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RESUMEN

En la actualidad las peliculas y recubrimientos comestibles han tomado
importancia en la conservacion de alimentos por su origen natural. Las peliculas
comestibles son matrices preformadas que posteriormente se utilizan para recubrir
alimentos. Debido a sus caracteristicas la zeina (principal proteina del maiz) se ha

utilizado para elaborar peliculas.

En este trabajo se realiz6 la extraccion de las fracciones minoritarias de zeina de
maiz criollo azul y por el método utilizado se mantuvo la coloracion del maiz junto
con el extracto. Se elaboraron peliculas a partir de las fracciones obtenidas
ademas de peliculas a partir de zeina comercial y peliculas con una combinacion
de ambas zeinas (comercial y fracciones minoritarias) se utiliz6 glicerol a
diferentes concentraciones como plastificante. Las peliculas se caracterizaron
mediante FT-IR, se analizaron con espectroscopia Raman y por microscopia

Optica se evalu6 su uniformidad estructural.

Al utilizar las fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul se obtuvieron
peliculas visualmente atractivas por su coloracion, que ademas presentaron gran
adherencia al sustrato de formacion. Las peliculas de zeina comercial sirvieron
como control. Al evaluar la uniformidad de las peliculas por microscopia se
observd que al variar concentraciones de plastificante estas presentan diferente

estructura en su superficie.

La eleccién de una pelicula dependeréa del tipo de alimento que se desee recubrir

y las caracteristicas finales que se pretenda obtener.



l. INTRODUCCION

Se ha presentado un interés por el desarrollo de peliculas y recubrimientos
elaborados a base de biopolimeros renovables aplicados en diferentes areas. Las
proteinas se encuentran entre los biopolimeros que se utilizan o investigan como
materias primas para produccion de peliculas y recubrimientos (Krochta, 2002).
Debido a la demanda para conservar al maximo las propiedades organolépticas de
los alimentos se busca una mejora continua de los procesos empleados en la

industria alimentaria, asegurando su conservacion (Soliva y Martin, 2001).

Las peliculas comestibles van adquiriendo importancia como alternativa de
empaque de alimentos por a su caracter biodegradable y flexible, ademas la
ventaja de agregar aditivos que pueden mejorar la calidad y vida util de los
mismos. (Escobar et al., 2008). Los materiales para la formacion de peliculas
generalmente son proteinas, polisacaridos y lipidos, a menudo se les afiade

plastificante para reducir su fragilidad (Baldwin, 1999).

La zeina es una proteina del maiz que se extrae en una forma relativamente pura
(Lawton, 2002), compuesta de polipéptidos que son fraccionados en cuatro
subclases (a, B, y y 0) (Larkins et al., 1984; Coleman y Larkins, 1999). La zeina a
es la mas abundante, zeinas B3, y y d son las fracciones minoritarias (Esen, 1990;
Huang et al., 2004; Parris y Dickey, 2003; Parris y Dickey, 2001; Shewry y Halford,
2002; Wang et al., 2003).

La coloracion del grano de maiz azul se debe a la presencia de pigmentos como
antocianinas (Irani et al., 2003). Al utilizar la metodologia de extraccion de Parris y
Dickey (2001), se obtiene una pigmentacion en el extracto junto con las fracciones
zeina minoritarias (B-, y- y 6-) (Pérez, 2009); al utilizar estas fracciones de zeina
pigmentadas se pretende obtener peliculas que otorguen caracteristicas de

proteccion al alimento, que sean visualmente atractivas debido a su coloracion.



1. ANTECEDENTES

En la Ultima década se ha presentado un interés por el desarrollo de peliculas y
recubrimientos elaborados a base de biopolimeros renovables. Estas peliculas y
recubrimientos se han aplicado en areas como embalaje, farmacéutica, entre
otros, un gran numero mas de aplicaciones se prevé. Las proteinas de origen
animal y vegetal a menudo estan disponibles como subproductos de la industria
en el procesamiento de alimentos. Se encuentran entre los biopolimeros que se
utilizan o investigan como materias primas para la produccion de peliculas y

recubrimientos (Krochta, 2002).

En los Ultimos afos, la creciente demanda para conservar al maximo las
propiedades organolépticas de los alimentos, ha fomentado una mejora continua
de los procesos empleados en la industria alimentaria, con el objetivo de asegurar

Su conservacion sin afectar su calidad y vida atil (Soliva y Martin, 2001).

2.1 Recubrimientos y peliculas comestibles

Un recubrimiento comestible (RC) se puede definir como una matriz continua,
delgada, que se estructura alrededor del alimento generalmente mediante la
inmersién en una solucion formadora del recubrimiento, estas son aplicadas en el
momento de su elaboracién (Garcia-Ramos et al., 2010). Por otra parte, una
pelicula comestible (PC) es una matriz preformada, delgada, que posteriormente
sera utilizada en forma de recubrimiento del alimento o estara ubicada entre los
componentes de este. Las soluciones formadoras de PC o RC pueden estar
conformadas por un polisacarido, un compuesto de naturaleza proteica, lipidica o

por una mezcla de estos (Krochta et al., 1994).

Al igual que los RC, las PC poseen propiedades mecanicas, generan efecto de
barrera frente al transporte de gases, y pueden adquirir diversas propiedades
funcionales dependiendo de las caracteristicas de las sustancias encapsuladas y

formadoras de dichas matrices (Vasconez et al., 2009).



Diversos estudios reconocen la importancia de evaluar las matrices preformadas
(PC), con la tarea de cuantificar diversos parametros como propiedades
mecanicas, opticas y antimicrobianas a fin de determinar las posibilidades de su
aplicacibn como nuevo empaque, ya que crea una atmosfera modificada (AM) que
restringe la transferencia de gases (O2, CO2) y se convierte en una barrera para la

transferencia de compuestos aromaticos (Miller y Krochta, 1997).

2.2 Peliculas comestibles (PC)

Podemos encontrar una variedad de definiciones de lo que es una pelicula
comestible, entre estas tenemos que es una capa delgada y continua,
premoldeada, hecha de materiales que puedan ser ingeridos por el consumidor y
provee una barrera a la humedad, oxigeno y solutos. ElI material puede cubrir
completamente el alimento o puede colocarse entre los componentes del producto
(Guilbert, 1986).

De acuerdo con Krochta y De Mulder-Johnston (1997), una pelicula comestible se
define como aquella capa delgada de material comestible colocada (lo que implica

gue debe ser preformada) sobre o entre los componentes de los alimentos.

El interés por las peliculas comestibles ha crecido considerablemente, debido a
que segun Guilbert (1986) presentan las siguientes ventajas:

» Pueden ser ingeridas por el consumidor.

» Su uso reduce los desechos y la contaminacion ambiental.

» Pueden mejorar las propiedades organolépticas, mecéanicas y nutricionales
de los alimentos.

= Proporcionan proteccion individual a pequefias piezas o porciones de
alimento.

= Pueden ser utilizados en alimentos heterogéneos como barrera entre los
componentes.

= Su costo es generalmente bajo.



2.3 Funcién de la pelicula comestible

Kester y Fennema (1986) mencionan que las peliculas comestibles no estan
disefiadas con la finalidad de reemplazar los materiales de empaques sintéticos ni
a las peliculas no comestibles; dicen que la importancia de las peliculas
comestibles recae en la capacidad de actuar como un conjunto para mejorar la

calidad del alimento en general y extender el tiempo de vida de anaquel.

En muchas aplicaciones de alimentos, su proposito es el de inhibir o reducir la
migracion de la humedad, oxigeno, diéxido de carbono, aromas, lipidos,
pigmentos, etc.; servir como vehiculo para aditivos alimentarios (antioxidantes,
antimicrobianos, saborizantes, colorantes); y/o mejorar la integridad mecanica o
caracteristica de manejo del alimento en cuestion (Debeaufort y Quezada-Gallo,
1998).

Las peliculas comestibles estan disefiadas para funcionar como una barrera
contra la humedad, el oxigeno, sabor, aroma y/o aceite, mejorando asi la calidad
de los alimentos y la vida util. Una pelicula comestible también puede proporcionar
alguna proteccion mecanica lo que reduce las magulladuras y roturas, mejorando
asi la integridad de los alimentos, por ende, la calidad y la vida util de los

alimentos se incrementan (Krochta, 2002).

