de peliculas proteicas. Sin embargo, los resultados mostraron que

peliculas de gluten de trigo fueron mejores barreras al 1-octen-3-ol (aroma a cetas)
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gue peliculas de PEBD o peliculas de metilcelulosa (MC) (Debeaufort & Voilley,
1994). Otro resultado de investigacion mostré que las peliculas de lactosuero fueron
mejores barrera al limoneno (aroma citrico) que peliculas de copolimero de cloruro
de vinilideno (co-VDC) y comparables a las del copolimero de etilen-vinil-alcohol
(EVOH), a similares condiciones (Miller, et al., 1998).

De manera similar, existen pocos datos sobre permeabilidad a aceites de
proteinas proteicas. La zeina de maiz mostro tener una excelente resistencia a la
grasa, tanto en pelicula como cobertura sobre papel (Trezza, et al., 1994). Estos
resultados mostraron el potencial de envolturas de papel totalmente compostables
y cajas para la industria alimentaria. Resultados de investigacion también mostraron
gue peliculas de lactosuero (De Mulder-Johnston, 1999) y coberturas de proteina

de lactosuero sobre papel (Chan, 2000) proveyeron excelentes barreras al aceite.

3.2.4.4. Otras propiedades

Varias otras caracteristicas de las peliculas son a menudo estudiadas,
especialmente para la comprension de las propiedades mecanicas y de barrera de
las peliculas. Estas son el grosor, isotermas de sorcion, difusividad de solutos
dentro de las peliculas, color y opacidad, etc. (Debeaufort, et al., 1994).

Tabla 7. Diferencia de color de peliculas comestibles.

Pelicula Grosor AE*
(Hm)
Peliculas de origen vegetal
Casting CPS- 0,3 (GIi/CPS) 143 + 22 21,3 £ 2,9 (Ciannamea,
et al., 2014)
Casting HSD- 0,3 (Gli/HSD) 10030 27,8 +1,6 (Lee, etal.,
2013)
Casting CPR-GX — 0,25 (Gli/CPR) 116-126 42-48 (Makishi, et al.,
2013)
Peliculas de origen animal
Casting GE — 0,30 (Gli/GE) 77+4 2,93 £ 0,03 (Vanin, et
al., 2005)
Casting MC:CPLS (1:3) — 0,5 (GIli/CPLS) 90-110 14,78 £ 0,84 (Mufioz, et
al., 2012)

Gli, Glicerol; CPS, Concentrado proteico de soya; HSD, Harina de soya desgrasada; CPR, Concentrado
Proteico de Ricino; GT, Glioxal; GE, Gelatina; MC, Mucilago de Chia; CPLS, Concentrado proteico de
lactosuero; Fuente: Elaboracion propia.
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Los parametros de color han sido estudiados en peliculas de clara de huevo
(Gennadios, et al., 1996), proteinas de musculo de tilapia de Nilo (Oreochromis
niloticus) (Paschoalick, et al., 2003), proteinas de musculo de tilapia de Nilo
variedad Thai (Sobral, et al., 2005), gelatina (Vanin, et al., 2005), gelatina de piel
de cerdo (Park, et al., 2008), gelatina de piel de halibut (Hippoglossus hipoglossus)
(Carvalho, et al., 2008), aislado proteico de soya y gelatina de bacalao (Godus
morhua) (Denavi, et al., 2009), aislado y concentrado proteico de lactosuero
(Ramos, et al.,, 2013), concentrado proteico de ricino (Ricinus communis L.)
(Makishi, et al., 2013), (Lee, et al., 2013), y harina desgrasada de soya (Glycine
max) (Ciannamea, et al., 2014).

En la Tabla 7 se presentan las diferencias de color de diversas peliculas
obtenidas en diferentes trabajos de investigacion. Alli se aprecia que la diferencia

de color depende en primera instancia del material de origen.
3.2.5. Viabilidad del sistema comercial

La produccion de peliculas y coberturas comestibles pueden requerir nuevos
sistemas de produccion que pueden incluir extrusion, rodillos de orientacion,
secador-transportador, bafio de cobertura, revestimiento en bandeja, u otros
procesos. Estos nuevos sistemas de produccidén deberian ser econémicamente
viables y compatibles con los actuales procesos de produccién de peliculas de
empaque y coberturas de alimentos. Seran viables cuando simples modificaciones
en la pelicula de empaque y el proceso de cobertura conduzcan a la produccion de
peliculas y coberturas comestibles sin inversiones significativas. Para satisfacer
esta viabilidad de los nuevos sistemas de produccion, la composicion de los
materiales formadores de peliculas deberian ser cuidadosamente optimizados y en

consecuencia los mecanismos de formacion de peliculas (Petersen, et al., 1999).
3.2.6. Tendencias de Investigacién

A partir de los ultimos estudios avanzados, se pueden identificar algunas

tendencias (Han, 2014):

1. Varios nuevos materiales poliméricos comestibles fueron utilizados para crear
peliculas y coberturas a partir de materiales tradicionales tales como proteina
de soya, proteina de lactosuero, almidones o ceras. Hubo también mucha

34



investigacién llevada a cabo en combinaciones o mezclas de mudltiples
materiales poliméricos.

La mayoria de los articulos de investigacion identificaron los beneficios,
asociados con el uso de peliculas y coberturas comestibles, sefialados por
varios experimentos con alimentos reales. Estos estudios demostraron efectos
positivos de las peliculas y coberturas sobre la vida util de productos frescos y
perecederos y sobre la calidad alimentos procesados. La mayoria de las
investigaciones anteriores se habian ocupado principalmente solo de la
caracterizacion de las propiedades fisicas y mecanicas de peliculas
comestibles.

La investigacion en peliculas y coberturas comestibles se han realizado con el
objetivo de mejorar las propiedades de barrera, y muchos proyectos de
investigacién han utilizado peliculas y coberturas comestibles como portadores
de agentes bio-activos y nanoparticulas (Falguera, et al., 2011) (Rojas-Gral, et
al., 2009).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo se realiz6 en los laboratorios de: Investigacion, Analisis de
Composicibn de Productos Agroindustriales, Tecnologia de Productos
Agroindustriales no Alimentarios Ingenieria y Disefio de la Facultad de Ingenieria
Agroindustrial de la UNSM-T, Ciudad Universitaria, Morales, Provincia y Region

San Martin.

4.2. Materiales

4.2.1. Materia prima

La materia prima peletizada procedio de la extraccion de aceite extra virgen de
los granos de Sacha Inchi de la Empresa Shanantina S.A.C. ubicada en la provincia

de Lamas, departamento de San Martin.
4.2.2. Instrumentos y equipos

— Equipo centrifuga (Marca BOECO Modelo C-28A).

— Molino de discos (Marca Qingdao Dahua Modelo FFC-23).

— Cocina eléctrica con agitador magnético (Marca NUOVA Modelo SP 18420 -26).
— Agitador magnético (Marca CAT Modelo M5).

— Agitador de paleta (Marca CAT Modelo R14).

— Estufay Secador convectivo (Marca POL-EKO Modelo SLW115STD).

— Termoémetro digital rango de -50 -300°C (Marca BOECO).

— Balanza Analitica de precision (Marca AND Modelo GH-200).

— Micrémetro digital (Marca Mitutoyo Modelo MDC-25L).

— pHmetro (Marca Metrohm Modelo 827 pH lab).

— Bafio Maria con Agitador (Marca MEMMERT).

— Vapometros (Marca Thwing-Albert).

— Colorimetro tri-estimulo (Marca Konica Minolta Modelo CR-400).

— Refrigeradora (Marca SAMSUNG Modelo RS21HKLMR1/SAM).

— Medidor de Actividad de Agua (Marca ROTRONIC Modelo HP23-AWA).
— Balanza Analitica gramera (Marca VIBRA SJP Modelo SJP-4200E).
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Estufa de Conveccion Natural (Marca FRAVILL Modelo ED 080).

Liofilizador (Marca LABCONCO Modelo FreeZone 6 Plus).

Espectrofotometro UV-VIS (Marca THERMO SPECTRONIC Modelo GENESIS
6).

4.2.3. Materiales de laboratorio

Set de Tamizadores ASTM.

Vasos de Precipitado.

Placas de Petri de 145 mm de didmetro.

Matraces.

Pipetas de 100-1000 pL (Marca BOECO Modelo SP)
Pipeta Transferpette de 0,5 — 5 ml (Marca BRAND)
Fiolas

Probetas.

Campanas de vidrio.

4.2.4. Reactivos

Acido Clorhidrico (CAS 7467-01-0)

Hidroxido de Sodio (Marca MERCK MILLIPORE CAS 1310-73-2)

Sorbitol (Marca MERCK MILLIPORE CAS 50-70-4)

Agua destilada

Silica Gel Indicador Azul 6-16 mesh (Marca SPECTRUM CAS 1393-98-2)
Nitrato de Magnesio Hexahidrato (Marca MERCK MILLIPORE CAS 13446-18-
9)

Cloruro de Potasio (Marca MERCK MILLIPORE CAS 7447-40-7)

4.3. Metodologia

4.3.1. Acondicionamiento de la materia prima

La torta se molié en un molino de discos para reducir el tamafio de particula y

facilitar la extraccion de proteina. A continuacién se tamizé la torta molida en un

sistema de tamices ASTM para homogenizar el tamafio de particula de la muestra.
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4.3.2. Caracterizacion quimico proximal de la torta de sacha inchi (TSI) y del

aislado proteico de sacha inchi (APSI)

La caracterizacion quimico proximal de la torta de Sacha Inchi y del aislado
proteico de Sacha Inchi se determin6 de acuerdo a los métodos oficiales descritos
por la AOAC (1995), comprendiendo los siguientes analisis:

4.3.2.1. Determinacion de humedad

La determinacion de la humedad se llevo a cabo por el método gravimétrico
basado en la norma oficial 935.29 de la AOAC (AOAC International, AOAC Official
Method 935.29 - Moisture in Malt, 1998), esto es, a 105° por 24°C.

