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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la estabilidad a la oxidacién de aceite de pescado adicionado con catequina a través de
un envase activo compatibilizado de polietileno de baja densidad.

Objetivos Especificos

Elaborar peliculas compatibilizadas de Polietileno de Baja Densidad (PEBD).
Evaluar el efecto de la compatibilizacién y concentracibn de catequina de las peliculas
desarrolladas en la estabilidad a la oxidacion de aceite de pescado durante su almacenamiento

en diferentes temperaturas.

Evaluar la actividad antioxidante de las peliculas de catequina mediante técnicas de
estabilizacién de radicales libres.
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RESUMEN

La oxidacion de lipidos es la principal causa de deterioro de alimentos que contienen grasas y
aceites, desarrollando sabores, olores y colores indeseables resultando en un producto con
escasa aceptacion. Para este tipo de productos, los sistemas de envases activos antioxidantes
pueden ser una opcidn para la estabilizacion de radicales libres. Entre los antioxidantes
naturales con potencial aplicacion en estos sistemas, se tiene al flavonoide Galato de
Epigalocatequina (GEGC) que se puede encontrar en el té verde, té negro, uva, manzana,
granada, entre otros. Debido a que este tipo de antioxidante es de naturaleza polar, a diferencia
de los materiales en los que se incorporan como el PEBD, se requiere evaluar el uso de
compuestos que mejoren la miscibilidad entre componentes de diferente naturaleza quimica,
como los agentes compatibilizantes. Con base en lo anterior, en el presente estudio se
elaboraron peliculas de PEBD adicionadas con GEGC, en dos concentraciones (1 y 3%) y un
agente compatibilizante (PEBD injertado con anhidrido maléico). Se evalud el efecto de las
peliculas elaboradas en la estabilidad a la oxidacibn de aceite de pescado durante su
almacenamiento a 4 y 25°C, mediante la determinacion de Dienos Conjugados (DC), indice de
Peroxidos (IP) y Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbittrico (TBARS). Asimismo, se determind
la actividad antioxidante de las peliculas mediante técnicas de estabilizacion de radicales libres
usando la prueba del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y la prueba del radical 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS). De acuerdo a los resultados obtenidos,
durante el almacenamiento a 4°C se encontr6 una menor oxidacion en el aceite en contacto con
las peliculas incorporadas con GEGC vy libres de compatibilizante, mientras que a 25°C no se
encontré un efecto estabilizante respecto al tratamiento control, aunque fue mejor que el
Butilhidroxitolueno (BHT) usado como antioxidante de referencia. Respecto a la evaluacion de
la actividad antioxidante, tanto DPPH como ABTS indicaron que las peliculas con GEGC, cony
sin compatibilizar, presentaron una mayor actividad antioxidante (19.96% - 71.52%) respecto a
las peliculas con el antioxidante de referencia (6.90% — 17.19%). De acuerdo a los resultados
obtenidos la incorporacion de GEGC a envases activos antioxidantes pudiera brindar una
alternativa de incorporacion de antioxidantes a alimentos aunque se requiere continuar
caracterizando su efecto en la oxidacion lipidica de alimentos con diferente contenido de lipidos

y conservados bajo diferentes condiciones de almacenamiento.
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INTRODUCCION

Al trabajar con alimentos que tienen un contenido significativo de lipidos, se puede llegar a
presentar la oxidacién o rancidez oxidativa, la cual es un problema que afecta la calidad del
producto. Durante este proceso de deterioro se produce una descomposicion de los lipidos lo
que a su vez genera una pérdida de vida de anaquel, palatabilidad, funcionalidad y calidad
nutricional del alimento, ademas existe un riesgo potencial de que se produzcan compuestos
téxicos (Mildner y col., 2009). El resultado final de este proceso de deterioro quimico es un
producto alimenticio con menos aceptacién o inaceptable por el consumidor. Por lo tanto, la
oxidacién debe controlarse y retardarse el mayor tiempo posible, primordialmente en aquellos
alimentos con alto contenido graso, pues ademas de poder llegar a generar un riesgo a la salud,

genera pérdidas econdmicas asi como desechos alimenticios.

Entre los alimentos mas susceptibles a la oxidacion se encuentran los aceites vegetales
y los de origen marino, especialmente los ultimos por su alto contenido de acidos grasos
insaturados (Ni Eidhin y col., 2003).

Entre las herramientas mas utilizadas para controlar la oxidacion lipidica se encuentran
los antioxidantes, sustancias que pueden retardar el inicio o reducir la velocidad de oxidacion de
las sustancias autooxidables, como los lipidos de alimentos (Wessling y col., 2000). Existen
cientos de compuestos, naturales y sintéticos, con propiedades antioxidantes; y si bien la
mayoria de los antioxidantes comerciales actuales son sintéticos, las recientes preocupaciones
por parte del consumidor con respecto al uso de sustancias quimicas seguras han originado un
creciente interés en el uso de antioxidantes naturales (Akoh y Min, 2002). Entre los
antioxidantes naturales se tiene el flavonoide GEGC que se puede encontrar en fuentes como el
té verde, té negro, uva, manzana, granada, entre otros y que en diferentes estudios se ha
relacionado con una elevada actividad antioxidante (Pollorena, 2012). Cervantes y col. (2010)
evaluaron la actividad antioxidante en manzanas y la relacionaron con su contenido de

compuestos fendlicos como el &cido caféico, procianidinas y catequinas.

La incorporacion de los antioxidantes en alimentos puede realizarse, entre otros, en el
sistema de envasado, obteniendo asi una de las tecnologias mas recientes e innovadoras en la

conservaciéon de alimentos, el envasado activo, donde el envase, mas alla de cumplir sus
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funciones bésicas de contencién y proteccion, juega un papel dinamico en la preservacion del
alimento. Legislaciones de la Unidon Europea (1935/2004/CE y 2009/450/CE) consideran
materiales activos a los "materiales y articulos que pretenden extender la vida util y mejorar la
condicion de empaquetado del alimento" por la incorporacion decidida de componentes
liberados que absorben sustancias en o desde el envase de alimentos (Lopez de Dicastillo y
col., 2010).

Debido a que este tipo de antioxidante es de naturaleza polar, a diferencia de los
materiales en los que se incorporan como el PEBD, se requiere evaluar el uso de compuestos
que mejoren la miscibilidad entre componentes de diferente naturaleza quimica, como los
agentes compatibilizantes que se caracterizan por poseer en su estructura una porcién polar y
otra apolar que permite la interaccién entre componentes de diferente naturaleza quimica
(Wessling y col., 2000).

Para evaluar el efecto antioxidante de un sistema de envasado activo se deben realizar
pruebas especificas para cada alimento que se desee envasar, pero debido a la compleja
composicion de muchos alimentos, esto no siempre puede hacerse. En su lugar, se emplean
agentes que simulen a los alimentos, frecuentemente liquidos, que son mas faciimente
analizados y preparados en forma reproducible (Wessling y col., 2000). En este trabajo se utiliza
aceite de pescado como modelo alimenticio, que ademas de ser un alimento relativamente

simple es altamente susceptible a la oxidacion.

Las pruebas para evaluar el efecto antioxidante en alimentos pueden clasificarse en dos
grupos: andlisis para evaluar la oxidaciéon lipidica y andlisis para medir la capacidad de
secuestrar radicales libres, también denominada actividad antioxidante. En la primera de éstas
se emplea un sustrato lipidico bajo condiciones controladas y se evalla el grado de inhibicion
de la oxidacién, mediante métodos como DC, IP y TBARS. El segundo grupo, incluye técnicas
como DPPH y ABTS que evallan la capacidad antioxidante para estabilizar radicales libres,
monitoreando la inhibicion de la oxidacion de un sustrato adecuado. Después de que el sustrato
se oxida bajo condiciones estandar se mide por métodos quimicos, instrumentales o
sensoriales; en el caso de las técnicas de DPPH y ABTS, se evalGa por espectrofotometria
(Sanchez, 2002).
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Con base en lo anterior, en el presente trabajo se plante6 determinar el efecto
antioxidante de peliculas compatibilizadas de PEBD conteniendo GEGC, evaluando la
estabilidad a la oxidacion de aceite de pescado en contacto con la pelicula antioxidante durante
su almacenamiento a diferentes temperaturas (4 y 25°C). Adicionalmente, se evalu6 la
capacidad antioxidante de las peliculas obtenidas mediante técnicas de estabilizacion de
radicales libres.

Cabe mencionar que este trabajo es parte del megaproyecto de investigacién “Cinética
de difusién de catequina en peliculas de polietileno compatibilizadas para actividad antioxidante
y antimicrobiana” (Proyecto No. 105235, Fondo SEP-CONACYT CB-2008-01), que contempla
el desarrollo de sistemas de envasado activo de liberacion de agentes antimicrobianos y
antioxidantes con la finalidad de contribuir a la preservacion de productos de origen marino,

sector de destacada importancia econémica en nuestra region.
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ANTECEDENTES

Oxidacion Lipidica

La oxidacion lipidica es la principal causa de deterioro de muchos alimentos que contienen
grasas y aceites, desarrollando sabores, olores y colores indeseables resultando en un producto

con escasa aceptacion (Farkas y col., 1997).

La rancidez de las grasas producida por la oxidacion lipidica ocurre por varios
mecanismos, los cuales incluyen la lipdlisis (rancidez hidrolitica) y la autooxidacion (rancidez
oxidativa); la primera se debe basicamente a la accidén de las lipasas que liberan acidos grasos
de los triacilglicéridos, mientras que la segunda se refiere a la accion del oxigeno o de las
lipooxigenasas sobre las insaturaciones de los acidos grasos. Existe una tercera forma de
deterioro que se produce por un fendmeno llamada reversion, cuyo mecanismo es poco
conocido; a pesar de que se presenta en algunos lipidos cuando se almacenan en ciertas

condiciones, tiene menos importancia que los dos anteriores (Badui, 2006).

La principal via de oxidacion lipidica en alimentos es la autooxidacion que implica un
mecanismo de radicales libres, el cual incluye tres fases: iniciacion, propagacion y terminacion
(Farkas y col., 1997) (Figura 1).

Iniciacion RH —* R+ H Radical libre
FPropagacian R + O, —  ROO Radical hidroperdxida
ROO + RH ———————» R+ ROOH Hidroperdxido
Terminacion R + R ——+ RR Compuestos muy estables
R + ROO° — » ROOR
ROO + ROOR+ 4, ROOR + 0,
RO + R’ ———————+ ROR
2RO + 2ROO° — + 2RO0OR + 0y

Figura 1. Mecanismo de oxidacion de lipidos (Badui, 2006).
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La iniciacion puede comenzar por accion de la luz, el calor o iones metalicos para formar
radicales libres, lo cual se debe a la presencia de un &tomo de hidrégeno altamente reactivo por
influencia de los dobles enlaces de una molécula o fraccién de acido graso; esto hace que la
energia de un fotén sea suficiente para producir un radical (R*®) al actuar sobre uno de los
hidrégenos. El radical libre alquilo resultante reacciona con oxigeno atmosférico para formar un
radical libre peréxido inestable, que a su vez sustrae un atomo de hidrégeno de otro acido graso
insaturado para formar un hidroperéxido y un nuevo radical libre alcali. Este radical libre inicia
mas oxidaciones y contribuye a la reaccién en cadena o propagacion que podria ser finalizada
en la formacion de productos mas estables resultado de la combinacién de dos especies de
radicales (Akoh y Min, 2002).

