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Resumen: La formulacion para la elaboracién de peliculas de origen marino se obtuvo mediante un
andlisis multirrespuesta. El objetivo de la investigacion fue evaluar las variables que influyen en la
obtencién de las peliculas comestibles con extracto de orégano, tales como: la influencia de la
temperatura de proceso (Tp, X1), la concentracién de glicerol (Cg, X2) y la temperatura de secado
(Ts, X3) sobre las propiedades mecanicas de las peliculas: resistencia a la tracciéon (RT, Y1) y elongacién
al corte (EAC, Y2). Como resultado, las condiciones éptimas fueron: Tp: 60,3 °C, Cg: 0,134 g de
glicerol/g gelatina y T's: 50,0 °C con 0,991 de deseabilidad. Los valores expetrimentales de RT fueton
8,64 £ 0,424 MPa y de EAC 198,60 + 2,40 %. Con los parimetros 6ptimos hallados, se prepararon
formulaciones con 4 % p/v de gelatina y cuatro concentraciones de extracto de orégano con EO de:
2,0 %, 5,0 %, 7,5 % y 10,0 % v/v. Esto causé la disminucién de la RT y la solubilidad en 8,8 %, asi
como el incremento de EAC en 50,7 % de los polifenoles extraibles y de la actividad antioxidante. La
permeabilidad al vapor de agua no varid, la permeabilidad al oxigeno disminuyé en 50 % en peliculas
con 5% de EO y la permeabilidad al aceite se observé en peliculas con 7,5 % y 10 % de EO. Estas
peliculas podtian servir en el envasado de alimentos susceptibles a la oxidacion.

Palabras clave: extracto de orégano, gelatina, materiales de empaque, optimizacion.

Abstract: The formulation for the preparation of marine origin films was obtained through a multi-
response analysis. The objective of the optimization was to evaluate the variables that influence the
obtaining of edible films with oregano extract. The influence of the process temperature (Tp, X1),
glycerol concentration (Cg, X2) and drying temperature (T's, X3) on the mechanical properties of the
films: tensile strength (RT, Y1) and elongation at break (EAC, Y2). The optimal conditions were: Tp:
60.3 °C, Cg: 0.134 g of glycerol/g gelatin and T's: 50.0 °C with a desirability of 0.991. The expetimental
values of RT were 8.64 £ 0.424 MPa and EAC 198.60 £ 2.40%. With the optimal parameters found,
formulations were prepared with 4% w/v gelatin and 4 concentrations of oregano extract, EO: 2.0;
5.0; 7.5, and 10.0% v/v. This caused a decrease in RT and solubility by 8.8%, as well as an increase in
EAC by 50.7%, extractable polyphenols, and antioxidant activity. The water vapor permeability did
not change, the oxygen permeability decreased by 50% in films with 5% EO and the oil permeability
was observed in films with 7.5 and 10% EO. These films could serve in the packaging of foods
susceptible to oxidation.

Keywords: gelatin, packaging material, optimization, oregano extract.
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Introduccion

Las peliculas comestibles son materiales similares al plastico pero de naturaleza biodegradable y
se obtienen de diversas fuentes poliméricas como proteinas, polisacaridos, gomas, ceras, etc. La
utilizacién de materiales formadores de pelicula a partir de fuentes de proteinas se ha informado
a través de numerosos estudios (Chiou et al., 2009; Fan et al., 2020; Hoque et al., 2011; Ma et al.,
2019; Zhang et al., 2020). Estos materiales generalmente tienen una menor resistencia a la
traccion que los plasticos comunes, mientras que su elongacion al corte varfa ampliamente (Fan
et al., 2020; Hoque et al., 2010; Krochta, 2002). Ademas, estas peliculas son endebles y rigidas
debido a las extensas interacciones entre polimeros, por lo que es necesario agregar agentes
plastificantes. Por ello, las caracteristicas de estos materiales dependen de su formulacién y de
los parametros de obtencién como la temperatura de proceso, la concentracion del plastificante
y la temperatura de secado, tal como se ha demostrado en diversos estudios (Chiou et al., 2009;
Hoque et al., 2010, 2011).

El agente plastificante, glicerol, forma enlaces de hidrogeno mediante sus grupos hidroxilo con
los biopolimeros (Han, 2014), mejorando con ello su flexibilidad (KKrochta, 2002) y modificando
las propiedades mecanicas de las peliculas obtenidas. Muchos de estos agentes son de naturaleza
hidréfila e higroscopica, por ello también influyen en la resistencia de las peliculas a la
permeacion de vapores y gases como el oxigeno. La permeabilidad al vapor de agua de la mayoria
de las peliculas comestibles es generalmente mayor que la del plastico comuin, debido a su
caracter hidréfilo, a excepcion de las peliculas a base de lipidos (Han, 2014), mientras que la
permeabilidad al oxigeno es menor.