4.3.2.2. Determinacion de proteinas

Se determind por el método Kjeldahl, Método Oficial AOAC 991.20 (AOAC
International, 1998) y el contenido de proteina se calculé multiplicando el porcentaje

de nitrégeno por el factor de conversion 6,25.

4.3.2.3. Determinacidon de extracto etéreo (grasa cruda)

El extracto etéreo se determind por el sistema Soxhlet de acuerdo al método
oficial AOAC 920.39 (AOAC International, 1998).

4.3.2.4. Determinacién de fibra cruda

La determinacion de fibra cruda se efectud de acuerdo al método oficial AOAC
962.09 (AOAC International, 1998).

4.3.2.5. Determinacién de cenizas totales

El contenido de cenizas totales se determind usando el método oficial AOAC
923.03 (AOAC International, 1998).

4.3.2.6. Determinacién de carbohidratos

El contenido de carbohidratos se obtuvo por diferencia, restando de 100, el

porcentaje del resto de componentes (Instituto Nacional de Salud, 2009).
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4.3.3. Efecto del pH en la extraccion de proteina

Se suspendio la torta de Sacha Inchi en agua destilada en razon de 1:10 (m/v).
Luego se ajusto el pH de la suspension (9, 10, 11 o 12) con NaOH 2,0 N. La
suspension fue agitada a 30°C por 1 h. El residuo insoluble fue removido por
centrifugacion a 6 000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue colectado y su
contenido de proteina fue determinada por el método de Biuret usando albumina
de suero bovino (HiMedia) como estandar (Gornall, et al., 1949).

El rendimiento de extraccién de proteina fue calculado como:

proteina extraida

Rendimiento de Extraccién de Proteina (%) = , _
proteina en la torta de Sacha Inchi

4.3.4. Obtencion del aislado proteico de sacha inchi

El aislado proteico de Sacha Inchi fue preparado utilizando el pH que produjo el
mayor rendimiento de extraccion de proteina. Para la obtencion del aislado proteico
de Sacha Inchi se mezclo, con la ayuda de un agitador de paletas, la torta molida y
el agua destilada en un vaso de precipitado; siendo la relacion torta:agua utilizada
de 1:10. En seguida se ajusto el pH de la mezcla a 12 con una solucion de NaOH
a 2 Ny se dejo solubilizar bajo agitacién constante durante 60 minutos. Transcurrido
este tiempo, la mezcla se trasvaso a tubos para centrifugarse a 6000 rpm por 5 min.
El sobrenadante obtenido se trasvasod a un vaso de precipitado y bajo agitacion,
con un agitador de paletas, se llevd hasta el punto isoeléctrico de las proteinas pH
4,5 con una solucion de HCIl a 2 N. Llegado al punto isoeléctrico se detuvo la
agitacién y la mezcla se dejé en reposo durante 15 minutos para permitir la
agregacion de las proteinas. Luego se trasvaso la mezcla a tubos para centrifugarla
a 6000 rpm por 5 minutos. El pellet formado en el fondo de los tubos, tras la
operacion de centrifugacion, considerado como aislado proteico de Sacha Inchi
(APSI), se recupero con la ayuda de pequefias espatulas de acero inoxidable y se
coloc6 dentro de un vaso de precipitado. En seguida se agreg6 agua destilada y
bajo agitacion constante se ajusto el pH de la suspension hasta 9. Se detuvo la
agitacion y el contenido del vaso de precipitado se trasvasé a moldes de cubo de 2
X 7 (10 ml en cada cubo), con la ayuda de una pipeta transferpette de 5 ml. Luego
estos moldes fueron colocados dentro de una congeladora durante 6 horas hasta
lograr que la temperatura de la suspension llegue a -25°C.
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Alcanzada esta temperatura, los moldes se retiraron de la congeladora y la
suspension congelada se desmoldd, obteniéndose pequefios bloques de
suspension congelada. Rapidamente éstos se colocaron dentro de vasos de
liofilizacion de tal manera que se encuentren formando un lecho dentro de cada
vaso.

A continuacion, los vasos se colocaron en la congeladora por 30 minutos para
permitir que la suspension alcance nuevamente los -25°C. Transcurrido este
tiempo, los vasos se acoplaron al equipo liofilizador donde se llevé acabo la
deshidratacion del aislado proteico de Sacha Inchi bajo condiciones de presion y
temperatura de 5 Pa y -82°C, respectivamente, durante 14 horas. En la Figura 6 se
presenta el flujograma para la obtencién del aislado proteico de Sacha Inchi a partir

de la torta obtenida del proceso de extraccion de aceite.

4.3.5. Preparacion de la dispersion filmogénica y peliculas comestibles y/o

biodegradables

En la Figura 7 se presenta el flujograma para la obtencion de las peliculas
biodegradables comestibles.

Para la preparaciéon de la solucion filmogénica se utilizo el aislado proteico de
Sacha Inchi y sorbitol como plastificante, en las concentraciones indicadas en la
Tabla 9, adicionandose la cantidad de agua requerida para completar el 100 % de
la solucion filmogénica. La mezcla se hizo en un vaso de precipitado y con la ayuda
de un agitador magnético, bajo agitacion constante, se ajustdé el pH de la
suspension a 11 con una solucion de NaOH a 2 N. Luego se llevo a 70°C
aproximadamente en un equipo de Bafio Maria. Alcanzada esta temperatura, el
vaso que contiene la solucion filmogénica se llevdé a una cocina eléctrica con
agitacion magnética para llevar a cabo el tratamiento térmico de la solucion
filmogénica hasta 85°C durante 60 minutos bajo agitacion constante, procediendo
luego a vaciar 15 ml de la solucion filmogénica (casting) en placas de Petri de vidrio

de aproximadamente 165 cm? de superficie, donde se formaron las peliculas.
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Figura 7. Diagrama de flujo para la obtencion de peliculas biodegradables comestibles de

aislado proteico de Sacha Inchi. Elaboracion propia.

Las placas se colocaron en un secador convectivo a temperatura de 35 °C por
un tiempo de 18 horas, pasando luego a campanas de vidrio por 24 horas que

contienen una solucién sobresaturada de cloruro de potasio (KCI), que mantiene
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una humedad controlada de 84-85% de HR de 20-25°C, para permitir que la
peliculas se hidraten y se desprendan de la placa. Tras lo cual, las peliculas son
llevadas a campanas de vidrio que contienen una solucion sobresaturada de nitrato
de magnesio hexahidratado (Mg(NO3)2.6H20), que mantiene el ambiente a una
humedad relativa de 52-55% a 20-25°C, antes de ser sometidas a evaluacion de

sus propiedades fisicas.

4.3.6. Disefo estadistico experimental

El disefio estadistico experimental que se utilizé fue factorial 2 de tipo central
compuesto, considerando dos variables independientes (concentracién de aislado
proteico de Sacha Inchiy concentracion de sorbitol) con dos niveles factoriales (-1,

+1), puntos centrales (0) y puntos axiales —a (-1,4142) y +a (+1,4142) (Figura 8).

X2
0,V2)
[ ]
(-1, 1) (1,1)
[ .
(V2,0) W2,0)
—e 'Y ® X1
@ ®
(-1,-1) 1,-1)
0,-v2)

Figura 8. Disefio Central Compuesto del Experimento.

En la Tabla 8 se presentan los tratamiento del estudio (22 +5+ 2 X 2) y en la
Tabla 9 el plan de experimentacion que se obtiene al reemplazar los valores de las
variables codificadas por los valores de las variables reales.

Los efectos de los diferentes factores seran analizados mediante andlisis de
varianza y gréaficas de superficie de respuesta, usando Minitab® 17, Statgraphics
Centurion® XV, Design Expert® 10 y Statistica® 10.
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Tabla 8. Tratamientos del estudio.

Dominio Experimental

Factores
-a -1 0 1 a
Xi1: Aislado proteico de Sacha Inchi
5,38 6,0 7.5 9 9,62
(%)
Xz: Concentracion de sorbitol (%) 1,55 1,85 2.575 3,30 3,60

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 9. Matriz de experimentos del disefio factorial 2%

Variables naturales Variables
codificadas Respuesta
N° Aislado proteico Sorbitol X1 X2 P
(%) (%)

1 6 1,85 -1 -1 (Y1)
2 6 3,3 -1 1 (Y2)
3 9 1,85 1 -1 (Y3)
4 9 3,3 1 1 (Y4)
5 7,5 2,575 0 0 (Y5)
6 7,5 2,575 0 0 (Y6)
7 7,5 2,575 0 0 Y7)
8 7,5 2,575 0 0 (Y8)
9 7,5 2,575 0 0 (Y9)
10 9,62 2,575 a 0 (Y10)
11 5,38 2,575 -a 0 (Y11)
12 7,5 3,60 0 a (Y12)
13 7,5 1,55 0 -a (Y13)

Fuente: Elaboracién propia.

4.3.7. Evaluacion de las propiedades fisicas de peliculas de aislado proteico
de Sacha Inchi
4.3.7.1. Solubilidad (%)

Muestras de 2 cm de diametro fueron pesadas y colocadas en beakers de 200
ml conteniendo 100 ml de agua destilada. Los beakers fueron cubiertos, y
colocados en un bafio de agua a 25°C con agitacién en vaivén a 120 gpm durante
3 h. Las peliculas no solubilizadas en agua fueron removidas de los beakers y
secadas (105°C por 24 h) para determinar el peso de materia seca solubilizada.
Los valores de materia seca inicial necesarios para calcular la solubilidad fueron
obtenidos del célculo del contenido de humedad de la misma pelicula. Las pruebas
se realizaron por triplicado (Rhim, et al., 1998); (Handa, et al., 1999); (Aydemir, et
al., 2014).
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4.3.7.2. Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

La permeabilidad al vapor de agua fue llevada a cabo usando el método ASTM
E 96-95 (ASTM, 1995d) con algunas modificaciones (Salgado, et al., 2010). Cada
muestra de pelicula fue sellada sobre una abertura circular de 0,003167 m? en un
vapometro (Thwing Albert-Instrument, USA) que fue colocado a 24 °C dentro de un
desecador. Para mantener una gradiente de humedad relativa de 100% a través de
la pelicula, se coloco agua destilada (100% HRy) dentro del vapometro y silica
anhidra (0% HRq) en el desecador. La HR dentro del vapometro fue alto que en los
exteriores, y la transferencia del vapor de agua fue determinada a partir del peso
perdido por el vapometro. Cuando las condiciones estacionarias fueron alcanzadas
(después de aproximadamente 2 h), ocho mediciones del peso fueron hechos a lo
largo de 5 horas. Los cambios en el peso del vapémetro fueron registrados y
graficados en funcion al tiempo. La pendiente de cada linea fue calculada por
regresion lineal (Statgraphics Centurion XV-15.1.02) y la velocidad de transmision
de vapor de agua (VTVA) fue calculada a partir de la pendiente (g H20/s). La PVA
(g H20/Pa.s.m) fue calculado como:

VTVA

PVA = —— .
P"2° (HR, — HR,).A

Donde PUH"’O: presion de vapor del agua a saturacién (3003.68 Pa) a la
temperatura del ensayo (24 °C). HR, = HR en el vapémetro, HR; = HR en el
desecador, A = area de permeacion y d = grosor de la pelicula (m). Cada valor de
PVA representa el valor promedio de dos repeticiones de cada tratamiento.

