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RESUMEN

La demanda de los consumidores por alimentos inocuos y con mayor vida Util, ha
obligado a la industria a desarrollar nuevas formas de procesamiento de alimentos,
manejo y estrategias de empaque, es aqui donde los conceptos de pelicula y
recubrimiento comestible surgen como una alternativa a esta problematica.
Actualmente este tipo de empaques pretenden obtener con propiedades similares a
los de los materiales sintéticos convencionales, tales como resistencia mecanica y al
agua, superficie lisa y transparente. El objetivo del presente trabajo fue elaborar una
pelicula comestible a base de proteina de dos variedades de quinua con quitosano
(Q) entrecruzada con transglutaminasa (TG). Las propiedades evaluadas de las
peliculas obtenidas fueron permeabilidad al vapor de agua, solubilidad, espesor y
adsorcion, determinando las interacciones quimicas entre sus componentes
mediante microscopia de fuerza atébmica y espectroscopia Raman. El perfil proteico
de las variedades se determin6é mediante electroforesis. Las peliculas con las
mejores propiedades se sometieron a un proceso de digestion simulada. Las
peliculas elaboradas con el aislado proteico de la variedad Pasankalla (QP) present6
mayor entrecruzamiento que las de la variedad Willd (QW) (61.45+3.73% vs
40.55+3.61%, respectivamente). La pelicula con la mayor permeabilidad al vapor de
agua fue la Q:QW (1:5, p/p) con 9.95+0.29 g cm Pa' cm™ s, el cual disminuyo
significativamente (p<0.05) a 3.07+0.29 g cm Pa' cm? s al adicionar TG. La
reticulacion con TG mejoré las propiedades de las peliculas comestibles, pero la
espectroscopia Raman revelé que la proteina de quinua y la TQ interactuan
principalmente con los grupos amino de la lisina de las proteinas. Para aumentar la
vida de anaquel de los alimentos, se podria adicionar algun agente antimicrobiano
en la matriz de la pelicula.



1. ANTECEDENTES

1.1 Pelicula comestible

Las tecnologias de envasado de alimentos han mejorado constantemente en
respuesta a las demandas de la sociedad moderna, asi como a las tendencias de
produccion industrial hacia productos alimenticios frescos, ligeramente conservados,

seguros, sanos Yy de calidad con una vida util mas larga (Ahmed y col., 2017).

La creciente preocupacion por parte de los consumidores sobre la seguridad
alimentaria y el aumento en la produccion de materiales de envasado, de los cuales
menos del 5% de todos los plasticos se reciclan, condujeron al desarrollo de peliculas
y recubrimientos biodegradables, comestibles y renovables adecuados para su
aplicacion en el empaquetado de alimentos (Tavassoli-Kafr, 2016). La principal
diferencia entre un recubrimiento y una pelicula comestible es que el recubrimiento
se aplica en forma liquida sobre los alimentos, generalmente por aspersion,
barnizado o sumergiendo el producto en la solucién de material comestible, y la
pelicula comestible primero se moldea en laminas sélidas para posteriormente

aplicarla como envoltura para productos alimenticios (Falguera y col., 2011).

Las peliculas comestibles tienen al menos dos grupos de componentes: (a) matriz,
un biopolimero estructurado cohesivo basado en biomacromoléculas tales como
proteinas (caseina, grenetina, zeina y gluten), lipidos (ceras), carbohidratos (almidén
y quitosano) o la combinacion de estos; y (b) aditivos como plastificantes, reticulantes

y nano-refuerzos (Mkandawire y Aryee, 2018;).

1.2 Peliculas comestibles a base de proteinas

Las proteinas ofrecen una gran variedad de propiedades fisicas y mecanicas y, por
lo tanto, pueden adaptarse a las necesidades especificas de diferentes productos
alimenticios. Proteinas tales como gelatina, caseina, proteina de suero de leche,
zeina de maiz, gluten de trigo y proteina de soja, son componentes frecuentemente
usados para recubrimientos comestibles (Santacruz, 2015). Para la elaboracién de

peliculas a base de proteinas, es necesario la desnaturalizacion de estas con la
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finalidad de dar forma a los sistemas extra prolongados que pueden ser necesarios
para su formacién, las cadenas de proteinas pueden unirse mediante puentes de
hidrégeno, enlaces idnicos y covalentes. La colocacion equitativa de los grupos
polares a lo largo de la cadena del polimero aumenta la probabilidad de las
interacciones requeridas, las cuales determinaran la fuerza y las propiedades de
barrera de la pelicula (Hassan y col.,2018). Las proteinas solubles en agua tienden
a formar interacciones idnicas o enlaces de hidrégeno en solucion. Las proteinas con
poca solubilidad en agua son usualmente menos permeables a los vapores (Arnon-

Rips y Poverenov, 2018).

Las peliculas proteinicas poseen propiedades fisicas-inferiores a las de la mayoria
de las peliculas sintéticas tales como el polietileno.de alta y baja densidad, por lo que
se han sugerido varios métodos para mejorar-dichas propiedades, entre los que se
pueden mencionar estan el uso de plastificantes; la alteracion del pH, la adicion de

lipidos y el entrecruzamiento de proteinas (Wihodo y Moraru, 2013).

1.3 Quinua

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un pseudocereal que pertenece a la
familia Chenopodiaceae, es endémica peculiar de América del Sur, sin embargo, fue
domesticado por personas que vivian en los Andes, particularmente en Peru y
Bolivia, hace miles de afios (Navruz-Varli y Sanlier, 2016). La quinua juega un papel
importante en la seguridad alimentaria por su amplia diversidad genética y una
extraordinaria adaptabilidad a una amplia gama de condiciones agroecologicas,
posee una alta tolerancia a las condiciones ambientales adversas, como la sequia y

los ambientes salinos con bajos costos de insumos (Li y Zhu, 2018).

La quinua ejerce efectos beneficiosos en consumidores de grupos de alto riesgo,
como nifios, ancianos, intolerantes a la lactosa y personas con anemia, diabetes,
obesidad, dislipidemia y enfermedad celiaca. Estos beneficios se han relacionado
con el contenido de proteinas, fibra, vitaminas y minerales, acidos grasos, y

especialmente con la presencia de una gran cantidad de fitoquimicos que
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proporcionan a la quinua una ventaja notable sobre otros cereales (Vilcacundo y

Hernandez-Ledesma, 2017).

La quinua ha sido seleccionada por la FAO en 2011 como uno de los cultivos
destinados a ofrecer mayor seguridad alimentaria en el proximo siglo. Entre el 2005
y 2015 las exportaciones de quinua acumularon 946 millones de dolares en términos

de valor, y 285 mil toneladas en volumen, registrandose el pico mas alto en el 2014.

1.3.1 Composicién Quinua

En los ultimos afos, ha habido un renovado interés en la quinua debido a sus
atractivas caracteristicas nutricionales. La semilla es una fuente de almidoén, proteina,
fibra dietética, grasa, minerales, polifenoles. No contiene gluten y puede ser una
alternativa sin gluten para personas con enfermedad celiaca (Li y Zhu, 2018). El
componente mayoritario de la semilla de quinua es el almidon (32-69%), posee entre
7-11.7g de fibra dietética /100 g de materia comestible, y 1.3-6.1g de fibra soluble por

cada 100 g de materia comestible (Vilcacundo y Hernandez-Ledesma, 2017).

El contenido de proteina en la materia seca de las semillas de quinua varia entre
13.8% y 16.5%, siendo mas alto que el del arroz, la cebada, el maiz, el centeno y el
sorgo, y se acerca-al trigo. De las proteinas de reserva, la quinua se compone de
albuminas (35%) y globulinas (37%), contiene bajas concentraciones de prolaminas,
y estos porcentajes pueden variar en diferentes especies (Navruz-Varli y Sanlier,
2016).

La proteina de quinua presenta un alto contenido en lisina (con unrango de 2.4a 7.8
g/100 g de proteina), metionina (0.3-9.1 g/100 g de proteina) y treonina (2.1-8.9 g/100
g de proteina) que son los aminoacidos limitantes en cereales convencionales, como
el trigo y el maiz (Vilcacundo y Hernandez-Ledesma, 2017). El valor nutricional de
la quinua ha sido basicamente reconocido por su proteina de alta calidad,

particularmente rica en aminoacidos esenciales (Cuadro 1).



Cuadro 1. Contenido de aminoacidos en el grano de quinua

Aminoacido mgl/g
Lisina 64
Triptéfano 9
Isoleucina 53
Metionina + Cisteina 28
Fenilalanina+ Tirosina 72
Treonina 44
Valina 48
Histidina 48
(FAO, 2011)

1.3.2 Peliculas a base de proteina de Quinua

Existen escasos estudios acerca de peliculas comestibles a base de proteina de
quinua, y la mayoria de estos las elaboraron en presencia de otros compuestos,
principalmente con quitosano, sin embargo, ninguno estos han realizado

entrecruzamiento, ni evaluado el efecto del perfil de diferentes variedades de quinua.

La proteina de quinua puede interactuar ibnicamente a través de grupos sulfuro
aniénicos con grupos amino protonados del quitosano. La combinacién de ambos
polimeros produce un efecto sinérgico en las propiedades mecanicas y adhesivas de
las peliculas debido a la excelente elongacién y las propiedades adhesivas de las
proteinas de quinua, evitando asi el uso de plastificantes (Abugoch y col., 2011)

Las fracciones de proteina de quinua que podrian interaccionan con el quitosano son
la fraccion 2S (albuminas) y 11S (globulinas) cuya estructura se estabiliza a través
de puentes disulfuro (Brinegar y col., 1996). Se ha demostrado que la proteina de
quinua es un buen biopolimero para formar peliculas comestibles, en condiciones de

alta solubilidad y carga negativa para poder tener un mayor aprovechamiento de las



propiedades de sus grupos sulfuro aniénicos para interactuar ibnicamente con otros

compuestos (Abugoch y col., 2011; Valenzuela, 2015).