La incorporacién de extractos naturales a las peliculas comestibles sirve para otorgar propiedades
bioactivas por sus efectos antioxidantes y antimicrobianos (Han, 2005). Uno de los extractos que
exhibe una alta capacidad antioxidante y antimicrobiana es el orégano (Hajivand et al., 2020; Wu
etal., 2014). La aplicacién de estos materiales en la industria alimentaria se centra en su uso como
empaque alternativo a las bolsas de plastico en productos secos, tal como lo han reportado Liu
et al. (2020), quienes obtuvieron peliculas comestibles termosellables a base de una mezcla de
soya y gelatina para envasar polvo de café instantaneo y de coco. Por otro lado, Ma et al. (2019)
elaboraron peliculas a base de proteina de soya y extracto de corteza de Phellodendri para envasar
sebo de res.

El mahi-mahi (Coryphaena hippurus) es una especie de pez marino que se distribuye en las aguas
tropicales y subtropicales de los océanos Atlantico, Indico y Pacifico. Hay muchos estudios sobre
la obtencién de peliculas comestibles a partir de gelatina de bovino y porcino y de pieles de peces
de aguas frias y calidas. Estos ultimos tienen una fuerza de gel mayor que las especies de aguas
frias y, por ende, mayor estabilidad, aunque la piel del mahi-mahi es muy resistente y alcanza
grandes tamafios, asf, su gelatina obtenida bajo condiciones 6ptimas presentd un alto valor de
fuerza gel de 386 g y también un alto rendimiento.

La utilizacién de la gelatina de la piel del mahi-mahi junto con el extracto de orégano para la
elaboracién de peliculas comestibles aun no se ha estudiado, por ello, el objetivo de este estudio
fue evaluar las condiciones 6ptimas del proceso de obtencién de la pelicula comestible elaborada
a partir de esta gelatina, utilizando la metodologia de superficie de respuesta (MSR) con
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incorporaciéon de cuatro concentraciones de extracto de orégano para la evaluacion de sus
propiedades mecanicas, fisicoquimicas, antioxidantes y de barrera, con la finalidad de mejorar la
funcionalidad de las peliculas obtenidas para su potencial aplicacion en la industria alimentaria.

Materiales y métodos
Materiales

Las peliculas comestibles se elaboraron a partir de gelatina de piel de mahi-mahi (Coryphaena
hippurus) con 386 g. Las pieles se trataron con acido citrico de 0,025 M durante 60-70 min con
agitacion constante a una temperatura de ~8 £ 1 °C en una relacién piel/solucién de 1:5 (p/v).
Posteriormente, se enjuagaron con agua hasta alcanzar un pH cercano a la neutralidad. La
extraccion de gelatina se realizé con una relacién piel/solucion de 1:3 (p/v) y con una
temperatura de extraccion (X1) de 56,8 °C, tiempo de extracciéon (X2) de 331 min y
concentracion de acido citrico (X3) de 0,26 % (datos no publicados). El extracto etandlico de
orégano, variedad “zambito” (Origanum vulgare ssp. vulgare) se obtuvo por maceracion pasiva. Las
hojas se lavaron con abundante agua e hipoclorito de sodio y posteriormente fueron secadas a
20 °C durante 40 h. Luego se molieron hasta obtener un polvo de 0,25 mm que se mezcl6 con
etanol al 85% (1/10 p/v) y se agit6 a 70 rpm durante 16 h en oscuridad y postetiormente se
centrifugd (Termo Electron Corporation. Iec Centra CL2) a 3000 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se separd y el precipitado se mezclé nuevamente con etanol al 85 % para una
segunda extraccion. Ambos sobrenadantes se mezclaron vy filtraron (papel Whatman n.° 1) y el
extracto se concentrd por evaporacion al vacio y se almacend en refrigeraciéon y oscuridad.

Elaboracion de la pelicula comestible de origen marino

Las peliculas comestibles de gelatina de piel de mahi-mahi (PGPM) se prepararon siguiendo la
metodologia de Goémez-Estaca et al. (2009) con algunas modificaciones. Las soluciones
formadoras de pelicula (SFP) se prepararon a partir de gelatina en polvo a una concentracién de
4,0 % (p/v), donde la gelatina se disolvi6 en agua destilada a 60 °C mediante agitacién mecanica
en un bafno de agua (WNB29, Memmert, Schwabach, Alemania) y la solucién se calent6 a una
temperatura de proceso (Xi) de 40,0-70,0 °C. Posteriormente, se afiadio el plastificante glicerol
(X5) a una concentracion de 0,1098-0,1602 g de glicerol /g de gelatina con agitacién constante a
400 rpm (RT 10, IKA, Staufen, Alemania) durante 20 min. Las SFP se colocaron en placas de
Petri (Venticell 222, MMM Group, Planegg, Munich, Alemania) a temperaturas de secado (X3)
de 36,6-53,4 °C durante 20 h y, luego, las peliculas se acondicionaron en un recipiente con HR
controlada del 58 % durante 48 h. Con los parametros de optimizaciéon se prepararon
formulaciones a las cuales se les incorpor6 2,5 %, 5,0 %, 7,5 % y 10,0 % (v/v) de extracto de
orégano (EO).
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Disefio experimental y analisis estadistico