En las reacciones de propagacion, los radicales libres son convertidos en otros
radicales. Por lo tanto, una caracteristica general de los radicales libres es que proceden de la
reaccion en cadena, es decir, un radical genera otro y asi sucesivamente. Asi, la formacion
inicial de un radical es responsable de las innumerables transformaciones quimicas de las
moléculas. De hecho, la propagacion de los radicales libres en el proceso de oxidacion se
produce por las reacciones en cadena que consumen el oxigeno y la produccion de nuevos

radicales libres o para la formacion de peroxidos (Madhaviy col., 1996).

En la etapa de terminacion hay una reduccién en la cantidad de lipidos insaturados y las
especies radicales reaccionan entre si formando un compuesto no radical mas estable. A esto
se le llama reacciones de terminacion que da lugar a la interrupcion de la secuencia repetitiva

de las reacciones de propagacion (Figura 2) (Cruz y Gastélum, 2011).
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Figura 2. Fases de la oxidacion lipidica (Wessling, 2000).

Efecto de los Acidos Grasos Omega-3 de Origen Marino en la Salud y Nutricion

El aceite de pescado se caracteriza por su elevado contenido de acidos grasos poliinsaturados
incluyendo el Acido Docosahexandico (DHA) y Acido Eicosapentanéico (EPA). Estos

compuestos pueden representar hasta un 25% del contenido total de acidos grasos en este tipo

de aceites (Bimbo, 1989) haciéndolos muy susceptibles a la oxidacion.

Dado que en numerosos estudios el consumo de estos acidos grasos ha sido
relacionado con beneficios en la salud (Watkins y col., 1996) resulta de especial importancia

retardar su deterioro por autooxidacion mediante el empleo de sustancias antioxidantes.

Hoy en dia, existen numerosos estudios donde se ha comprobado que los aceites de
pescado representan alimentos de muy alta calidad nutricional, debido a que aportan acidos
grasos w-3 (EPA y DHA). Algunos de los beneficios de consumir estos acidos grasos w-3 han

sido asociados con la reduccién en el riesgo de enfermedades cardiovasculares y

enfermedades inflamatorias (Ni Eidhin y col., 2003).
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Los beneficios a la salud y nutricionales derivados del consumo de &cidos grasos
omega-3 de origen marino estan soélidamente demostrados en la literatura cientifica y su
consumo es fuertemente recomendado por las autoridades de salud y nutricion en todo el
mundo, como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO, por sus siglas en inglés). El beneficio del consumo de EPA se asocia principalmente con
la proteccion de la salud cardiovascular, principal causa de muerte en el mundo occidental. El
consumo diario de EPA disminuye los triglicéridos y el colesterol sanguineo, ambos son un
determinante importante de riesgo cardiovascular. EI EPA, ademas, baja la presién vascular y

tiene efectos antitrombéticos y antiinflamatorios (Valenzuela y Sanhueza, 2009).

Recientemente, se ha demostrado que el consumo de EPA ejerce un efecto protector
sobre las arritmias cardiacas, que son una de las principales causas de infarto al miocardio. La
Figura 3 resume los beneficios biolégicos derivados del consumo de EPA (Valenzuela y
Sanhueza, 2009).

Efecto hipotrigliceridémico
A nivel de LDL y VLDL

Efecto hipocolesterolémico
Aumento de eflujo biliar y del
transporte reverso de colesterol

Efecto antitrombotico
Formacion de eicosanoides de la serie 3

Efecto antiinflamatorio
Formacion de leucotrienos de la serie 5

Efecto hipotensor
Relajacion de musculatura vascular

Figura 3. Beneficios derivados del consumo de acido eicosapentandico (EPA)

en la salud cardiovascular (Valenzuela y Sanhueza, 2009).
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El consumo de DHA es fundamental para la formacién y funcién del sistema nervioso y
visual de los humanos y mamiferos en general, ya que permite el trabajo neuronal,
particularmente en las funciones de aprendizaje y de memorizacién, con lo cual el DHA esta
muy vinculado con el desarrollo de la inteligencia de las personas. La Figura 4 resume los
beneficios derivados del consumo de DHA (Valenzuela y Sanhueza, 2009).

Aumenta la fluidez de las membranas
neuronales, gliales, de conos y bastoncitos
/_> Disminuye la apoptdsis neuronal

DHA 2 Facilita el reciclaje de neurotransmisores

Regula la expresion de enzimas involucradas
en el metabolismo de lipidos comao ligando
de PPARs

Disminuye la resistencia a la insulina en los

tejidos periféricos (musculary adiposo)

Figura 4. Beneficios derivados del consumo de acido docosahexandico (DHA)

en la funcién del sistema nervioso y visual (Valenzuela y Sanhueza, 2009).

Las recomendaciones de consumo de EPA y DHA aun no estan del todo establecidas ya
gue en diferentes paises se han estimado cantidades distintas. Sin embargo, FAO/OMS

recomiendan un consumo diario de al menos 500 mg/dia de EPA + DHA en los adultos
(Valenzuela y Sanhueza, 2009).
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Antioxidantes

Un antioxidante, es una molécula capaz de retardar la oxidacion de otras moléculas (Castafieda
y col., 2008). De acuerdo a la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos
(FDA, por sus siglas en inglés), los antioxidantes son sustancias utilizadas para preservar el
alimento retardando su deterioro, rancidez o decoloracion debido a la oxidacion. Estas
sustancias pueden encontrarse naturalmente en los alimentos, pero pueden también ser
afadidos intencionalmente a los productos durante el procesamiento. Su papel no es mejorar la
calidad de los alimentos, sino mantener la calidad de los mismos e incrementar su vida de
anaquel (Castillo, 2010).

La eficacia de los antioxidantes depende de su reactividad quimica (como aceptores de
radicales o como quelantes de metales), su potencial de redox, sus interacciones con otros
componentes del alimento, las condiciones del entorno (pH, concentracién) y la localizacién

fisica del antioxidante en diferentes sistemas alimentarios (Choe y Min, 2009).

Los antioxidantes contienen uno o més grupos hidroxilo que acttan en la iniciacion y
propagacion de la oxidacion al ceder un a&tomo de hidrégeno a los radicales &cido graso (R®)y

a los hidroperoxidos (ROO?®), restaurando el &cido (RH) y el hidroperéxido (ROOH) (Figura 5).

—CH;— CH=CH—CH,—
~CH,—CH EH— T
o 'I-I Acido graso
F1
@]
—CH;—CH=CH,
o i HO oH—"" '@
v (o)
CH, — CH=CH—CH — S T
R — CH; — CH=CH — CH —
Antioxidante Hidroperoxido

Figura 5. Mecanismo de accion antioxidante sobre radicales (Badui, 2006).
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De acuerdo a su mecanismo de accion, los antioxidantes son de dos tipos: primarios
(interruptores de cadena) y secundarios (preventivos o sinergistas). Los antioxidantes primarios
terminan la reaccion en cadena de radicales libres al donar hidroégenos o electrones ya sea a los
radicales libres &cido graso R® en la fase de iniciacion de la autooxidacion regenerando asi la
molécula de acido graso RH o a los radicales peréxido ROO® en la fase de propagacion antes
de que reaccionen con otra molécula de acido graso y el ciclo se repita; estos antioxidantes son
efectivos a concentraciones muy bajas y a concentraciones altas pueden actuar como
prooxidantes. Los antioxidantes secundarios son compuestos que retardan la velocidad de
iniciacion de la reaccién en cadena por varios mecanismos: guelando metales, absorbiendo
oxigeno, descomponiendo hidroperoxidos a productos no radicales, absorbiendo la luz UV,
desactivando al oxigeno singulete y/o regenerando antioxidantes primarios; por lo general
necesitan la presencia de un antioxidante primario para su efecto (Choe y Min, 2009).

Los antioxidantes deben satisfacer varios requisitos antes de ser aceptados para su
incorporaciéon en alimentos. El antioxidante debe ser barato, no téxico, efectivo a
concentraciones bajas, estable a procesamiento térmico, no debe impartir color, olor ni sabor,
debe ser soluble en grasas, debe ser efectivo al menos un afio a temperaturas de 25-30°C y
debe incorporarse facilmente (Akoh y Min, 2002).

Antioxidantes Sintéticos

Los antioxidantes mas comunmente empleados en la industria alimentaria son los sintéticos
debido a que son mas efectivos y econémicos que los antioxidantes naturales. Entre los
antioxidantes sintéticos mas comunes aprobados para su uso en alimentos se encuentran los
compuestos fendlicos BHT, Butilidroxianisol (BHA), Terbutilidroxiquinona (TBHQ) y el Galato de
Propilo (GP) (Figura 6). Los compuestos fendlicos representan algunos de los antioxidantes
mas antiguos y mas frecuentemente utilizados en alimentos y las diferencias en su actividad
antioxidante son debidas a las variaciones en sus estructuras que directamente influencian sus

propiedades fisicas como volatilidad, solubilidad y estabilidad térmica (Choe y Min, 2009).
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OCH, CH,
Butilhidroxianisol (BHA) Butilhidroxitolueno (BHT)
OH OH
HO OH C(CH,),
COOCH, OH
Galato de Propilo (GP)  Terbutilhidroxiguinona (TBHQ)

Figura 6. Estructuras de antioxidantes sintéticos comunmente utilizados en alimentos
(Akoh y Min, 2008).

Los fenoles en los que el anillo aromatico contiene grupos alquilo (fenoles impedidos)
son antioxidantes extremadamente efectivos. Los antioxidantes sintéticos son propiamente
donadores de protones, no detienen la formacién de los radicales, si no que reaccionan con
ellos, los estabilizan y producen radicales del antioxidante menos activos; es decir, se
consumen la reaccion y, por lo tanto, la estabilidad del lipido siempre va a depender de la
cantidad residual del antioxidante (Badui, 2006).

Las caracteristicas del alimento determinan la seleccion del antioxidante a utilizar, por
ejemplo, el BHT es uno de los méas antiguos y posee un costo relativamente bajo. Tiene una
apariencia de un polvo blanco cristalino, liposoluble menos estable que el BHA a
procesamientos y a altas temperaturas se volatiliza. Se emplea en productos bajos en grasas,
productos marinos, materiales de envase, parafina y aceites minerales; actlia mejor en grasas
animales que en vegetales y no es muy activo en aceites vegetales refinados. Comunmente se
emplea en combinacion con otros antioxidantes como el BHA, el GP y el &cido citrico para

estabilizar aceites y alimentos altos en grasa (Akoh y Min, 2002; Badui, 2006).
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El BHA es un sélido blanco y ceroso, que contiene un solo hidroxilo al igual que el BHT,
es hidrofobico y muy lipofilico; es efectivo para prevenir la oxidacién de grasas animales y
pigmentos liposolubles, pero inefectivo para las grasas vegetales. Es estable al horneado pero
en el freido se volatiza y desprende olores fendlicos; cominmente se adiciona a los materiales
de envase (Akoh y Min, 2002; Badui, 2006).