1.4 Peliculas comestibles a base de polisacaridos

Los polisacaridos son polimeros de origen natural, ampliamente utilizados para
preparar peliculas o revestimientos comestibles como almidén, celulosa, pectina y
derivados de todos estos, pululano, alginatos y quitosano (Hassan y col., 2018).

Los polisacaridos son altamente disponibles, no evocan reacciones .alergénicas,
generalmente se disuelven en agua y frecuentemente tienen buenas propiedades
mecanicas. Una ventaja notable en los polisacaridos es su ‘estructura quimica
definida para cada unidad monomérica. Esto permite predecir y controlar las
propiedades de recubrimiento. Por otro lado, los polisacaridos a menudo tienen una

baja barrera a la humedad (Arnon-Rips y Poverenoy, 2018).

Los polisacaridos tienen la capacidad de formar peliculas por si solos debido a la
linealidad que presentan sus cadenas poliméricas, lo que facilita la interaccién de los
grupos funcionales con el solvente (Valenzuela y col., 2015). Las peliculas a base de
polisacaridos son incoloras; tienen una apariencia libre de grasa y un menor
contenido calorico y se pueden aplicar para prolongar la vida util de frutas, verduras,
mariscos o productos carnicos reduciendo significativamente la deshidratacion, el
oscurecimiento de la superficie y la rancidez oxidativa (Hassan y col., 2018), se
caracterizan por ser firmes pero con elasticidad baja, motivo por el cual es
necesario el uso de plastificantes para su formulacion (Falguera y col., 2011). Este
tipo de peliculas presentan valores altos en la permeabilidad al vapor de agua,
debido a las propiedades hidrofilicas de la mayoria de los polisacaridos
(Valenzuela y col.,, 2015). Las peliculas a base de polisacaridos, presentan
generalmente baja permeabilidad al oxigeno (PO), debido a su alto grado de

estructuracion y continuidad de la matriz polimérica (Valenzuela, 2013).

1.4.1 Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal obtenido por la desacetilacion parcial de la
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quitina (Figura 1), es un polimero biodegradable y no téxico. La quitina es el segundo
polimero natural mas abundante en la naturaleza que es encontrado en el
exoesqueleto de los crustaceos, células fungicas y otros materiales bioldgicos

(Escamilla-Garcia y col., 2013).

[ CHOH T - CH,OH .
0. [N | NaCH, calor, Nz oo
oy
N OH \h — A OH ™\
desacetilacion
MNH
i NHCOCH3| .|

Figura 1. Desacetilacion de quitina (Pokhre,2016)

El quitosano consiste en unidades B-(1—4)-2-acetamido-D-glucosa y B-(1-4)-2-
amino-D-glucosa (Elsabee y Abdou, 2013), tiene actividad antimicrobiana contra
hongos filamentosos, levaduras y bacterias (Kong y col., 2010), razén por la cual se
ha estudiado como un potencial conservante de alimentos de origen natural, ha sido
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(USFDA) como un aditivo alimentario generalmente reconocido como seguro (GRAS)
(Yuany col., 2016).

El quitosano forma enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares debido a los grupos
amina e hidroxilo; por lo tanto, tiene una estructura cristalina rigida, tiene varias
bioactividades debido a los abundantes grupos amino primarios en la cadena
principal de quitosano. Por esta razdn, el quitosano se usa ampliamente para los
campos biomédicos, como la administracion de farmacos y / o genes, y los campos
industriales (Choi y col., 2016).

1.4.2 Propiedades quitosano
Las propiedades del quitosano dependen del grado de desacetilacion, cuando el

grado de desacetilacion del quitosano alcanza aproximadamente el 50%, se vuelve
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soluble en medios acidos acuosos, condiciones bajo las cuales los grupos amino de
la cadena se protonan y el polimero se convierte en cationico, lo que le permite

interactuar con diversos tipos de moléculas (Muxika y col., 2017).

La actividad antifungica del quitosano depende del peso molecular, el grado de
desacetilacion, condiciones de reaccion como la temperatura y pH, la dosis aplicada,
la naturaleza policationica del quitosano, longitud de la cadena de este polimero,
efecto inhibitorio en la sintesis de enzimas macerantes producida por los hongos (la
poligalacturonasa, pectato liasa y celulasa) y la formacion de barreras estructurales
(papilas, lignificacién, tilosas) que impiden la penetraciéon de los hongos en el

hospedero (Bautista-Bafios y col., 2005; Chang y col.,-2015).

1.4.3 Peliculas comestibles a base de quitosano

El quitosano tiene la propiedad de formar peliculas por si solo, como resultado de la
linealidad de su cadena, en donde los grupos cationicos pueden establecer enlaces
de puentes de hidrégeno intra e intermoleculares con el solvente (Valenzuelay col.,
2013). Las peliculas se forman a partir de soluciones de quitosano en acidos
organicos diluidos (Mayachiew y Devahastin, 2008; No H.K. y col., 2007). Las
diferencias entre los tipos de quitosano, sus propiedades, los solventes utilizados,
los métodos de preparacion de la pelicula, y los tipos y cantidades de otros polimeros
usados, como plastificantes, afectan el tipo y propiedades de las peliculas obtenidas
(Abugoch, 2008). Las peliculas de quitosano muestran valores de permeabilidad de
oxigeno extremadamente bajos, una permeabilidad alta al CO2, humedad relativa
baja, y permeabilidad al vapor de agua alta (Jost y col., 2014). Estas caracteristicas
se mejoran cuando se agregan plastificantes u otros componentes como proteinas y
lipidos a las formulaciones (Di Pierro y col., 2006; Abugoch y col., 2011). Las peliculas
a base de quitosano al tener una alta permeabilidad al vapor de agua presentan una
limitante en su uso ya que el control de esta propiedad es deseable en la mayoria de
los alimentos (Elsabee y Abdou, 2013), por lo que su aplicacién en frutas u otros
alimentos no logra producir una barrera efectiva al paso del vapor de agua
(Valenzuela, 2013).



1.5 Agentes entrecruzantes

El método de entrecruzamiento implica la formacién de enlaces quimicos entre
diferentes cadenas moleculares para generar una red tridimensional mas fuerte. Los
agentes entrecruzantes se pueden clasificar sobre la base del tipo de enlace
producido, lo que conduce a una reticulaciéon covalente bien estabilizada, formacién
de enlaces idnicos y reticulacion fisica creada por enlaces de hidrogeno y fuerzas
Van der Waals (Garavand y col., 2017).

El entrecruzamiento se utiliza en biopolimeros, tales como proteinas o polisacaridos,
y su uso se ha recomendado en la elaboracion de peliculas comestibles, ya que el
reduce la movilidad de la estructura de los polimeros, mejorando las propiedades
mecanicas y de barrera, reduce su solubilidad en agua, crea estructuras mas
resistentes al calor y a la luz, mejora la estabilidad dimensional y la resistencia

quimica y a los disolventes (Azeredo y Waldron, 2016).

El proceso de entrecruzamiento se puede llevar a cabo de dos maneras diferentes,
por entrecruzamiento o entrecruzamiento posterior. En el primer caso, el reticulante
se afiade directamente durante la preparacion del polimero con el fin de obtener el
material final en una etapa, mientras que en el segundo caso el entrecruzamiento se

produce después de la formacion del polimero (Garavand y col., 2017)

1.5.1 Transglutaminasa

La enzima transglutaminasa (TG) se emplea como agente reticulante o de
entrecruzamiento para mejorar la fuerza de red de proteinas en una pelicula. El
nombre sistematico de la TG es R-glutaminil-péptido: amina (y- glutamiltransferasa
(E.C. 2.3.2.13), lo que indica que la catdlisis consiste en la transferencia de acilo de
residuos gamma glutaminil, presente en las proteinas o sustratos peptidicos
(donador de acilo), a un sustrato aceptor de acilo, lo que resulta en una variedad de

diferentes productos en funcién de las moléculas involucradas (Rossi, 2011).



La formacién de los enlaces isopeptidicos ¢-(y-glutaminil) lisina, entre los residuos
glutaminas vy lisinas puede ser intramoleculares o intermoleculares. Debido a la
formacion de polimeros de alto peso molecular por acciéon de la TG en las peliculas
comestibles, se pretende que las propiedades mecanicas y de barrera de las

peliculas mejoren (Porta y col., 2015).

Inicialmente, la TG se extraia de tejidos u 6rganos, pero en escasa cantidad y de una
calidad media y su aplicacion en alimentos era dificil. EI descubrimiento en 1970 de

la cepa Streptoverticillium St. mobaraense ha permitido su produccion industrial.

La TG es capaz de otorgar una mejor estructura, -ya que el enlace covalente
catalizado por la TG es dificil de romper bajo una accion no enzimatica. Una vez que
se ha formado, no se dispersa ni siquiera en un proceso de congelacidn y/o coccién.
Tiene la capacidad ademas de generar mayor resistencia fisica, dotar de firmeza,

proveer elasticidad y mayor estabilidad de emulsion (Barreiro y Seselovsky, 2003).

Algunos factores que influyen en la actividad enzimatica de la transglutaminasa son
la temperatura y pH. La actividad enzimatica es 6ptima a una temperatura de 50-55
°C y cubre un amplio rango de pH de 4.5a 9, con un éptimo entre 6y 7. La TG puede
ser inactivada por un aumento de la temperatura interna, con valores mayores a los
75°C. El tiempo de reaccidon de la enzima depende directamente de la temperatura.
Por ejemplo, a 2°C, el tiempo de reaccién es de 2.5 h y a 55°C de sélo 30 min, si se
trabaja a pH=6 (Barreiro y Seselovsky, 2003).