Las variables independientes fueron: temperatura de proceso (X1), concentracion de glicerol (X»)
y temperatura de secado (Xs), y su influencia sobre las variables de respuesta fueron: resistencia
a la traccion (Y1) y elongacion al corte (Y?), las cuales se evaluaron mediante la metodologia de
superficie de respuesta (MSR) a través de un diseflo compuesto central de 20 tratamientos: 23
puntos factoriales, 6 puntos axiales y 6 puntos centrales. La optimizacién simultanea se realizé
utilizando el método de deseabilidad (Derringer & Suich, 1980), el cual consiste en la
transformacion de cada respuesta 5 en una deseabilidad individual segtin la ecuacion 1, donde si
una respuesta es del tipo “el objetivo es el mejor”, entonces su funcién de deseabilidad individual
es:

( 0 Vi <Yimin

5 r

( Yi-Yimin )1 et <
Ytarget - Yimin Yimin =YiSYtarget

d; = ©)

y; 9 r2
imax-Yi <9<
(yimax-ytarget) Ytarget =Yi SVmax
0 Vi > Ymax

Donde los valotes ¥; min ¥ ¥i max son los valores minimos y maximos aceptables de ¥; (cada
respuesta), respectivamente, mientras que 1 y r2 son los exponentes que por omisioén toman el
valor de 1. Los valores de djvarfan en el intervalo de 0 < 4 = 1 y k indica el nimero de respuestas.
La deseabilidad global (D) es definida como:

D= XdX..d)" 2)

Los datos experimentales fueron analizados por el soffware Design Expert® (version 12.0, Stat-
Ease Inc., Minneapolis, Estados Unidos).

Caracterizacion de la pelicula

Espesor

El espesor de cada tira de pelicula se midi6 utilizando un micrémetro digital (Mitutoyo serie 700,
modelo MFG Co. Ltd., Kawasaki, Japén) con una precision de 0,01 mm.

Propiedades mecinicas

Las peliculas se cortaron en tiras rectangulares de 20 mm X 70 mm. La separacién inicial de
agarre y la velocidad de la cruceta mecéanica se establecieron en 20 mm y 1 mm/s,
respectivamente, para cuantificar su resistencia a la traccion (RT) y la elongacioén al corte (EAC),
utilizando un analizador de textura (Brookfield Engineering Laboratories Inc. Middleboro,
Estados Unidos) operado segun el método D882-97 (AsTM, 2001) segun lo reportado por Wu et
al. (2014), con ligeras modificaciones.
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Color

Las peliculas se cortaron en discos de 2 cm de didametro colocados
en la celda del colorimetro (Nippon Denshoku ZE 2000, Osaka, Japon), registrandose los valores
de L*, a* y b*.

Solubilidad

La solubilidad se determiné siguiendo la metodologia de Wu et al. (2014) con una ligera
modificacion.

Polifenoles

Los polifenoles sacados del extracto de orégano y de las peliculas comestibles se determinaron
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999), con ligeras modificaciones y
las lecturas se realizaron utilizando 4cido galico como estandar de 750 nm (Lambda 950 UV/Vis,
PerkinElmer Inc., Waltham, Estados Unidos).

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las peliculas se determiné por su capacidad reductora de iones
férricos (ensayo FRAP) y su capacidad de captacion de radicales (ensayo ABTS) (Gomez-Estaca et
al., 2009). La capacidad de barrido del radical superéxido en medio lipofilico (ACL) se realizé
segun lo descrito por Salgado et al. (2012).

Permeabilidad al vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua se midié usando un sistema de prueba Permatran-W 3/33
(Modern Control Inc., Minneapolis, Estados Unidos) acoplado con un sensor infrarrojo
modulado a 38 °C y 90 % de HR de acuerdo con el método ASTM F-1249 (AsTM, 2013).

Permeabilidad al oxigeno

La permeabilidad al oxigeno se midié utilizando un sistema modular Ox-Tran 2/20 (Modern
Control Inc., Minneapolis, Estados Unidos) de acuerdo con la norma ASTM D-3985 (ASTM,
1995), exponiendo la pelicula a un flujo de N2/H2 (98 %/ 2%) pot un lado y un flujo de O2

(100 %) por el otro. La pelicula se dejé equilibrar durante 10 h antes del registro.

Permeabilidad al aceite

La permeabilidad al aceite se determiné mediante un método gravimétrico descrito por Wang et
al. (2007) con ligeras modificaciones. Se corté un disco de pelicula, se peso, se colocd en un
papel de filtro individual y se agregaron 25 gotas de aceite vegetal de manera uniforme. El aceite
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y la pelicula de prueba se quitaron del papel de filtro y el papel de filtro se volvié a pesar. La
permeabilidad al aceite se expresé como el peso ganado del papel de filtro.