4.3.7.3. Color

El color de las peliculas se determind usando un colorimetro triestimulo
(Chromameter tipo CR-400, Minolta Sensing Osaka, Japon), con iluminante Des y
angulo de visién de 10°, usando los parametros de color CIELab: L*, desde negro
(0) hasta blanco (100); a*, desde verde (-) hasta rojo (+); y b*, desde azul (-) hasta
amarillo (+) (Gennadios, et al., 1996); (Paschoalick, et al., 2003). Para medir el color
de las peliculas, éstas se colocaron encima de la superficie de un plato blanco
estandar. El color de las peliculas fue expresado como la diferencia de color (AE*)

AE* = \/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?
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donde AL*, Aa* y Ab* son los diferenciales entre los parametros de color de las
muestras y los parametros de color del blanco estandar (Tabla 10).

El color del APSI liofilizado también se determind utilizando el mismo
colorimetro (Tabla 10), pero en este caso, el polvo fue puesto en un accesorio para

material granulado.

Tabla 10. Parametros de color del plato de blanco estandar y del APSI

liofilizado
L* a* b* AE*
Blanco estandar 97,63 0,04 1,82 -
APSI liofilizado 82,43 0,44 15,16 20,23

Fuente: Elaboracion propia.

4.3.7.4. Contenido de humedad (%)

El contenido de humedad se determin6 como el porcentaje de peso perdido
durante el secado, en una estufa a 105°C por 24 horas, de muestras de 2 cm de
diametro pesadas (+ 0,0001 g) en placas de vidrio, de acuerdo al método de (Rhim,
et al.,, 1998). Las mediciones del contenido de humedad fueron hechas por

triplicado y reportadas en base hiumeda.

4.3.7.5. Grosor (um)

El grosor de las peliculas fue medido usando un micrometro digital (MITUTOYO,
Japon) con 0-25 mm de amplitud y graduaciéon de 0,001 mm. El grosor final fue el
promedio de 3 mediciones hechas alrededor del perimetro y una en el centro. La
permeabilidad al vapor de agua sera calculada usando el grosor promedio de cada
pelicula replicada (Martelli, et al., 2006).

4.3.8. Optimizacion de la permeabilidad al vapor de agua y la solubilidad

El proceso de optimizacion consistio en establecer las concentraciones de APSI
y Sor que minimicen tanto la permeabilidad al vapor de agua como la solubilidad,
utilizando la técnica de la superposicion de las gréficas de contorno de cada
respuesta (Montgomery, 2013). La superposicion de las graficas de contorno se
llevé a cabo usando Statistica 10®. La determinaciéon de las condiciones de
operacion apropiadas se realizara por inspeccion visual de la grafica superpuesta

gue genere los valores mas bajos de solubilidad y PVA.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1. Acondicionamiento de la materia prima

Como resultado de las operaciones de molienda y tamizado de la torta de sacha
inchi se obtuvo una harina cuya distribucién granulométrica evidencio la presencia
abundante de material retenido entre los tamices de abertura de malla de 425 a 180
um. Se eligio la torta de sacha inchi comprendida en dicho intervalo para llevar a

cabo su caracterizacion quimica proximal y la extraccion de proteina

5.2. Caracterizacién quimica proximal de latorta de Sacha Inchi

La composicion quimica de la torta de Sacha Inchi se presenta en la Tabla 11.
La torta de Sacha Inchi tiene alto contenido de proteina (59,59%). El contenido de
proteinas mostrado en este estudio fue similar a lo que reportaron Betancourth-
Lépez, (2013), Sathe, Kshirsagar, & Sharma, (2012), y Pascual, et al., (2000)
(Betancourth-Lopez, 2013); (Sathe, et al., 2012); (Pascual, et al., 2000).

Por otro lado, el contenido lipidico de la torta, es similar al reportado por
Pascual, et al., (2000) y Betancourth-Lopez, (2013).

Tabla 11. Composicién quimica de la torta de Sacha Inchi en base seca*.

%

Componente Este Sathe, et Betancourth- Pascual,
trabajo al., (2012) Lopez (2013) et al., (2000)
Proteina 59,59+0,84 59,1+3,3 58,71 59,13
Grasa 6,18+0,47 - 6,88 6,93
Ceniza 5,49+0,01 - 8,65 8,72
Fibra cruda 17,540,37 - 17,18 17,30
Carbohidratos 11,25+2,39 - 7,86 7,91

* Contenido de Humedad: 9,51 + 0,19 %. Fuente: Elaboracion propia.

5.3. Efecto del pH sobre el rendimiento de extraccion de proteina

Cabe mencionar que durante el ajuste del pH desde 11 hasta 12 para solubilizar
la proteina, la dispersion gener6 un olor azufrado y un incremento importante de la
viscosidad, la cual disminuyo paulatinamente durante la agitacion. Durante el ajuste
del pH del concentrado proteico para aislar la proteina, se advirtié que al llegar a
alrededor de pH 9,5 la dispersion proteica alcanz6 una minima solubilidad,
tendiendo a formar un precipitado; lo cual podria tratarse de la albumina reportada
por Sathe, et al., (2002). Tras seguir disminuyendo el pH la dispersién proteica

volvié a solubilizarse. Al alcanzar el pH 4,5 se observé la formacion de particulas
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blanquecinas que se agregaban rapidamente formando un precipitado en el fondo
del vaso de precipitado.

En la Tabla 12 y la Figura 9 se muestran el rendimiento de extraccion de
proteina a partir de la torta de Sacha Inchi (TSI) en funcion al pH de solubilizacién.
Se encontrd que el rendimiento fue mas bajo a pH 9. Pero aumenta marcadamente
conforme el pH aumenta de 11 a 12. Este resultado sugiere que la proteina de la
torta de Sacha Inchi se solubiliza mejor bajo condiciones alcalinas. La extraccion a
pH 12 demostré el maximo valor de 72,2 + 1,43 % de rendimiento con un 28,39 +
1,88% de aislado proteico de Sacha Inchi (APSI) liofilizado. En consecuencia, el
valor de pH de 12 fue elegido para extraer la proteina que se utilizé en la
elaboracion de las peliculas.

Tabla 12. Rendimiento de extraccion de proteina (%) en funcién del pH.

Rendimiento de Extraccion (%)

pH 9 pH 10 pH 11 pH 12
32,63 37,24 57,48 73,84
28,96 41,57 61,88 71,58
30,78 36,49 61,94 71,19
Promedio
30,792 38,44° 60,43°¢ 72,204
Desviacion Estandar
1,84 2,74 2,55 1,43

En las filas, los valores con superindices distintos son significativamente diferentes con p<0,05.

Mean = 62.0764-58.9414*x+31.7532*x"2-4.0962*x"3
80
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70 //
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pH T Mean+SD

Figura 9. Curva de rendimiento de extraccion de proteina. Fuente: Elaboracion

propia.
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5.4. Caracterizacién quimica proximal del aislado proteico de sacha inchi

La composicion proximal del APSI se presenta en la Tabla 13. El contenido de
proteina del aislado fue de 89,1+0,88 % el cual es mas alto que en la torta
(59,59+0,84 %). El contenido de proteina en el aislado presentado en este trabajo
es superior al obtenido a partir de soya y girasol (31,7% proteina en torta) por
Salgado, et al., (2010) y Salgado, (2009), respectivamente y comparable al obtenido
a partir de pifién (torta, 23,5 %) por Saetae, et al., (2010) (Ver Tabla 14).

Tabla 13. Composicién quimica del Aislado Proteico de Sacha Inchi en base

seca*
Componente %
Proteina 89,1+0,88
Grasa 6,54+0,08
Ceniza 3,29+0,07
Fibra cruda y Carbohidratos Disponibles 1,07+1,46

* Contenido de Humedad: 3,69 + 0,31%. Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 14. Contenido proteico (% base seca) del APSI y otros aislados

proteicos.
Aislado Proteico
Componente i i __
Sacha Inchi (%) Soya (%)? Girasol (%) Pifion (%)°
Proteina 89,1+0,88! 85,02+1,202 75,42+0,37° 90,1+0,8"

a (Salgado, et al., 2010), Aislado Proteico Comercial , Supro 500E, Solae Company, Brazil. b (Salgado,
2009), obtenido del pellet desgrasado de girasol ¢ (Saetae, et al., 2010), obtenido del pellet de pifién. En las
filas, los valores con superindices distintos son significativamente diferentes con p<0,05.