1.6 Plastificantes

Los plastificantes son compuestos de bajo peso molecular y han sido incorporados
en la formulacién de las peliculas para reducir las interacciones entre los
polisacaridos. La funcién general de los plastificantes es reducir las interacciones
intramoleculares entre las cadenas de polimeros, lo cual incrementa el espacio de
volumen libre y facilita el movimiento de las moléculas. Como consecuencia, la red

polimérica se vuelve suave y flexible (Osés y col., 2009).



La capacidad del plastificante para reducir las interacciones entre polimeros depende
del numero de grupos hidroxilo libres, que formaran enlaces de hidrogeno con
biopolimeros y, por lo tanto, aumentaran el volumen y la flexibilidad de la matriz de
la pelicula, y la compatibilidad del plastificante con el polimero. Para la formacion de
peliculas comestibles, los plastificantes mas utilizados son el glicerol, polietilenglicol,

sorbitol y algunos azucares (Dominguez y col., 2012).

Los plastificantes comunes para peliculas comestibles son -monosacaridos,
oligosacaridos, polioles, lipidos y derivados. Diversos plastificantes consisten en
diferentes numeros de grupos hidroxilo y tienen diferentes estados fisicos (sélidos o
liquidos); por lo tanto, muestran diferencias en el grado de rigidez de la pelicula
(Shotornvit y Krochta, 2005).

El agua también es considerada un plastificante importante para peliculas
comestibles. El agua tiene el peso molecular mas pequefio (PM = 18 g/ mol) y es
bien conocido como un excelente plastificante. Sin embargo, la mayoria de las
peliculas aun necesitan un plastificante adicional para obtener la flexibilidad de
pelicula deseada. La sorcion de humedad de varios plastificantes juega un papel
importante al afectar las diferentes propiedades de la pelicula, como la permeabilidad

a gases Yy al vapor de agua (Shotornvit y krochta, 2005).

1.7 Digestibilidad in vitro
La digestibilidad es una forma de medir el aprovechamiento de un alimento, es decir,
la-facilidad con que es convertido en el aparato digestivo en sustancias utiles para la
nutricion. Comprende dos procesos, la digestion que corresponde a la hidrélisis de
las moléculas complejas de los alimentos, y la absorcion de pequefas moléculas
(aminoacidos, acidos grasos) en el intestino (FAO, 1994).
La digestibilidad, por lo tanto, constituye una excelente medida de calidad y ello ha
suscitado la idea medirla de diferentes formas, in vitro al someter las proteinas a una

digestion artificial por enzimas proteoliticas que se encuentran de manera in vivo en
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los seres humanos (Giosafatto, 2014).

La estabilidad de la digestion se usa como criterio para evaluar diferentes
caracteristicas de los componentes alimenticios como el potencial alergénico de
nuevas proteinas. Ademas, los estudios de digestion gastrica y duodenal realizados
en las mismas condiciones que se encuentran en el sistema de digestion humana
han demostrado que las peliculas que contienen transglutaminasa se digieren
regularmente, fomentando la aplicacibn de los materiales propuestos como

recubrimientos alimentarios (Shani y col, 2016).

El analisis de la digestibilidad provee ademas informacion acerca de los alimentos
basados en proteinas, por ejemplo, el impacto de la estructura de los alimentos en
la digestibilidad y el tiempo de vaciado gastrico (Romano, 2016). Asimismo, es
posible entender la adaptacion de nuevas matrices de alimentos que, debido a su
menor digestibilidad, podrian proporcionar productos comerciales con una ingesta
energética controlada (Monogioudi y col., 2011). Por otro lado, el impacto en la
digestibilidad de los alimentos podria ayudar a dilucidar otro tipo de factores como el
indice glucémico, nivel de gasto energético y suponer procesos de catabolismo y

anabolismo (Romano, 2016).
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2. HIPOTESIS

El perfil de proteinas de dos variedades diferentes de quinua afectara las
propiedades fisicoquimicas y de barrera de peliculas comestibles elaboradas a base
de proteina de quinua-quitosano, asi como la adicion de transglutaminasa como

agente entrecruzante mejorara las propiedades fisicas y de barrera de las mismas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar el efecto del perfil proteico en las propiedades fisicas, quimicas y

digestibilidad de peliculas comestibles a base de quitosano y proteina de quinua de

dos variedades diferentes.

3.2 Objetivos especificos

Extraer, identificar y cuantificar proteina de dos variedades de quinua “C.

quinua Pasankalla”y “C. quinua Willd”

Establecer las condiciones 6ptimas de pH y concentracidon para la elaboraciéon
de peliculas comestibles a base de quitosano y proteina de quinua

Establecer las diferencias del perfil proteico de las dos variedades de quinua

Elaborar peliculas comestibles a base de quitosano y proteina de quinua “C.
quinua Pasankalla” y “C. quinua Willd” en presencia y ausencia de

transglutaminasa
Evaluar las propiedades de barrera de las peliculas comestibles

Evaluar el efecto de la transglutaminasa en las propiedades fisicoquimicas de

las peliculas comestibles

Establecer la relacion entre las propiedades fisicoquimicas de las peliculas
comestibles y su perfil proteico.

Determinar el efecto de las interacciones quimicas de los componentes de la

matriz de las peliculas comestibles con sus propiedades fisicas.

Realizar una digestion simulada de las peliculas comestibles con y sin agente

entrecruzante.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales
Quitosano (Sigma-Aldrich, EUA), quinua comercial peruana (Hanseatik) y Boliviana
(Tiqua quinoa), Sorbitol (Sigma Aldrich), transglutaminasa microbiana derivada de

Streptoverticillium sp, con 92 Ul/ g (Activa WM, Ajinomoto, Francia).

4.2 Métodos

4.2.1 Extraccidon de proteina de quinua

Para la obtencion de los aislados de proteina de quinua, las semillas de quinua se
molieron utilizando un molino de café (Krups Modelo GX410011, Solingen, Alemania)
y se pasaron a través de un tamiz de apertura de poro de 200 um (malla No. 9, Tyler
standard), para producir harina. La harina se desgraso tres veces utilizando una
solucién de cloroformo: metanol (2:1 (v/v)) en proporcion 1:10 (p/v) harina: solucion,
con agitacion durante 2 h (Elsohaimy y col., 2015). La extraccion se realizé de
acuerdo a lo reportado por (Ruiz y col;, 2016), la harina desgrasada se suspendi6
en agua destilada (10% harina en agua, p/v) y se ajusté a pH 11 utilizando NaOH
(Sigma-Aldrich) 1 N. Estas suspensiones se agitaron durante 1 h a temperatura
ambiente, se centrifugaron a 10 ° C durante 30 min a 3200 x g. Posteriormente el pH
de los sobrenadantes se ajustd a 4.5 usando HCI 1 N y se centrifug6 durante 30 min
en las mismas condiciones. El precipitado se suspendido en agua destilada (5%
precipitado: agua, p/v) y se neutraliz6 con NaOH 2 N, el extracto obtenido se sec6 a
50°C (Binder). Finalmente, los aislados proteicos se molieron en un molino de café
(Krups Modelo GX410011, Solingen, Alemania) durante 2 min y se pasaron a través

de un tamiz de apertura de poro de 200 um (malla No. 9, Tyler standard).

4.2.2 Caracterizacion de los aislados proteicos
Se evalud la humedad de los aislados mediante una termobalanza (Precisa, XM 50,
Dietikon, Switzerland). La proteina se determin6 por el método Kjeldahl (AACC 46-

10.01.) usando un factor de conversion de N x 6.25.
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4.2.3 Electroforesis SDS-PAGE

El perfil proteico de los aislados se evalu6 mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), la separacion
electroforética se llevo a cabo a 100 V durante 5 min y luego a 150 V utilizando una
camara Bio-Rad (Mini-PROTEAN II, California, EUA), se utilizé un marcador de bajo
peso molecular (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), las imagenes se tomaron con
un fotodocumentador (ProteinSimple, Alphalmager, Kent, UK) (Brunelle y Green,
2014).

4.2.4 Elaboracion de peliculas a base de quitosano

Las peliculas de quitosano se realizaron de acuerdo a lo propuesto con (Escamilla-
Garcia y col., 2017) con algunas modificaciones. Se elaboré una suspensiéon de
quitosano (1% p/ v) en acido lactico (0.5% p/v)con agitacion constante durante 1 h a
80 °C, transcurrido este tiempo se retir6 del calentamiento y se adicion6 sorbitol en
proporcion 1:1 (p/p) y se mantuvo en agitacién durante 10 min. La pelicula se formé
mediante el método de vaciado en caja con un secado a 60 °C, humedad relativa del

50% durante 24 h, en una camara climatica (Binder, KBF 115, Tuttlingen, Alemania)

4.2.5 Elaboracion de peliculas a base de proteina de quinua

Para la elaboracién de peliculas comestibles se utilizé la metodologia propuesta por
(Sharmay Singh, 2016) con algunas modificaciones. La proteina aislada (2% p/v) se
disolvi6é en agua destilada y se adicioné sorbitol como plastificante (40% p/p, en base
a la proteina), el pH de la solucién se ajusté a pH 11 con NaOH 1N. Se utiliz6 pH
alcalino para preparar las peliculas a pH alcalino la proteina de quinua sufre cambios
estructurales significativos (desnaturalizaciéon / agregacion / disociacion) los cuales

le permiten la formacion de peliculas (Valenzuela y col., 2013).

La solucién se calentd en bafio de agua a 70° durante 30 min, finalmente la pelicula
se form6 mediante el método de vaciado en caja bajo las mismas condiciones que
en el punto 4.2.4. Estas soluciones se prepararon en ausencia y presencia de TG

(10% pl/v), lo que representa el 1.4 % (p/v) de la solucion.
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4.2.6 Elaboracion de peliculas comestibles a base de proteina de quinua-quitosano
Se prepard una solucion mezclando las soluciones de quitosano y proteina de
quinua que se describieron en los puntos 4.2.4 y 4.2.5 en diferentes proporciones
(1:5, 1:10, 1:15 y 1: 20 quitosano/proteina p/p), se utilizé la concentracion de

plastificante y la TG descrita en el punto 4.2.5.