Resultados y discusion

Disefio experimental

Tabla 1. Rango de disefio experimental y valores de las variables independientes en el disefio
compuesto central para la obtencién de peliculas comestibles de piel de mahi-mahi

Variables independientes Simbolo Rango y niveles

-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura de proceso (°C) X1 40,032 46,1 550 63,9 69,968
Concentracion de glicerol (g glicerol/ g gelatina) X2 0,1098 0,12 0,135 0,15 0,1602
Temperatura de secado (°C) X3 36,591 40,0 450 50,0 53,409

Fuente: Elaboracion propia

Analisis de varianza

La significancia de la ecuacién del modelo polinomial cuadratico se evalu6 mediante el analisis
de varianza (tabla 3). Ambos modelos fueron significativos con una “falta de ajuste” no
significativa para ambas respuestas y todos los coeficientes lineales fueron significativos (p <
0,05) en ambos modelos, con excepcion del término x3 para Y> (elongacion al corte). Ademas,
todos los coeficientes de interaccién fueron significativos con excepcion de los términos xix;
para Y (resistencia a la traccion) y los términos cuadraticos x» para ambos modelos y el término
x3 para Y> (elongacion al corte) no fueron significativos. Asi, las ecuaciones del modelo de
superficie de respuesta ajustado son:

Y1 =924 - 32951 - 4,115 + 0,772925 + 1,15x150 - 0,7250x005 + 0,3435x1% + 0,3824x5° 3
Y. = 167,62 + 54-,41X1 + 79,6OX2 + 18,01 X150 + 20,25X1X3 - 26,38X2X3 - 19,63X12 (4)

Graficos de supetficie de respuesta

La temperatura del proceso, la concentracion de glicerol y la temperatura de secado son algunos
de los factores que influyen sobre la resistencia a la traccién (RT) y la elongacion al corte (EAC)
de una pelicula comestible. Los efectos de estas variables independientes sobre RT (Y7) se
muestran en las figuras 1a y 1b. Cuando la temperatura del proceso y el contenido de glicerol
aumentaron de 40 a 70 °C y de 0,109 a 0,160 g de glicerol/ g de gelatina, respectivamente, la RT
disminuy6 y el aumento de la temperatura del proceso causo la degradacion de las proteinas con
la consecuente generacion de cadenas mas cortas de gelatina.
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Tabla 2. Disefio compuesto central para optimizar la obtencién de peliculas comestibles de piel
de mahi-mahi en unidades codificadas junto con datos experimentales, segin los modelos de
superficie de respuesta de segundo orden

Tratamiento Variables independientes Resistencia ala Elongacion
traccion al corte (%)
X(0Tp) _ X(Ce) X (Ts) i)
1 -1 (461) -1 (0,120) -1 (40,0 16,52 = 1,48 11,30 £ 0,75
2 1(63,9) -1 (0,120) -1 (40,0 9,00 + 1,04 30,20 + 1,15
3 -1 (46,1) 1 (0,150) -1 (40,0 8,00 £ 1,21 164,50 + 0,35
4 1 (63,9) 1 (0,150) -1 (40,0 3,41+ 0,23 292,45 £ 0,35
5 -1 (46,1) -1 (0,120) 1 (50,0 20,98 £ 0,03 16,00 £ 7,35
6 1 (63,9) -1 (0,120) 1 (50,0 10,38 £ 0,57 152,90 £ 8,15
7 -1 (46,1) 1 (0,150) 1 (50,0 7,91 £ 0,80 100,70 + 9,07
8 1 (63,9) 1 (0,150) 1 (50,0 3,54 + 0,42 272,65 £ 6,22
9 - 1,68 (40,0 0 (0,135) 0 (45,0 15,58 + 0,58 34,00 £ 0,55
10 1,68 (70,0) 0 (0,135) 0 (45,0 5,00 £ 0,04 204,85 £ 1,50
11 0 (55,0) -1,68 (0,109) 0 (45,0) 16,08 + 0,58 15,25 + 1,50
12 0 (55,0) 1,68 (0,160) 0 (45,0) 2,90 + 0,24 293,05 £ 2,30
13 0 (55,0 0 (0,135) -1,68 (36,0) 9,01 £ 0,90 175,60 £ 1,26
14 0 (55,0) 0 (0,135) 1,68 (53,4) 11,79 + 0,86 143,85 + 0,89
15 0 (55,0 0 (0,135) 0 (45,0) 9,37 + 1,61 152,95 + 1,55
16 0 (55,0 0 (0,135) 0 (45,0 9,59 £ 0,71 175,95 + 1,89
17 0 (55,0 0 (0,135) 0 (45,0 8,79 £ 0,80 159,45 + 1,34
18 0 (55,0 0 (0,135) 0 (45,0 9,00 £ 0,41 165,90 + 1,53
19 0 (55,0 0 (0,135) 0 (45,0 9,32 £0,87 174,60 £+ 2,16
20 0 (55,0 0 (0,135) 0 (45,0 9,33 £0,36 174,35 + 1,88

Fuente: Elaboracién propia

Los valores de R* para Y1y Y fueron 0,9941 y 0,9822, respectivamente, lo que indica que los
modelos fueron adecuados para representar las relaciones reales entre los parametros estudiados.
Ambos modelos fueron altamente significativos (p < 0,05) a un nivel de probabilidad del 95 %o.
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Tabla 3. Analisis de varianza (Anova) para el modelo de superficie de respuesta de segundo
orden de resistencia a la traccion y elongacion al corte