El TBHQ es un polvo beige cristalino, por presentar dos grupos hidroxilos es un poco
mas hidrosoluble que los anteriores y es el antioxidante mas efectivo para los aceites
insaturados (soya, canola, algodon, cartamo) y los usados en frituras, también se emplea en la
confiteria. Muestra un excelente sinergismo con el acido citrico en aceites vegetales. El uso del
TBHQ en alimentos no estad permitido en Canada ni en la Comunidad Econémica Europea

debido a falta de informacién adecuada sobre su toxicologia (Akoh y Min, 2002; Badui, 2006).

El GP es un polvo blanco cristalino que por contener tres hidroxilos es mas hidrosoluble
gque los antioxidantes antes mencionados. Son inestables a temperaturas mayores de 180°C,
por lo que no se recomienda su uso en aceites de fritura ni en productos horneados. Se
emplean en conjunto con BHT y BHA para reforzar la actividad de los ultimos. Sin embargo, en
ciertas ocasiones pueden llegar a formar complejos coloridos en presencia de iones metalicos
(principalmente hierro y cobre), afectando la apariencia del producto (Akoh y Min, 2002; Badui,
2006).

La adicion de antioxidantes sintéticos directamente en un alimento esta regulada por
agencias gubernamentales, y generalmente esta limitada a 200 ppm de peso graso cuando se
emplea una mezcla de antioxidantes, y en el caso de utilizarse uno solo, por ejemplo BHT, no
debe exceder 100 ppm (Akoh y Min, 2008; Wessling, 2000).

Antioxidantes Naturales

Los antioxidantes sintéticos han demostrado ser efectivos al prevenir la oxidacion en los
alimentos, sin embargo, los consumidores muestran en la actualidad una preocupacién cada
vez mayor sobre la seguridad de sus alimentos y sobre sus efectos potenciales de aditivos

sintéticos en su salud. A pesar de su eficacia superior, menor costo y alta estabilidad, la
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sospecha de que estos compuestos puedan actuar como promotores de la carcinogenicidad ha
llevado a un decremento en su uso. Esto aunado al hecho de que la sintesis de novedosos
antioxidantes para su uso en alimentos se ve limitada debido a los crecientes costos de
investigacion y a los asociados al aseguramiento de su inocuidad y al tiempo requerido para
obtener aprobacion regulatoria como aditivos, lo cual ha llevado a la industria a considerar
materiales naturales como fuente de antioxidantes novedosos (Akoh y Min, 2002).

Una amplia investigacion se ha dedicado en los ultimos afios a la identificacion de
antioxidantes a partir de varias fuentes naturales. Los antioxidantes naturales mas utilizados
comercialmente en alimentos son los tocoferoles, compuestos monofendlicos que presentan
alta solubilidad en aceites, siendo los antioxidantes mas importantes presentes naturalmente en
aceites y grasas comestibles. Entre los tocoferoles, el de mayor importancia es el a-tocoferol,

gque es la forma mas activa de la vitamina E.

El acido ascérbico o vitamina C se encuentra en la naturaleza como componente de
tejidos de plantas y es producido sintéticamente en grandes cantidades. El acido ascorbico es
atractivo como antioxidante debido a que tiene estatus Generalmente Reconocido Como
Seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) y no tiene limite en uso, al igual que el tocoferol. En los
alimentos, el acido ascérbico es un antioxidante secundario con mdltiples funciones: absorbe
oxigeno, cambia el potencial redox de los sistemas alimentarios reduciendo el rango, actiua

sinergisticamente con quelantes y regenera antioxidantes primarios (Akoh y Min, 2002).

Adicionalmente, existen compuestos fendlicos presentes en fuentes vegetales
denominados catequinas, que son flavonoides que en afos recientes han atraido la atencién
en relacién a su papel fisiol6gico como agentes antimutagénicos y antitumorigenos. Ademas,
han sido reconocidos como antioxidantes eficientes. Su mecanismo de accién propuesto es que
actlan atrapando radicales de oxigeno y quelando iones metdlicos. Su actividad antioxidante en
sistemas modelo de pescado ha sido comparada a la de otros antioxidantes sintéticos y
naturales. Los resultados sugieren que sus propiedades antioxidantes se deben a su capacidad
de quelar fierro. La amplia hidroxilacién de los flavonoides fue también importante para explicar

su eficacia (Castillo, 2010).

Algunos ejemplos de estudios donde se han empleado catequinas como antioxidantes

es el estudio realizado por Nieto y col. (1993) donde se comparo el efecto antioxidante de seis
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flavonoides comerciales respecto al efecto de a-tocoferol, BHT y BHA, en la oxidacion de aceite
de sardina a 60°C, mostrando tres de ellos, incluyendo la catequina, un fuerte efecto
antioxidante, mayor a los antioxidantes de referencia. En un estudio realizado por Roeding-
Penman y Gordon (1997) se evalud el efecto antioxidante de un extracto de té y BHT en
emulsiones de aceite en agua durante su almacenamiento a 30°C por 40 dias y se encontro que
el antioxidante natural mostr6 una actividad similar a la del BHT. Asimismo, en un estudio
realizado por Mildner y col. (2009), los compuestos fendlicos del extracto de té verde mostraron
actividad antioxidante (evaluada por DPPH) elevada (mayor a BHT) al adicionarse a galletas
almacenadas a 60°C, ademas de que un extracto de té verde al 1% mostré un efecto excelente
para inhibir la formacion de hidroperéxidos en la fraccion lipidica de galletas, comparado con
BHA 0.02% (47-73% vs 16-60% de inhibicién).

Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales que protegen al organismo
del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental,
sustancias quimicas presentes en alimentos, entre otros. El organismo humano no puede
producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la
alimentacién o en forma de suplementos. Estan ampliamente distribuidas en plantas, frutas,
verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de la parte no

energética de la dieta humana.

La quercetina y la catequina son compuestos fendlicos que se encuentran comunmente
en plantas comestibles. Se ha informado que tienen multiples efectos biolégicos, incluyendo alta
actividad antioxidante. La actividad antioxidante de compuestos fendlicos se atribuye a su
habilidad para donar atomos de hidrogeno o electrones o quelar cationes metalicos como
resultado de su estructura quimica. Ademas de su caracter antioxidante, estos dos flavonoides
poseen las siguientes caracteristicas que pudieran resultar benéficas en aplicaciones de
envasado activo:

1. No son volatiles, reduciendo la pérdida del agente durante el proceso de elaboracién de
envases, Como ocurre con otros compuestos como BHT o carvacrol.

2. Podrian proteger el polimero durante el proceso de extrusion y, ademas,
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3. Su liberacion en alimentos aumenta el contenido de compuestos bioactivos del producto en
lugar de representar un riesgo toxicolégico, como ocurre con los antioxidantes sintéticos (Lopez
de Dicastillo y col., 2010).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos
hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Sus propiedades anti-radicales
libres se dirigen fundamentalmente hacia los radicales hidroxilos y superédxidos, especies

altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenil-piranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a
través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se

enumeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2’ al 6’ (Figura 7) (Martinez y col., 2002).

Flavonoide

Figura 7. Estructura basica de un flavonoide
(Martinez y col., 2002).

29



En funcion de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:
1. Flavanos, como la catequina, con un grupo —OH en posicion 3 del anillo C.
2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en posiciéon 4 y un
grupo —OH en posicién 3 del anillo C.
3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.
4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo —OH en posicién 3 pero ademas poseen un doble

enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C (Figura 8).

Flavano Flavonol

‘ 0 .
- OH

Flavona Antocianidina

Figura 8. Tipos de flavonoides (Martinez y col., 2002).

Dentro de cada una de estas divisiones de los flavonoides se pueden encontrar
subdivisiones, como es el caso de las catequinas (flavanos), de los cuales se tienen 4 tipos
principales: 1. (-) - Galocatequina (GC), 2. (-) - Epicatequina (EC), 3. (-) - Epigalocatequina
(EGC) y 4. (-) - Galato de Epigalocatequina (GEGC) (L6pez de Dicastillo y col., 2011). La
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fuente mas importante de catequinas son el té verde y el té negro, aunque también se

encuentran en productos como la uva, manzana, cereza, durazno, frambuesa, granada, cacao.

Miles de moléculas que presentan estructura polifendlica han sido identificadas en
plantas superiores y cientos de ellas se encuentran en plantas comestibles. Los compuestos
fendlicos son constituyentes regulares de la alimentacién humana. Las fuentes mas ricas son
las frutas, bebidas como el té (negro y verde), café, vino y los juegos de frutas, y en menor

grado hortalizas, cereales y leguminosas (Pollorena, 2012).

El Extracto de Té Verde (ETV) es una gran fuente de flavonoides que puede ser utilizado
como aditivo alimentario. Rietveld y Wiseman (2003), Graham (1992), Pedrielli y col. (2001) y
Lambert y col. (2010) han reportado que poseen actividad antiviral, antialérgica,
antiinflamatorias, antitumorales y antioxidante. Komatsu y col. (2003) demostraron que los

componentes del té oolong mejoraron el gasto energético en mujeres japonesas.

En diferentes estudios se ha incorporado el ETV en alimentos para extender su vida Util,
resultando en la proteccién del alimento sin percibir un cambio en el color u olor. Martin y col.
(2008) evaluaron el extracto de té verde como un tratamiento conservador para lechuga fresca
cortada almacenada a 20°C al evaluar marcadores de calidad mostrando una mayor capacidad
antioxidante en comparacion con cloro. Wanasundara y Shabhidi (1998) utilizaron el extracto de
té verde en aceite obtenido de dos especies diferentes durante su almacenamiento a 65°C y
monitorearon la progresion de la oxidacion mediante el valor de peroxidos y sustancias
reactivas al &cido tiobarbitlrico, mostrando un efecto pro-oxidante en ambos aceites
examinados. Gramza y Regula (2007) realizaron un estudio para investigar el posible uso de
polifenoles de extractos de té verde y negro (Camellia sinensis) en caramelos de gelatina en
una concentracion de 1.0% y 1.5%, analizando su sabor, color, consistencia y aceptacion
general del consumidor para incluirlos en la dieta humana como un factor importante en la
prevencion de las enfermedades cardiovasculares, neoplésicas y disminucion de los procesos
de envejecimiento y reportd la aceptacion por los consumidores como componentes de

alimentos (Lépez de Dicastillo y col., 2011).
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Envasado Activo

El envasado es uno de los métodos de conservacibn mas importantes para mantener la calidad
de productos alimentarios durante su almacenamiento, transporte y uso final, previniendo el
deterioro de la calidad y facilitando la distribucién y el mercadeo (Kelsey, 1985). Distintas
fuentes identifican diversas funciones atribuidas a los sistemas de envasado, pero su funcién
principal sigue siendo lograr la preservacién y entrega segura de productos alimentarios hasta
su consumo. Durante su distribucion, la calidad de un alimento puede deteriorarse bioldgica,
gquimica y fisicamente, y en consecuencia, el envasado de alimentos contribuye a la extensién
de la vida de anaquel y al mantenimiento de la calidad y la seguridad de los productos

alimentarios (Han, 2005).