A las peliculas en la mayoria de los casos se le denomina aditivos ya que no
proveen un valor nutricional significativo al alimento, por otro lado, si de alguna
forma incrementan el valor nutricional del alimento pueden ser clasificadas como

ingredientes (Debeaufort y Quezada-Gallo, 1998).

2.4 Componentes de las peliculas

Los materiales para la formacion de peliculas comestibles (PC) caen
generalmente en las categorias de proteinas, polisacaridos y lipidos. A menudo
hay que afadir un plastificante para reducir la fragilidad de la pelicula, un agente

es necesario para ayudar a la formacion de pelicula o recubrimiento. Otros



componentes pueden incluir antioxidantes y antimicrobianos para mejorar la

efectividad de la pelicula o recubrimiento (Baldwin, 1999).

Krochta (et al., 1994) clasifican a los componentes de las peliculas alimenticias en
tres categorias: lipidos, hidrocoloides y mezclas. Los hidrocoloides incluyen
proteinas, derivados de celulosa, alginatos, pectinas, almidones y otros
polisacéaridos. Del tipo de componente dependeran las propiedades de cada
pelicula. Dentro de estos componentes se encuentran las proteinas, las cuales
desde hace afios han sido utilizadas en la formacion de peliculas biodegradables o
recubrimientos digeribles para alimentos, debido a sus caracteristicas funcionales
como su capacidad formadora de peliculas, sus propiedades estabilizantes, origen
renovable, buenas propiedades mecanicas y de barrera al oxigeno y aromas, a

humedades relativas medias o bajas (Pereda et al., 2010).

a) Polisacéaridos

En general, debido a su naturaleza hidrofilica, las peliculas que tienen como base
a polisacaridos generalmente exhiben limitada permeabilidad al vapor de agua. No
obstante, ciertos polisacaridos aplicados en forma de cobertura gelatinosa con alta
humedad pueden retardar la pérdida de humedad en los alimentos. Dentro del
grupo de los polisacaridos que pueden ser empleados en el desarrollo de
empaques comestibles se encuentran: almidon, carragenina, agar, alginatos, y

éteres de celulosa (Gennadios et al.,1997; Solis-Rivera, 2003).

Los recubrimientos y peliculas comestibles elaboradas a partir de polisacéaridos se
han aplicado con éxito para prolongar la calidad de la carne fresca, congelada y
cocida, a pesar de que la mayoria de ellos no evitan por completo la pérdida de
humedad. Los recubrimientos de geles de alginatos, solos o en combinacion con
almidon, reducen el encogimiento, la pérdida por goteo y la aparicion de aromas
indeseables en productos crudos y cocidos, mejorando el color y la textura
(Gennadios et al., 1997).

b) Lipidos



Generalmente las coberturas elaboradas a partir de ceras han mostrado ser mas
resistentes al transporte de la humedad que otras peliculas elaboradas con lipidos
0 con otros compuestos. Sin embargo, las peliculas o recubrimientos elaboradas
con ceras presentan problemas de control de homogeneidad, grosor, superficie
grasienta y ruptura, ademas de sabor a cera y rancidez (Callegarin et al.,1997).

Los lipidos se emplean como una barrera al vapor de agua por sus caracteristicas
hidrofébicos. En carne y productos carnicos es fundamental prevenir la pérdida de
humedad y la oxidacion, y se han empleado monoacilgliceridos con varios grados
de acetilacién para mantener el color y la calidad general de la carne de res, cerdo
y pollo en refrigeracion o congelacién, pero después de un almacenamiento
prolongado la cobertura tiene que fragmentarse y aparecen sabores acidos y

amargos (Garcia et al., 2000).

c) Proteinas

Al igual que los polisacaridos, las peliculas elaboradas a partir de proteinas
presentan alta permeabilidad al vapor de agua, de dos a o cuatro veces mas que
empaques plasticos tales como el propileno, polietileno, poliéster y el PVC. Pero
también, son susceptibles al ataque de enzimas proteoliticas presentes en la
carne y productos carnicos. Las proteinas que pueden ser empleadas en la
elaboracion de peliculas comestibles son: colagena, gelatina, proteinas de la
leche, proteinas derivadas de los cereales, proteinas de soya (Gennadios et al.,
1997).

Las peliculas y recubrimientos elaborados con proteinas se combinan con agentes
plastificantes como glicerol o sorbitol. Al igual que los recubrimientos de
polisacéaridos tienen una permeabilidad alta al vapor de agua debido a su caracter
hidrofilo Wu (et al., 2000) reportaron que recubrimiento de proteinas de gluten y
soya fueron mas efectivas que las peliculas plasticas para evitar la oxidacion en

productos cocidos.



2.4.1 Peliculas compuestas

Las coberturas compuestas presentan mejores caracteristicas, éstas se componen
de emulsiones simples de polisacaridos, proteinas y lipidos. El principal objetivo
de los recubrimientos multicomponentes consiste en combinar las propiedades
individuales de cada componente para mejorar el valor nutricional, las
caracteristicas de permeabilidad, fuerza, flexibilidad y funcionalidad. Existen
peliculas comestibles que se comercializan y se emplean como fundas en la
elaboracion de productos céarnicos pasteurizados e incluso crudos. Dado que las
peliculas compuestas o multicomponentes liquidas involucran una fase dispersa
lipofilica (construida por grasas, ceras, agentes tensoactivos de caracter lipofilico o
mezclas de ellos) es conveniente utilizar como material estructural un compuesto
hidrofilico con actividad superficial adecuada para formar una emulsion del tipo
aceite en agua estable; de alli que se utilicen como agentes estructurales a

proteinas y polisacaridos (Michaca, 2004).

2.5 Pelicula de proteina

Las peliculas de proteinas poseen mayor resistencia al vapor de agua que el resto
de los hidrocoloides solubles en agua, son susceptibles al cambio de pH, pueden
proporcionar un valor nutricional agregado al producto, son buenas formadoras de

peliculas y se adhieren a superficies hidrofilicas (Baldwin et al., 1995).

Segun Baldwin (et al.,1995), las fuentes mas comunes de proteina para la
elaboracion de peliculas son caseina, zeina, soya, albumina de huevo, lacto
albumina, suero de leche, gluten de trigo y coldgeno. De entre todas estas
sobresale la zeina ya que por sus propiedades actia como barrera a la humedad,
restringe el transporte de oxigeno y sirve como vehiculo para los antioxidantes
(Guilbert, 1986).

Las peliculas de proteina otorgan un brillo a productos recubiertos, pero sélo la
zeina de maiz, ofrece un alto brillo aparente que iguala o incluso supera a los

recubrimientos a base de resina (Weller et al., 1998).



Las estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias de las proteinas se pueden
modificar por diversos agentes fisicos y quimicos, como el calor, el tratamiento
mecanico, presion, irradiacion, interfaces de lipidos, acidos y alcalis, y los iones
metalicos. Tales agentes se utilizan a menudo en la formacion de peliculas de
proteinas y recubrimientos para optimizar la configuracion de la proteina,
modificando interacciones en las proteinas dando como resultado mejores

propiedades de la pelicula (Cheftel et al., 1985).

Se ha ampliado las fuentes de proteinas exitosamente para elaboracion de
peliculas comestibles se han obtenido tanto de fuentes animales como vegetales
(ver Cuadro 1).

Cuadro 1 Clasificacion de las principales fuentes de proteinas para la elaboracién de

peliculas comestibles.

Animal Vegetal
Colageno Zeina de maiz
Proteina miofibrilar del pescado Kafirina de sorgo
Queratina Gluten de trigo
Gelatina Proteina de salvado de arroz
Caseina Proteina de soja
Proteina de suero Proteina de mani
Proteina de clara de huevo Proteina de semilla de algodon

Krochta, 2002.