4.2.7 Determinacion del grado de entrecruzamiento

La determinacion del grado de reticulacion se llevé a cabo mediante el método
descrito por (AL-Hassan y Norziah, 2017), el cual consiste en la reaccion de los
grupos amino libres con acido-2,4,6 trinitrobenceno sulfénico (TNBS). Se pesaron 5
mg de peliculas en tubo de ensaye y se adiciond 1 ml.de TNBS (0.5% p/v) y 1 ml de
solucion bicarbonato de sodio (4% p/v, pH=8.5). La mezcla se calentdé a 40 °C
durante 2 h. Los grupos amino no entrecruzados reaccionaron con el formando un
complejo amarillo soluble. La solucion fue tratada con 2 mL de HCI 6 N con
calentamiento a 60°C durante 1.5 h y se midi6 la absorbancia a 415 nm en un lector
de microplaca (GENESYS Vis/UV-Vi, Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). El
grado de entrecruzamiento se calculé utilizando la Ecuacion 1 y los valores se

expresaron como media * desviacion estandar (n = 4).

% Erga = —24x100  .............. (1)

STGA

Donde %ETca es el porcentaje de entrecruzamiento, Aetca es la absorbancia de las
peliculas con entrecruzamiento y Astea es la absorbancia de la pelicula sin

entrecruzamiento.
4.2.8 Caracterizacion de peliculas comestibles

4.2.8.1 Espesor de peliculas comestibles

El espesor de las peliculas se determiné utilizando un micrémetro (Mitutoyo, Serie
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293 Imp, lllinois, EUA)

4.2.8.2 Solubilidad

Se cortaron porciones de pelicula de 2 cm x 2 cm y se secaron a 70°C durante 24 h
y se registr6 como peso inicial. Las peliculas secas se colocaron en tubos de ensaye
con tapoén de rosca los cuales contenian 20 mL de agua destilada, y 0.01% (p/v) de
benzoato de sodio. Los tubos se pusieron en agitacion en un bafio de agua durante
24 h a 25°C. La solucién se filtré través de un papel filtro previamente sometido a
peso constante, y se secaron al igual que las porciones de pelicula a 70°C durante
24 h. El filtrado seco con residuos de pelicula se pesé para determinar su peso seco
final. Las pruebas se realizaron por triplicado. La solubilidad se calculé utilizando la
Ecuacion 2 (Soo y Sarbon, 2018)

%SP = 25100 2)

Donde %SP es el porcentaje de solubilidad, P1s es peso inicial de la pelicula seca y

P2s es el peso final de la pelicula seca.

4.3.8.3 Permeabilidad a vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) se evalué mediante el método gravimétrico
ASTM E 96-80 (Hoffee, 1989) con modificaciones. Para esta prueba se utilizaron
copas de permeabilidad de boca abierta y area conocida. A las copas de
permeabilidad se adicionaron una solucién de NaCl (10% p/v), las copas se
colocaron en el interior de un desecador el cual contenia una soluciéon de KNOs, el
sistema se mantuvo a una temperatura constante de 25°C, con la finalidad de
mantener una humedad relativa entre 75 y 95.6% para el interior y exterior de la copa
de permeabilidad respectivamente. La diferencia de humedad relativa generé la
trasferencia de vapor de agua de la copa de permeabilidad al exterior de esta. Se
registraron las variaciones en peso de la copa de permeabilidad cada 20 min, hasta

alcanzar el equilibrio (Alvarado-Gonzalez y col., 2012). La permeabilidad al vapor de
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agua (PVA) se obtuvo a partir de la Ecuacion (3).

AW L
PVA= s (3)

En donde AW es la variacion del peso de la celda de permeabilidad (g), t es el tiempo
que dura la prueba (s), A es el area de contacto de la pelicula comestible (m?), L es
el espesor de la pelicula (mm) y AP es la diferencia de presiones (Pa). Una vez
calculado la PVA, este valor se corrigié por medio de la metodologia propuesta por

(Escamilla-Garcia y col., 2017) . (Ecuaciones 4 a 9)

HR,

PWl = PO * 1_00 ..................................... (4)
HR
PWZ PO Fg ........................................ (5)
PV A*R+Txh;
PW3=PT_(PT_PW1) Pr=D i (6)
PVAxRxT*hg
PW4-:PT_(PT_PW2) Pr=D (7)
. . Pywi1—Py>
Permeancia, = Permeancia,, * “—**........ (8)
Py3—Pyy
L
PVA; = Per, * PR e (9)

donde Pw1 es la presidn parcial dentro de la celda de permeabilidad, Pw2 es la presion
parcial dentro del desecador, Pws y Pws son la presion debajo y sobre la pelicula
comestible respectivamente, D es la difusividad del vapor de agua a través del aire
(2.82 m?/dia, 25°C, R es la constante de los gases [0.000462 m? kPa/ (g K)], T es la
temperatura a la cual se realiza el experimento (298 K), Pt es la presién atmosférica

(85 kPa en Querétaro) y Permeancia experimental (Permeanciam) es la pendiente de
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la curva de variacion de peso contra tiempo que dure la prueba.

4.2.9 Estudios de adsorcién

Para esta prueba se prepararon soluciones saturadas de cloruro de litio, acetato de
potasio, cloruro de magnesio, carbonato de potasio, nitrato de magnesio, bromuro de
sodio, cloruro de sodio y cloruro de potasio en desecadores para obtener diferentes
humedades relativas con valores de actividad de agua (aw) de 0.11, 0.23, 0.33, 0.43,
0.58. 0.76 y 0.85, respectivamente. Previo a la prueba se determiné el contenido de
humedad inicial de las peliculas utilizando una termobalanza (Precisa XM 50,
Dietikon, Suiza). Se cortaron porciones de pelicula de:1.5 cm x 1.5 cm y se
acondicionaron a 53% de humedad relativa a 23 £ 1 ° C, las porciones de pelicula se
colocaron en los diferentes desecadores y se registraron las variaciones en peso
hasta alcanzar el equilibrio (Abugoch y col., 2011). Los datos de isotermas de sorcidn
dependientes de la temperatura se ajustaron al modelo de sorcién de Guggenheim-
Anderson-de Boer (GAB) Ecuacion 10.

X w 10.° S (10)

(1-Kaw)(1=Kqw+CKaw)

Donde X es el contenido de humedad (kg de agua/kg de sélido seco); xm es el valor
de la monocapa (kg de agua/ kg de sélido seco), C es la constante de Guggenheim,
caracteristica del producto y relacionada con el calor de adsorcion de la monocapa.

k, es un factor de correccion relacionado con el calor de sorcion de la multicapa.

4.2.10 Simulacion de hidrélisis proteolitica

Para esta prueba se colocaron 5 mg de cada una de las peliculas elaboradas en 600
uL de fluido de saliva simulado (FSS: NaCl 150 mM y urea 4 mM (pH 6.9)) y se
incubaron durante 5 min en agitaciéon constante (170 rpm) a temperatura ambiente
(25°C). De la soluciéon de pelicula en FSS se tomaron 75 ulL y se incubaron a 37 °C,
posteriormente se adicionaron 100 uL del fluido gastrico simulado (FGS: NaCl 0.15

M a pH 2.5) y pepsina en una proporcién 1:20 pepsina: proteina (p/p) y se adicionaron
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40 plL de una solucién de NH4(HCO3) a intervalos de tiempo de 1, 2, 5, 10, 20, 40 y
60 min para detener la reaccidon de la pepsina. El control se incubé durante 60 min
sin la adicién de pepsina. La hidrélisis duodenal se llevo acabo utilizando la muestra
gastrica sometida a la accién de pepsina por 60 min, la cual se ajustara pH 6.5
utilizando bis-Tris HCI 0.5 M. Se prepararon sales biliares (taurocolato de sodio y
glico desoxicolato de sodio) y se disolvieron de manera simultanea en el fluido
duodenal simulado (FDS; NaCl 0.15 M pH 6.5) a una concentracién final de 4 mM,

las soluciones se incubaron a 37°C durante 10 min.

Posteriormente una proporcion de tripsina: proteina y quimotripsina: proteina 1:400
y 1:100 p/p, respectivamente se adicionaran a la mezcla duodenal. Durante el tiempo
de digestion se tomaran alicuotas en los intervalos de tiempo de 1,2, 5, 10, 20,40 y
60 min y se detendra la protedlisis mediante la adicién de un exceso equivalente al
doble de volumen por encima del calculado para inhibir tripsina y quimotripsina en la
mezcla de digestion, del inhibidor de tripsina-quimotripsina Bowmann-Birk de soya
(Giosafatto y col., 2014). Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE (seccién
4.3.3).

4.2.11 Microscopia de fuerza atomica

La microscopia de Fuerza atébmica (AFM) es una técnica que permite obtener
informacion de la topografia de las superficies y en el presente trabajo se utilizé para
evaluar la rugosidad de la superficie de las peliculas comestibles. Se utilizé un
microscopio de AFM (di Multimode V, Veeco, Plainview, NY, EUA) en el modo de
contacto. Este método permite producir un perfil 3D de la superficie de la muestra al
medirlos cambios de fuerza entre la viga voladiza “cantilever” y la muestra (Morris,
2012). Para este analisis se cortaron porciones de pelicula de 0.5 x 0.5 cm de cada
una de las peliculas, el barrido se realizé con una frecuencia de resonancia de 286-
362 kHz y una constante de resorte de 20-80 N/m y velocidad de escaneo de 1 Hz
con resolucion de 256 x 256 pixeles, y utilizando puntas de silicio (Bruker RTESP

Cantilever, Karlsruhe, Alemania), los resultados se analizaron utilizando el software
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Gwyddion Version 2.53 (Okruzni, Republica Checa). La rugosidad se calculé a partir
de las imagenes de la superficie comestible de la pelicula, calculando la raiz
cuadrada de la desviacion desde un plano medio de los picos y valles superficiales
(Rq) (Ecuacion 11).