5.5. Disefo estadistico experimental
Los resultados del disefio central compuesto 22 se resumen en la Tabla 15. El
andlisis estadistico de estos datos fueron llevados a cabo con un nivel de confianza

del 95% (P<0,05) y del 90% (P<0,1), y los coeficientes de regresion se muestran
en la Tabla 16.
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Los datos del color (AE*, L* y b*), y solubilidad se ajustaron mejor a un modelo
cuadratico (P<0,05):
Y; = Bo + 1 X1 + BaXy + P12 X1 Xp + P11 XT + B2 X3
Mientras que el grosor y la PVA se ajustaron mejor a un modelo lineal (p<0,05):
Y = Bo + B1Xy + B2X>
Los modelos obtenidos para la diferencia de color (Y1), luminosidad (Yi2),
amarillez-azulez (Ys) y solubilidad (Y2) tuvieron un buen coeficiente de
determinaciéon R? (entre 0,75 y 0,95); el analisis de varianza (ANOVA) para estos
modelos indicaron que fueron significativos estadisticamente (P<0,05, valor
calculado de F > valor critico de F). Sin embargo, los modelos para la permeabilidad
al vapor de agua, el grosor y la humedad tuvieron bajos coeficientes de
determinacion (R? de 67,94%, 61,63%, 35,5%, respectivamente).

5.6. Evaluacion de las propiedades fisicas de las peliculas de APSI
5.6.1. Solubilidad (%)

Las solubilidades de las peliculas elaboradas en el presente trabajo estuvieron
en el rango de 27,66 — 48,83%. En la Tabla 5 podemos ver que la diferencia de
solubilidades esta determinada principalmente por la fuente material de la pelicula
y la formulacién. El valor mas bajo de solubilidad (27,66%) de las peliculas de APSI
es comparable al de peliculas hechas de aislado proteico de lactosuero
(Leuangsukrerk, et al., 2014) que presenta un valor para la solubilidad de alrededor
de 20%. Mientras que el valor mas alto de solubilidad (48,83%) de las peliculas de
APSI es comparable al de peliculas hechas de concentrado proteico de ricino
(Makishi, et al., 2013) que presenta un valor de alrededor de 48,4%.

La baja solubilidad de las peliculas de APSI podria ser explicada por la alta
densidad de interaccién y la presencia de enlaces intermoleculares del tipo disulfuro
como resultado del tratamiento térmico (McHugh, et al., 1993); (McHugh, et al.,
1994).

El hecho de que una pelicula sea poco soluble, probablemente dé cuenta de
gue la red polimérica proteica de tales peliculas sea altamente estable, en
consecuencia solo las pequefias moléculas sean solubles (e.g. pequefios péptidos,

monomeros y materiales no proteicos) (Yoshida, et al., 2004).
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El ANOVA de la variable solubilidad (Tabla 16) revela que los dos factores

ejercen influencia significativa sobre la solubilidad de las peliculas de APSI
(P<0,05).

peEPIIANIOS %

- 2
= olo p.‘_? 5\

Figura 10. Superficie de Respuesta para la variable Solubilidad como una funcién

de la concentracién de APSI (%) y la concentracion de Sor (%).

La Figura 10 presenta la superficie de respuesta de la solubilidad frente a la
concentracion de proteinay la concentracion de sorbitol. En primer lugar se observa
gue el efecto de la concentracién de Sor es mas marcado que la concentracion de
APSI. En segundo lugar, se aprecia que cuando la concentracién de APSI aumenta,
la solubilidad disminuye. Por el contrario cuando la concentracion de sorbitol
aumenta, la solubilidad aumenta. En ella se observa que la superficie de respuesta
de la solubilidad muestra un maximo (48,69%) cuando la concentracion de proteina

es 6,34% de proteina y la concentracion de sorbitol es 3,71%, la solubilidad
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disminuye por encima y por debajo de estos valores. Conociendo esto se pueden
producir peliculas con menor solubilidad, usando concentraciones de APSI y Sor

por debajo de este punto.

5.6.2. Permeabilidad al Vapor de Agua (10° g m? s1Pa?)

Los valores de PVA de las peliculas se encontraron en el rango de 2,178y 3,383
10 P gmtstPal. Enla Tabla 6 se presenta valores de PVA de diversas peliculas
comestibles hechas principalmente de concentrados o aislados proteicos
vegetales.

Para comparar estos valores se deben tener en cuenta las condiciones de
ensayo, ya que tanto de la gradiente de HR como de la temperatura de ensayo
influyen sobre la PVA de las peliculas (Gennadios, et al., 1994). Teniendo esto en
cuenta, se puede afirmar que las peliculas de APSI presentaron mejor barrera al
vapor de agua que las peliculas hechas a base de soya o lenteja, incluso que las
peliculas hechas de gelatina y lactosuero.

El ANOVA (Tabla 16) para la permeabilidad al vapor de agua (PVA) revela que
el contenido de APSI y Sor influyen significativamente sobre la PVA (P<0,05). En
la Figura 11 se observa el comportamiento de la PVA respecto a las
concentraciones de APSI y Sor. Vemos que la permeabilidad se incrementa con la
concentracion de APSI y Sor. Y que la minima permeabilidad se logra empleando
bajos contenidos de APSI y Sor.

El incremento de la PVA con la concentracién de proteina fue explicado por
Anker (2000), quién basandose en el estudio de la microestructura de peliculas de
lactosuero, concluyé que cuando la concentracion de proteina aumenta, la
estructura se vuelve mas agregada y la red proteica mas densa y con grandes
poros, lo que resulta en aumento de la permeabilidad. El efecto de la concentracion
de la proteina puede ser mas grande cuando la gradiente de HR es alta (Kokoszka,
et al., 2010).

De acuerdo a (Cugq, et al., 1997) citado por (Sobral, et al., 2001), el incremento
de la PVA con el incremento de la concentracion de plastificante la red proteica se
explica por la disminucién de la densidad de la red proteica y, por consiguiente mas
permeable. El incremento en el volumen libre del sistema también eleva la

movilidad del solvente, por consiguiente incrementando la difusion de agua en la
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matriz de la pelicula. Otro factor que también afecta la PVA es el caracter
higroscopico de los plastificantes, lo cual incrementa el contenido de agua de la

pelicula, por consiguiente, incrementando la movilidad de las moléculas.
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Figura 11. Superficie de Respuesta para la variable PVA como una funcion de la

concentracion de APSI (%) y la concentracion de Sor (%).

5.6.3. Color

Todas las peliculas a base de APSI elaboradas en este trabajo presentaron
tonalidad amarillo-marrén. En la Tabla 17 se presenta los colores de las peliculas
producidas en escala decreciente de su diferencia de color. Estos colores estan
basados en la gréafica de color CIELAB y fueron determinados utilizando el software
online “EasyRGB” (Logicol S.R.L, 2014).
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5.6.3.1. Diferencia de Color (AE¥)

Los valores de AE* de las peliculas elaboradas en este trabajo se encuentran
en el rango de 10.05 - 16.93.

Tabla 17. Color de las peliculas producidas en escala decreciente de su

diferencia de color.

Tratamiento % APSI % Sor Color AE*
T3 9 1.85 16.48
T7 7.5 2.575 14.42
T8 7.5 2.575 14.36
T9 7.5 2.575 14.09
T1 6 1.85 ] 13.47
T11 5.38 2.575 ] 13.44
T6 7.5 2.575 ] 13.32
T4 9 3.3 12.61
T13 7.5 1.55 ] 12.54
T5 7.5 2.575 ] 11.79
T2 6 3.3 ] 10.32
T12 7.5 3.6 ] 10.05

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 7 se puede observar que la diferencia de color fue superior a las
peliculas hechas de gelatina, inferior a las hechas de concentrado proteico de soya
y harina de soya desgrasada, pero similar a las hechas a partir de mucilago de chia-

concentrado proteico de lactosuero.
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Por otro lado, el ANOVA (Tabla 16) para la diferencia de color pone en evidencia
gue la concentracién de APSI y Sor influyeron significativamente sobre la diferencia
de color. Dentro de la region experimental, la diferencia de color parece aumentar
con el aumento de la concentracion de proteina y disminuir con el incremento de la
concentracion de sorbitol. Sin embargo, se observa que existe una tendencia a
alcanzar un punto silla, en el que los factores

Paschoalick, et al., (2003) y Sobral et al., (2005) han reportado que el
incremento de la temperatura de tratamiento térmico y la concentracion de proteina
causa un aumento en la diferencia de color y que ésta depende en parte del color

inicial del material formador de pelicula. En este sentido, los valores de AE* de las
peliculas de APSI estuvieron bien relacionados con el color (AE* = 20,23) del

APSI liofilizado.

La disminucion de la diferencia de color con el incremento de la concentracion
de sorbitol fue observada en peliculas de proteinas muscular de Tilapia de Nilo
(Paschoalick, et al., 2003), gelatina (Vanin, et al., 2005), proteinas muscular de
Tilapia de Thai (Sobral, et al., 2005), proteina de suero (Ramos, et al., 2013), harina
de soya (Lee, et al., 2013). Paschoalick, et al., (2003) explica que este hecho se
deba probablemente a un efecto de dilucion de las proteinas ya que el sorbitol es
incoloro cuando esta en solucion. Esto implica que a medida que la concentracion
de sorbitol se incrementa, la pelicula deberia presentar menos color de tal manera
gue la diferencia de color tendera a cero.

La Figura 12 presenta la superficie de respuesta de la diferencia de color frente
a la concentracion de proteina y la concentracion de sorbitol. . A medida que la
concentracion de APSI aumenta, el incremento de AE* es cada vez mayor hasta
llegar un punto en el que este incremento es casi constante. En contraste, a medida
que la concentracién de Sor aumenta, el decremento de AE* es cada vez mayor
hasta llegar a un punto el que este decremento es casi constante.

Cuando se mantiene constante la concentracion de sorbitol (2,575%), el
comportamiento de la diferencia de color alcanza un minimo local (13,08%) cuando
la concentracion de proteina es igual a 6,28%. Por encima y por debajo de este
valor la diferencia de color tiende a aumentar. Mientras que cuando se mantiene
constante la concentracion de proteina, el comportamiento de la diferencia de color

alcanza un maximo local (13,97%).

57



Figura 12. Superficies de respuesta para la diferencia de color (AE*) como una

funcion de la concentracion de APSI (%) y la concentracion de Sor (%).