2.6 Plastificante en peliculas de proteina

Las peliculas de proteinas son a menudo rigidas y quebradizas debido a las
interacciones en las cadenas de proteinas a través de enlaces de hidrogeno,
fuerzas electrostaticas, union hidrofoba y/o puentes de disulfuro. Los plastificantes
hidrofilicos de peso molecular relativamente pequefio se agregan a menudo, ya
gue compiten principalmente por la unién de hidrégeno y las interacciones
electrostaticas con las cadenas de proteinas. El resultado de la adicion de un
plastificante es una reduccion en las interacciones cadena-cadena en la proteina,

un descenso de la temperatura de transicion vitrea de proteina, y una mejora en la




flexibilidad de la pelicula. Ademas, el alargamiento de la pelicula (elasticidad o
ductilidad) aumenta, sin embargo, la resistencia de esta disminuye.
Desafortunadamente, los plastificantes generalmente también disminuyen la
capacidad de la pelicula para actuar como una barrera a la humedad, el oxigeno,
el aroma y aceites. Los plastificantes aceptables y usados generalmente para
peliculas comestibles de proteinas incluyen glicerol, propilenglicol, sorbitol,

sacarosa, polietilenglicol, acidos grasos, y monoglicéridos (Krochta, 2002).

El glicerol se caracteriza por tres grupos hidroxilo (-OH) y una estructura
asimétrica; por consiguiente, las interacciones con las cadenas polipeptidicas
llegan a ser complejas, dando lugar a una red poco ordenada. Esto tiene su efecto
en el comportamiento mecanico (Gueguen et al., 1998). Debido a que el glicerol es
un 1,2,3-propanotriol sirve para unir cadenas y permite obtener estructuras mas

uniformes (Brady y Holum, 1988).

2.7 Propiedades de la pelicula de zeina

La zeina es uno de los componentes proteicos del maiz, el cual se ha estudiado
para emplearlo de diferentes maneras. Es un material inico y complejo, y es una
de las proteinas del maiz que se extrae en una forma relativamente pura (Lawton,
2002).

En su forma pura la zeina es un polvo de color blanco, sin olor ni sabor, y amorfo;
sin embargo, las presentaciones comerciales presentan un color amarillo y un

sabor suave (Fu et al., 1999).

Se cree que la alta proporcion de aminoacidos no polares y la falta de grupos
iGnicos son los responsables de su naturaleza hidrofébica y de sus caracteristicas
Gnicas de solubilidad. Su naturaleza hidrofébica se debe a la presencia de grandes
cantidades de aminoacidos hidrofébicos tales como la leucina, la prolina, la
alanina, y la fenilalanina, razén por la cual es soluble en etanol acuoso y en los
solventes organicos polares como el propilenglicol y acido acético (Fu et al., 1999;
Padua y Wang, 2002).
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Los recubrimiento y peliculas comestibles elaboradas a partir de zeina tienen un
compuesto hidrofilico con actividad superficial adecuada para formar una emulsion
del tipo aceite en agua. En la formulacion de dicha pelicula se debe encontrar un
balance apropiado entre los ingredientes para que éstas puedan desarrollar su
funcionalidad adecuada (Michaca, 2004).

Las zeinas tienen propiedades de barrera de humedad, lo que le permite su uso
como protector de alimentos (dulces, nueces y frutas secas) y como cubierta para

tabletas farmacéuticas (Larkins et al., 1984; Coleman y Larkins, 1999).

Krochta (2002) resalta las caracteristicas que presentan este tipo de peliculas, que

se deben a las propiedades de las proteinas:

* Propiedades de barrera

La permeabilidad define la diferencia de presion parcial entre las fases adyacentes
a los dos lados de la pelicula. El caracter polar de la proteina determina las
propiedades de barrera de las peliculas. Asi las peliculas de proteinas polares
tienen una alta permeabilidad a las sustancias polares, tales como vapor de agua,
y baja permeabilidad a las sustancias no polares, tales como oxigeno, aromas, y
aceites. La permeabilidad de las peliculas de proteina para ambas sustancias
polares y no polares aumenta con el contenido de plastificante y humedad relativa
(RH).

El reto es seleccionar las condiciones de proteina, plastificante, y de formacion de
la pelicula que optimizan las propiedades de barrera, mientras que adicionalmente
se logran propiedades deseables, tales como flexibilidad de la pelicula, fuerza, y la
solubilidad.

La falta de conocimientos y datos sobre peliculas comestibles, en general, todavia
impide el disefio de peliculas comestibles a las especificaciones deseadas. Es
importante tener en cuenta que el contenido de plastificante (tipo y cantidad) y
condiciones atmosféricas (temperatura y humedad relativa) tienen efectos

importantes sobre las propiedades de pelicula. Al aumentar la cantidad de
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plastificante, la temperatura y RH generalmente aumenta la permeabilidad. Por lo
tanto, las propiedades de pelicula deben ser comparadas en pruebas con

condiciones idénticas.

= Permeabilidad al vapor de agua

Las peliculas de proteinas tienen alta permeabilidad al vapor de agua (WVP) en
comparacion con ceras comestibles como el polietileno de baja densidad (LDPE)
que se utilizan a menudo como recubrimientos de barrera a la humedad en las
frutas, verduras, dulces y farmacos. Los valores de WVP en una pelicula de
proteina son de dos a cuatro 6rdenes de mayor magnitud que la de LDPE. Las
proteinas solubles en etanol acuoso como zeina de maiz, gluten de trigo y
proteina miofibrilar de pescado también parecen formar peliculas que tienen el
WVP mas baja de las proteinas y son comparables a la WVP de derivados

celulosa.

= Permeabilidad al oxigeno

A baja o a intermedia RH, las peliculas de proteinas tienen valores de
permeabilidad al oxigeno (OP) que son inferiores a las de los polietilenos (que no
son buenas barreras de oxigeno), comparables a los de barreras de oxigeno como
poliésteres, y acercandose a los de las mejores barreras de oxigeno: copolimero
de etileno de vinil alcohol (EVOH) y cloruro de polivinilideno (PVDC). Las peliculas
de proteinas también parecen tener OP algo menor que las peliculas a base de
celulosa. También muestra el efecto de aumentar la RH provocando un aumento
de OP en peliculas de proteina, que es similar al efecto de RH en el EVOH que es
un excelente sintético de barrera al oxigeno. La baja OP en peliculas de proteinas
las hacen Uutiles para el revestimiento y bolsas para productos sensibles al

oxigeno.

= Permeabilidad al aroma y aceite
La investigacion que se ha hecho sobre la cuantificacidon de las permeabilidades al
aroma es limitada. Sin embargo, los resultados mostraron que la pelicula de gluten
de trigo era una mejor barrera a la 1l-octen-3-ol (aroma de hongos) que el

polietileno de baja densidad (LDPE) o pelicula de metilcelulosa (Debeaufort y
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Voilley, 1994). Otro resultado de la investigacion mostré6 que la pelicula de
proteina de suero era mejor que la de copolimero de cloruro de vinilideno (co-
VDC) y era comparable a la de copolimero de etileno de vinil alcohol (co-EVOH)
pelicula atil como una barrera para el limoneno (aroma citrico) en condiciones

similares (Miller y Krochta, 1998).

Del mismo modo, existen datos limitados sobre la permeabilidad de aceite en
peliculas de proteinas. La zeina del maiz demostr6 tener una excelente resistencia
al aceite, tanto como una pelicula y como un revestimiento sobre papel (Trezza y
Vergano, 1994). Estos resultados mostraron el potencial de envolturas en papel
totalmente compastable y cajas para la industria alimenticia. El resultado de la
investigacion también mostré que la pelicula de proteina de suero y revestimiento
de proteina de suero en el papel proporcionan excelentes propiedades de barrera
de aceite (De Mulder-Johnston, 1999).

2.8 Caracteristicas de la zeina de maiz

La zeina es la prolamina del maiz, es un biopolimero comestible y estable,

reconocido por su capacidad para formar peliculas (Padua y Guardiola, 2015).

Las prolaminas son las proteinas mayoritarias de almacenamiento en muchas de
las semillas de cereales. En 1924 Osborne reconocié que las proteinas de
semillas de cereales solubles en alcohol constituyen un grupo que forman parte de
las proteinas de almacenamiento, y dio el nombre de prolaminas, el cual refleja
sus altos contenidos de prolina y glutamina. Pero hoy se sabe que las
proporciones de estos aminodcidos varian del 30 - 70% del total entre los
diferentes cereales y grupos de proteinas (Huang et al., 2004, Shewry y Halford,
2002; Shewry y Tatham, 1990).