El promedio de los valores absolutos de las desviaciones de altura de la superficie

medidos desde el plano medio (Ra) se calculé usando la Ecuacién (12).

Zi2
Re=E5 i, (11)
Ra=~¥NaZj oo (12)

Donde Ra y Rq son los valores de rugosidad (nm), Zi es la diferencia de la altura i
respecto al promedio de las alturas, y N es el numero de puntos en la imagen.

(Escamilla-Garcia y col., 2017)

4.2.12 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una técnica foténica de alta resolucion que proporciona
en pocos segundos-informacién quimica y estructural de compuestos organicos e
inorganicos permitiendo su identificacion. Las interacciones de los componentes de
la pelicula se evaluaron utilizando un espectrometro Raman (Olympus BX41 Horiba,
Yvon, Japdn) acoplado a un microscopio (Olympus BX 41). Las muestras se radiaron
con un laser de 735 nm con un objetivo de 50x y N.A. 0.55 y un limite de difraccion
de 702 nm.

La resolucion espectral utilizada fue de 0.16 cm™', con 1800 g/mm utilizando un
detector CCD (Charge Coupled Device) con un rango espectral de 450 a 950 nm.
La apertura confocal y la rendija de entrada del monocromador se fijaron a 400 um.

Realizando las lecturas en un intervalo espectral de 500 a 3500 cm™. Para el
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tratamiento de los datos se utilizé el programa Spekwin 32 (Escamilla-Garcia y col.,
2017).

4.3 Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado y se compararon los promedios para

detectar diferencias significativas mediante la prueba de Tuckey (p<0.05).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de los aislados proteico
El porcentaje de humedad y de proteina de los dos aislados obtenidos se muestran
en el Cuadro 2, de acuerdo con estos la C. quinua Willd tiene mayor contenido de

humedad y proteina en comparacion a la de la variedad C. quinua Pasankalla.

Cuadro 2. Contenido de humedad y concentraciéon de proteina de los aislados

proteicos de cada una de las variedades de quinua.

Parametro Willd Pasankalla
Humedad (% p/p) 1242 £ 0.72 10.07 £ 0.54
Proteina (% p/p) 71.49 £1.99 67.931£2.01

5.2 Electroforesis SDS-PAGE

En la Figura 2 se muestra el perfil proteico de las dos variedades de quinua utilizadas,
en presencia y ausencia de TG. Para ambas variedades es posible ver el
entrecruzamiento, en los carriles 1 y 3 donde se muestra C. quinua Willd con y sin
TG respectivamente. Al agregar la TG, la primera banda (carril 3) desaparece y
aparece una nueva franja indicada en la figura con una; el mismo fendbmeno se puede
observar con la variedad Pasankalla (carriles 2 y 4). A pesar de que en ambas
variedades se observa entrecruzamiento, la banda observada para las muestras con

TG son de diferente peso molecular.

5.3 Caracteristicas generales de pelicula comestible

Las peliculas elaboradas con proteina de quinua de las dos variedades de estudio
(Pasankalla y Willd) se observaron transparentes, lisas, y con una ligera coloraciéon
café; ademas resultaron flexibles y faciles de manipular, la adicion de TG en las
peliculas comestibles mejoro la resistencia mecanica de las peliculas.

El Cuadro 3 se describe las caracteristicas visuales de cada una de las peliculas
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Figura 2. SDS-PAGE de aislados de quinua de la variedad Pasankalla y Willd con y sin TG.
M: Marcador de peso molecular; 1: aislado Willd; 2: aislado Pasankalla 3: aislado Willd + TG;

4: aislado Pasankalla + TG.

comestibles, en el cual es posible observar que las peliculas elaboradas con las dos

variedades de quinua son similares entre si.

5.4 Determinacion del grado de entrecruzamiento

El porcentaje de entrecruzamiento obtenido al adicionar TG se presenta en el Cuadro
4, en donde se observa que de las peliculas elaboradas sélo con el aislado proteico,
la de la variedad Pasankalla presenta un mayor entrecruzamiento en comparacion
con la Willd con valores de 61.45+3.73% y 40.55t3.61% respectivamente. Sin
embargo, la presencia de quitosano favorece el entrecruzamiento en la variedad
Willd, siendo la pelicula elaborada a partir de Q-WQ (1:15) con mayor porcentaje

de entrecruzamiento (67.61+3.28).
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Cuadro 3. Caracteristicas generales de las peliculas comestibles obtenidas con las

dos variedades de quinua

Pelicula Caracteristicas Pelicula Caracteristicas
comestible comestible
Q-WQ Transparente, ligeramente Q-PQ Transparente, - ligeramente
café, poco flexible vy amarilla, poco flexible vy
quebradiza quebradiza
Q-WQ-TG | Transparente, ligeramente | Q-PQ TG | Transparente, ligeramente
café, poco flexible vy amarilla, poco flexible y
quebradiza quebradiza
Q-PP 1:5 | Opaca, firme, quebradiza,| Q-PQ 1:5 | Opaca, firme, quebradiza,
de forma convexa de forma convexa
Q-WQ-TG | Opaca, firme, quebradiza, | Q-PQ-TG | Opaca, firme, quebradiza,
1:5 de forma convexa 1:5 de forma convexa
Q-WQ 1:10 | Transparente, firme y poco | Q- PQ 1:10 | Transparente, firme y poco
quebradiza quebradiza
Q- WQ- Transparente, firme y poco | Q-PQ-TG | Transparente, firme y poco
TG 1:10 quebradiza 1:10 quebradiza
Q- WQ1:15 | Transparente, ligeramente | Q-PQ1:15 | Transparente, ligeramente
café y flexible y flexible
Q-WQ-TG | Transparente, ligeramente | Q-PQ-TG | Transparente, ligeramente
1:15 café y flexible 1:15 café y flexible
Q-WQ 1:20 | Transparente y quebradiza Q-PQ1:20 | Transparente y quebradiza
Q-WQ-TG | Transparente y quebradiza Q-PQ-TG | Transparente y quebradiza
1:20 1:20

*Q-WQ: mezcla quitosano-proteina de quinua variedad Willd. Q-PQ: mezcla quitosano proteina de

quinua variedad Pasankalla, TG: enzima transglutaminasa.
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Cuadro 4. Porcentaje de entrecruzamiento en las peliculas comestibles

Pelicula % Entrecruzamiento Pelicula % Entrecruzamiento
WQ+ TG 40.55+3.612 PQ+ TG 61.45+3.73 2
Q+WQ (1:5) 25.78 + 3.66 " Q+PQ (1:5) 1144 +2.70°b
Q+WQ Q+PQ
62.03 +1.96 ¢ 4427 +1.13 ¢
(1:10) (1:10)
Q+WQ Q+PQ
67.61+3.28°¢ 39.31+2.184¢
(1:15) (1:15)
Q+WQ Q+PQ
4459+ 3.212 32.63+268°¢
(1:20) (1:20)

*Q: Quitosano, WQ: Willd, PQ: Pasankalla. Letras diferentes en superindice en la misma columna
indican valores significativamente diferentes (p<0.05)

5.5 Propiedades fisicas de las peliculas comestibles

Las propiedades fisicas que se evaluaron fueron espesor, permeabilidad al vapor de
agua y solubilidad. Los resultados se muestran en el Cuadro 5. El espesor de las
peliculas de las dos variedades de quinua no presenta diferencia significativa; sin
embargo, las peliculas elaboradas sélo con proteina de quinua presentan menor
espesor en comparacion con-las peliculas elaboradas a partir de la mezcla Q-
proteina de quinua, siendo las peliculas con mayor concentracién de proteina (1:20)

las que presentaron los menores espesores para ambas variedades.

Otro parametro importante de las peliculas es la permeabilidad al vapor de agua
(PVA), donde los resultados obtenidos muestran que la permeabilidad al vapor de
agua disminuye en presencia de TG para ambas variedades (Cuadro 5). Sin
embargo, la permeabilidad aument6 significativamente (p<0.05) al adicionar el
quitosano y disminuy6é conforme aumentaba la cantidad de proteina en la pelicula,
observandose dicho comportamiento para las dos variedades. EIl valor mas alto de
PVA obtenido fue el de la pelicula Q:WQ (1:5) con 9.95 £ 0.29 gcm Pa'cm?s™, el
cual disminuy® significativamente (p<0.05) a 3.07 £ 0.29 g cm Pa' cm? s al adicionar

TG. Las peliculas elaboradas usando la variedad Pasankalla mostraron mejores
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propiedades de barrera, sin embargo, el efecto de la adicién de TG en las peliculas
elaboradas con esta variedad es menor que el observado con la quinua willd,
teniendo una mayor diferencia en la pelicula elaborada a partir de Q: PQ (1:5)
cambiando de un valor de 4.97+ 0.82 a 3.23 + 0.43 x10"3 g cm Pa' cm? s en

presencia de TG.

El comportamiento observado para el parametro de solubilidad es contrario al de
PVA, ya que disminuy0 al adicionar quitosano siendo las de mayor concentracion de
proteinalas mas solubles. La TG disminuyd significativamente la solubilidad de las
peliculas para ambas variedades. La pelicula mas soluble fue la elaborada a partir
de proteina variedad Pasankalla (71.84+1.58 %) y la menos soluble la elaborada a
partir de la mezcla Q-WQ (1:5) en presencia de TG (14.02£2.17%).