De manera tradicional, se espera que el envasado ayude en el mantenimiento de la
calidad de los alimentos en el nivel alcanzado en la etapa final de procesamiento. En la practica,
la calidad decrece durante el almacenamiento ya envasado, debido en parte a que la
combinacion del proceso y material de envasado no cumplen exactamente los requerimientos
especificos de cada alimento o bebida. Normalmente se ha esperado que el envasado sea
inerte en relacion al producto, sin embargo el envase puede contribuir a la retencion de calidad
del alimento (Rooney, 2005). La exploraciéon de este potencial fue lo que dio origen a lo que hoy
conocemos como envasado activo de alimentos. Los envases tradicionales de alimentos son
barreras pasivas disefiadas para retardar los efectos adversos del ambiente sobre el producto;
el envase activo, por su parte, permite al envase interactuar con el alimento y el ambiente y

jugar un papel dinamico en la preservacion del alimento (Brody y col., 2008).

Los mecanismos mas frecuentes de deterioro de alimentos son la descomposiciéon
microbiana y la oxidacion. Los envases activos pueden contribuir a la preservaciéon de alimentos
perecederos que son sensibles a estos tipos de dafios. En particular, en el segundo caso, los
antioxidantes pueden ser incorporados a las peliculas plasticas y ser liberados para proteger a
los alimentos de la degradacion oxidativa (Lee, 2005). El uso de este tipo de envases activos ha
sido reportado en diversos alimentos como leche en polvo (Soto y col., 2011) con excelentes
resultados en cuanto a la proteccion del producto contra la oxidacion lipidica. Del mismo modo,
se ha estudiado el efecto protector en filetes de pescado fresco (Scomberomorus sierra)

empacados con pelicula de PEBD adicionado con BHT (Torres y col., 2009).
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Una de las tendencias actuales en aplicaciones de alimentos, es sustituir el uso de
antioxidantes sintéticos por naturales, tanto en la incorporacion directa al alimento como en el
envasado activo, tal como lo reportado por Lopez de Dicastillo y col. (2012) en donde el ETV
incorporado a peliculas de Etilen Vinil Alcohol (EVOH) reportdé un mejor comportamiento en
comparacion con la quercetina y el &cido ascorbico para proteger a sardina entera de la
oxidacion lipidica. Del mismo modo, algunos estudios iniciales han demostrado que compuestos
polifendlicos naturales tales como catequina o epicatequina pueden reemplazar antioxidantes

sintéticos en envases para su proteccion (Lopez de Dicastillo y col., 2010).

Materiales Plasticos Empleados en Envases

Los plasticos son materiales sintéticos fabricados a partir de derivados del petréleo. Estan
formados por largas cadenas de unidades repetitivas (mondémeros), las cuales pueden ser
lineales, ramificadas o en forma de red (Morton, 2007). Las unidades monoméricas pueden ser
de diferente naturaleza quimica, originando mudltiples tipos de plasticos que pueden ser
empleados en el envasado de alimentos. Estos materiales poliméricos incluyen a poliolefinas,
poliésteres, Cloruro de Polivinilo (PVC), Cloruro de Polivinilideno (PVDC), Poliestireno (PS),
Poliamida (PA) y EVOH (Marsh y Bugusu, 2007).

Las poliolefinas incluyen a su vez al PEBD, Polietileno de Alta Densidad (PEAD),
Polietileno Lineal de Baja Densidad (PELBD) y Polipropileno (PP). Las polioleofinas son los
plasticos mas comunes y econdémicos a nivel comercial. En el envasado de alimentos estas
poliolefinas, son ampliamente utilizadas como capas resistentes a la humedad, mientras que las
Poliamidas (PA) y polimeros como el copolimeros de EVOH se utilizan debido a su excelente

caracteristica de barrera de oxigeno (Villalpando y col., 1999).

Entre los polimeros de mayor uso en aplicaciones de envasado de alimentos e
industriales, se tiene el PEBD, el cual se elabora por polimerizacién de adicion del etileno. El
PEBD es extremadamente versétil, se caracteriza por ser flexible, fuerte, duro, facil de sellar, y
resistente a la humedad. Sus aplicaciones son muy variadas, debido a sus propiedades se
emplea en la proteccion de cultivos de agricultura, en aislamientos térmicos en la construccion,

en recubrimientos sobre papel y en tuberias de baja presion, siendo esta Ultima aplicacién de
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gran importancia para la agricultura (Albano y col., 2001). El PEBD es el principal polimero
usado en el envasado de alimentos en forma de pelicula y moldeado por soplo, debido a su
bajo costo (Robertson, 2006), su buena transparencia y alta resistencia a la elongacion, buena
barrera a la humedad y baja barrera a los gases. Este polimero es utilizado principalmente para
la fabricacion de bolsas y en aplicaciones donde se requiere como material de sellado.

Clasificacion de Polimeros

Los polimeros se clasifican como homopolimeros y copolimeros dependiendo del tipo de
unidad repetitiva que se presenta en el polimero. Los homopolimeros incluyen a todos
aguellos polimeros formados por solo una clase de unidad estructural, mientras que los
copolimeros son los polimeros constituidos por dos 0 mas clases de unidades monomeéricas.
En un copolimero los mondémeros se pueden ubicar en diferentes posiciones, por lo que se

clasifican a su vez en de bloques, aleatorios y de injerto (Alvarado, 2008).

Copolimeros

Aleatorio. Los copolimeros se denominan alternados o aleatorios si hay una

alternancia entre las unidades monoméricas (Ramos y col., 2003).

Figura 9. Copolimero Aleatorio (Ramos y col., 2003).
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En bloque. De acuerdo con la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC, por sus siglas en inglés) los copolimeros en bloques son sustancias formadas por
macromoléculas constituidas por bloques dispuestos en una secuencia lineal. Para este
organismo, un bloque es una porcién de una macromolécula, que comprende varias unidades
constitutivas, que tiene al menos una caracteristica que no esta presente en las porciones
adyacentes (Pasquali y col., 2005).

Existen copolimeros formados por dos o por tres bloques, los que se suelen simbolizar,
respectivamente, como AB y ABA o BAB, donde A y B son los bloques poliméricos (Figura
10). También son posibles copolimeros en bloques constituidos por la repeticion de unidades
formadas por dos bloques, (AB)n y por la incorporacién a un polimero de dos bloques de una

tercera cadena (ABC) (Pasquali y col., 2005).

.._,/d\--lwm

A b

Figura 10. Copolimero en dibloque (a) y tribloque (b) (Pasquali y col., 2005).

De injerto. Los copolimeros injertados estan constituidos por macromoléculas con uno
0 mas tipos de bloques conectados a una cadena principal formando cadenas laterales; estas
cadenas laterales tienen caracteristicas constitutivas o configuracionales diferentes a las de la

cadena principal (Figura 11) (Pasquali y col., 2005).
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Figura 11. Copolimero de Injerto (Pasquali y col., 2005).

Peliculas Compatibilizadas y su Aplicacién en el Desarrollo de Envases Activos

Las mezclas de polimeros permiten la obtencion de nuevos materiales con mejores
caracteristicas que los materiales individuales. Actualmente ha resurgido un interés en
desarrollar nuevos materiales poliméricos a partir de la combinacion de los que se tienen
disponibles comercialmente. El mayor problema de las mezclas poliméricas, es la inmiscibilidad
debida a su escasa compatibilidad, por lo que se obtienen mezclas poliméricas heterogéneas
que presentan pobres propiedades mecdanicas, como resultado de la débil adhesion entre las
fases. Una estrategia para mejorar la miscibilidad de estas mezclas es su compatibilizaciéon
mediante la adicion de un tercer componente, en la mayoria de los casos, copolimeros de
bloque o de injerto. Los copolimeros de injerto pueden ubicarse en la interfase polimero-
polimero, reduciendo la tension interfacial e intensificando las interacciones entre los polimeros.
Lo anterior permite la obtencion de una dispersion fina de la mezcla polimérica que repercute en

mejores propiedades de los materiales obtenidos (Inciarte y Oliva, 2011).

La funcionalizacion de poliolefinas con monomeros polares ha despertado un interés
creciente en las Ultimas décadas. La funcionalizaciéon de poliolefinas se puede definir como la
adicion de grupos polares a la poliolefina, con el fin de obtener un compuesto que pueda

mejorar la miscibilidad de mezclas de poliolefinas con polimeros polares, como el EVOH, con el
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objetivo de producir nuevos materiales con propiedades tecnolégicas mejoradas (Rojas de
Gascue y col., 2005).

La seleccion del mondmero a ser injertado en la poliolefina, que generara el agente
compatibilizante, debe hacerse considerando que el mismo sea insaturado, polar y estable a la
temperatura de las reacciones y de funcionalizacién, ademas de que sea soluble en el medio de
reaccién. Entre los diferentes compuestos que se han utilizado se reportan compuestos de bajo
peso molecular derivados de acidos organicos polares como los maleatos, fumaratos y
anhidridos, asi como moléculas mas reactivas que puedan introducir grupos hidroxi dentro de la

cadena como el acido acrilico (Rojas de Gascue y col., 2005).

Con la finalidad de obtener peliculas de PEBD con mejores propiedades, se han
realizado mezclas de éstas y otras poliolefinas, las cuales son compatibilizadas con diferentes
compuestos como el copolimero de injerto a base de PEBD modificado con anhidrido maleico
(LDPEgMA) (Figura 12). Estos compuestos compatibilizantes poseen grupos polares que
permiten promover interacciones moleculares entre los componentes de la mezcla y resolver en
gran parte estas dificultades de incompatibilidad al mejorar la afinidad de los componentes,
lograndose obtener un material que permite aprovechar propiedades particulares de cada
polimero (Abdul y col., 2010). En cuanto al nivel de uso del agente compatibilizante, la mayoria
de los autores utilizan proporciones del 10% en peso del agente compatibilizante respecto a la
poliolefina (Rojas de Gascue y col., 2005).

LDPE
LW W
LDPE-g-MA
MAH E—
o= ‘oo
~
o O OH

Figura 12. Copolimero de injerto a base de PEBD modificado con anhidrido maleico
(LDPEgMA) (Abdul y col., 2010).
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En el caso del envasado activo, una dificultad técnica que se presenta al seleccionar un
compuesto para su incorporacién en el material activo, es su naturaleza quimica, la cual
determina la compatibilidad con el material polimérico y en consecuencia, la efectividad del
sistema activo desarrollado. En diferentes estudios de envases activos, particularmente
antimicrobianos, se ha reportado una reducida capacidad de los compuestos antimicrobianos en
contacto con alimentos o modelos alimenticios (Joerger, 2007). Lo anterior se ha atribuido a una
limitada migraciéon del compuesto adicionado al envase debido a la incompatibilidad del agente
con el material de envasado (Ha y col., 2001; Leung y col., 2003; Matche y col., 2006; Supakkul
y col., 2003; Weng y Hotchkiss, 1992).

En diferentes desarrollos de envases activos, se han incorporado compuestos
compatibilizantes como el copolimero de polietiieno con acido metacrilico, copolimero de
polietileno-acido acrilico y copolimero en base a poliamida con la finalidad de incrementar la
afinidad entre el material base y el componente activo encontrandose mayor actividad
antimicrobiana de las peliculas modificadas que las de referencia sin compatibilizar (Ha y col.,
2001; Matche y col., 2006; Weng y col., 1998).

En el caso de envases activos antioxidantes aln no se encuentran reportes del efecto
de la compatibilizacién en este tipo de reacciones deteriorativas. El principal y mas econémico
material polimérico empleado para el envasado de alimentos, es el PEBD, el cual es de
naturaleza no polar. Una caracteristica comun entre los diferentes compuestos activos
antioxidantes empleados en estos sistemas, es su naturaleza polar, de aqui la importancia de

desarrollar sistemas de envasado que permitan mejorar la afinidad de estos componentes.