Ella muestra que la minima diferencia de color tiende a alcanzarse a
concentraciones de sorbitol por debajo de 1,2% y por encima de 3,5%,
independientemente de la concentracion de proteina. Mientras que la maxima
diferencia de color se alcanza cuando se utilizan concentraciones de sorbitol entre

1,5% y 2,5% en combinacion con proteina por debajo de 4% o por encima de 8%.

5.6.3.2. Claridad (L*)

Los valores de claridad (L*) de las peliculas elaboradas en este trabajo se
encuentran en el rango de 87,61-91,96.

El ANOVA (Tabla 16) para la claridad pone de manifiesto que los dos factores
ejercen influencia significativa sobre la claridad de las peliculas (P<0,05).

Enla Figura 13 se observa el comportamiento de L* frente a las concentraciones
de APSI y Sor. A medida que la concentracion de APSI aumenta, el decremento de

la claridad es cada vez mayor. Mientras que, cuando la concentracion de Sor va en
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aumento, las peliculas son cada vez mas claras casi independientemente de la
concentracion de APSI, por lo que altos valores de concentracién de sorbitol (por
encima de 3 %) producen colores mas claros (altos valores de AE*) con casi
cualquier concentracion de aislado proteico de sacha Inchi (entre 6 y 9%).

Este incremento de la claridad con el contenido de plastificante también fue
observado para peliculas hechas de piel de papa (Kang, et al., 2010), de harina de
mostaza (Hendrix, et al., 2012) y de harina de soya desgrasada (Lee, et al., 2013).

El incremento de la claridad como consecuencia de la disminucion de la
concentracion de APSI es notoriamente visible en un rango amplio de
concentracion de APSI (9-6,5%) mas alla del cual (<6,5%) la claridad en vez de
aumentar, disminuye. Este comportamiento en particular fue observado para
peliculas compuestas de aislado proteico de soya (APS)-gelatina (Denavi, et al.,
2009) en las que la claridad aumenté a medida que la proporcion de APS se

incremento.

Figura 13. Superficies de respuesta para la Claridad (L*) como una funcion de la
concentracion de APSI (%) y la concentracion de Sor (%).
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5.6.3.3. Verdor — Rojez (a*)

Los valores de claridad (a*) de las peliculas elaboradas en este trabajo se
encuentran en el rango de (-0,18) — (+0,35).

El andlisis estadistico de ajuste de la variable a* (ver Tabla 33) pone de
manifiesto que ningln modelo es significativo y que el mejor predictor de la
respuesta es el promedio general de los tratamientos (X = 0.096692). La cercania
de este valor a cero sugiere que las peliculas de APSI y Sor no poseen tonalidades
rojas o verdes. Este resultado dio a entender que ni la concentracion de APSI, ni la
concentracion de Sor influyeron sobre este parametro de color. Resultado similar a
los obtenidos para peliculas de gelatina (Park, Whiteside, & Cho, 2008), gelatina de
bacalao-APS (Denavi, et al.,, 2009), CPR-glioxal (Makishi, et al., 2013) y CPS
(Ciannamea, et al., 2014). No obstante, para peliculas de HSD-Sistema
lactoperoxidasa (Lee, et al., 2013) se observo que un aumento en la concentracion

de glicerol disminuye el parametro a*.

5.6.3.4. Azulez — Amarillez (b*)

Los valores de claridad (b*) de las peliculas elaboradas en este trabajo se
encuentran en el rango de 10,12 — 15,46. Cabe resaltar que los valores de b* de
todos los tratamientos son positivos, en consecuencia, el color de las peliculas
tienden hacia tonalidades amarillas.

Peliculas de proteina de musculo de tilapia de Nilo (Oreochromis niloticus)
(Paschoalick, et al., 2003), de gelatina de piel de hailibut (Hippoglossus
hippoglossus) (Carvalho, et al., 2008), concentrado proteico de lactosuero (Ramos,
et al., 2013) y harina de soya desgradada (Lee, et al., 2013) fueron caracterizadas
mejor por el parametro b* debido que presentaron tonalidades amarillas.

El ANOVA del parametro b* (Tabla 16) revela que los dos factores ejercen
influencia significativa sobre parametro b* de las peliculas (P<0,05). De modo que,
a medida que la concentracién de APSI aumenta el incremento del color amarillo
de la pelicula es cada vez mayor hasta un punto en el que el incremento es casi
constante. Mientras que el incremento de la concentracion de Sor provoca que la

pelicula sea cada vez menos amarilla.
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Figura 14. Superficie de Respuesta para b* como una funcidn de la concentracion de
APSI (%) y la concentracion de Sor (%).

El incremento de b* frente a APSI fue observado en peliculas de APS-gelatina
de piel de bacalao (Denavi, et al., 2009). En tanto que el comportamiento de b*
frente a Sor fue observado en peliculas de harina desgrasada de soya (Lee, et al.,
2013).

La Figura 14 pone de manifiesto que se alcanza valores ligeramente altos de b*
a concentraciones altas de APSI (mayores a 7,8 %) y a bajas concentraciones de
Sor (1,85 — 2,5%).

5.6.4. Contenido de humedad (%)

El promedio del contenido de humedad (%) de las peliculas de APSI fue de 9,23
+1,81% (7,03 — 11,86 %) (Tabla 15). Estos valores son menores que los reportados

en varios estudios acerca de peliculas proteicas (Tabla 18).
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Algunos autores comprobaron que el tipo de plastificante usado influye sobre el
contenido humedad de las peliculas resultantes. Esto debido a la diferencia de
hidrofilicidad e higroscopicidad de los plastificantes empleados en la elaboracion de
peliculas (Vanin, et al., 2005), (Cao, et al., 2009), (Kowalczyk, et al., 2011). Estos
ultimos determinaron que el contenido de humedad de las peliculas de proteina de
arverja plastificadas con glicerol fue mayor que las peliculas plastificadas con
sorbitol (P<0,05).

Tabla 18. Contenido de Humedad (%) de algunas peliculas comestibles.

Condiciones de Contenido de
Pelicula Acondicionamiento Humedad (g H20/100
(T, HR) g pelicula)
Peliculas de origen vegetal
Casting APSI - Sor; pH 11; Tu/@,: 23°C 54% 9,23 + 1,81 % (Este
85°C/1 h trabajo)
Casting 5% CPL- 0,5 (GIi/CPL); pH 11; 25°C 50% 23,15 + 1,6 (Bamdad,
Tp/Bp: 70°C/20 min et al., 2006)
Casting 5% APS - 0,5 (GIi/APS); pH 10; 25°C 50% 25,2 + 1,0 (Rhim, et
Tp/Bp: 70°C/20 min al., 1998)
Casting 10% APTZ - 0,25 (GIi/APTZ); pH  25°C 75-80% 11,11 (Popovi¢, et al.,
12; Tp/Bp: 90°C/20 min 2012)

Peliculas de origen animal
Casting 7% APLS — 0,28 (GII/GE); pH 7; 23+2 50+3% 16,48 + 1,5 (Gounga,

Tp/Bp: 90°C/30 min et al., 2007)
Casting 1% GEA1% PVA - 0,25 25°C 58% 13,1 + 0,9 (Carvalho,
(Sor/GE); pH natural; Tp/6p: 55°C vy et al., 2009)
90°C/30 min

Casting 1% GEA1% PVA - 0,25 (Gli/GE);  25°C 58% 16,5 + 0,6 (Carvalho,
pH natural; Tp/6p: 55°C y 90°C/30 min et al., 2009)

Gli, Glicerol; APS, Aislado proteico de soya; CPL, Concentrado proteico de lenteja; GE, Gelatina; Aislado Proteico de

Torta de Semillas de Zapallo; APLS: Aislado Proteico de Lactosuero. PVA: Alcohol Polivinilico. Fuente: Elaboracion propia

El ANOVA (Tabla 16) para el contenido de humedad manifiesta muy baja
correlacion (R? = 35,51) entre el contenido de humedad de las peliculas y las
concentraciones de APSI y Sor. Lo que significaria que estas variables no influyeron
significativamente sobre el contenido de humedad de las peliculas, pese a la
existencia del efecto cuadratico del contenido de APSI y contenido de Sor sobre el
contenido de humedad (P<0,05 y P<0,1, respectivamente).

La falta de influencia del contenido de sorbitol sobre el contenido de humedad
también fue reportada por Kowalczyk, et al., (2011). Sin embargo, éstos y otros
autores evidenciaron incrementos del contenido de humedad con la concentracion
de otros plastificantes como el glicerol, polipropilenglicol, etilenglicol y dietilenglicol
(Vanin, et al., 2005), (Schou, et al., 2005), (Kowalczyk, et al., 2011), (Ramos, et al.,

2013), y (Ciannamea, et al., 2014), que son mas hidrofilos que el sorbitol.
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Por su parte, la ausencia del efecto del contenido de proteina sobre el contenido
de humedad, también fue reportado por Makishi et al., (2013), quienes reportaron
gue ni la concentracion de proteina ni el tipo agente reticulante presentaron efectos
significativos sobre la humedad de las peliculas hechas de proteinas de ricino
(Ricinus communis L.). No obstante, el efecto del tipo de proteina sobre el contenido
de humedad si fue reportado en varios trabajos de investigacion.

La poca variabilidad del contenido de humedad de las peliculas de APSI es
importante desde el punto de vista tecnoldgico, ya que cualquier diferencia en el
contenido de humedad podria afectar las propiedades fisicas del material, debido
al fuerte efecto plastificante de la molécula de agua sobre los biopolimeros (Sobral,
et al., 2001).

5.6.5. Grosor (um)

El grosor de las peliculas obtenidas en el presente trabajo fue de 118 + 16,12
um. Este resultado se obtuvo vaciando el mismo volumen (15 ml) a la placa de
soporte donde las peliculas fueron formadas, intentando evaluar la influencia de las
variables sobre el grosor resultante en las peliculas

El ANOVA del grosor (Tabla 16) puso de manifiesto que la concentracién de
APSI y de Sor influyeron significativamente sobre el grosor (P<0,05). Siendo la
concentracion de APSI la que mas influye sobre el grosor dado su alto porcentaje
de contribucién sobre la varianza del grosor (54,43%) frente al Sor (5,96%).