La adicion de TG tiene un efecto significativo en las propiedades de las peliculas de
ambas variedades, disminuyendo su permeabilidad al vapor de agua y solubilidad; el
efecto del entrecruzamiento de la proteina con TG fue mayor para los parametros en
la variedad de la proteina obtenida de quinua Willd, por lo que la variedad de la cual
se obtiene la proteina afecta el grado de entrecruzamiento y las propiedades de
permeabilidad y solubilidad de las peliculas comestibles. El espesor de las peliculas
comestibles no muestra diferencia significativa a causa de la fuente de proteina de
quinua utilizada, mientras que la adicion de TG no afecté significativamente (p<0.05)

este parametro.

5.6 Adsorcion

En el Cuadro 6 se enlistan los valores obtenidos a partir de las curvas de adsorcion,
de los cuales se puede observar que las peliculas que mayor cantidad de agua
retienen en la monocapa son las elaboradas a partir de la mezcla de quitosano-
proteina de quinua a las concentraciones 1:15 y 1:20 para ambas variedades, sin
embargo, para la variedad Willd la sorcidbn es mayor en presencia de TG, mientras
que para la variedad Pasankalla fue mayor en ausencia de TG. La pelicula Q-WQ

(1:20)+TG es la que presento el valor mas alto de Xm (0.18+0.01 kg de agua/kg de
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solido seco).

Cuadro 5. Propiedades fisicas de peliculas comestibles a base quitosano y proteina

de quinua (Pasankalla y Willd)

Peliculas com

estibles sin TG

Pelicula Espesor PVAX10™ % Solubilidad
(mm) (g cm Pa'cm?s™)

PQ 0.155 + 0.0512 2.85+0.78° 71.84+1.582

Q: PQ1:5 0.231 + 0.025% 4.97+ 0.82° 27.98+1.07°
Q: PQ 1:10 0.258 + 0.014° 3.64 + 0.64b¢ 32.28+1.09¢
Q: PQ1:15 0.214 £ 0.057° 3.74 £ 0.37b¢ 47.38+1.07¢
Q: PQ 1:20 0.173 £ 0.0112b 3.26 + 0.96%° 56.91 £1.50¢
wQ 0.184 £ 0.016% 3.40 £ 0.68¢ 67.92+1.58f

Q: WQ 1:5 0.253 + 0.050° 9.95 £ 0.29° 17.5 £1.879
Q: wQ 1:10 0.266 + 0.003° 6.74 + 0.83¢ 26.73 +2.54°
Q: WQ 1:15 0.223 + 0.004° 5.56 + 0.504 43.52+1.22h
Q: WQ 1:20 0.181 £ 0.00120 4.77 £0.79° 55.24+2.36°

Peliculas comestibles con TG

PQ 0.179 + 0.0643° 2.87 £ 0. 682 68.82+1.01f

Q: PQ1:5 0.266 + 0.0032% 3.23 £0.43° 26.14+1.82°
Q: PQ 1:10 0.205 + 0.0072° 2.83 £ 0.582 26.83 £1.9°
Q: PQ1:15 0.205 + 0.0032° 2.99 + 0.622¢ 42.95+1.75"
Q: PQ 1:20 0.179 £ 0.0112b 242 £ 0.5%¢ 55.25+1.33¢
wWQ 0.205 + 0.0032° 3.07 £ 0.292¢ 55.2411.49¢
Q: WQ 1:5 0.276 + 0.068% 3.88 £ 0.122¢ 14.02 £ 2.179
Q: WQ 1:10 0.275 + 0.0032%° 4.69 + 0.52° 25.81+2.95°
Q: WQ 1:15 0.225 + 0.035% 3.4 £0.69° 42.26+2.13"
Q: WQ 1:20 0.227 + 0.0072 3.64 + 0.49b¢ 53.48+1.57¢

PQ, Quinua; Pasankalla; WQ, Quinua WILLD; Q, Quitosano; TG, transglutaminasa. Letras

diferentes en superindice en la misma columna indican valores significativamente diferentes

(p<0.05)
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Cuadro 6. Parametrosde adsorcidon de peliculas comestibles a base de proteina de

quinua-quitosano, segun el modelo GAB.

Peliculas comestibles sin TG

K C Xm
PQ 0.95+0.022 | 11.73+£1.942 | 0.03 £ 0.0012
Q:PQ1:5 | 098+0.072 | 15.45+2.162 | 0.03 £ 0.001°
Q:PQ1:10 | 0.74 £0.14°c | 7.89+0.67° | 0.08+0.003°
Q: PQ 1:15 | 0.70 +£0.08° 7.07 £ 0.08° 0.11 £ 0.05°
Q: PQ1:20 | 0.82+0.03° 1.36 £ 0.23°¢ 0.13 ¢ 0.02°
wWQ 0.78 + 0.06° 7.27 £0.35° | 0.06 + 0.001°
Q: WQ 1:5 | 0.81+£0.06° 3.82+1.14¢ | 0.03 +0.0012
Q:WQ 1:10 | 0.75+0.12° 4.41+0.46¢ | 0.03+0.0072
Q: WQ 1:15 | 0.53+0.18¢ 4.91 £1.37¢ | 0.04 + 0.0052
Q: WQ 1:20 | 0.61 +0.174 3.33+0.68¢ | 0.07 +0.008¢
Peliculas comestibles con TG
PQ 0.95+0.032 | 78.72+4.94® | 0.02 +0.001¢
Q:PQ1:5 | 0.93+0.08? 7.28 +1.22> | 0.05 £ 0.001f
Q: PQ1:10 |- 0.90 £ 0.112 7.07 £0.06°> | 0.07 +0.002¢
Q: PQ 1:15 | 0.94 £ 0.072 7.39+0.7° 0.08 + 0.003¢
Q: PQ 1:20 | 0.74 £0.02° 9.79+0.182 | 0.06 + 0.001°
wQ 0.79+0.18° 2.82+0.82" | 0.03 +0.0072
Q:WQ1:5 | 0.88+0.06° | 6.80+2.48" | 0.06 +0.008°
Q: WQ 1:10 | 0.81 £0.16° 5.19+0.83¢ | 0.03 +0.0022
Q:WQ 1:15 | 0.69 £0.18° 2.95+0.93f 0.13 £ 0.02°
Q: WQ 1:20 | 0.62 £ 0.04° 2.31+£0.53f 0.18 £ 0.01"
PQ, Quinua; Pasankalla; WQ, Quinua Willd; Q, Quitosano; TG,

transglutaminasa. Letras diferentes en superindice en la misma columna

indican valores significativamente diferentes (p<0.05)
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Los valores de K para ambas variedades se encuentran por debajo de 1, siendo mas
altos para PQ en ausencia y presencia de TG, el valor mas alto fue el obtenido por
la pelicula Q: PQ (1:5) con un valor de 0.98 + 0.07.

5.7 Hidrdlisis proteolitica

En la Figura 3 se muestran los geles obtenidos de la digestion simulada de cada una
de las muestras, en las Figura 3A y 3B se presentan los geles obtenidos después de
la hidrélisis con el fluido salival simulado de las muestras de proteina de quinua
Pasankalla y Willd respectivamente, en donde se puede apreciar que se presentan
para ambas variedades fracciones proteicas de peso molecular menor a los 97 kDa.
Sin embargo, en los geles obtenidos de la hidrélisis con el fluido gastrico simulado
(Figura 3C y 3D), la cantidad de bandas presentes en dichos geles disminuye, para
la variedad Pasankalla (Figura 3C) desaparecen para las mezclas 1:5 y 1:10 en
presencia y ausencia de TG las bandas con peso molecular 30.48 kDa, las bandas
gue permanecieron corresponden a pesos moleculares de 47.98 y 58.26 kDa, pero
la variedad Willd no presenté diferencias en ninguna de las concentraciones.
Finalmente, en las Figuras 4E y 4F se presentan los geles obtenidos de la hidrolisis
con el fluido duodenal simulado, para ambas variedades, no se presenta ninguna

banda.

5.8 Microscopia de fuerza atomica

En la Figura 4 se muestran las micrografias de las peliculas comestibles de proteina
de quinua de las dos variedades y de las mezclas con quitosano 1:10 (Q:proteina de
quinua).Se eligio esta concentraciéon ya que son las peliculas con menor solubilidad,
y-no-presentaba diferencia significativa en PVA con peliculas con mayor
concentracién de proteina. La rugosidad de la pelicula WQ (Figura 4a) no presenta
diferencia significativa (p<0.05) al adicionar TG (Figura 4b), sin embargo, al adicionar
quitosano (Figura 4c) la rugosidad aumenta. La adicion de TG en la pelicula
elaborada a partir de la mezcla provoca una disminucién significativa en los valores

de rugosidad (Figura 4d).
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E) Fluido duodenal simulado F)
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Figura 3. Hidrolisis proteolitica de las diferentes peliculas comestibles a base de proteina

de quinua-quitosano.