La zeina comprende del 50-60% de las proteinas contenidas en el endospermo
del maiz, dependiendo de la variedad y el método de separacion usado (Larkins,
1981; Hoseney, 1994; Hamaker et al., 1995; Landry et al., 2000; Padua y Wang,
2002). Las zeinas pueden ser separadas por diferentes solubilidades (Esen, 1987,
1990).
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Los cuerpos de zeina (tamafio aproximado 1 uym) estan localizados y distribuidos
uniformemente en todo el citoplasma las células del endospermo del grano de
maiz entre los granulos de almidén (tamafio aproximado de 5-10 ym) (Lending y
Larkins, 1989).

La zeina esta compuesta de polipéptidos que son fraccionados en cuatro
subclases (a, B, y y 0), cada subclase de zeinas posee diferentes caracteristicas
de acuerdo con su solubilidad, peso molecular, estructura y secuencia proteica
(Larkins et al., 1984; Coleman y Larkins, 1999).

La a-zeina puede ser extraida con alcohol acuoso sin usar un agente reductor. Las
prolaminas extraidas utilizando el método de Osborne son en su mayoria a-
zeinas, estas son llamadas comunmente “zeinas nativas”. (Thompson y Larkins,
1989).

La a-zeina (23.8-26.7 kDa) es la mas abundante prolamina del maiz y representa
el 80-85% del total de las zeinas, la B-zeina (17 kDa) y &-zeina (10 kDa) son
fracciones minoritarias, ambas son ricas en aminoacidos azufrados y comprenden
el 10% del total de las zeinas. La y-zeina es rica en cisteina y se subdivide en
subtipos de acuerdo con su peso molecular: de 27 kDa y 16 kDa, juntas se
encuentran del 10-15% del total de las zeinas (Esen, 1990; Huang et al., 2004;
Parris y Dickey, 2001; Parris y Dickey, 2003; Shewry y Halford, 2002; Wang et al.,
2003).

2.8.1 Extracciéon de la zeina

A Osborne fue al primero que se le reconocié una patente en Estados Unidos de
América por la extraccion de zeinas. Su método, fue usado para la extraccion de
zeina a nivel de laboratorio (Lawton, 2002). Asi también encontramos otros
investigadores que realizaron extraccion de zeina como Dickey Dallmer (1998),
Wallace et al.,, (1990), Parris y Dickey (2001) que, con su método realizé el
fraccionamiento de la zeina. Pérez (2009), al cotejar metodologias de extraccion
de zeina, observo que al utilizar la de Parris y Dickey (2001), con variedades de

maiz criollo de diferentes colores, se obtenia en la primera extraccion una
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pigmentacién en el extracto junto con las fracciones minoritarias de zeina(B-, y- y

0-), segun el color del maiz utilizado.

2.9 Generalidades del maiz

El maiz es el cultivo mas importante de México desde el punto de vista
alimentario, econémico y social. El nombre maiz proviene de las Antillas, en
México los nahuas lo denominaban centli (mazorca) y tlaolli (grano) (Miramontes,
2012). Pertenece al reino plantae, clase angiosperma, subclase monocotiledonea,

orden de los cereales y familia gramineas (ver Cuadro 2).

Cuadro 2 Clasificacion taxondémica del maiz

Reino Plantae
Clase Angiosperma
Subclase Monocotiledénea
Orden Cereales
Familia Gramineas (Gramineae)
Género y Especie Zea mays

Miramontes, 2012.

El maiz es una planta anual alta. El desarrollo de la planta se puede dividir en dos
fases fisiolégicas. La primera fase es la vegetativa y consta de dos ciclos. En el
primer ciclo se forman las primeras hojas y el desarrollo es ascendente; en el
segundo ciclo se desarrollan las demas hojas y los érganos de reproduccion, este
ciclo acaba con la emision de los estigmas (barbas o pelos del maiz). La segunda
fase es la de reproduccién, se inicia con la fertilizacion de las estructuras
femeninas; en su etapa inicial ocurre el incremento de peso de las hojas y otras

partes de la flor y en la etapa final los granos aumentan de peso (FAO, 1993).

El cultivo del maiz requiere para un 6ptimo desarrollo de una temperatura calida,
mucho sol para su buen crecimiento, ademas bastante agua (alrededor de cinco
milimetros diarios) (SIAP, 2016).

Debido a su productividad y adaptabilidad, el cultivo del maiz se ha extendido

rapidamente a lo largo de todo el planeta, es uno de los granos que mayor
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demanda tiene y juega un papel importante en la economia de varios paises
(Ortega y Ochoa, 2003). La migracion del maiz explica la gran diversidad de razas,
variedades, colores y tamafos, asi como su capacidad para adaptarse a
diferentes climas y condiciones (PRONASE, 1994).

Los granos de maiz se desarrollan mediante la acumulacion de los productos de la
fotosintesis y la absorcion de nutrientes a través de las raices. Estan constituidos
por cuatro estructuras fisicas fundamentales: pericarpio (cdscara o salvado),
endospermo, germen (embrion) y pilorriza (tejido inerte en que se une el grano con
la espiga u olote) (FAO, 1993). En el Cuadro 3 podemos observar las partes

principales del grano de maiz y su distribucion.

Cuadro 3 Distribucidn de las principales partes del grano de maiz

Estructura Distribucion

Pericarpio 5-6%
Endospermo 80 -85 %
Germen 10-12 %

Pilorriza 2-3%

FAO, 1993.

El pericarpio, cascara o salvado se caracteriza por un elevado contenido de fibra
cruda constituida principalmente por hemicelulosa y celulosa. La funcién principal
de esta estructura es formar una red que contenga y proteja a las otras estructuras

de grano.

El endospermo proporciona los nutrientes para el germinado de la semilla hasta
gue en la nueva planta se tenga suficiente area de hoja para ser autétrofa. Esta
estructura posee alto contenido de almidén y proteinas. También en esta parte del
grano, la distribucion del contenido de agua produce dos morfologias diferentes
pues el liqguido se concentra mas en la parte interna y en la parte cercana al

pericarpio presenta menor contenido de agua.
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El germen o embridn es la estructura a partir de la que va a desarrollarse una

nueva planta. Se caracteriza por su elevado contenido de grasas, proteinas y
minerales.

La pilorriza es una estructura conica de tejido inerte que une el grano y el carozo
(en México comunmente llamado olote). Estd constituido principalmente de
celulosa y hemicelulosa, entre otros carbohidratos complejos (Benitez y Pfeiffer,
2006). En la Figura 1 se puede observar la estructura de un grano de maiz y las
partes que lo conforman.
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Mesocarpio

Células transversales
Células tubulares 4
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(testa)

Capa de akurona /
{parte del andosparmo,
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<on ol salvado)
Endasperma cristalino

Endogpermo harinoso ,

Células llenas

de granwios de almidén
an una manriz proteica
Paredes de células

e
]
5o

PERICARPIO

ENDOSPERMO

Esculeio
Pumula o
gémula y
hojas primarias 4
Radicula ¢ ralz
rudimentaria

GERMEN

Pilorriza

Figura 1 Estructura del grano de maiz.
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2.9.1 Maiz criollo azul

Las caracteristicas de la planta y el grano en las variedades de maiz azul son muy
diversas. El maiz criollo azul es un cereal harinoso que generalmente tiene de
ocho a doce hileras de grano con endospermo suave sin abolladuras ni arrugas
(Betran et al., 2001).

En el grano de maiz criollo azul, la capa de aleurona contiene pigmentos de
antocianina que le dan el color azul. Los granos pequefios a medianos producen
los productos de color azul mas oscuro porque los granos mas pequefios tienen
una mayor proporcion de capa de aleurona (a veces la pigmentacion puede ser
tan intensa que los granos de maiz parecen color negro) (Betran et al., 2001). De
las antocianinas del maiz también se pueden derivar pigmentos naturales que
pueden ser aprovechados como colorantes de vinos, mermeladas y jugos de fruta
(Maltros et al., 1999).