En la Figura 15 se presenta la superficie de respuesta del grosor, donde se
observa el comportamiento del grosor de las peliculas de APSI frente a la
concentracion de APSI y Sor. Alli se observa que el grosor se incrementa con la
concentracion tanto de APSI como de Sor. Ademas se puede observar que
utilizando alta concentracion de APSI (por encima de 8%) se pueden producir
peliculas mas gruesas casi independientemente de la concentracion de Sor (entre
1,85y 3,3%).

Algunos autores observaron el incremento del grosor con el incremento la
concentracion de proteina en peliculas de piel de peces Priacanthus macracanthus
y Lutjanus vitta (Jongjareonrak, et al., 2006), peliculas de aislado proteico de
lactosuero (Gounga, et al., (2007); Kokoszka, et al., (2010)). También se observo

gue la fuente de proteina influye sobre el grosor de las peliculas, por ejemplo, con
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la misma concentracién de proteina, soluciones filmogénicas de gelatina dieron
lugar a peliculas mas gruesas que las hechas con aislado proteico de soya.
Indicando un menor grado de compactacion de las peliculas de gelatina, y en

consecuencia sugiriendo, un diferente grado de desdoblamiento molecular o

reticulacion dentro de la red proteica de la pelicula (Denavi, et al., 2009).
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Figura 15. Superficie de Respuesta para la variable grosor como una funcion de la

concentracion de APSI (%) y la concentracion de Sor (%).

La influencia del peso molecular del plastificante sobre el grosor de las fue
observado cuando se utilizd polietilenglicol en peliculas de gelatina, tendiendo a
incrementarse el grosor con el peso molecular (Cao, et al., 2009).

Schou, et al.,, (2005) observaron que el contenido de glicerol no influy6
significativamente sobre el grosor de peliculas de caseinato de sodio pero si sobre
la humedad de las peliculas. Concluyendo que el incremento de agua no condujo
a la expansion de la extructura proteico, o el incremento no pudo ser detectado por
la tecnologia usada. El mismo resultado fue observado en peliculas de keratina de

plumas de pollo (Martelli, et al., 2006). Gounga, Xu, & Wang, (2007) observaron un
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ligero incremento del grosor con la concentracion de glicerol en peliculas de aislado
proteico de lactosuero, pero no significativo.

Janchud & Chinnan, (1999) observaron que el grosor de peliculas hechas de
proteina de mani se incrementaron con la humedad relativa imperante en el medio.
Lo mismo fue observado en peliculas hechas con aislado proteico de lactosuero
(Anker, et al., 1999). Este fendbmeno se explica de acuerdo a la ciencia clasica de
polimeros, que asevera que el agua y los plastificantes debilitan las fuerzas
intermoleculares entre las cadenas de macromoléculas adyacentes, incrementando

el volumen libre de la extructura (Jastrzebski, 1987).

5.7. Optimizacion de las peliculas de APSI

Tras la obtencion de las graficas de contorno de las variables respuesta,
permeabilidad y solubilidad, se hizo la superposicion de las mismas obteniendo una
region optima (Ver Figura 16) donde la solubilidad y la PVA de las peliculas se
minimizaron a intervalos definidos entre 21,25% y 29,18%, y 2,71-2,97 101° g m*

s1Pal, respectivamente.
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Figura 16. Superposicién de las graficas de contorno de las variables PVA 'y
solubilidad (%)
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Esto significaria que se pueden obtener peliculas con baja solubilidad y
permeabilidad utilizando combinaciones de APSI y Sor que caen dentro de la region
optima. Es decir, utilizando concentraciones de sorbitol y proteina comprendidos
entre 1,40% - 1,80% y 8,2% - 9,3%, respectivamente. Estos valores dan cuenta de
la existencia de una relacion plastificante:proteina de entre 0,15 y 0,20 g de
plastificante/g de proteina, que producirian resultados apropiados de permeabilidad

al vapor de agua Yy solubilidad.
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VI. CONCLUSIONES

1. Se logro obtener peliculas comestibles y/o biodegradables utilizando como
materia prima, las proteinas extraidas de la torta de Sacha Inchi. Las
propiedades de las peliculas basadas en proteina de Sacha Inchi fueron
comparables con otras peliculas comestibles, tales como soya, lenteja,
alverja, lactosuero en términos de color, solubilidad y permeabilidad al vapor
de agua.

2. Laextraccion alcalina de proteinas por el ajuste de pH usada en este trabajo
es ampliamente usada para extraer proteinas. La principal ventaja de este
proceso incluye alto rendimiento y viabilidad econdmica.

3. Se constat6 un efecto significativo de la concentracion de proteina y sorbitol
sobre algunas propiedades fisicas evaluadas. Esto significa que estas
pueden ser modificadas cambiando la formulacion de la pelicula. En el caso
de la solubilidad, el incremento de la concentracién de proteina y sorbitol,
ocasiona decremento e incremento de la solubilidad, respectivamente. En el
caso de la permeabilidad, esta se incrementa con la concentracion de APSI.
Para la diferencia de color AE* el incremento de la concentracion de proteina
y sorbitol produce incremento y decremento de la diferencia de color. Para
la claridad L*, esta tiende a disminuir con el incremento de la concentracion
de APSI, mientras que aumenta con el incremento de la concentracion de
sorbitol. El andlisis estadistico del parametro a* revela que las peliculas no
poseen tonalidades rojas o verdes. Para el parametro b* (azules-amarillez),
el incremento de la concentracion de APSI y sorbitol produce incremento y
decremento de la tonalidad amarilla de la pelicula, respectivamente. Para el
contenido de humedad, no hubo un efecto significativo concluyente de
ninguna de las dos variables. Por ultimo, el grosor puede ser modificado
incrementando el contenido de materia seca, principalmente APSI.

4. Se pudo establecer las combinaciones Optimas de proteina y sorbitol para
producir peliculas con adecuadas propiedades fisicas, es decir, baja
permeabilidad y baja solubilidad. Utilizando concentraciones de sorbitol y

proteina comprendidos entre 1,55% - 1,80% Yy 8,2% - 9,3%, respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Estudiar el efecto del medio alcalino sobre los aminoéacidos del Sacha Inchi,
ya que durante el proceso de extraccion alcalina se pueden generar
compuestos racémicos indeseables que podrian influir sobre las
propiedades funcionales de los concentrados, y las propiedades de las
peliculas. Por ello se recomienda estudiar el efecto del pH sobre el perfil
aminoacidico de los concentrados y aislados proteicos de Sacha Inchi.

2. Realizar trabajos con adicion de lipidos y resinas, y con tratamientos de
reticulacion para disminuir la permeabilidad al vapor de agua y la solubilidad.

3. Se recomienda que se lleven a cabo trabajos de investigacion en la
determinacién de isotermas de sorcion, propiedades térmicas, de barrera a
gases, aromas Yy aceites, propiedades mecanicas, Vviscoelasticas y
estructurales de las peliculas, y como éstas son influidas por las variables
de proceso como tratamiento térmico, temperatura de secado, pH,
incorporacion de agentes reticulantes, método de formacién (extrusion,
moldeo por soplado), entre otros.

4. Evaluar el efecto del recubrimiento de la pelicula de APSI sobre la

conservacion de frutas y verduras.
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ANEXOS

ANEXO A. Fotografias del proceso de obtencidn del aislado proteico

Foto 1. Torta de Sacha Inchi molida y tamizada.

Foto 2. Solubilizacion de la proteina de Sacha Inchi en medio alcalino.

Foto 3. Mezcla obtenida luego del proceso de solubilizacién.
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Foto 4. Separacion de la proteina solubilizada (sobrenadante) y del residuo
(sedimento).

Foto 5. A la derecha, el sobrenadante obtenido.

Foto 6. Precipitacion isoeléctrica de las proteinas a partir del sobrenadante.
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Foto 8. Separacion del precipitado mediante centrifugacion.
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Foto 9. Precipitado acondicionado para ser congelado.
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Foto 10. Liofilizador LABCONCO utilizado para deshidratar el aislado proteico.

Foto 11. Aislado proteico de Sacha Inchi liofilizado
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ANEXO B. Fotografias de la preparacion de peliculas comestibles y/o

biodegradables

Foto 12. Peliculas obtenidas en el primer proceso exploratorio de las

condiciones para su formacion.

Foto 13. Peliculas obtenidas en el segundo proceso exploratorio de las

condiciones para su formacion.
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Foto 14. Peliculas obtenidas en el tercer proceso exploratorio de las

condiciones para su formacion.
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Foto 15. Peliculas obtenidas utilizando las condiciones experimentales

descritas.
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ANEXO C. Fotografias de la evaluacién de las propiedades fisicas de las

peliculas

E
Foto 16. Equipos utilizados para determinar la permeabilidad al vapor de agua
de las peliculas de APSI.

Foto 17. Micrometro utilizado para la determinacion del grosor de las peliculas
de APSI.
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Foto 18. Cromametro utilizado para determinar el color de las peliculas de
APSI.

ANEXO D. Curva Patréon de Proteina de Albumina de Suero Bovino

Tabla 19. Concentracion de Proteina vs Absorbancia

4 Concentraciéon de Proteina Absorbancia
mg/ml 540 nm

1 1,0 0,011

2 2,3 0,054

3 3,2 0,064

4 4,1 0,088

5 52 0,113

6 6,0 0,168

7 7,0 0,152

8 8,0 0,196

9 9,2 0,220

10 10,1 0,241

Curva de datos ajustados
Concentracién de Proteina = 0.548594 + 38.7254*Absorbancia
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Figura 17. Curva patron de proteina de albamina de suero bovino. Elaboracion propia.
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ANEXO E. Analisis Estadistico del efecto del pH sobre el Rendimiento de

Extraccion de Proteina

Resumen estadistico para el rendimiento de extraccion de proteina

Tabla 20. Resumen estadistico para el rendimiento de extraccion de proteina.

pH Conteo x s C.V. Minimo  Méximo  Rango IC de 95%

9 3 30.79 184 5.96 28.96 32.63 3.67 (27,85 —33,73)

10 3 38.44 274 7.14 36.49 41.57 5.08 (35,50 — 41,37)

11 3 60,43  2.55 4,23 57,48 61,94 4,45 (57,50 — 63,37)

12 3 7220 1.43 1.99 71.19 73.84 2.65 (69,27 - 75,14)
Total 12 46.83 16.40 35.01 28.96 73.84 44.88

Analisis de Varianza para el Rendimiento de Extraccion de Proteina

Tabla 21. Andlisis de Varianza para el Rendimiento de Extraccién de Proteina.