Respuestas Fuente SS DF MS F p-value
Modelo 405,94 9 45,10 185,79 <0,0001
?é‘;i)feifamm 147 44 1 147,44 607,35 <0,0001
?é‘g(fi‘zgf;“mdén 231,16 1 231,16 952,18 < 0,0001
i:i;mpmmm de 8,16 1 8,16 33,61 0,0002
X; Xo 10,49 1 10,49 43,20 <0,0001
Xi Xs 1,02 1 1,02 421 0,0673

Resistencia a la traccion <2 X3 4,21 1 4,21 17,32 0,0019
X2 1,70 1 1,70 7,00 0,0245
Xp? 0,0530 1 0,0530 02183  0,6503
X52 2,11 1 2,11 8,68 0,0146
Residual 2,43 10 0,2428
Falta de ajuste 2,01 5 0,4028 4,87 0,0536
Error puro 0,4137 5 0,0827
Total 408,38 19
Modelo 1,445E+005 9 16.056,91 61,33 <0,0001
?é’;zrfepszmmm 40.426,58 1 40.426,58 154,41 <0,0001
?g;‘;gﬁjﬁmdén 86.534,63 1 86.534,63 330,53 <0,0001
?giﬁ:ﬁemmm 6,74 1 6,74 0,0258 0,8757
X; Xo 2595,60 1 2595,60 9,91 0,0104
X; Xs 3280,50 1 3280,50 12,53 0,0054

Elongacion al corte X, Xs 5565,13 1 5565,13 21,26 0,0010
X2 5551,45 1 5551,45 21,20 0,0010
X2 778,48 1 778,48 2,97 0,1154
X52 416,92 1 416,92 1,59 0,2356
Residual 2618,05 10 261,81
Falta de ajuste 2170,79 5 434,16 4,85 0,0539
Error puro 44726 5 89,45
Total 1,471E+005 19

Fuente: Elaboraciéon propia
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Segun Hoque et al. (2010), se generan interacciones cadena-cadena mas débiles y un aumento de
extremos de cadena, lo cual aumenta su movilidad molecular. Estos autores reportaron que un
aumento de temperatura de proceso de 70-90 °C provocé la disminucién de RT de 4,9 a 5,0 MPa
en peliculas de gelatina de piel de calamar. El uso de gelatina de otras especies como tilapia,
cerdo y mamiferos en concentraciones similares en peliculas, mostraron valores de RT mas bajos
(3,42-4,46 MPa) (Nur Hanani et al., 2012), pero también se han reportado valores de RT mas
altos en peliculas de gelatina de especies de aguas frias (43,5-50,4 MPa) (Chiou et al., 2009). La
disminucién de RT con respecto a un aumento de glicerol se debe a una reduccién en las
interacciones proteina-proteina, debido a que las moléculas de glicerol entran en contacto directo
con los grupos funcionales de gelatina a través de enlaces de hidrégeno (Cugq et al., 1997), lo que
provoca una disminucion en la temperatura de transicion vitrea de las proteinas, resultando en
una mayor flexibilidad de la pelicula (Limpisophon et al., 2009). Ademas, el aumento de glicerol
en la SFP favorece la absorcion del contenido de humedad, esto contribuye a la reduccién de las

fuerzas entre las macromoléculas adyacentes que conducen a valores de RT mas bajos (Sobral et
al., 2001).

Un ligero aumento de glicerol (0,109-0,160) provocé una disminucioén de 16,08-2,90 MPa en la
RT de las peliculas (tabla 2) y, de manera similar, Thomazine et al. (2005) informaron que un
aumento de glicerol de 0,25-0,55 g de plastificante/g de gelatina en peliculas con 2 % de gelatina
provocé una reduccion de RT de 21,14 a 7,21 MPa.

El efecto de la variaciéon conjunta de la concentracion de proteina y el plastificante sobre la RT y
la EAC fue estudiado por Fan et al. (2020), quienes informaron que un aumento en la
concentracién de gelatina y una disminucién en el contenido de glicerol causaron el aumento de
RT y la disminuciéon de EAC de las peliculas obtenidas, por lo que el aumento de la temperatura
de secado provocd un aumento de RT de las peliculas debido a una menor distribuciéon de agua
en la pelicula. La relacion entre la temperatura de secado y la temperatura de gelificacion de la
proteina influye en los valores de RT de las peliculas (Chiou et al., 2009), debido al cambio en el
estado conformacional de las moléculas de gelatina. Chiou et al. (2009) reportaron valores de RT
mas altos en las peliculas que fueron secadas a temperaturas mas altas que la de gelificacion de
la gelatina de piel de salmén y abadejo de Alaska. Tanto el salmén como el abadejo de Alaska
son especies de aguas frias, mientras que el mahi-mahi es de aguas calidas y requiere de
temperaturas de gelificacién mas altas que las especies de aguas frias. Varios autores han
informado la relacién inversa entre RT y EAC en peliculas de piel de pescado (Hoque et al., 2010;
Limpisophon et al., 2009; Nur-Hanani et al., 2012). Los efectos de las variables independientes
sobre la elongacion al corte se muestran en las figuras 1c y 1d. Cuando la temperatura del proceso
y el contenido de glicerol aumentaron de 40-70 °C y de 0,109-0,160 g de glicerol/g de gelatina,
respectivamente, la EAC aumentd.