2.9.2 Antocianinas

Los colores azul-parpura tipicos del maiz azul se lo confieren unos pigmentos
hidrosolubles conocidos como antocianinas (que es su principal colorante) y a
compuestos fendlicos. Dichos compuestos provocan que la especie de maiz azul
adquiera propiedades antioxidantes ademas de tener propiedades funcionales y

bioactivas (Serratos, 2009).

Las antocianinas son compuestos croméforos solubles en agua que poseen
propiedades quimicas relacionadas con la reduccion del colesterol y triglicéridos
del torrente sanguineo, por lo que ayudan a reducir las afecciones cardiacas
(Maltros et al., 1999).

Las antocianinas pertenecen al grupo de los flavonoides y son glucdésidos de las
antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de antocianidina
(aglicona), a la que se le une un azucar por medio de un enlace glucosidico
(Wong, 1995). La estructura quimica basica de las agliconas es el ion flavilio,
llamado también 2-fenil-benzopirilio que consta de dos grupos aroméaticos: un

benzopirilio y un anillo fendlico (Wong, 1995; Badui, 1999).
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De todas las antocianidinas que actualmente se conocen las mas importantes son
la pelargonidina, la delfinidina, la cianidina, la petunidina, la peonidina y la
malvidina, nombres que derivan de la fuente vegetal de donde se aislaron por
primera vez; la combinacion de éstas con los diferentes azlUcares genera
aproximadamente 150 antocianinas. Los hidratos de carbono que comunmente se
encuentran en las antocianinas son la glucosa y la ramnosa, seguidos de la
galactosa, la xilosa y la arabinosa (Badui,1999). Las antocianinas presentes en el

maiz azul se derivan de la cianidina (Salinas et al., 1999).

2.10 Técnicas para analisis y evaluacion de peliculas proteicas

Se pueden utilizar diferentes técnicas para hacer el analisis de una pelicula de
proteina, estos son de gran utilidad para saber sus caracteristicas fisicas y su

composicion. A continuacion, se mencionan algunas de estas técnicas:
» Espectroscopia FT-IR

Espectroscopia de infrarrojo (IR) es una técnica para caracterizacion estructural de
polimeros basada en vibraciones de atomos y grupos funcionales en las moléculas
a causa de su interaccion con la radiacion emitida en la region infrarroja del
espectro electromagnético. La Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de
Fourier (FT-IR) se utiliza con el objetivo de analizar los enlaces que existen entre
la matriz polimérica y nanoparticulas; mide la absorcion del infrarrojo del material

de la muestra respecto al ancho de onda de la radiacion (Arrieta et al., 2009).
» Espectroscopia Raman

La Espectroscopia Raman es una técnica fotonica de alta resolucion que
proporciona informacion quimica y estructural de casi cualquier material
permitiendo su identificacién. Se basa en el examen de la luz dispersada por un
material al incidir sobre este un haz de luz monocromético, una pequefia porcion
de la luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de
frecuencia que son caracteristicos del material analizado e independientes de la
frecuencia de la luz incidente. Se trata de una técnica de analisis que se realiza

directamente sobre el material a analizar sin necesitar la muestra ningan tipo de

19



preparacion especial y que no conlleva ninguna alteracion de la superficie sobre la

gue se realiza el andlisis (técnica no destructiva) (Pérez-Pueyo, s.f.).
= Microscopia

Aunqgue existen diferentes técnicas de microscopia, la integridad estructural de las
peliculas de zeina se puede observar bajo un microscopio éptico como lo sugieren
en su trabajo Rakotonirainy (et al.,, 2001) sobre peliculas de zeina en brécoli

fresco.
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. JUSTIFICACION

El incremento del interés en alimentos de alta calidad con mayor vida util y un
menor impacto a nivel ambiental ha llevado al estudio y desarrollo de peliculas
comestibles. Las proteinas se han aplicado desde hace afios en la formulacion de
peliculas para alimentos aprovechando sus propiedades funcionales, que ayudan
a ampliar la vida de anaquel, mejorando su aspecto y por lo tanto la calidad del

producto.

Un ejemplo de proteina utilizada con éxito en la produccion de peliculas es la
zeina (principal proteina del maiz). En este estudio se pretende obtener peliculas
a base de las subunidades minoritarias de zeina (B-, y- y 6-) que debido al tipo de
fraccionamiento a que es sometida la zeina contienen la pigmentacion de las
variedades de maices criollos, y asi, obtener peliculas que otorguen

caracteristicas de proteccion que visualmente seran atractivas al consumidor.
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Iv. OBJETIVOS

Para que esta investigacion se lleve a cabo se plantean los objetivos siguientes:

4.1 Objetivo general
Como punto de partida el objetivo general es:

» Elaborar peliculas a partir de las fracciones minoritarias de zeina de maiz

criollo azul.

4.2 Objetivos particulares
Los objetivos especificos para la investigacion son:

= Obtener las fracciones minoritarias de zeina (B-, y- y ©-) a partir de maiz
criollo azul por el método de Parris y Dickey (2001).

» Elaborar peliculas a base de las fracciones minoritarias de zeina (-, y- y 6-)
a diferentes concentraciones de plastificante.

» Elaborar peliculas control a partir de zeina comercial a diferentes
concentraciones de plastificante.

= Caracterizar las peliculas mediante espectroscopia FT-IR.

» Analizar las peliculas mediante espectroscopia Raman.

» Evaluar las caracteristicas de las peliculas por microscopia.
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V. DIAGRAMA DE TRABAJO

El presente diagrama de trabajo permite de una manera objetiva observar el
desglose de las actividades desarrolladas.




VI.  MATERIAL Y METODOS

6.1 Material

Material de laboratorio, necesario para las diferentes determinaciones.

Matraces Erlenmeyer, agitadores magnéticos, vasos de precipitados,

probetas, micropipetas, placas Petri, termémetro, parrilla de calentamiento,

balanza analitica, molino, mortero y pistilo.

» Reactivos de grado analitico y/o alimenticio necesarios para cada
determinacion.
Eter de petroleo, SDS, 2-propanol, 2-mercaptoetanol, etanol al 96%, etanol
al 60%, glicerol y zeina comercial.

» Materia prima para extraccion de la zeina de las fracciones minoritarias.
Maiz criollo azul.

» Equipos de laboratorio adecuados para realizar las diferentes

determinaciones.

6.2 Métodos

Los métodos utilizados para este experimento se muestran en el Cuadro 4, donde

también se pueden observar sus determinaciones correspondientes.

Cuadro 4 Métodos y referencias para realizar las determinaciones.

Determinacion Método Referencia

Extraccion de las fracciones -~ _ _ ) _
o 5 Solubilidad diferencial Parris y Dickey, 2001
minoritarias de las zeinas
Elaboracion de las peliculas _
i Vaciado en placa Trezza y Krochta, 2000
de zeina
Caracterizacion estructural )
; ’ FT-IR Arrieta et al., 2009
de las peliculas de zeina
Andlisis estructural de las i
) ) Raman Perez-Pueyo., s.f.
peliculas de zeina
Uniformidad estructural de _ ; o
) : Microscopia Rakotonirainy et al., 2001
las peliculas de zeina
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vil. METODOLOGIA
7.1 Obtencion de la harina integral

A partir de los granos de maiz, mediante la pulverizacion de la muestra en seco
con un molino, se obtuvo harina de maiz. Luego, para el desengrasado en frio de
la harina se utilizé éter de petrdleo en una proporcion de 2:1 por molienda,

manteniendo la agitacion durante 24 horas.

Después, el secado de la harina desengrasada se realizé por precipitacion de 24
horas, decantando el éter de petréleo y dejando secar por otras 24 horas a

temperatura ambiente

7.2 Extraccion de las fracciones proteicas por solubilizacién
diferencial

Con base en la solubilidad diferencial se realizo la extraccion y el fraccionamiento
de zeinas, de acuerdo con el método descrito por Parris y Dickey (2001);
adicionando SDS (dodecilsulfato de sodio) como agente desnaturalizante.

La extraccion se efectud con el siguiente procedimiento:

1) A 2 g de la harina obtenida del maiz, se le agregaron 20 mL de 2-propanol (2-
PrOH) al 60% con 2-mercaptoetanol (2BME) al 1% y SDS al 1%.