Fuente Sumade % Contribucion g.L Cuadrado F-Ratio P-Value
Cuadrados Medio
pH 3310,98 98,84 3 1103,66 226,75 <0,0001
Residual 38,94 1,16 8 4,87
Total (corr.) 3349,92 100 11

Resumen del modelo

Tabla 22. Resumen del Modelo.

R-cuadrado 0,9884
R-cuadrado ajustado 0,9840
R-cuadrado de prediccion 0,9738

Comparacion de Medias con método de Tukey con 95% de nivel de

confianza.
Tabla 23. Comparacién de medias con método de Tukey.

. Intervalos HSD de Tukey .
pH  Media Limite inferior Limite superior Grupos Homogeneos
9  30.792 27.9088 33.6752 X
10 38.4367 35.5534 41.3199 X
11  60.4331 57.5499 63.3164 X
12 72.2041 69.3209 75.0874 X

Tabla 24. Contrastes de Tukey.

Contraste
pH Sig. Diferencia +/- Limites
9-10 * -7.64467 5.76646
9-11 * -29.6411 5.76646
9-12 * -41.4121 5.76646
10-11 * -21.9965 5.76646
10-12 * -33.7675 5.76646
11-12 * -11,771 5.76646

* denota una diferencia significativa
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ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencias de las medias para %Rendimiento
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente
diferentes.

Figura 18. Intervalos de confianza de Tukey.

Prueba de igualdad de varianzas (Prueba de Levene)

Tabla 25. Prueba de Levene.

Test P-Value
Levene's 0.102026 0,956577

En esta tabla el estadistico mostrado prueba la hipétesis nula de que la
varianza del rendimiento de extraccion de proteina entre los 4 niveles de pH es el
mismo. De particular interés es el valor-P. Debido a que el valor-P es mas grande
o igual que 0,05, no hay una diferencia estadisticamente significativa entre las

varianzas a un 95% de nivel de confianza.
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ANEXO F. Reporte de Resultados de Permeabilidad al Vapor de Agua de
peliculas biodegradables comestibles de proteina de Sacha Inchi segun
Norma ASTM E96

Material ensayado: Peliculas comestibles y biodegradables de aislado proteico
de Sacha Inchi y Sorbitol obtenidas de 9 tratamientos.

Tabla 26. Grosor promedio de peliculas ensayadas.

Factores

Tratamiento % APSI % Sor Grosor Promedio (um)
1 6 (-1) 1,85 (-1) 90,00
2 6 (-1) 3,3(1) 108,75
3 9(1) 1,85 (-1) 132,00
4 9(-1) 3,3(1) 138,25
5 7.5 (0) 2,575 (0) 136,50
6 7,5 (0) 2,575 (0) 101,50
7 7,5 (0) 2,575 (0) 116,00
8 7,5 (0) 2,575 (0) 114,50
9 7,5 (0) 2,575 (0) 124,50

Método de ensayo: Acuoso

Temperatura de ensayo: 23°C

Gradiente de Humedad relativa en la cdmara de ensayo: 0%
Permeancia de los 9 tratamientos

Tabla 27. Valores de permeancia de peliculas ensayadas.

Tratamiento Factores Permeancia (perms)
% APSI % Sor R1 R2 Promedio
1 6 (-1) 1,85 (-1) 41,89 44,72 43,31
2 6 (-1) 3,3(1) 47,28 47,02 47,15
3 9(2) 1,85 (-1) 40,17 38,76 39,47
4 9(-1) 3,3(2) 42,40 42,55 42,48
5 7,5 (0) 2,575 (0) 36,91 41,16 39,04
6 7,5 (0) 2,575 (0) 49,92 46,15 48,04
7 7,5 (0) 2,575 (0) 36,43 37,06 36,75
8 7,5 (0) 2,575 (0) 46,94 46,69 46,82
9 7,5 (0) 2,575 (0) 41,07 41,08 41,08

Permeabilidad de los 9 tratamientos

Tabla 28. Valores de permeabilidad de peliculas ensayadas.

Tratamiento Factores Permeabilidad (1071° g m m~2s~'Pa™?)
% APSI % Sor R1 R2 Promedio
1 6 (-1) 1,85 (-1) 2,17 2,31 2,24
2 6 (-1) 3,3 (1) 2,96 2,94 2,95
3 9 (1) 1,85 (-1) 3,05 2,94 2,995
4 9 (-1) 3,3 (1) 3,37 3,38 3,375
5 7,5 (0) 2,575 (0) 2,90 3,23 3,065
6 7.5 (0) 2,575 (0) 2,91 2,69 2,80
7 7,5 (0) 2,575 (0) 2,43 2,47 2,45
8 7,5 (0) 2,575 (0) 3,09 3,07 3,08
9 7,5 (0) 2,575 (0) 2,94 2,94 2,94
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Figura 19. Curva de los datos ajustados del tratamiento 1.
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Curva de los datos ajustados

0 =-0.00231706 + 0.0000258584*Tiempo Transcurrido Peso Perdido

& 05
0.4
03

0.2

Peso Perdido (g)

0.1

‘ ‘ ‘ ‘ = 0

=-0.0042973 + 0.0000257195*Tiempo transcurrido

6 9 12 15

18
Tiempo Transcurrido (s) (X 1000)

0.8 1.2 1.6

2
Tiempo transcurrido (s) (X 10000)

Figura 20. Curva de los datos ajustados del tratamiento 2.

Curva de datos ajustados
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Figura 21. Curva de los datos de los ajustados del tratamiento 3.
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Figura 22. Curva de los datos ajustados del tratamiento 4.
Curva de datos ajustados Curva de datos ajustados
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Figura 23. Curva de los datos ajustados del tratamiento 5.
Curva de datos ajustados Curva de datos ajustados
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Figura 24. Curva de los datos ajustados del tratamiento 6.
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Figura 25. Curva de los datos ajustados del tratamiento 7.
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Figura 26. Curva de los datos ajustados del tratamiento 8.
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Figura 27. Curva de los datos ajustados del tratamiento 9.

Disefio del vapdémetro

Los vapometros utilizados para medir la permeabilidad al vapor de agua
fueron de la marca Thwing Albert serie EZ-Cups 68-3000 modelo 68-3002 (Figura

28). Cada vapdmetro consiste de una taza de aluminio de peso ligero, una brida
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roscada, dos juntas de neopreno y un sello de teflén que mantiene la muestra en
su lugar.

Este disefio elimina las fugas por los bordes y provee un sellado rapido y seguro
de la muestra entre las juntas.

Caracteristicas

e Cumple con norma ASTM E96 & ISO 12572

e Sello mecénico

e Grosor de las muestras de ensayo hasta 3 mm.

e Diametro: 63,5 mm

e Profundidad: 50,8 mm

e Peso:153/4¢g

Figura 28. Vapometro empleado en el ensayo de determinacion de permeabilidad al vapor de

agua.

Ensamblaje

Figura 29. Ensamblaje del vapdémetro para la medicion de la permeabilidad al vapor de agua.
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ANEXO G. Analisis de Varianza de las variables respuesta

Analisis de Varianza de la variable solubilidad (%)

Tabla 29. Andlisis de varianza de la variable solubilidad (%).

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucion g.L  Cuadrado Medio F-Ratio P-Value
Modelo 1421,57 90,95 5 284,31 66,29 < 0,0001
Lineal 1219,65 78,03 2 609,824 142,18 < 0,0001
A:% APSI 399,09 25,53 1 399,09 93,05 <0,0001
B:% Sor 820,56 52,50 1 820,56 191,31 < 0,0001
Cuadrado 194,79 12,46 2 97,396 22,71 0,0001
A? 145,04 7,77 1 145,04 33,82 <0,0001
B2 73,34 4,69 1 73,34 17,10 0,0002
Interaccion 7,13 0,46 1 7,13 1,66 0,2062
AB 7,13 0,46 1 7,13 1,66 0,2062
Residual 141,54 9,05 33 4,29
Falta de Ajuste 10,78 0,69 3 3,59 0,82 0,4910
Error puro 130,76 8,37 30 4,36
Total (corr.) 1563,11 100,00 38

Estadisticos importantes

Tabla 30. Estadisticos importantes de la variable solubilidad (%).

Desviacion Estandar 2,07 R-cuadrado 0,9095
Media 40,69 R-cuadrado ajustado 0,8957
C.V% 5,09 R-cuadrado de prediccion 0,8878
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Andlisis de Varianza de la variable Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA).

Tabla 31. Analisis de varianza de la variable PVA.

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucion g.L Cuadrado Medio F-Ratio  P-Value
Modelo 1,35 67,94 3 0,45 9,89 0,001
Lineal 1,29 65,27 2 0,65 14,25 <0,0001
A% APSI 0,70 35,36 1 0,70 15,44 0,002
B:% Sor 0,59 29,91 1 0,59 13,06 0,003
Interaccién 0,05 2,67 1 0,05 1,17 0,298
AB 0,05 2,67 1 0,05 1,17 0,298
Residual 0,635 32,06 14 0,045
Falta de Ajuste 0,002 0,11 1 0,002 0,05 0,835
Error puro 0,633 31,95 13 0,049
Total (corr.) 1,985 100,00 17

Estadisticos importantes

Tabla 32. Estadisticos importantes de la variable PVA.

Desviacion Estandar 0,21 R-cuadrado 0,6794
Media 2,88 R-cuadrado ajustado 0,6107
CV% 7,40 R-cuadrado de prediccién 0,6230
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Andlisis de varianza de diferencia de color (AE*)

Tabla 33. Analisis de varianza de diferencia de color (AE*).