La formacién de una red de pelicula con menor rigidez se debe a la degradacion de las moléculas
de gelatina que reflejan la escasa interaccion dentro de la molécula (Hoque et al., 2010), donde
un pequeno rango de variaciéon en la concentracién de glicerol provocéd grandes variaciones de
EAC (11,30-292,45 %). Limpisophon et al. (2009) reportaron similares resultados en peliculas
elaboradas con 2 % de gelatina de piel de tiburén, donde el aumento de 0-0,5 % de glicerol causé
un incremento de 1,57-80,40 % de EAC.
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Optimizacion de multiples respuestas

La optimizacién de respuestas multiples se realizé siguiendo la funcién de deseabilidad con las
condiciones zarget u objetivo, definidas segin la ecuacion 1: resistencia a la traccion = 8,50 MPa,
elongacion al corte = 200,00 %.

Las soluciones de optimizacion fueron: temperatura de proceso X; = 60,3 °C, concentracion de
glicerol X, = 0,134 g de glicerol/g gelatina y temperatura de secado X5 = 50,0 °C y los valores
experimentales fueron 8,64 * 0,424 MPa de RT y 198,60 + 2,40 % de EAC con una deseabilidad
de 0,991.

Extracto de orégano

El contenido de polifenoles extraibles en el EO fue de 86,6 £ 3,261 mg, equivalentes de acido
galico/ml, estos compuestos contribuyen significativamente a su capacidad antioxidante (Cai et
al., 2004). Se han reportado cantidades variables en el contenido de polifenoles del EO, el cual
difiere segun el tipo de extraccion.

Gomez-Estaca et al. (2009) reportaron alrededor de 2000 pg de acido cafeico/ml en extracto
acuoso, Amarowicz et al. (2009) y Teixeira et al. (2013) reportaron 13,5 mg de acido gilico/g de
muestra y 288 mg de acido sindpico/g de extracto, en extractos etandlicos de orégano,
respectivamente. La capacidad antioxidante del EO, medida por el ensayo FRAP, fue de 1251,8 £
8,925 mM equivalentes de extracto de FeSO..7H,O/ml medido a los 30 min, la capacidad de
captacion de radicales medida por el método ABTS fue de 53,8 £ 2,067 mg, equivalentes de acido
ascorbico/ml de extracto y la capacidad antioxidante en medio lip6filo medida por el ensayo de
ACL fue de 2762,0 + 1,33 ug, equivalentes de trolox/ul de extracto. Gomez-Estaca et al. (2009)
reportaron 92,9 equivalente mM de FeSO,4.7H,O y 1,048 equivalentes de dcido ascorbico/ml de
extracto en extracto acuoso de orégano, obtenido por calentamiento en agua. La capacidad
antioxidante de los compuestos liposolubles (ACL) del EO, medida por la prueba de PCL, fue de
2762,04 pg de equivalentes de trolox/mg de muestra, valor supetior a 1,36 pg de equivalentes de
trolox/g de muestra en extracto etanélico de orégano (Miron et al., 2010).

Caracterizacion de las peliculas comestibles de origen marino — PGPM
Propiedades mecinicas

En la tabla 4 se observa que todas las peliculas tuvieron diferentes valores de espesor (p < 0,05)
con excepciéon de las peliculas con 0 % y 7,5 % de EO. El espesor de las peliculas aumenté con
la adicion del EO (el espesor influye en las propiedades mecanicas y de barrera de las peliculas) y
la RT de las peliculas disminuyé con la incorporacion de EO y se observd una diferencia (p <
0,05) entre todos los tratamientos.

La adicién de EO, de naturaleza parcialmente lipidica, provocé un cambio conformacional de la

red compacta que se hizo mas dispersa. Sobre esto, Wang et al. (2011) sostienen que la pérdida
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de resistencia mecanica puede atribuirse a la ruptura de la red de pelicula microestructurada
causada por los aceites anadidos, ocasionando la discontinuidad de la pelicula y produciendo una
pérdida de equilibrio y, en consecuencia, una disminucién en la RT. Limpisophon et al. (2009)
refieren que la incorporacién de lipidos en peliculas a base de proteinas puede interferir con las
interacciones de cadena a cadena del polimero y proporcionar dominios flexibles al interior,
resultando en un efecto plastificante.