2) La mezcla se agitd por 12 horas a temperatura ambiente, se dej6 precipitar a 4°

C durante 24 horas.

3) Se separd el sobrenadante en el que se encontraba la zeina y se le agregaron
tres volumenes de 2-prOH, posteriormente, se dejo toda la noche a 4° C.

4) De esta manera, se obtuvo un precipitado en donde se encontraron las
fracciones de zeina B-, y- y -, debido a que estas no son solubles en

concentraciones mayores de 95% de alcohol (Parris y Dickey, 2001).

7.3 Elaboracién de las peliculas

La elaboracién de las peliculas se realizé por un método de dispersion continua o

vaciado en placa (casting). En un matraz se prepararon soluciones proteina-
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disolvente (p/v) del polvo de fracciones de zeina suspendiéndolas en etanol al
96% (conocida como zeina comercial); o al 60% (la zeina de las fracciones
minoritarias). Homogeneizadas por agitacion para disolver a la proteina se agrego
el plastificante para obtener las siguientes proporciones: 0%, 5%, 10%, 15% y
20%, de glicerol, a las soluciones proteinicas; el cual se calenté hasta alcanzar 40°

C con agitacion constante durante diez minutos en bafio de agua (o “bafio Maria”).

Finalmente, cada solucién se colocd sobre sustratos para eliminar el disolvente
por evaporacion de acuerdo con Trezza y Krochta (2000). En la Figura 2 se
muestra esquematicamente el proceso realizado para la elaboracion de las

peliculas de zeina.

Colocar en
matraz la
zeina,
poner el
agitador

Medir 10
mL del
alcohol

disolvente

Adicionar el
alcohol al
matraz

Preparar el

= 2 Pesarla
bafo maria

zeina

Colocarel ‘ Verter2 mL

glicerol con matraz a de la solucion Esperar que
micropipetay bafio maria con evapore el
afnadir al con agitacion micropipetaa disolvente

matraz constante cada placa

Colocarlas
placas

Figura 2 Elaboracion de peliculas de zeina.

Se realizaron cuatro diferentes grupos de peliculas a partir de la proteina del maiz
(zeina): las peliculas control (dos grupos) formadas a partir de zeina comercial y
las peliculas a partir de las fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul, de
las cuales un grupo de peliculas fueron puras y las otras fueron una combinacion
de ambas zeinas (comercial y de maiz criollo azul). En el Cuadro 5 se muestra a
detalle cada grupo de peliculas y su formulacion.
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Cuadro 5 Formulacién de las peliculas de zeina.

Proporcion de zeina Proporcion de glicerol Disolvente
[X]

0.500 g (100%)  0ouL(O%) | 10mL | A A | AT A
0.475 g (95%) 25 pL (5%) 10 mL D D D" D:
0.450 g (90%) 50 pL (10%) 10 mL B|B | B B:
0.425 g (85%) 75 pL (15%) 10 mL E E E" E:
0.400 g (80%) 100 pL (20%) 10 mL c c|c"|cC

Disolvente alcohol etilico al 96% y alcohol etilico al 60% de acuerdo con caracteristicas de

solubilidad de la zeina utilizada en cada pelicula.
= Peliculas de fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul; X
= Peliculas de zeina comercial: X'
» Peliculas de zeina comercial, vertidas a bafio maria: X"

» Peliculas de zeina mixta (comercial y maiz criollo azul), vertidas a bafio maria: X:
7.4 Caracterizacion por FT-IR de las peliculas de proteina de zeina

Para el andlisis del espectro Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) se
empled un equipo Digilab Excalibur Series modelo FTS 3000MX del Departamento
de Quimica Analitica dentro de la Facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP y un
software Digilab Merlin 3.3 para la obtencion y procesamiento de los datos. El
rango de andlisis fue de 4000-400 cm™ y en unidades de transmitancia. Las
muestras de las peliculas de zeina se prepararon por trituracion hasta
pulverizarlas y se montaron sobre una pastilla de Bromuro de potasio (KBr) para
introducirlas al equipo.

7.5 Analisis por Espectroscopia Raman de las peliculas de zeina

En el laboratorio de micro Raman del IFUAP (Instituto de Fisica) se realiz6 un
analisis a las diferentes peliculas obtenidas en el equipo Horiba LabRam HR que
presenta las siguientes caracteristicas técnicas: un laser de He-Ne (632.8 nm),
resoluciones maximas espacial y espectral de 6 ym y 0.5 cm™, respectivamente,

un detector CCD (Charge Coupled Device por sus siglas del inglés) enfriado
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termoeléctricamente, un microscopio 6ptico (10, 50 y 100x) y una videocdmara

para enfoque.

Las mediciones de los diferentes grupos de peliculas de zeina se efectuaron en el
objetivo 10x, la posicién del silicio 522.4 y el intervalo de andlisis 200-3000 cm™*
ademas para los grupos de peliculas X y X: se utilizé un filtro 0.2. Las muestras no

requirieron de una preparacion especial para este analisis.

7.6 Evaluacion de las caracteristicas de las peliculas por
microscopia

Por microscopia Optica se evaluo a las caracteristicas de las peliculas de zeina en
un microscopio optico Miotic RED220 con el objetivo 10x y una camara de 8

megapixeles para captura de las imagenes.
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vill. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Obtencién de zeina de maiz criollo azul

A partir de 60g de maiz criollo azul, se obtuvieron 5.3641g de zeina
correspondiente a la mezcla de las fracciones minoritarias (B-, y- y ©6-) por el
meétodo de Parris y Dickey (2001), teniendo un rendimiento de extraccion de la

proteina del 8.94%. En la Figura 3 se observa la apariencia final de la zeina
extraida.

Figura 3 B-, y- y 0-Zeina de maiz criollo azul.

Para la obtencion de zeina mixta (comercial y de maiz criollo azul) se utilizaron
1.250g de la zeina extraida del maiz criollo azul y 1.250g de zeina comercial
(Figura 4), mezclandose en mortero para que quedara uniformemente distribuida.

En la Figura 5 se muestra la zeina mixta lograda.

Figura 4 Zeina comercial. Figura 5 Zeina mixta (comercial y maiz
criollo azul).
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La extraccion de las fracciones de zeina de maiz criollo azul, ser realizd por
solubilizacion diferencial, Pérez (2009) siguiendo el método de Parris y Dickey

(2001) en maiz criollo azul y realizando una electroforesis, encontré que las

fracciones minoritarias de zeina (B-, y- y ©-) se encuentran en el extracto, en la

Figura # se muestra dicho corrimiento electroforético.

kDa
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1165200
97.4 N—
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Figura 6 Electroforesis SDS-PAGE de zeina comercial; extraida por el método de Parris y
Dickey (2001). (A) Carril 2, zeina comercial sin tratamiento. (B) Zeina fraccionada: Carril
1, y-, B-, 6- zeinas, Carril 2, a-zeina (Z-19 y Z-22)
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8.2 Elaboracién de peliculas de zeina a diferentes concentraciones
de plastificante

Después de la formacion de peliculas de zeina estas se revisaron visualmente.

8.2.1 Peliculas de zeina de maiz criollo azul: X

Las peliculas se elaboraron siguiendo las proporciones indicadas en el Cuadro 5,
Cuadro 6 se describen sus

con etanol al

60%

como disolvente, en el

caracteristicas fisicas observadas visualmente.

Cuadro 6 Caracteristicas fisicas observadas visualmente de las peliculas de zeina de

maiz criollo azul; X

Peliculas de zeina de maiz criollo azul: X |
C D E

A B
Color morado, Color morado, Color morado, Color morado, Color morado,
superficie superficie muy | superficie muy superficie superficie
rugosa, grumosa, grumosa, grumosa, grumosa,
altamente altamente altamente altamente altamente
adherentes ala | adherentesala | adherentesala | adherentes ala | adherentes a la
placa, muy placa, delgadas. | placa, delgadas. | placa, delgadas. placa,
delgadas. delgadas.