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucion g.L Cuadrado Medio F-Ratio P-Value
Modelo 42,66 86,97 5 8,53 9,34 0,0053
Lineal 26,99 55,02 2 13,49 34,68 0,003

A:% APSI 13,10 26,70 1 13,10 14,34 0,0068
B:% Sor 13,89 28,32 1 13,89 15,21 0,0059
Cuadrado 15,54 31,69 2 7,77 19,88 0,013
A? 4,34 12,75 1 4,34 4,75 0,0657
B2 9,29 18,94 1 9,29 10,17 0,0153
Interaccion 0,13 0,26 1 0,13 0,02 0,7175
AB 0,13 0,26 1 0,13 0,14 0,7175
Residual 6,39 13,03 7 0,91
Falta de Ajuste 1,55 3,15 3 0,52 0,43 0,7455
Error puro 4,84 9,88 4 1,21
Total (corr.) 49,05 100,00 12

Estadisticos importantes

Tabla 34. Estadisticos importantes de la variable AE*.

Desviacion Estandar 0,96 R-cuadrado 0,8697
Media 13,37 R-cuadrado ajustado 0,7766
C.V% 7,15 R-cuadrado de prediccion 0,6213
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Analisis de Varianza de Claridad (L*)

Tabla 35. Analisis de Varianza de la variable Claridad (L*).

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucibon g.L  Cuadrado Medio F-Ratio P-Value
Modelo 17,25 74,54 5 3,45 4,10 0,0465
Lineal 54 23,31 2 2,7 3,20 0,1030
A:% APSI 2,97 12,82 1 2,97 3,53 0,1025
B:% Sor 2,43 10,49 1 2,43 2,88 0,1333
Cuadrado 11,83 51,13 2 5,92 7,03 0,021
A? 3,65 22,20 1 3,65 4,33 0,0759
B? 6,69 28,93 1 6,69 7,95 0,0258
Interaccion 0,023 0,10 1 0,023 0,027 0,8747
AB 0,023 0,10 1 0,023 0,027 0,8747
Residual 5,89 25,46 7 0,84
Falta de Ajuste 1,56 6,75 3 0,52 0,48 0,7130
Error puro 4,33 18,71 4 1,08
Total (corr.) 23,14 100,00 12

Estadisticos importantes

Tabla 36. Estadisticos importantes de la variable L*.

Desviacion Estandar 0,92 R-cuadrado 0,7454

Media 89,94 R-cuadrado ajustado 0,5635

C.V% 1,02 R-cuadrado de prediccidon 0,2277
Analisis de Ajuste de la variable a*

Tabla 37. Andlisis de ajuste de la variable a*.
P- Falta
de Ajuste R? R? R?
Modelo Valor : s
. P- ajustado Prediccion
secuencial
Valor

Media 0,0271

Lineal 0,7221 0,0519 0,0630 -0,1244 -0,9498
Interaccién 0,3861 0,0462 0,1421 -0,1438 -1,9545
Cuadrético 0,3090 0,0411 0,3867 -0,0514 -2,8437

Cubico 0,9611 0,0095 0,3963 -0,4418 -31,8096
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Andlisis de Varianza de la variable b*

Tabla 38. Andlisis de varianza de la variable b*.

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucion g.L  Cuadrado Medio F-Ratio P-Value
Modelo 28,13 93,24 5 5,63 19,31 0,0006
Lineal 22,32 73,99 2 11,16 38,30 0,0001
A:% APSI 10,35 34,32 1 10,35 35,54 0,0006
B:% Sor 11,97 39,66 1 11,97 41,07 0,0004
Cuadrado 5,70 18,88 2 2,85 9,77 0,009
A? 1,42 6,97 1 1,42 4,86 0,0632
B2 3,59 11,91 1 3,59 12,33 0,0098
Interaccion 0,11 0,37 1 0,11 0,39 0,5545
AB 0,11 0,37 1 0,11 0,39 0,5545
Residual 2,04 6,76 7 0,29
Falta de Ajuste 0,44 1,46 3 0,15 0,37 0,7824
Error puro 1,60 5,30 4 0,40
Total (corr.) 30,17 100,00 12
Estadisticos importantes
Tabla 39. Estadisticos importantes de la variable b*.
Desviacion Estandar 0,54 R-cuadrado 0,9324
Media 12,75 R-cuadrado ajustado 0,8841
C.V% 4,23 R-cuadrado de prediccion 0,8136
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Andlisis de Varianza de la variable contenido de humedad.

Tabla 40. Analisis de varianza de la variable contenido de humedad.

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucibon g.L  Cuadrado Medio F-Ratio P-Value
Modelo 44,15 35,51 5 8,83 3,63 0,01
Lineal 1,95 1,57 2 0,98 0,40 0,673
A:% APSI 0,33 0,26 1 0,33 0,13 0,716
B:% Sor 1,62 1,30 1 1,62 0,67 0,420
Cuadrado 40,95 32,93 2 20,48 8,43 0,001
A? 33,53 23,33 1 33,53 13,80 0,001
B2 11,94 9,61 1 11,94 4,92 0,034
Interaccion 1,25 1,00 1 1,25 0,51 0,478
AB 1,25 1,00 1 1,25 0,51 0,478
Residual 88,20 64,49 33 2,43
Falta de Ajuste 55,07 44,29 3 18,36 21,92 <0,0001
Error puro 25,13 20,21 30 0,84
Total (corr.) 124,35 100,00 38

Estadisticos importantes

Tabla 41. Estadisticos importantes de la variable contenido humedad.

Desviacion Estandar 1,56 R-cuadrado 0,3551
Media 9,23 R-cuadrado ajustado 0,2574
C.V% 16,89 R-cuadrado de prediccion 0,0020
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Analisis de Varianza de la variable grosor

Tabla 42. Analisis de varianza de la variable grosor.

Fuente Suma de Cuadrados % Contribucién g.L Cuadrado Medio F-Ratio P-Value
Modelo 5893.50 62.99% 3 1964.50 18.16  <0,0001
Lineal 5737.25 61.32% 2 2868.63 26,51 <0,0001
A:% APSI 5112.25 54.64% 1 5112.25 47,25 <0,0001
B:% Sor 625.00 6.68% 1 625.00 5,78 0,022
Interaccion 156.25 1.67% 1 156.25 1,44 0,238
AB 156.25 1.67% 1 156.25 1,44 0,238
Residual 3462.50 37.01% 32 108.20
Falta de Ajuste 16.20 0,17% 1 16.20 0,15 0,705
Error puro 3446.30 36,84% 31 111.17
Total (corr.) 9356.00 100,00% 35

Estadisticos importantes
Tabla 43. Estadisticos importantes de la variable grosor.

Desviacion Estandar 10,40 R-cuadrado 0,6299
Media 118,00 R-cuadrado ajustado 0,5952
C.V% 8,82 R-cuadrado de prediccién 0,5864
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ANEXO H: Gréficas de efectos principales

Efectos principales (Concentracion de APSI y Sor) sobre AE*.

Grafica de efecto principal Sor sobre E*
Medias ajustadas

Media de E*

% Sor

Figura 30. Grafica del efecto principal Sor sobre la diferencia de color (AE*).

Grafica de efecto principal APSI sobre E*
Medias ajustadas

Media de E*

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
% APSI

Figura 31. Grafica de efecto principal APSI sobre la diferencia de color (AE*).
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Efectos principales (Concentracion de APSIy Sor) sobre L*.

Media de L*

Gréfica de efecto principal APSI sobre L*
Medias ajustadas
90.0

89.0

88.0
87.5

87.0

% APSI

Figura 32. Gréfica de efecto principal APSI sobre la claridad (L*) de las peliculas.

Media de L*

Grafica de efecto principal Sor sobre L*
Medias ajustadas

91.0
90.5

90.0

[Sor]

Figura 33. Grafica de efecto principal Sor sobre la claridad (L*) de las peliculas.
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Efectos principales (Concentracion de APSI y Sor) sobre AE*.

Grafica de efecto principal APSI sobre b*
Medias ajustadas

Media de b*
=

% APSI

Figura 34. Gréfica de efecto principal APSI sobre b* de las peliculas.

Grafica de efecto principal Sor sobre b*
Medias ajustadas

Media de b*

% Sor

Figura 35. Gréfica de efecto principal Sor sobre b* de las peliculas.
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Efectos principales (Concentracion de APSI y Sor) sobre

Solubilidad (g/100 g de materia seca)

Grafica de efecto principal % APSI sobre % Solubilidad

Medias ajustadas
46

42

38

36

Media de % Solubilidad

34
32

30

% APSI

Figura 36. Gréfica de efecto principal % APSI sobre el % Solubilidad.

Grafica de efecto principal % Sor sobre % Solubilidad
Medias ajustadas

50

45

40

Media de % Solubilidad

35

30

% Sor

Figura 37. Gréfica de efecto principal % Sor sobre el % Solubilidad.
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Efectos principales (Concentracién de APSIy Sor) sobre PVA (1010
gmis?tPal)

Grafica de efecto principal APSI sobre la PVA
Medias ajustadas
3.2
3.1
3.0

2.9

2.8

Media de PVA

2.7
2.6

2.5
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

[APSI]

Figura 38. Gréfica de efecto principal APSI sobre la PVA de las peliculas.

Grafica de efecto principal Sor sobre la PVA
Medias ajustadas
3.2

3.1
3.0
2.9

2.8

Media de PVA

2.7

2.6

1.85 214 2.43 2.72 3.01 3.30
[Sor]

Figura 39. Gréfica de efecto principal Sor sobre la PVA de las peliculas.
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Efectos principales (Concentracion de APSIy Sor) sobre grosor (um)

Grafica de efecto principal APSI sobre Espesor
Medias ajustadas
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Figura 40. Gréfica de efecto principal APSI sobre el grosor de peliculas.

Grafica de efecto principal Sor sobre Espesor
Medias ajustadas

124

Media de Espesor
vy vy vy ~ ~
» (<] © o N

-
-
N

-
pury
o
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Figura 41. Gréfica de efecto principal Sor sobre el grosor de peliculas.
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