A, Cy E: Proteina de quinua Willd; carriles; 1: WQ, 2: WQ+TG, 3: WQ-Q (1:5), 4: WQ-Q (1:5)

+TG, 5: WQ-Q (1:10), 6: WQ-Q (1:10) +TG, 7: WQ-Q (1:15), 8: WQ-Q (1:15) +TG, 9: WQ-Q

(1:20), 4: WQ-Q (1:20) +TG. B, D y F: Proteina de quinua Pasankalla; carriles; 1: PQ, 2:

PQ+TG, 3: PQ-Q (1:5), 4: PQ-Q (1:5) +TG, 5: PQ-Q (1:10), 6: PQ-Q (1:10) +TG, 7: PQ-Q

(1:15), 8: PQ-Q (1:15) +TG, 9: PQ-Q (1:20), 4: PQ-Q (1:20) +TG. PQ, Quinua; Pasankalla;

WQ, Quinua Willd; Q, Quitosano; TG, transglutaminasa.
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Las peliculas elaboradas con proteina de la variedad Pansankalla presenta valores
de rugosidad mayores que las elaboradas con la variedad Willd. En las Figuras 4d y
4e se muestran las peliculas de PQ en ausencia y presencia de TG respectivamente,
donde se observa que el entrecruzamiento no tiene efecto significativo en la
rugosidad. La Figura 4g presenta la pelicula Q-PQ (1:10), donde se aprecia que la
adicion de quitosano aumenta significativamente el valor de rugosidad, la cual
disminuyo al entrecruzado con TG (Figura 4h).Como se mencioné anteriormente el
entrecruzamiento tiene un efecto significativo en la rugosidad de las peliculas que
contienen quitosano, aunque , se observa un mayor efecto con la variedad
Pasankalla, disminuyendo el valor en aproximadamente un 50%, mientras que para
la variedad Willd disminuye aproximadamente 20%. El impacto del quitosano en las
peliculas fue mayor en las elaboradas con PQ aumentando los valores de rugosidad

2.4 veces mientras que en las elaboradas con WQ aumento 1.5 veces.

Al igual que en los parametros fisicos evaluados anteriormente, el entrecruzamiento
con TG tendra un impacto diferente dependiendo de la variedad de proteina de
quinua que se esté utilizando en la elaboracion de las peliculas. Por lo que el utilizar

una variedad u otra dependera de la aplicacion que se pretenda dar a la pelicula.

5.9 Espectroscopia Raman

En la Figura 5 se muestran los espectrogramas Raman obtenidos de las peliculas
elaboradas con la proteina de quinua de la variedad Pasankalla, donde las Figuras
5a y 5b muestran el entrecruzamiento de la proteina con TG. Al agregar TG se puede
observar que se intensifican algunas sefiales a los 503.3, 699.1, 719.1 y 757.9 cm’
y la apariciéon de una sefial a los 874.9 cm™. Lo cual es indicativo de posibles
interacciones entre la proteina y el entrecruzante. El entrecruzamiento es mas
evidente en presencia del quitosano (Figura 5¢c y 5d), este espectrograma con TG
muestra un nuevo pico a 550.7 cm™', y también desaparecen, en comparacion a la

misma mezcla en ausencia de TG, a los 875.6, 974.7 y 724.5 cm™.
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Figura 4. Micrografias AFM peliculas comestibles de quitosano-proteina de quinua. a) WQ,
b) WQ+ TG, c) Q-WQ (1:10), d) Q-WQ (1:10) +TG, e) PQ, f) PQ +TG, g) Q-PQ (1:10), h) Q-
PQ (1:10) +TG.

PQ, Quinua; Pasankalla; WQ, Quinua Willd ; Q, Quitosano; TG, transglutaminasa. Letras
diferentes en superindice en el mismo parametro indican valores significativamente
diferentes (p<0.05)
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Comparando las Figuras 5a y 5d, la presencia de quitosano genera la supresion de
tres picos a los 857.8, 940.1 y 478.2 cm™', por lo que se puede decir existe una
interaccion entre la proteina y el quitosano. De igual manera comparando los
espectros de las Figura 5b y 5c¢, el quitosano inhibe las sehales a los 742, 858.4 y
1176 cm™.

En la Figura 6, se muestran los espectros de las peliculas elaboradas con proteina
de quinua de la variedad WILLD.las Figuras 6a y 6b muestran el efecto de la adicidén
de TG en la proteina; la presencia de TG aumento la intensidad de la sefial a los 782
y 1319 cm, la aparicion de una sefial a los 1617cm-", asi como la supresion del pico
a los 546 cm™. Los espectros de la mezcla Q:WQ (1:10) en ausencia y presencia de
TG se muestran en las Figuras 6¢ y 6d respectivamente, la adicion de TG a la mezcla
Q:WQ, generd 2 picos a los 646.4 y 701.6 cm 1y y un aumento de la sefial alos 1319
cm-1. Comparando los espectros sin TG (Figura 6a y 6¢), se observa la supresion de
2 picos a los 474.2 y 546 cm-1 en presencia de quitosano, mientras que en las
peliculas con TG, la adicién de quitosano muestra dos sefales nuevas a los 546.2 y
876. 2 cm-1. En base a los resultados se puede observar que la proteina de las dos
variedades de quinua actua de manera diferente tanto con el quitosano como con la
TG, lo cual genera diferencias significativas en las propiedades fisicas evaluadas en
el presente trabajo (% solubilidad, permeabilidad al vapor de agua, rugosidad y

sorcion de agua).
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Figura 5. Espectrograma RAMAN de peliculas elaboradas con proteina de quinua Pasankalla. a) PQ y PQ+ TG; b) Q-
PQ (1:10) y Q-PQ (1:10) + TG. PQ, Quinua; Pasankalla; Q, Quitosano; TG, transglutaminasa
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Figura 6. Espectrograma RAMAN de peliculas elaboradas con proteina de quinua Willd . a) WQ y WQ + TG; b) Q-WP
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transglutaminasa



6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 Caracterizacion del aislado proteico

De acuerdo con lo reportado por (Pereira y col., 2019) las caracteristicas
nutrimentales y biolégicas que expresa la semilla de quinua depende del ambiente
en las que fueron cultivadas (presion atmosférica, clima, salinidad, entre otros). En
el presente trabajo se utilizaron dos variedades diferentes de quinua, Willd y
Pasankalla provenientes de Peru y Bolivia respectivamente. De los resultados
obtenidos se puede observar que el contenido proteico obtenido de la variedad Willd
es mayor que el de la variedad Pasankalla con un valor.de 71.79 % de proteina,
dichos valores son similares con lo reportado por otros autores para la misma
variedad (74.3%- 76.3%) (Steffolani y col., 2016).

6.2 Electroforesis SDS-PAGE

Con la finalidad de identificar posibles cambios entre las dos variedades de proteina
de quinua y el efecto de entrecruzamiento, se realiz electroforesis SDS-PAGE. Los
resultados obtenidos muestran diferencias entre los perfiles proteicos de las dos
variedades utilizadas. En la Figura 2, se observan para ambas variedades en
presencia y ausencia de TG bandas caracteristicas de las fracciones 7S y 11S de
globulinas. Las fracciones proteicas que se encontraron para ambas variedades son
la subunidad 11S basica de globulinas (28 kDa), 11S acida (40.5 kDa), 7s de
globulinas (43 kDa) y fraccidon 2S de albuminas (< 20 kDa), estos resultados
coinciden con lo reportado por (Kaspchak y col., 2017), quienes encontraron en la
proteina de quinua aislada péptidos de peso molecular de 59 kDa, 43 kDa, 35 kDa,
26 kDa, 24 kDa y 22 kDa, las cuales son caracteristicas de subunidades acidas y
basicas de la globulina 11S de la quinua (Castellién y col., 2010). La variedad Willd
mostré bandas de alto peso molecular >66 kDa que no se observaron en la variedad
Pasankalla, ademas de encontrar claramente bandas de 58.4 y 40.5 KDa, las cuales
son mas intensas, y 3 bandas cercanas a los 29 KDa, siendo estas las que

caracterizan a esta variedad (Steffolani y col., 2016).
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Como se mencion6 anteriormente, las dos variedades de quinua utilizadas presentan
perfiles proteicos diferentes, dichas diferencias se reflejan en las propiedades fisicas
evaluadas en las peliculas comestibles. La adicién TG en la pelicula elaborada con
WQ provoca la supresion de la fraccion 11S conocida comunmente como
chenoponida, la cual es rica es glutamina/acido glutamico, asparagina/acido
aspartico, arginina, serina, leucina y glicina y un contenido bajo de aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina) (Dakhili y col., 2019;Miravalles y O’Mahony, 2018),
algunos estudios indican que dichas subunidades (11S &cidas y basicas) contienen
aproximadamente entre 2.7% y 2.9% de lisina (Burrieza y col., 2019), por lo que la
TG podria estar interaccionando con la glutamina y la lisina presente en dichas

subunidades.

Los cambios que se observan en las bandas de peso molecular de 50 kDa puede
deberse a la interaccion de la lisina con TG, las cuales varian de acuerdo a la
variedad de la quinua utilizada, ya que la TG es una enzima capaz de formar enlaces
peptidicos intramoleculares e intermoleculares en presencia del grupo €-amino de los
residuos de lisina (Cao y col., 2019), por lo que se observa el entrecruzamiento de
las proteina de quinua de las dos variedades con la TG. Un comportamiento similar
fue observado por (Basman y col., 2002) quienes realizaron un entrecruzamiento de
proteina de soya con TG observando que dicho entrecruzamiento afecta
principalmente a las subunidades acidas, ya que las subunidades basicas no son

facilmente accesibles para la TG.

6.3 Grado de entrecruzamiento
De acuerdo con los resultados obtenidos para las peliculas elaboradas con WQ, la

presencia de TG induce un mayor entrecruzamiento en comparacion a la pelicula
elaborada en ausencia de quitosano, un efecto contrario se observoé con la variedad
PQ. Se observé una disminucion en el grado de entrecruzamiento en presencia de
quitosano, estas variaciones dependen de la cantidad de aminos libres, los cuales a
su vez dependen de las restricciones estéricas y conformacionales (AL-Hassan vy

Norziah, 2017). En la Figura 2 se observa la formacion de polimeros de mayor peso
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molecular al adicionar TG en la variedad PQ, los cuales no se forman con la variedad
WQ, lo que indica una mayor reticulacién con la variedad PQ, lo cual coincide con

los valores de entrecruzamiento obtenidos.