En la Figura 7 se pueden observar las peliculas de zeina de maiz criollo azul A
(0% glicerol), B (10% glicerol), C (20% glicerol), D (5% glicerol) y E (15% glicerol)

con las caracteristicas mencionadas en el Cuadro 6.

A

B .

E

Figura 7 Peliculas de zeina de maiz criollo azul: X
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8.2.2 Peliculas de zeina comercial: X'

Las peliculas se elaboraron siguiendo las proporciones indicadas en el Cuadro 5,
con etanol al 96% como disolvente, en el Cuadro 7 se describen sus

caracteristicas fisicas observadas visualmente.

Cuadro 7 Caracteristicas fisicas observadas visualmente de peliculas de zeina comercial:

X'
A’ B' cC D' E'
Color amarillo Color amarillo Color amarillo Color amarillo Color amarillo
crema, crema, crema, crema, muy crema, muy
delgadas, delgadas, delgadas, delgadas, delgadas,
gquebradizas, gquebradizas, gquebradizas, apariencia superficie lisa,
superficie semi- | superficie lisa superficie lisa rugosa, fragiles y
rugosa, con algunos con algunos superficie lisa, guebradizas,
desprendibles grumos, grumos, fragiles, desprendibles
de la placa. desprendibles desprendibles desprendibles de la placa.
de la placa. de la placa. de la placa.

En la Figuras 8 se pueden observar las peliculas de zeina de maiz criollo azul A’
(0% dglicerol), B' (10% glicerol), C' (20% glicerol), D' (5% glicerol) y E' (15%
glicerol) con las caracteristicas mencionadas en el Cuadro 7.

Figura 8 Peliculas de zeina comercial: X'
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8.2.3 Peliculas de zeina comercial, vertidas a bafio maria: X"

Las peliculas se elaboraron siguiendo las proporciones indicadas en el Cuadro 5,

con etanol al 60% como disolvente, ademas al verter en las placas estas fueron
sobre un bafio maria, en el Cuadro 8 se describen sus caracteristicas fisicas

observadas visualmente.

Cuadro 8 Caracteristicas fisicas observadas visualmente de peliculas de zeina comercial,
vertidas a bafio maria: X"

Peliculas de zeina comercial, vertidas a bafio maria;: X"

A" B" c” D" E"
Color amarillo Color amarillo Color amarillo Color amarillo | Color amarillo
paja, no paja, no muy paja, de poco a paja, textura paja, textura
quebradizas, quebradizas, nada lisa, delgadas, lisa,
flexibles, textura textura lisa, gquebradizas, un poco duras delgadas,
lisa, delgadas, flexibles, textura lisa, pero flexibles, flexibles, se
facil delgadas, facil delgadas desprendibles | desprenden
desprendimiento = desprendimiento flexibles, facil de la placa. de la placa.
de la placa. de la placa desprendimiento
de la placa.

En la Figura 9 se pueden observar las peliculas de zeina de maiz criollo azul A"
(0% glicerol), B'" (10% glicerol), C'" (20% glicerol), D'* (5% glicerol) y E'" (15%

glicerol) con las caracteristicas mencionadas en el Cuadro 8.

Figura 9 Peliculas de zeina comercial, vertidas a bafio maria: X'
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8.2.4 Peliculas de zeina mixta (comercial y maiz criollo azul), vertidas a
bafio maria: X:

Las peliculas se elaboraron siguiendo las proporciones indicadas en el Cuadro 5,

con etanol al 60% como disolvente, ademas al verter en las placas estas fueron

sobre un bafo maria, en el Cuadro 9 se describen sus caracteristicas fisicas

observadas visualmente.

Cuadro 9 Caracteristicas fisicas observadas visualmente de peliculas de zeina mixta

Color morado, Color violeta, Color violeta, Color violeta, Color violeta,
delgadas, delgadas, delgadas, delgadas, delgadas,
quebradizas, quebradizas, aspecto fragiles y aspecto seco,
aspecto poco grumaosas, no hdamedo, no gquebradizas, muy fragiles,

grumoso, totalmente uniformes, algo grumosas, quebradizas y
altamente uniformes, grumosas, aspecto seco, rigidas,
adherentes a la ligeramente adherentes a la altamente altamente
placa. himedas, placa. adherentes a la | adherentes a la
altamente placa. placa.
adherentes a la
placa

En la Figura 10 se pueden observar las peliculas de zeina de maiz criollo azul A:
(0% glicerol), B: (10% glicerol), C: (20% glicerol), D: (5% glicerol) y E: (15%

glicerol) con las caracteristicas mencionadas en el Cuadro 9.

Figura 10 Peliculas de zeina mixta: X:
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8.3 Caracterizacion por FT-IR de las peliculas

La caracterizacion de las peliculas se realizé por grupos mediante espectroscopia

FT-IR y se obtuvieron los siguientes espectros (Figuras 11-30):

= Peliculas de fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul: X

% Transmittance
-
T

LI T T T T U T T T T T T T T I T T S S T T T S S T T T S S T S T S T (T S S S L T R S N L S R T B S I I IR A I IR [
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 600 4
WWavenurmber

Figura 11 Espectro FT-IR pelicula A
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Figura 12 Espectro FT-IR pelicula B
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Figura 13 Espectro FT-IR pelicula C
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Figura 14 Espectro FT-IR pelicula D
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Figura 15 Espectro FT-IR pelicula E
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Peliculas de zeina comercial: X'
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Figura 16 Espectro FT-IR pelicula A'
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Figura 17 Espectro FT-IR pelicula B'
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Figura 20 Espectro FT-IR pelicula E'
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A"

Peliculas de zeina comercial, vertidas a bafo maria: X"
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Figura 21 Espectro FT-IR pelicula A"
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Figura 22 Espectro FT-IR pelicula B"
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Figura 25 Espectro FT-IR pelicula E"
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Peliculas de zeina mixta (comercial y maiz criollo azul), vertidas a bafio

maria: X:
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Figura 26 Espectro FT-IR pelicula A:

Y Transmittance

LI T L T T T T T T T S I T T T T T S T T S LT T T T T T R T N O R B S I BRI IR I o i [
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 X200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 4
YWWavenurmber

Figura 27 Espectro FT-IR pelicula B:
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Figura 29 Espectro FT-IR pelicula D:
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Figura 30 Espectro FT-IR pelicula E:
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Los espectros FT-IR mostrados anteriormente muestran un patron similar en los
picos obtenidos, en las peliculas obtenidas a partir de las fracciones minoritarias
de zeina de maiz criollo azul (peliculas de fracciones B-, y-, 8-zeinas y peliculas
mixtas) como para las peliculas de zeina comercial el plastificante se une de
manera similar en todas. En este estudio se observan claramente definidos un
pico ancho en la regién cercana a 3400 cm™ y un pico agudo en 1650 cm
aproximadamente en todos los espectros de las peliculas de zeina elaboradas, en
algunos de los espectros aparece también, aunque no muy definido un pico en la
region entre 1520-1560 cm™.

De los picos observados, los de la regiéon aproximada a 3400 cm! corresponden a
enlaces O-H pues de acuerdo con Pretsch (et al., 1988) este tipo de enlaces

aparecen en el espectro IR en la regién comprendida entre 3200 a 3600 cm™.

De acuerdo con Yang (et al., 2017) la espectroscopia FT-IR se ha utilizado con
frecuencia para investigar la estructura basica, la compatibilidad entre los
componentes y las interacciones de segundo orden, como los enlaces de
hidrogeno, las interacciones electrostaticas del material, ellos observaron dos
picos agudos bien definidos a 1655 y 1534 cm™ para zeina, los cuales atribuyeron
a la vibracion de estiramiento de C=0 de la amida primaria (primer pico), mientras

que el dltimo a la vibracion de flexion N-H.

De los resultados anteriores, puede decirse que en las peliculas obtenidas existe
la presencia de enlaces entre oxigeno e hidrogeno, y enlaces peptidicos ya que en
el espectro FT-IR a estos ultimos los identifica de manera similar a la estructura de

amidas primarias.