Evaluacién de la Oxidacioén Lipidica

La industria alimentaria requiere de métodos sistematicos para la determinacion de la oxidacion
de lipidos, como condicion imprescindible para llevar a cabo con seguridad un buen control de
calidad; éstos varian desde las evaluaciones sensoriales sencillas, hasta analisis quimicos (IP,
TBARS, método de carbonilos totales, indice de anisidina) o fisicos (métodos de fluorescencia,
espectroscopia infrarroja y cromatografia de gases) algunos de los cuales pueden requerir de

instrumentos muy complejos (Badui, 2006). Estos métodos detectan productos de la oxidacion
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lipidica generados en diferentes etapas de esta reaccion de deterioro. Debido a lo anterior,
suele emplearse al menos dos técnicas analiticas para evaluar el grado de oxidacion de un

producto.

Dienos Conjugados

Los productos de la autooxidacion de grasas y aceites muestran espectros caracteristicos en la
region Ultravioleta (UV). Los dobles enlaces en los acidos grasos insaturados cambian de
posicion durante el curso de la oxidacién lipidica y resultan en la formacién de dienos
conjugados (Figura 13), debido a la isomerizacién y conjugacién formada, que muestran una
intensidad de absorcion a 233 nm (Shahidi, 1997).

—CH=CH— CH; — CH=CH—
[AH]

—CH=CH—CH—CH=CH—
(R

—~CH—CH=CH—CH=CH—  a4——e —CH=CH—CH=CH—CH—

Figura 13. Estructura de dienos conjugado (Badui, 2006).

indice de Per6xidos

Los perdxidos son intermediarios primarios de la autooxidacién de lipidos, y su determinacion
es Util para monitorear la oxidacion en etapas tempranas. Los métodos estandar para su
determinacion se basan en su habilidad de liberar yodo a partir de yoduro de potasio o de oxidar

iones ferrosos a iones férricos.
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Debido a que los perdxidos estan sujetos a reacciones secundarias de degradacion, el
método esta limitado solo a las primeras etapas de la oxidacién, en donde los perdxidos
alcanzan una concentracion maxima que después disminuye debido a su descomposicion; es
decir, al estudiar una grasa demasiado oxidada, es probable que este indice sea bajo, a pesar
de que el olor sea caracteristico de reacciones muy avanzadas. Este andlisis es poco exacto en
productos deshidratados y en aquellos que tienen un contenido bajo de lipidos (Badui, 2006).

En virtud de que en la literatura cientifica hay varios métodos similares basados en el
mismo principio, en ocasiones, se dificulta la interpretacion y la comparacién de los resultados;
siempre que se haga un andlisis de esta indole se debe mencionar el procedimiento que se ha

utilizado vy, si es posible, las condiciones en que se efectué (Badui, 2006).

Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico

Esta prueba se basa en la formacion de un complejo color rojo después de la reaccion entre dos
moléculas de Acido Tiobarbittrico (TBA) y una molécula de Malonaldehido (MA), un dialdehido
gue se produce durante la oxidacion de acidos grasos con tres o méas dobles ligaduras (Figura
14). ElI complejo formado presenta una absorcion maxima a 530 nm y su presencia se
determina mediante espectroscopia. Esta determinacion es Util para monitorear la oxidacion en

etapas avanzadas.

N N
sH__N OH 0 0 el N O OH_~Z SH
2 ‘ ¢ Lcigt —=-o | +2m0
Ha H H 2 N CH-CH=CH- N
OH OH OH
Malonaldehido Cromogeno

Figura 14. Cromégeno formado por dos moléculas de TBA y una molécula de MA (Badui, 2006).
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Evaluaciéon de la Actividad Antioxidante

Las pruebas para evaluar el efecto antioxidante en alimentos y sistemas bioldgicos pueden
clasificarse en dos grupos: analisis para evaluar la oxidacion lipidica y analisis para medir la
capacidad de secuestrar radicales libres (cualquier especie quimica que posee uno o mas
electrones desapareados y es capaz de existir independientemente), también denominada

como capacidad antioxidante.

En la primera de éstas se emplea un sustrato lipidico bajo condiciones controladas y se
evalla el grado de inhibicién de la oxidacion, mediante métodos como DC, IP y TBARS, la
principal desventaja de estos métodos es que implican que el alimento debe presentar
oxidacién para ser evidente su estatus oxidativo. El segundo grupo, incluye técnicas como
DPPH y ABTS, que se caracterizan por formar soluciones coloridas, que permiten evaluar la
capacidad de antioxidantes para estabilizar radicales libres monitoreando la inhibicion de la
oxidacion de un sustrato adecuado, lo cual se hace evidente mediante la decoloracién de la
solucion. Después de que el sustrato se oxida bajo condiciones estandar se mide,
principalmente por métodos espectrofotométricos. Por lo tanto, para estas Ultimas pruebas se
requiere de un sustrato adecuado, un iniciador de oxidacién y un monitoreo del punto final
(Sanchez, 2002).

Prueba de ABTS

El ensayo de ABTS esta basado en la inhibiciobn del radical cation 2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Figura 15) por antioxidantes. En este ensayo, el ABTS se oxida
por radicales perdxido u otros oxidantes originando el radical cationico ABTS**, que es
intensamente colorido y la capacidad antioxidante es medida como la capacidad del compuesto
de prueba (el antioxidante) para disminuir el color, reaccionando directamente con el radical
ABTS** (Prior y col., 2005).
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Figura 15. Estructura de 2,2 -azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Prior y col., 2005).

Originalmente, este ensayo usaba metamioglobina y H.O, para generar ferromioglobina,
la cual reaccionaria con el ABTS originando el radical ABTS**. La muestra a analizar se
agregaba a la mitad de la reaccion antes de que se formara el radical. Este orden de adicién de
reactivos en el ensayo fue altamente criticado, ya que los antioxidantes pueden reaccionar con
agentes oxidantes propios y, por tanto, llevar a una sobreestimacién de la capacidad
antioxidante. Asi, se propusieron los protocolos de "post-adicién" para mejorar este ensayo. En
estas versiones mejoradas, la muestra a analizar se afiade después de la generacion del radical
ABTS*, esperando minimizar la interferencia de compuestos con oxidantes durante la formacién
de radical y evitar la posible sobreestimacién. Ademas de esta modificacién, otras mas fueron
probadas en funcién del método utilizado para generar el radical ABTS**, diferentes longitudes

de onda y variaciones en los métodos de cuantificacion reportados (Prior y col., 2005).

Segun Cano y col. (2002), el radical ABTS* puede ser generado por reaccion quimica
entre el ABTS y compuestos como diéxido de manganeso, persulfato de potasio o reacciones
enzimaticas (metamioglobina, hemoglobina o peroxidasa de rdbano). En general, las reacciones
guimicas requieren mucho tiempo (por ejemplo, hasta 16 h para la generacion del radical
ABTS** empleando persulfato de potasio) o altas temperaturas, mientras que la generacién
enzimatica es mas répida y las condiciones de reaccion mas leves. Cano y col. (1998) utilizaron
peroxidasa de rabano para generar el radical ABTS** y demostraron que la reaccion puede ser
estudiada en una amplio rango de valores de pH. Esta variacion se ha adaptado también para
medir selectivamente antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos al ejecutar el ensayo en medio buffer
y en solventes orgénicos, respectivamente, o por el uso de antioxidantes en mezclas entre
hexano y solventes acuosos. Sin embargo, las reacciones solubles en agua parecen ser

favorecidas (Prior y col., 2005).
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Los valores maximos de absorcion del radical ABTS*" se encuentran en longitudes de
onda de 415, 645, 734 y 815 nm. Entre éstas, las longitudes de onda de 415 y 734 nm han sido
adoptadas por la mayoria de los investigadores para monitorear la reaccion entre los
antioxidantes y el radical ABTS**, empleando espectrofotometria para evaluar la disminucion de

la absorbancia del radical en un tiempo fijo (Prior y col., 2005).

Prueba de DPPH

El radical DPPH* (Figura 16), es un radical estable de nitrégeno orgénico, no tiene ninguna
similitud con los radicales peroxido (altamente reactivos y transitorios) involucrados en la
peroxidacion. Se encuentra disponible comercialmente, por lo que esta prueba tiene la ventaja
de que el radical no se tiene que generar durante el ensayo, como en la prueba de ABTS. Este
ensayo se basa en la medicién de la capacidad reductora de antioxidantes hacia el radical

DPPH*. La capacidad antioxidante se evalla mediante la disminucion de su absorbancia.

R
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Figura 16. Estructura de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (Prior y col., 2005).

El método se basa en la medicion de la pérdida del color violeta caracteristico del DPPH,
en presencia de un compuesto de prueba (antioxidante) evaluado a una longitud de onda de
515 nm. Lo anterior se fundamenta en que el radical DPPH* tiene un electron desapareado,
decolordndose hacia amarillo palido por reaccidon con una sustancia antioxidante (Figura 17)
(Prior y col, 2005; Castarieda y col., 2008).
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Figura 17. Método del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (Castafieda y col., 2008).

La prueba es simple, rapida y necesita solo de un espectrofotobmetro Ultravioleta-Visible
(UV-Vis) para realizarse, lo que probablemente explica su uso generalizado en evaluacion de
antioxidantes. Sin embargo, la interpretacion es complicada cuando los compuestos de prueba
tienen espectros que se superponen al radical DPPH*® a 515 nm. Los carotenoides, en particular,
interfieren. El ensayo no es una reaccion competitiva ya que el radical DPPH actia como
oxidante y como radical de prueba. El color del DPPH puede perderse a través de una reaccion
radical o reduccion, asi como reacciones relacionadas, y la accesibilidad estérica es
determinante en la reaccién. Por lo tanto, las moléculas pequefias que tienen mayor acceso al

sitio activo del radical, tienen mayor capacidad antioxidante con esta prueba (Prior y col., 2005).
Muchos antioxidantes que reaccionan rapidamente con radicales peréxido pueden

reaccionar lentamente o incluso pueden ser inertes al radical DPPH debido a la inaccesibilidad

estérica lo que también contribuye a interpretaciones inexactas (Prior y col., 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Para la elaboracion de las peliculas se utilizé6 resina de PEBD (grado PX 20020X, PEMEX
Petroquimicos, Coatzacoalcos, Ver., México), GEGC (Teavigo®, 94% de pureza, DSM
Nutritional Products México, México DF, México), BHT (Sigma-Aldrich B1378-5006, St. Louis,
MO, USA), y compatibilizante (copolimero de PEBD-anhidrido maléico, LLDPEgMA, ADMER®
grado NF498A, Mitsui Chemical America, Inc., New York, NY, USA). Para la evaluacion de
estabilidad oxidativa se emple6 aceite de pescado refinado, libre de antioxidantes (Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA).