Resistencia a la traccion (MPa)
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Figura 1. Superficies de respuesta para la resistencia a la tracciéon (MPa) como una funcién de
(a) concentracién de glicerol (g glicerol/g gelatina, X2) y temperatura de secado (°C, X3), (b)
temperatura de proceso (°C, X1) y temperatura de secado (°C, X3); superficies de respuesta para
la elongacién al corte (%) como una funcién de (c) concentracién de glicerol (g glicerol/g
gelatina, X2) y temperatura de secado (°C, X3) y (d) temperatura de proceso (°C, X1) y
temperatura de secado (°C, X3).
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Tabla 4. Propiedades mecanicas y de barrera de las peliculas comestibles con extracto de

orégano (EO)

Resistencia . Permeabilidad Permeabilidad s
Elongaciéon  al vapor de . Permeabilidad
. Espesor ala al oxigeno .
Tratamiento ., al corte agua a 2 al aceite
(mm) traccion %) ( /m2-h- (cm?um/m?- @
(MPa) ° S 2 d-kPa) g
PGPM- 0,053 + 8,64 + 198,60 + 0,076 + 0,017+ 1,180 + 0213« 0,000 £ 0,000¢
control 0,0032 0,424 2,402
apyins o, 0064+ 6,14 + 21620+ 0,070 £ 0,0060 0,645 + 0,173> 0,000 + 0,0002
> 0,003 0,351P 9,92
apis0oe 0076 % 2,78 + 33047+ 0,061 £0,002¢ 0,633 +0,029> 0,000 + 0,0002
R 0,002 0,294¢ 10,99¢
o750 | 0049 E 0,81 + 39370+ 0,068 £0,002¢ 1,186 + 0,248 0,575 % 0,004
70 0,002 0,0544 4,664
PGPM-10,0 > 0,078 + N.D 0,600 + 0,057¢
0 N.D. N.D. N.D. 0,001+

Nota: Los valores medios con letras diferentes dentro de una columna muestran una diferencia
significativa (p < 0,05). Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados son los
valores promedios (desviacion estandar).

Fuente: Elaboracién propia

La unién entre el polifenol del EO y la gelatina se produce a través de las interacciones
hidrofébicas entre el grupo fendlico del polifenol y la gelatina, los cuales estan unidos por enlaces
de hidrégeno entre el grupo hidroxilo del polifenol y la gelatina (Hoque et al., 2011). También
se observa la relacion inversa entre la RT y la EAC con la incorporacion del EO. Hajivand et al.
(2020) obtuvieron peliculas a partir de mucilagos de semillas de psyllium con extracto de
orégano, donde la incorporacioén de 0,5 %, 1 % y 1,5 % de EO provocé una disminucién en la
RT de 19,14 a 14,44 MPa y un aumento en EAC de 32,64 % a 37,88 % .

Figura 2. Peliculas comestibles con EO: pelica sin EO (a); pelicula coné‘,S % EO (b); pelicula
con 5 % EO (c); pelicula con 7,5 % EO (d) y pelicula con 10 % EO (e)

Propiedades de barrera
Los valores de permeabilidad al vapor de agua (PVA) de todos los tratamientos fueron menores

que los reportados por otros autores y no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en
los valores de PVA, ademas, la transferencia de vapor de agua ocurri6 a través de la porcion
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hidréfila de la red de pelicula y dependié de la relacion hidréfila/hidréfoba de sus componentes
(Pellissari et al., 2009 citado por Wu et al., 2014). McHugh et al. (1993) mencionan que el
aumento de la concentracion de proteinas y el espesor de las peliculas de gelatina provocan una
mayor absorcion de agua del ambiente debido a la presencia de aminoacidos hidréfilos en su
estructura. Los valores encontrados en este trabajo fueron inferiores a 2,5, 3,3 y 4,6 ¢ mm/m*
h-kPa reportados por Nur-Hanani et al. (2012) en peliculas con 4 %, 6 % y 8 % de gelatina de
pescado, mientras que Chiou et al. (2008) informaron rangos de valores de 0,857-0,728 y 1,084-
0,348 ¢ mm/m*h-kPa en peliculas de gelatina de abadejo de Alaska y salmén, respectivamente.

La incorporaciéon de EO disminuyé la permeabilidad al oxigeno (PO) de las peliculas hasta el
tratamiento con 5 % de EO. Las peliculas con 2,5 % y 5 % de EO exhibieron excelentes
propiedades de barrera al oxigeno (0,6 cm’um/m*-d-kPa) y la adicién de EO caus6 la disminucion
de PO en las peliculas debido a la formacién de una red entre la gelatina y los polifenoles que
impidieron el paso del oxigeno, sin embargo, luego se observé un aumento de PO en la pelicula
con 7,5 % de EO. Esto podria deberse a la formacion de una red inestable, debido a una cantidad
insuficiente de gelatina para interactuar con los fenoles en la pelicula.

Nuestros hallazgos concuerdan con Nur-Hanani et al. (2012), quienes reportaron valores de PO
alrededor de 0,5 cm’um/m*-d-kPa en peliculas de gelatina de piel de tilapia con 4 % de gelatina
de 240 bloom, mientras que Chiou et al. (2008) reportaron valores mas altos en peliculas con
5% de gelatina de piel de abadejo de Alaska, siendo el valor mis bajo de PO de 2,398 cm’um/
m’-d-kPa. De Carvalho y Grosso (2004) reportaron valores de 23 ml-um/ m*-d-kPa, de PO en
peliculas nativas y modificadas elaboradas con 10 % de gelatina de piel de bovino. La mayor
incorporaciéon de EO en la SFP dio peliculas mas flexibles y con mayor permeabilidad al aceite,
debido a la disminucion gradual de la estructura compacta de la pelicula. Por dltimo, Wang et al.
(2007) reportaron que las peliculas elaboradas con 4% y 8% de gelatina de bovino que
mostraron permeabilidad al aceite.