6.4 Propiedades fisicas

Los resultados obtenidos de PVA muestran que para las peliculas de proteina de
quinua con quitosano disminuye cuando se realiza el entrecruzamiento con TG. La
diminucién de este parametro es mayor para las peliculas Q:WQ, debido a que
presentan un mayor entrecruzamiento. El entrecruzamiento con TG permite la
formacion de una red espacial reticulada, la cual disminuye el espacio intermolecular
lo que inhibe el paso de las moléculas de agua (Cheng y col., 2019), por lo que entre
mayor sea el porcentaje de entrecruzamiento mejor barrera a vapor de agua tendra

la pelicula comestible.

A pesar de que el entrecruzamiento mejoro la propiedad de barrera a vapor de agua,
la adicién de quitosano tuvo el efecto contario, probablemente ocasionado por el
fendbmeno de permeacion que se da en las peliculas de quitosano, el cual consiste
de dos etapas, adsorcion y difusion, en la primera el agua es facilmente absorbida
en la matriz polimérica mediante grupos hidrofilicos libres de la estructura del
quitosano, para luego difundirse; los grupos hidrofilicos del quitosano disminuyen al
formarse enlaces covalente y/o de hidrégeno afectando la afinidad de la superficie
de la pelicula por las moléculas de agua mejorando asi la difusién, es por ello que al
aumentar la cantidad de proteina, se pueden estar formando enlaces de hidrégeno

que permitan que la PVA disminuya (Tan y col., 2019)

Las peliculas elaboradas con WP y PQ presentaron los valores mas altos de
solubilidad, esto se debe principalmente al pH al que se elaboran las peliculas, ya
que la solubilidad de la proteina depende de este, siendo a pH 11 donde el 90% de
albuminas y el 50% de las globulinas alcanzan el maximo de solubilidad, a este pH
la proteina se encuentra cargada negativamente debido a la ionizacion de los grupos
carboxilo y la desprotonacion de los grupos amina, lo cual también favorece la

solubilidad (Dakhili y col., 2019).Sin embargo al adicionar el quitosano, la solubilidad
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de la pelicula disminuye, ya que el quitosano posee una naturaleza semicristalina,
derivada principalmente de enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares por lo que
el quitosano es soluble en agua solo a pH <6 (Qing-xi y col., 2014). Como se
menciono anteriormente, la solubilidad de las peliculas disminuye con la TG, sin
embargo, dicha diferencia no es significativa en la mayoria de los casos; las
diminucién en la solubilidad de las peliculas se debe a la reduccion del espacio
intermolecular causado por el entrecruzamiento, lo cual inhibe la difusion de las

moléculas de agua (Cheng y col., 2019).

Los resultados obtenidos muestran que las peliculas elaboradas con PQ son mas
solubles que las elaboradas con WQ, esto se debe a que las peliculas de PQ poseen
una mayor cantidad de fracciones de bajo peso molecular, ya que de acuerdo a lo
reportado por (AL-Hassan y Norziah, 2017), entre mayor sea la presencia de

fracciones de bajo peso mayor solubilidad presentara la pelicula.

6.5 Isoterma de adsorcidn

El contenido de humedad de la monocapa (Xm) nos indica la cantidad de moléculas
de agua unidas a los sitios activos de la superficie del sustrato, Xm es considerado
como el valor 6ptimo para asegurar la estabilidad del material del sustrato, a menor
valor de Xm mayor estabilidad (Sk, Awasthi y col., 2017). Los valores mas pequefios
de Xm lo presentaron las peliculas elaboradas con WQ por lo que se considerarian
estas peliculas mas estables en comparaciéon a las elaboradas con PQ. Es
importante destacar que la estabilidad de las peliculas elaboradas con PQ, disminuye
al adicionar quitosano, mientras que para peliculas elaboradas con WQ aumenta, el
fendmeno contrario se observa con el entrecruzamiento, ya que al adicionar TG la
estabilidad de las peliculas de PQ aumentd mientras en que las de WQ disminuyo,
esto se debe a las diferentesinteracciones que se llevan a cabo entre los diferentes
componentes, ya que podrian disminuir la cantidad de grupos polares y a su vez, la

cantidad de sitios activos en la superficie de la pelicula (Aguirre-Loredo y col., 2017).

El valor de la constante C se puede observar que es mayor para las peliculas sin
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quitosano y aumenta con el entrecruzamiento, excepto para la pelicula de WQ, esta
constante representa la energia relacionada con la diferencia de potencial quimico
de las moléculas adsorbidas en la monocapa y las capas de adsorcién superiores
(Phan y col., 2005) El alto valor de esta constante de energia demuestra que las
moléculas de agua se adsorben mas fuertemente en los sitios activos de la matriz
(Saberi y col., 2015), por lo que se puede observar que dependiendo de la variedad
de la proteina utilizada el quitosano y la TG ocupan diferentes sitios activos, lo cual

se ve reflejado con los parametros obtenidos de las curvas de adsorcion.

El valor de K proporciona una medida de la interaccion de las moléculas en la
multicapa con el adsorbente, y tiende a caer entre el valor de energia de las
moléculas en la monocapa y el del agua liquida (Shih y col., 2011), para ambas
variedades, el entrecruzamiento no presentd cambios significativos por la interaccion
entre las multicapas de las moléculas de agua; sin embargo, esta interaccion
disminuyd en presencia del quitosano, debido a las interacciones entre la proteina y
el quitosano, lo cual podria estar disminuyendo la cantidad de grupo hidréfilos y por

lo tanto la adsorcion.

6.6 Hidrdlisis proteolitica

En esta prueba se llevé a cabo una simulacion de la digestién de las peliculas, de
acuerdo con los resultados obtenidos se observa que las peliculas después de
someterlas al fluido gastrico, no son digeridas completamente, sin embargo, después

de la hidrélisis con el fluido duodenal simulado éstas han sido digeridas por completo.

Algunos autores han reportado que a pH alto (pH>8), el grado de desnaturalizacion
de la proteina es alto, rompiendo enlaces disulfuro provocando que la estructura
terciaria de la proteina se desestabilice, por lo que las condiciones de temperatura
(90 °C) y pH (11) a las que se elabora las peliculas provoquen un cambio en dicha
estructura dejando expuestos aminoacidos sensibles a la hidrélisis enzimatica
duodenal (Giosafatto y col., 2014) (Mékinen y col., 2015) (Deleu y col., 2019).

Al finalizar la hidrélisis gastrica se puede observar que las bandas que representan
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los pesos moleculares >66 kDa desaparecen, al mismo tiempo las bandas entre los
20.1 y 30 kDa se intensifican, al someter las peliculas a la pepsina, la cual hidroliza
enlaces peptidicos ocasionando que las moléculas mas grandes se convierten

gradualmente en péptidos mas pequefios (Opazo-Navarrete y col., 2018)

6.7 Microscopia de fuerza atémica (AFM)

De las micrografias obtenidas se puede observar que las peliculas elaboradas con
PQ y WQ poseen una superficie lisa que coincide con lo reportado por otros autores
(Opazo-Navarrete y col.,, 2018) (Ruiz y col., 2016). Bajo las condiciones de
temperatura y pH en las que se realizaron las peliculas la cantidad de agregados
proteicos es baja, ademas de que se generan matrices homogéneas. Como se
menciond anteriormente, la adicién de TG en las peliculas de quitosano con proteina
permiti6 que el valor de rugosidad disminuyera. significativamente para ambas
variedades; esto concuerda con lo reportado por (Giosafatto y col., 2014), quienes
observaron que la rugosidad de peliculas elaboradas con faseolina disminuy6 en
presencia de TG. El entrecruzamiento realizado permite disminuir los espacios

intramoleculares de la proteina generando superficies mas lisas.

La adicién de Q a las peliculas de PQ y WQ, gener6 mayor rugosidad. Nie y col.
2016, reportan que el quitosano en condiciones alcalinas tiende a formar agregados
debido a que se llegan a formar enlaces por puente de hidrogeno inter e
intramoleculares del propio quitosano en lugar de formar una interaccion efectiva con

PQ, lo cual podria estar generando superficies mas rugosas.

6.8 Espectroscopia Raman

En los espectros Raman de la variedad PQ, se observa la supresion de picos a los
974.4, 875.6 y 940 cm™ en presencia TG, estas sefiales son caracteristicas de la
lisina (Zhu y col., 2011), la supresion de estos picos podria ser un indicativo de la
interaccion con TG. El entrecruzamiento con TG se lleva a cabo con los grupos
carboxilo de residuos de glutamina y grupos amino de lisina en sustratos proteicos

(Soares y col., 2004). Para la variedad WQ se pueden observar interacciones con
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lisina, ya que en presencia de TG desaparecen la sefiales caracteristicas de este
aminoacido (975 y 1080 cm™)(Zhu y col., 2011). Para ambas variedades se observa
que las sefales entre 1600 y 1700 cm™ se intensifican; segun Kang y col. (2017),
estos cambios pueden estar relacionados con el aumento de puentes de hidrégeno,

en donde se da un cambio que afecta la estructura a-hélice de la proteina.
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7. CONCLUSIONES

La variedad de quinua utilizada en la produccion de peliculas comestibles tiene un
efecto significativo en sus propiedades fisicas (% de solubilidad, permeabilidad al
vapor de agua, aspereza y sorpresa). La reticulacion con TG permite mejorar las
propiedades de las peliculas comestibles, sin embargo, las interacciones entre la
variedad de quinoa utilizada en la produccién de peliculas comestibles tienen un
efecto significativo en sus propiedades fisicas (% de solubilidad, permeabilidad al
vapor de agua, rugosidad y adsorcién). La reticulacion con TG permite mejorar las
propiedades de las peliculas comestibles, sin embargo, las interacciones entre
proteinas y TG dependen de la fuente de proteinas y.de su perfil de proteinas. Las
peliculas con reticulacibn mas grande mostraron la mejoria mas alta en las
propiedades fisicas evaluadas. TG y la proteina de ambas variedades de quinua

interactuaron principalmente con el residuo de lisina de la proteina.
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