Elaboraciéon de las Peliculas

Las peliculas de PEBD se elaboraron por un proceso de extrusion utilizando una maquina
extrusora para pequefios volimenes de mezclas a nivel laboratorio (LME Laboratory Mixing
Extruder, Atlas Polymer Evaluation Products, NJ, USA), a una temperatura de 160 °C en rotor y
180 °C para el cabezal y una velocidad del motor de salida de 120 rpm. Se prepararon peliculas
por extrusion de pellets de PEBD previamente mezclados con los diferentes componentes de
acuerdo a las diferentes formulaciones a realizar (Tabla 1), proporcionados por el Laboratorio
de Investigacién en Alimentos de la Universidad de Sonora. De igual manera se prepard una
pelicula compatibilizada (CBHT) y sin compatibilizar (SCBHT) con un antioxidante sintético de
referencia conteniendo 1% (p/p) de BHT y una pelicula libre de antioxidantes como pelicula
control. El espesor de las peliculas se determiné utilizando un micrometro digital Fowler (Fred V.
Fowler Company, Newton, MA, USA).
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Tabla 1. Formulacion de peliculas de PEBD a elaborar indicando su contenido de GECG y
compatibilizante (COMP).

Compatibilizante (%)

GECG (%) 0 5
0 sc! c
1 SC1% C1%
3 SC3% C3%

"Todas las peliculas contienen PEBD como material base.

C: Pelicula de PEBD adicionada con 5% de compatibilizante.

SC1%: Pelicula de PEBD adicionada con 1% de GECG, sin compatibilizante.
SC3%: Pelicula de PEBD adicionada con 3% de GECG, sin compatibilizante.

C1%: Pelicula de PEBD adicionada con 1% de GECG, con 5% de compatibilizante.
C3%: Pelicula de PEBD adicionada con 3% de GECG, con 5% de compatibilizante.

Contenido de Galato de Epigalocatequina en Peliculas Plasticas

Se realiz6é la cuantificacion de GEGC en las peliculas SC, SC1%, SC3%, C, C1% y C3%
después de la extrusibn para de esta manera calcular el porcentaje de degradacién del
antioxidante en las peliculas e igualmente conocer las cantidades reales presentes en las
peliculas al momentos de evaluar su efecto antioxidante. Se llevd a cabo un método
espectrofotométrico donde inicialmente se extrajo el GEGC de las peliculas plasticas para
después leer su absorbancia a 280 nm, longitud de onda de maxima absorcion reportada para
GEGC (Leey Lee, 2008). La extraccion se realizé de acuerdo a lo recomendado por Bentayeb y
col. (2007) para la extraccion de compuestos fendlicos de peliculas plasticas, con algunas
modificaciones: una muestra de peliculas de aproximadamente 0.12 g (1.4 x 25 cm), se puso en
contacto con 60 mL de metanol en frascos de vidrio tapados y protegidos de la luz durante 24
hrs, y posteriormente se obtuvo la absorbancia a 280 nm del extracto y los valores de GEGC
fueron calculados a partir de una curva estandar en base a GEGC (Teavigo®) (Anexo 1). Para
cada muestra, el proceso de extraccion fue repetido hasta en 4 ocasiones (periodo tras el cual
se garantizo la extraccion total de GEGC), sumando los valores de GEGC obtenidos en cada

ocasion. El andlisis se realizo por triplicado.
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Evaluacién de la Oxidacion Lipidica de Aceite de Pescado

Con la finalidad de evaluar el efecto antioxidante de las peliculas elaboradas se determiné la
estabilidad oxidativa de aceite de pescado, libre de antioxidantes, bajo diferentes condiciones
de almacenamiento. La evaluacion se realiz6 de acuerdo a la metodologia de inmersion descrita
por Wessling y col. (2000), con algunas modificaciones. Muestras de cada pelicula de
aproximadamente 0.22 g, cortadas en tiras de 1.4 x 40 cm se sumergieron en 90 g de aceite de
pescado contenidos en frascos de vidrio de 100 mL. Los frascos fueron almacenados en la
oscuridad bajo dos condiciones distintas de temperatura: a 4°C por 16 semanas, y a 25°C por 8
semanas, simulando temperaturas de refrigeracion y ambiente, respectivamente. En el
almacenamiento a 4°C se realizaron muestreos en la semanas 3, 6, 8, 10, 12, 14 y 16, mientras
que en el de 25°C se hicieron en las semanas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8. Las muestras recolectadas

fueron analizadas para medir su grado de oxidacidon mediante las técnicas de DC, IP y TBARS.

Dienos Conjugados

El andlisis se llevé a cabo de acuerdo al método AOCS Ti 1la-64 (AOCS, 1998). Los valores

fueron calculados a partir de la siguiente férmula:

% DC = 0.84*(Abs2zznm/bc - Ko)

donde:

Abs = absorbancia observada a 233nm

b = longitud de la celda en cm

¢ = concentracion de la muestra en g/L de la dilucion final utilizada para la medicion

Ko = absortividad por grupos acidos (0.03) o ésteres (0.07)

El valor de dienos conjugados se reporté como porcentaje de dienos conjugados.
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indice de Per6xidos

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Kirk y col. (1996), la
cual consistié en pesar un g de aceite en un tubo de ensaye al cual se le agreg6 un g de Yoduro
de Potasio (KI) en polvo y 20 mL de &cido acético: cloroformo (2 volimenes de &cido acético
glacial: 1 volumen de cloroformo). Posteriormente, se colocd en un bafio de agua a ebullicion
por 30 seg, enseguida se vaci6 el contenido con rapidez a un matraz con 20 mL de solucién de
Kl (5%), se lavé el tubo con 25 mL de agua y se titul6 con tiosulfato de sodio 0.002 M
empleando almidén como indicador. El valor de peréxido se reporté como miliequivalentes de

peréxido por kilogramo de muestra (mEg/Kg).

Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbitdrico

El andlisis se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Zuta y col. (2007), modificada por
Castillo (2010), la cual involucré la extraccion de malonaldehido mediante homogenizacién de la
muestra de aceite de pescado (0.5-1.0 g) con 25 mL de Acido Tricloroacético (TCA) al 5% (p/v)
en agua destilada, mezclando en vortex por 30 s. Posteriormente, se centrifugé a 3000 rpm/5
min a 25 °C, se filtré (filtro Whatman No. 1) y se tomaron alicuotas de 2 mL para mezclarse con
3 mL de TBA 0.002 M. Los tubos se colocaron en bafio maria a ebullicibn por 20 min y se
enfriaron antes de su lectura a 532 nm. Los valores de TBARS se calcularon a partir de una
curva estandar de MA en base a 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) en un rango de
concentraciones de 0 a 10 nMol/mL (Anexo 2). Los resultados se expresaron como nMol MA/g

de muestra.
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Evaluacion de la Actividad Antioxidante de Peliculas

Prueba de ABTS

Para esta prueba, se siguié el procedimiento descrito por Arrua y col. (2010). El ABTS se
prepar6é en agua destilada para obtener una solucion 7 mM. La solucién del radical catién se
prepar6 incubando un mL de la solucibn ABTS con 3.42 mL de una solucion 2.45 mM de
persulfato de potasio y permitiendo reaccionar durante 16 h a temperatura ambiente en la
oscuridad para generar el radical ABTS. Posteriormente, la solucién se diluyé para obtener una
absorbancia de 1.00+0.01 unidades a 734 nm en el espectrofotbmetro, mezclando un mL de
solucion de ABTS con 60 mL de metanol. Para determinar la capacidad antioxidante de las
peliculas, se colocaron aproximadamente 125 mg de pelicula (equivalentes a 26 cm?) en un
matraz volumétrico con 25 mL de solucion de ABTS, se reposd 30 min y se evalud la
absorbancia a 734 nm. Para cada tratamiento se realizé un triplicado. Los valores de actividad
antiradical (ARA) fueron calculados a partir de la siguiente formula:

% ARA = 100*(1- Abs7zsnm/Blanco)

reportando los resultados como porcentaje de actividad antioxidante en base a 100 mg de
pelicula (% ARA/100 mg de pelicula). Con la finalidad de determinar la concentracién de GEGC
(ug/mL) responsable de la actividad antioxidante de las peliculas, se elaboré una curva de
calibracion de GEGC vs % ARA en un rango de concentracion de 0 a 100 pg/mL. Se
adicionaron alicuotas de cada solucion estandar a 25 mL de solucién de ABTS, se dejé reposar
por 30 min y se evalud la absorbancia a 734 nm. Posteriormente, se obtuvo el % ARA y se

graficé contra la concentracion de GEGC.

Prueba de DPPH

La solucién madre se preparé disolviendo 24 mg de DPPH con 100 mL de metanol. La solucion

de trabajo se obtuvo mezclando 10 mL de solucion madre con 45 mL de metanol para obtener
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una absorbancia de 1.1+0.02 unidades a 515 nm con el espectrofotbmetro. El ensayo de DPPH
se realiz6 de acuerdo con el método de Arrua y col. (2010). Aproximadamente 125 mg de
peliculas (equivalentes a 26 cm?) se colocaron en un matraz volumétrico conteniendo 25 mL de
solucion de DPPH en metanol, se dej6 reposar 30 min y se evalu6 la absorbancia a 515 nm.
Los valores de ARA fueron calculados a partir de la siguiente formula:

% ARA = 100*(1- Abssisnm/Blanco)

reportando los resultados como porcentaje de actividad antioxidante en base a 100 mg de
pelicula (% ARA/100 mg de pelicula), asi como en concentracion de GEGC (ug/mL) usando una
curva de calibracion de concentracion de GEGC vs % ARA. Con la finalidad de determinar la
concentracion de GEGC (ug/mL) responsable de la actividad antioxidante de las peliculas, se
elabor6 una curva de calibracion de GEGC vs % ARA en un rango de concentracion de 0 a 100
pHg/mL. Se adicionaron alicuotas de cada solucién estandar a 25 mL de solucion de DPPH, se
dejoé reposar por 30 min y se evalud la absorbancia a 734 nm. Posteriormente, se obtuvo el %

ARA y se grafico contra la concentracion de GEGC.

Analisis Estadistico

En el ensayo del efecto antioxidante de las peliculas en aceite de pescado, para cada una de
las temperaturas evaluadas, se realizé un disefio completo al azar, con arreglo factorial 3x2x8 y
3x2x9, con tres factores: la concentracion de catequina en tres niveles (0, 1, 3%), la
concentracion de compatibilizante en dos niveles (0, 5%) y el tiempo de almacenamiento (los
niveles para el almacenamiento a 4°C fueron 0, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 16 y 18 semanas mientras
que a 25°C fueron 0, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 semanas). En el resto de las evaluaciones se aplicé
estadistica descriptiva. En cuanto a la actividad antioxidante de las peliculas desarrolladas se
realizd6 un disefio completo al azar con un solo factor: la formulacion de las peliculas (8
formulaciones: SC, SC1%, SC3%, SCBHT, C, C1%, C3% y CBHT).