8.4 Analisis por Espectroscopia Raman de las peliculas

Las peliculas se analizaron por espectroscopia Raman, los espectros obtenidos se
muestran a continuaciéon en las Figuras 31 a la 35, por concentracion de glicerol

utilizada para los diferentes grupos de peliculas elaboradas.
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Figura 31 Espectros Raman para las peliculas formadas sin adicionar glicerol
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Figura 32 Espectros Raman para las peliculas formadas adicionando 5% de glicerol
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Figura 33 Espectros Raman para las peliculas formadas adicionando 10% de glicerol
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Figura 34 Espectros Raman para las peliculas formadas adicionando 15% de glicerol
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Peliculas glicerol 20%
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Figura 35 Espectros Raman para las peliculas formadas adicionando 20% de glicerol

Las peliculas de las fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul fueron
mas intensas que las peliculas de zeina comercial, por ello la necesidad de utilizar
un filtro 0.2 que divide entre cien la intensidad. Conforme a la adicion de
plastificante (glicerol) para las peliculas de zeina mixta, estas mostraron una
disminucién de su intensidad.

Para el espectro de la pelicula D" (5% de glicerol, peliculas de zeina comercial a
bafio maria) el pico caracteristico de las mediciones con espectroscopia Raman

se muestra muy evidente en la regiéon 1000 cm-! aproximadamente.

8.5 Evaluacion de peliculas por microscopia

Mediante microscopia Optica se evaluo a las caracteristicas de las peliculas, en las
siguientes imagenes (Figuras 36-55) se muestran las microfotografias obtenidas

de los diferentes grupos de peliculas:
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Peliculas de fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul: X

B CPETAR

Figura 37 Microfotografia a 10x de la pelicula B

Figura 38 Microfotografia a 10x de la pelicula C

Figura 39 Microfotografia a 10x de la pelicula D

Figura 40 Microfotografia a 10x de la pelicula E
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Peliculas de zeina comercial: X'

Figura 45 Microfotografia a 10x de la pelicula E'
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Peliculas de zeina comercial, vertidas a bafio maria: X"

Figura 46 Microfotografia a 10x de la pelicula A"

Figura 47 Microfotografia a 10x de la pelicula B"

Figura 48 Microfotografia a 10x de la pelicula C"

Figura 49 Microfotografia a 10x de la pelicula D"

Figura 50 Microfotografia a 10x de la pelicula E"
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Peliculas de zeina mixta (comercial y maiz criollo azul), vertidas a bafio

maria: X:

Figura 55 Microfotografia a 10x de la pelicula E:
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En general para todos los grupos de peliculas las distintas concentraciones de

glicerol utilizadas para la formacion de estas originaron diferencias notorias con

microscopia, pero no habian sido muy evidentes a simple vista. En el Cuadro 10

se describen las caracteristicas particulares de cada pelicula.

Cuadro 10 Caracteristicas microscopicas de las peliculas de acuerdo con su

concentracion de plastificante

0% glicerol | 10% glicerol | 20% glicerol | 5% glicerol | 15% glicerol
Peliculas | A B C D E
de Estructura Estructura Bastante Estructura Estructura
fracciones | fina, con muy fina, aglomeracion | finay fina con
minoritaria | algunas algunas en la pelicula, | bastante aglomeracion
s de zeina | aglomeracion | regiones de pero con uniforme en es pequefias
demaiz | esdela la pelicula estructura toda la en la pelicula.
criollo proteina aglomeradas. | fina. pelicula.
azul: X ligeras.
Peliculas | A’ B' c D' E'
de zeina | Burbujas de Estructura Estructura no | Estructura no | Burbujas de
comercial: | aire de fina, muy muy fina pero | muy fina pero | aire grandes
X' diferentes uniforme. uniforme. uniforme, con | presentes en
tamafios por burbujas muy | toda la
toda la pequefias de | superficie de
superficie de aire en la la pelicula.
la pelicula. superficie.
A" B" c" D" E”
Sl Estructura Estructura Estructura Estructura Estructura
e DI lisay lisay lisay lisay lisay
com.ercial, uniforme en uniforme en uniforme en uniforme en uniforme en
vert|d~as a toda la toda la toda la toda la toda la
ba}mo _ pelicula. Sin | pelicula. Sin | pelicula. Sin | pelicula. Sin | pelicula. Sin
Ui burbujas de burbujas de burbujas de burbujas de burbujas de
aire. aire aire aire aire
Peliculas | A: B: C: D: E:
de zeina | Estructura Estructura Aglomeracion | Estructura Aglomeracion
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mixta uniforme en con es grandes con es muy
(comercial | la pelicula, aglomeracion | en algunas aglomeracion | pequefias en
y maiz sin burbujas | es grandes partes de la es medianas | toda la
criollo de aire, en algunas pelicula. a pequefias pelicula, pero
azul), algunas zonas de la por toda la estructura
vertidas a | aglomeracion | pelicula, sin pelicula. uniforme.
bafio es pequefias | burbujas de
maria: X: | observables. | aire.

Las peliculas formadas con las fracciones minoritarias de zeina mostraron una
superficie rugosa con algunas partes lisas y coloracion morada bajo el microscopio

optico.

Mediante microscopia Optica, las peliculas formadas con zeina comercial
mostraron la incorporacién de burbujas de aire en su superficie, ademas de

rugosidad en la misma.

Las peliculas de zeina comercial pero vertidas a bafio maria durante su formacion
se observaron con una superficie muy lisa, sin incorporar burbujas de aire y una

estructura bastante uniforme.

La mayoria de las peliculas de zeina mixta mostraron dos zonas, posiblemente por
la diferencia de solubilidad en alcohol de los zeinas que la conforman (comercial y
de maiz azul) una zona es mas lisa y sobre esta una parte mas rugosa, esto se

evidencio por microscopia éptica.
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IX. CONCLUSIONES

En primer lugar, la obtencion de las fracciones minoritarias de zeina (B-, y-, y ©-
zeinas) de maiz criollo azul tienen un rendimiento bajo en comparacion con la
obtencién de la fraccion a-zeina, pero el extracto de las fracciones minoritarias se

encuentra junto con la coloracion del maiz del cual se obtuvieron.

En un segundo lugar, se observd que las peliculas elaboradas a partir de las
fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul son altamente adheribles al
sustrato de formacion a comparacion de las peliculas de zeina comercial, esto

puede deberse a sus interacciones con el material.

En tercer lugar, se notd que las peliculas elaboradas con zeina comercial cambian
sus propiedades fisicas segun la temperatura de vertido a la placa, asi mismo,

mejoran su textura si son vertidas a bafio maria.

En cuarto lugar, la caracterizacion por espectroscopia FT-IR muestra similitudes
para todos los tipos de peliculas elaboradas, existen enlaces oxigeno- hidrégeno

en las peliculas y enlaces peptidicos que se mostraron en este analisis.

En quinto lugar, del andlisis por espectroscopia Raman se concluye que las
peliculas formadas con las fracciones minoritarias de zeina de maiz criollo azul
son mas intensas debido a la coloracibn que presentan, ademas que la
formulacion de la pelicula D" presenta interacciones diferentes a las demas

peliculas con la luz del espectro.

En sexto lugar, se observd que los cambios en la estructura de las peliculas de
zeina, con diferentes concentraciones de plastificante, pueden no ser evidentes a
simple vista en todos los casos, pero mediante microscopia Optica se aprecia que

la uniformidad estructural de la pelicula esta modificada.
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X.  SUGERENCIAS

Debido a que las peliculas elaboradas a partir de fracciones minoritarias de zeina
de maiz criollo azul y de zeina mixta presentan una gran adherencia por el
sustrato de formacion, permite decir que se puede usar para elaborar

recubrimientos.

Las peliculas de zeina comercial tienen un acabado mas liso cuando se vierten en
la placa a bafio maria, en comparacion con las vertidas a temperatura ambiente.
Ademas de que se favorece la velocidad de evaporacién del alcohol utilizado
como disolvente, razon por la cual se recomienda como modificacién en el método

para formacion de peliculas de zeina.

Se requieren estudios de toxicidad para evaluar si las peliculas son seguras para
Su ingesta, debido a los reactivos utilizados durante la extraccion de las fracciones

de zeina.

Finalmente, la eleccion de una pelicula dependera del tipo de alimento que se

desee recubrir y las caracteristicas finales que se pretendan obtener.
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