Propiedades fisicoquimicas

La tabla 5 muestra la disminucién del parametro L* respecto a la adicién de EO. PGPM-control
fue transparente con un valor de I* de 23,61 cercano a 34,04 reportado por Nufez-Flores et al.
(2013) en peliculas de gelatina de pescado, Teixeira et al. (2013) reportaron valores de L* de 93,6
en peliculas de proteina de merluza y Hoque et al. (2011) reportaron 96,0 en peliculas de piel de
sepia. El parametro &* disminuy6 con la adicién de EO y el parametro /* aumento con el color
amarillo de las peliculas y el EO. Teixeira et al. (2013) reportaron un valor /* de 5,8 en peliculas
con aceite esencial de orégano. PGPM-control mostré un valor de solubilidad cercano al 100 %,
similar a la pelicula de gelatina de piel de salmén (90 %) extraida enzimaticamente (Fan et al.,
2020). La presencia de aminoacidos hidréfilos que se rehidratan en contacto con el agua
contribuye a la alta solubilidad de la pelicula de gelatina (Hoque et al., 2011), la cual disminuy6
con la incorporaciéon de EO.
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Tabla 5. Polifenoles extraibles (equivalentes mg acido galico/g pelicula), capacidad reductora
(método FRAP, expresado como mM equivalentes de FeSO..7H,O/mg de pelicula), capacidad
secuestradora de radicales libres (método ABTS, expresado como mg equivalentes de acido
ascorbico/g pelicula), actividad ACL (ug equivalentes trolox/mg pelicula) y propiedades fisicas
de las peliculas comestibles con extracto de orégano (EO).

Color
Tratamiento Polifenoles FRAP ABTS ACL Solubilidad
extraibles (30 min) (%)
L* a¥* b*
PGPM- 1,269 0,006 £ -1,373 £ <LD 23,61 £ 3,42+ 3,24 + 98,02 £
control 0,1632 0,0002 0,5722 o 0,1152 0,2172 0,1707 0,664
PGPM-2.5 %% 31,393 + 0,808 £ 46,059 £ 29,346 + 20,11 £ 2,20 £ 4,08 + 94,99 +
’ 0,411> 0,023> 1,747b 3,6452 0,277> 0,106> 0,137> 0,730>
PGPM-5.0 % 66,161 + 1,506 £ 92,937 + 132,363 £ 18,74 £ -0,90+ 4,88 + 92,47
’ 1,204¢ 0,030¢ 2,957¢ 10,638b 0,932b 0,085¢ 0,324¢ 0,584¢
PGPM-T.5 Y% 90,040 *+ 2,047 £ 114,289 £ 160,549 £ 14,86 £ -1,60 £ 5,03 + 90,36 £
’ 1,1874 0,0784 7,1024 26,445¢ 0,268¢ 0,187 0,062¢ 0,7214
PGPM-10,0 110,782 £ 2912 £ 157,601+ 389,708 £ 12,54 £ -1,90 £ 6,37 + 89,43 +
% 0,193¢ 0,068¢ 13,006¢ 33,4044 0,5384 0,0834 0,1344 1,0204

Nota: Los valores medios con letras diferentes dentro de una columna muestran una diferencia
significativa (p < 0,05) y los resultados son los valores promedios (desviacién estandar).
Fuente: Elaboracion propia

Propiedades antioxidantes

La cantidad de polifenoles extraibles presentes en una pelicula depende de los aminoacidos
prolina e hidroxiprolina de la cadena de gelatina que establecen interacciones proteina-proteina,
lo cual afecta el nimero de interacciones con los polifenoles del extracto, incidiendo sobre el
contenido de fenoles libres en las peliculas (Gémez-Estaca et al., 2009).

La incorporacién de cantidades incrementales de EO junto con la disminucion de gelatina en las
formulaciones dio lugar a una mayor interaccion entre la proteina y los polifenoles del EO, por
ello, la actividad antioxidante de las peliculas medida por los métodos FRAP, ABTS y ACL se
incrementé con la incorporacion de EO. Los valores de ACL fueron superiores a lo reportado por
Salgado et al. (2012), quienes elaboraron peliculas comestibles a partir de concentrados proteicos
de girasol con valores maximos de ACL de 160,10 umol /mg de pelicula.

Conclusiones

Las variables de temperatura de proceso y concentraciéon de glicerol tuvieron un efecto
significativo sobre la resistencia a la traccion y la elongacion al corte de las peliculas. La
temperatura de secado ejerci6 un efecto significativo sobre la resistencia a la traccion y la solucion
de optimizacién fue: temperatura de proceso de 60,3 °C, concentraciéon de glicerol de 0,134 g de
glicerol/g de gelatina y temperatura de secado de 50,0 °C pata obtener peliculas con 8,64 MPa
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de RT y 198,60 % de EAC, con una deseabilidad de 0,991. Asi, estas peliculas tienen un gran
potencial de aplicabilidad en la conservacién de alimentos.
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