El andlisis de varianza se realiz6 por modelos lineales generales a un nivel de

significancia de 0.05 en el error. Las comparaciones de medias se realizaron por la prueba de
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rangos multiples de Tukey. El andlisis de los datos se llevo a cabo utilizando el software NCSS
v6.0 (Hintze, 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de Galato de Epigalocatequina en las Peliculas Plasticas

El nivel de GEGC después de la extrusidon en las peliculas SC1%, C1%, SC3% y C3% fue de
0.43, 0.96, 1.88 y 2.27, respectivamente (Tabla 2). El mayor nivel de degradacion del GEGC
(57.0%) por efecto del proceso de extrusion se encontrd en la pelicula SC1%, elaborada con la
menor concentracién de GEGC vy libre de compatibilizante. Durante el proceso de extrusion
parte del GEGC adicionado puede ser utilizado por el polimero para evitar su degradacion (Al
Malaika e Issenhuth, 1999), asimismo, el GEGC es susceptible a la degradacién por las altas
temperaturas empleadas. Comparando con trabajos similares, respecto a la degradacion
obtenida al emplear antioxidantes naturales en peliculas, los resultados encontrados
concuerdan, incluso se han reportado mayores porcentajes de degradacion, como en el caso de
a-tocoferol incorporado en peliculas de PEBD obtenidas por extrusién, reportandose una
degradacion entre 50 y 70% en peliculas elaboradas con un contenido inicial de 0.1y 1% de a-
tocoferol (Wessling, 2000). Los altos porcentajes de pérdida en el anterior estudio pueden
relacionarse con las altas temperaturas de procesamiento utilizadas, sefialadas entre 200 y
300°C, mientras que en el presente estudio aunque se utiliz6 una menor temperatura (165°C)

no se logro evitar la degradacion del GEGC.

Tabla 2. Contenido de GECG en las peliculas elaboradas.

GEGC (%) _
Tratamiento _ Degradacion del GEGC?
Antes de la Después de la (%)
Extrusion Extrusion
SC1% 1 0.43 + 0.05 56.98
Cl% 1 0.96 + 0.12 4.02
SC3% 3 1.88 +0.10 37.18
C3% 3 2.27 + 0.37 24.50

Porcentaje de degradacion del GEGC respecto al total (100%) de GEGC adicionado antes de la
extrusion.
*Los valores son la media de tres repeticiones + EE.
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Evaluacién de la Oxidacion Lipidica de Aceite de Pescado

Se evalué la estabilidad a la oxidacion lipidica de aceite de pescado, libre de
antioxidantes en contacto con las peliculas plasticas desarrolladas, monitoreando su grado de
oxidacion durante su almacenamiento a 4 y 25°C.

Almacenamiento a 4°C

Dienos conjugados. En la Tabla 3 se muestra el grado de oxidacion del aceite de
pescado en contacto con las peliculas desarrolladas almacenadas durante 2 semanas a 4°C.
Como se puede observar los valores variaron entre 0.02% y 0.03%. De acuerdo al analisis
estadistico de los datos, no se encontré efecto de los diferentes factores asi como de su
interaccion (p>0.05). Después de este tiempo de almacenamiento no fue posible observar el
desarrollo de DC, ya que éstos no fueron detectados mediante la técnica de espectrofotometria
empleada. Por su parte, Zuta y col. (2007) encontraron un valor de 4% para las 2 semanas de

almacenamiento y un valor maximo de 10% a lo largo del tiempo de almacenamiento.

Tabla 3. Contenido de dienos conjugados en aceite de pescado en contacto
con peliculas desarrolladas durante su almacenamiento a 4°C por dos
semanas.
Tratamiento Porcentaje (%)
SC 0.03£0.00
SC1% 0.03£0.00
SC3% 0.03£0.00
SCBHT 0.03£0.00
C 0.02 + 0.00
Cl% 0.02 + 0.00
C3% 0.02 + 0.00
CBHT 0.03 + 0.00
*Los valores son la media de cuatro repeticiones + EE.
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Los DC se generan en la etapa inicial de la oxidacion y en etapas posteriores. Este
valor disminuye dado que durante la reaccion de oxidacion, se van degradando y transformando
a productos secundarios. Los resultados obtenidos indicaron que el aceite se encontraba
estable durante su almacenamiento o bien presentaba cierto grado de oxidacion al inicio del
experimento. Esto ultimo fue confirmado con los resultados obtenidos en IP y TBA.

Akoh y Min (2002) indican que durante la oxidacion se presenta un aumento de
absorcion debido a la formacién de dienos y trienos conjugados y es proporcional a la captacion
de oxigeno y formacién de peroxidos durante las primeras etapas de oxidacion. EI método de
DC es mas rapido que la determinacion de IP, mucho mas simple, no depende de reacciones
quimicas o desarrollo de color y requiere una menor cantidad de muestra. No obstante, la
presencia de compuestos que absorban en la misma regién de longitud de onda pueden

interferir con la determinacion, aspecto que debe tenerse en cuenta al utilizar esta prueba.

indice de perdxidos. En la Figura 18 se observan los valores de IP en el aceite de
pescado para los ocho tratamientos a través de su almacenamiento durante 18 semanas. El
valor inicial fue de 20.07 + 0.55 mEqg de peréxidos/Kg de aceite, siendo este valor mayor al
encontrado por Cruz y Gastélum (2011), quienes obtuvieron valores iniciales de 6.30 = 0.10
mEQg/Kg al evaluar la estabilidad oxidativa de aceite de pescado a 25°C por ocho semanas. De
acuerdo al andlisis estadistico de los datos, se encontré efecto de los diferentes factores asi
como de su interaccion (p<0.05).

Como se puede observar, el aceite de pescado en contacto con la pelicula con 1% de
GEGC sin compatibilizante y con las peliculas compatibilizadas con 1% de GEGC y con BHT
como antioxidante de referencia, se mantuvo estable durante 10 semanas con valores de 22.87,
26.40 y 20.73 mEq de peréxidos/Kg de aceite respectivamente y fueron diferentes a los
tratamientos control (p<0.05).

El aceite en contacto del tratamiento control sin compatibilizar solo se mantuvo estable
por seis semanas, presentando valores de 54.07 mEq de peroxidos/Kg de aceite en la décima
semana de almacenamiento. Por su parte, el aceite de pescado en contacto con la pelicula
control compatibilizada, presentd un contenido de IP de 78.93 mEq de peroxidos/Kg de aceite

en el mismo tiempo de almacenamiento.
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Figura 18. indice de perdxidos en aceite de pescado en contacto con peliculas
desarrolladas durante su almacenamiento a 4 °C. *Los valores son la media de tres

repeticiones + EE.

Otro de los tratamientos que permitid estabilizar el aceite de pescado hasta por 10
semanas con diferencia significativa (p<0.05) respecto a los tratamientos control, fue la pelicula
compatibilizada con un contenido de 1% de GEGC, presentando el aceite un valor de IP igual
26.40 mEq de perdxidos/Kg de aceite. El valor maximo de IP en el aceite de pescado en
contacto de los diferentes tratamientos, se obtuvo en la semana dieciocho, para el tratamiento
C1% con un valor de 103.67 mEg/Kg.

De acuerdo al indice de calidad descrito por Kirk y col. (1996) el sabor a rancio de
aceites comienza a ser notable cuando el valor de peréxido es de 20 a 40 MEQ/Kg.
Considerando lo anterior, el aceite desde el inicio del almacenamiento se encontraba en el
limite de calidad, lo cual difiere de lo encontrado mediante la evaluacién de TBA como se

discutir4 en el apartado correspondiente, que cuantifica productos finales de la oxidacion.
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Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico. El valor inicial de TBARS en los
tratamientos a 4°C fue de 9.93 + 0.13 nMol MA/g de aceite, siendo éste muy similar al reportado
por Castillo (2010), quien obtuvo valores de 10.94 + 0.76 nMol MA/g de aceite, los cuales son
valores altos en comparacion con los reportados por Zuta y col. (2007), quienes obtuvieron
valores iniciales muy cercanos a 0 nMol MA/g de aceite.

De acuerdo al andlisis estadistico de los datos, se encontré efecto de los diferentes
factores asi como de su interaccién (p<0.05). Los valores de TBARS mostraron un incremento a
lo largo del almacenamiento para todos los tratamientos, en donde el valor maximo registrado
fue de 68.21+ 1.09 nMol MA/g de aceite, presentandose al final del almacenamiento en el aceite
de pescado en contacto con la pelicula control sin compatibilizar (SC).

Como se puede observar en la Figura 19, a las tres semanas de almacenamiento el
aceite de pescado en contacto con las peliculas con 3% de GEGC (con y sin compatibilizante),
presentaron valores similares a los encontrados al inicio del almacenamiento (p>0.05) y fueron
menores que el resto de los tratamientos (p<0.05). El aceite en contacto con estas peliculas
presentd un comportamiento similar hasta la doceava semana de almacenamiento,
observandose un incremento notable del valor de TBA (45.12 nMol MA/g de aceite) en el aceite
de pescado en contacto de la pelicula con 3% de GEGC y compatibilizante (C3%) a las 14
semanas de almacenamiento, mientras que el aceite en presencia de la pelicula sin
compatibilizar y la misma concentracién de GEGC (SC3%) mantuvo valores menores hasta el
final del almacenamiento. Del mismo modo, el tratamiento con 1%de GEGC sin compatibilizar

se mantuvo por debajo del limite de calidad hasta el final del almacenamiento.
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Figura 19. Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico en aceite de pescado en contacto
con peliculas desarrolladas durante su almacenamiento a 4 °C. *Los valores son la media

de tres repeticiones * EE.

De acuerdo a Kdse y Erdem (2001), los valores de TBARS mayores a 3-4 mg MA/kg
de aceite (41.70-55.60 nMol MA/g de aceite) indican pérdida de calidad en el alimento.
Considerando este indicador, el aceite de pescado al inicio del almacenamiento se
encontraba dentro de los limites de calidad (9.93 = 0.13 nMol MA/g de aceite). Respecto
a la estabilidad a la oxidacion del aceite en contacto con las diferentes peliculas, los
tratamientos que presentaron mejor comportamiento fueron las peliculas sin
compatibilizar, tanto con GEGC y BHT (SC1%, SC3% y SCBHT). El aceite de pescado en
contacto con estos tratamientos presentd valores inferiores al limite de calidad hasta el
final del almacenamiento, con valores en un rango de 25.73 a 30.37 nMol MA/g de aceite
a las 18 semanas de almacenamiento. Cabe mencionar que los menores valores de TBA
encontrados en el aceite a través del almacenamiento, se presentaron en el aceite en

contacto con la pelicula con 3% de GEGC y sin compatibilizar (SC3%).
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La pérdida de calidad del aceite para el resto de los tratamientos ocurrié en la doceava
semana en el tratamiento C1%; en la catorceava semana para los tratamientos C3% y CBHT y
al final del almacenamiento en los tratamientos control (SCy C) y C1%.

Los resultados obtenidos permitieron observar un efecto antioxidante de las peliculas
conteniendo GEGC y sin compatibilizar, presentando un comportamiento similar al antioxidante
de referencia. Dado que la prueba de TBARS evalla la etapa final de la oxidaciéon asi como
productos secundarios que pueden ser detectados sensorialmente, pudiera considerarse como
mejor indicador para evaluar la estabilidad a la oxidacién del aceite en contacto de los

tratamientos evaluados.

Almacenamiento a 25°C

Dienos conjugados. En la Tabla 4 se muestran el grado de oxidacion del aceite de
pescado en contacto con las peliculas desarrolladas almacenadas durante 2 semanas a 25°C.
De acuerdo al andlisis estadistico de los datos, no se encontré efecto de los diferentes factores
asi como de su interaccién (p>0.05). Como se puede observar, los valores variaron entre 0.03%
y 0.04%, y fueron similares entre los diferentes tratamientos, lo cual puede deberse a que la
temperatura de almacenamiento fue mayor ocasionando una mayor velocidad de oxidacion. Por
su parte, Cruz y Gastélum (2011) encontraron un valor de 0.30% para las 2 semanas de
almacenamiento y un valor maximo de 1.31%. Al igual que en el almacenamiento a 4°C,
después de este tiempo de almacenamiento no fue posible observar el desarrollo de DC lo cual
puede deberse a que éstos sufrieron reacciones de transformacion a productos secundarios de
oxidacion. De acuerdo al andlisis estadistico, se encontré efecto de la formulacion de las

peliculas plasticas en la oxidacion del aceite de pescado.

58



Tabla 4. Contenido de dienos conjugados en aceite de pescado en contacto con
peliculas desarrolladas durante su almacenamiento a 25°C por dos semanas.
Tratamiento Porcentaje (%)
SC 0.04 £ 0.00
SC1% 0.04 £ 0.00
SC3% 0.04 £ 0.00
SCBHT 0.03 £ 0.00
C 0.03 £ 0.00
Cl% 0.03 £ 0.00
C3% 0.04 £ 0.00
CBHT 0.03 + 0.00
*Los valores son la media de cuatro repeticiones + EE.

indice de peréxidos. En la Figura 20 se observan los valores de IP en el aceite de
pescado en contacto con las diferentes peliculas a través de su almacenamiento a 25°C. El
valor inicial de IP fue de 15.67 + 0.07 mEq de peréxido/Kg de aceite, siendo este valor mayor al
encontrado por Kulas y Ackman (2001), quienes obtuvieron valores iniciales muy cercanos a

cero. Por su parte, Cruz y Gastélum (2011) obtuvieron valores iniciales de 6.30 £ 0.10 mEg/Kg.

59



90 +

80

29

-c - —

=2 —=—=5SC

s @ —--5C1%
oo SC3%
0o

T = ——SCBHT
S ——c
2E C1%

C3%
CBHT

Tiempo de Almacenamiento (Semanas)

Figura 20. indice de perdxidos en aceite de pescado en contacto con peliculas
desarrolladas durante su almacenamiento a 25°C. Los valores son la media de tres

repeticiones + EE.

En general se puede observar que el aceite de pescado en contacto con las diferentes
peliculas tendi6 a incrementar su IP a través del almacenamiento, presentandose picos
maximos en el aceite de pescado en contacto con los diferentes tratamientos. Posteriormente
se presentd un comportamiento fluctuante que se puede atribuir al mecanismo de autooxidacion
caracteristico de los lipidos en donde los perdoxidos son metabolitos transitorios que en estados
mas avanzados de la oxidacién dan paso a nuevos productos, haciendo imposible su deteccion.

De acuerdo al andlisis estadistico de los datos, se encontré efecto de los diferentes
factores asi como de su interaccion (p<0.05). Como se puede observar en la Figura 18, el
aceite de pescado en contacto con las diferentes peliculas sin compatibilizar (SC1%, SC1% y
SCBHT) desde la segunda semana de almacenamiento se encontraban por arriba del limite de
calidad indicado por Kirk y col. (1996). En la cuarta semana de almacenamiento, el aceite de

pescado en contacto con el tratamiento control sin compatibilizar (SC) y con las peliculas
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compatibilizadas con 1 y 3% de GEGC y BHT no cumplian con este criterio de calidad,
presentando valores de 30.73, 42.87 y 41.93 mEq de perdxido/Kg de aceite, respectivamente,
que fueron similares entre si (p>0.05). Se encontré que la pelicula control compatibilizada logré
estabilizar el aceite de pescado por una semana mas en comparacion del resto de los
tratamientos, observandose un incremento notable en su valor de IP (57.53 mEq de peréxido/Kg
de aceite) en la quinta semana de almacenamiento. El valor maximo de IP se obtuvo en la
octava semana para el aceite de pescado en contacto del tratamiento CBHT con un valor de
75.40 mEg/Kg.

Los resultados encontrados indican que no hubo un efecto estabilizante del aceite de
pescado por la incorporacion del GEGC, lo cual difiere de lo observado en la temperatura de
almacenamiento de 4°C, donde se observé efecto del GEGG. Este comportamiento coincide
con lo obtenido por Wessling y col. (2000) en emulsiones de acido linoleico expuestas a
peliculas de PEBD conteniendo a-tocoferol almacenadas a 6, 20 y 40°C por 25 dias. Estos
autores no encontraron diferencias significativas en el incremento de hidroperéxidos en el aceite
almacenado a 20 y 40°C respecto a la pelicula control, lo cual difiri6 del comportamiento
obtenido en las muestras almacenadas a 6°C, donde la oxidacion se retrasé por ~15-20 dias
respecto a la pelicula control. Este comportamiento lo relacionaron con el efecto de la

temperatura, ya que a 20 y 40°C la oxidacién procede mas rapido (Wessling y col., 2000).

Sustancias reactivas al acido tiobarbitirico. Los tratamientos almacenados a 25°C
presentaron un valor inicial de 13.30 + 0.28 nMol MA/g de aceite, los cuales concuerdan con el
valor inicial de TBARS reportado por Castillo (2010), quien obtuvo valores de 10.94 + 0.76 nMol
MA/g de aceite, sin embargo son valores altos en comparacion con los reportados por Zuta y
col. (2007), quienes obtuvieron valores iniciales muy cercanos a 0 nMol MA/g de aceite.

De acuerdo al andlisis estadistico de los datos, se encontré efecto de los diferentes
factores asi como de su interaccion (p<0.05). Como se puede observar en la Figura 21, el
aceite de pescado en contacto con la mayoria de las peliculas (SC1%, SCBHT, C1%, C3% y
CBHT), desde la segunda semana de almacenamiento se encontraban por arriba del limite de
calidad indicado por Kirk y col. (1996) y con valores similares entre si (p<0.05). Cabe resaltar
gue el aceite en contacto con las peliculas con el antioxidante de referencia, tanto

compatibilizadas como sin compatibilizar (SCBHT y CBHT), presentaron este comportamiento.
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Figura 21. Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitarico en aceite de pescado en
contacto con peliculas desarrolladas durante su almacenamiento a 25°. Los valores

son la media de tres repeticiones + EE.

Respecto al resto de los tratamientos, solo el aceite en contacto con las peliculas control
(sin y con compatibilizante) y la pelicula con 3% de GEGC sin compatibilizar (SC3%)
presentaron valores inferiores a este limite durante la segunda semana de almacenamiento.
Para la pelicula control compatibilizada (C), el limite de calidad se super6 a la tres semanas,
observandose un valor elevado para de 77.48 nMol MA/g de aceite. Por otra parte, el aceite en
contacto con las peliculas sin compatibilizar control y con 3% de GEGC (SC y SC3%) alcanzo el
limite de calidad a la quinta semana de almacenamiento con valores de 57.53 y 45.02 nMol
MA/g de aceite, respectivamente. Se pudo observar que en el almacenamiento a las semanas
3, 5, 6 y 8 los valores de TBA obtenidos con esta ultima pelicula (SC3%) fueron
significativamente menores (p<0.05) que la pelicula control (SC).

El maximo grado de oxidacion encontrado en el aceite de pescado fue de 230.81 + 4.34
nMol MA/g de aceite para el aceite en contacto con la pelicula compatibilizada con BHT
(CBHT). Los valores de TBA observados al final del almacenamiento son menores que los

reportados por Zuta y col. (2007), quienes encontraron valores maximos de TBARS de 300
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nMol MA/g de aceite, mientras que superan a lo reportado por Castillo (2010) con valores de166
nMol MA/g de aceite. Estas diferencias pueden deberse al hecho que tanto en el presente
estudio como en el realizado por Castillo (2010) se utilizaron peliculas compatibilizadas
inmersas en aceite de pescado, mientras que en el realizado por Zuta y col. (2007) se agreg6
directamente el antioxidante a estudiar en el aceite de pescado.

De acuerdo a los resultados obtenidos no se encontr6é un efecto estabilizante del aceite
de pescado por la incorporacion del GEGC y agente compatibilizante, lo cual concuerda con lo
obtenido en la evaluacion de IP y que se puede relacionar con el efecto de la temperatura,
explicado anteriormente.

Haciendo una comparaciéon entre el GEGC, antioxidante natural empleado en el
presente estudio y el a-tocoferol, antioxidante natural que mas ha sido reportado en estudios de
envasado activo de liberacion de antioxidantes (Wessling, 2000; Graciano-Verdugo, 2005)
podemos destacar la ventaja de la naturaleza polar del GEGC, en comparacion con la
naturaleza no polar del a-tocoferol. Al incorporar GEGC en una pelicula de PEBD empleada
para el envasado de alimentos grasos (como el aceite de pescado), el antioxidante polar migra
mas facilmente a la interfase entre el material de envase y alimento, ambos de naturaleza no
polar, siendo en este sitio donde predominan las reacciones de oxidacion y por tanto donde mas
se requiere de un efecto antioxidante para proteger al alimento envasado.

Evaluacién de la Actividad Antioxidante de Peliculas

Prueba de ABTS

En la Tabla 5 se muestran los valores de actividad antioxidante de las peliculas desarrolladas,
evaluado mediante la prueba de ABTS. Los resultados indican que los tratamiento SC3% y
C3% presentaron una mayor capacidad antioxidante, 71.52 y 71.07% respectivamente, en
comparacion con el resto de los tratamientos (p<0.05), lo cual concuerda con lo esperado dado
su mayor contenido de GEGC. La actividad antioxidante de las peliculas SC3% y C3% fue
equivalente a una concentracion de 70.22 y 69.70 ug de GEGC/mL de acuerdo a la curva de
calibracion elaborada. Las peliculas conteniendo solo 1% de GEGC mostraron una capacidad

antioxidante de 26.05% y 19.96% para SC1% y C1%, respectivamente y fue equivalente a una
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concentracion de 18.26 y 11.29 pg de GEGC/mL. Respecto al antioxidante sintético de
referencia (BHT), como se puede observar, las peliculas desarrolladas presentaron menores
valores de actividad antioxidante que las peliculas con 1% de GEGC sin compatibilizar (SC1%)
(p<0.05) vy fue similar a la pelicula con 1% de GEGC compatibilizada (C1%) (p>0.05). Cabe
mencionar que la pelicula sin compatibilizar con el antioxidante de referencia (SCBHT) fue
similar al control (p>0.05).

Los valores de actividad antioxidante obtenidos en el presente estudio son mayores a
los reportados por Arrua y col. (2011) al incorporar acido caféico a peliculas de polipropileno,
reportando una actividad antioxidante de las peliculas, evaluadas por el método ABTS, de
18% ARA/100mg de pelicula.

Tabla 5. Actividad antioxidante de las peliculas desarrolladas evaluadas mediante el
radical ABTS.
Tratamiento % ARA/100mg de pelicula Concentracion de GEGC
(kg /mL)
SC 8.23 + 0.68¢ ND
SC1% 26.05 + 0.04° 18.26 + 0.05
SC3% 71.52 + 3.062 70.22 + 3.50
SCBHT 15.66 + 0.58% NA
C 9.01 + 1.32¢ ND
C1% 19.96 + 0.65" 11.29 +0.74
C3% 71.07 £ 1.082 69.70 + 1.23
CBHT 17.19 £ 1.62° NA
*Los valores son la media + EE. Diferente literal indica diferencia estadistica
ND: no detectado
NA: no aplica
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Prueba de DPPH

En la Tabla 6 se muestran los valores de actividad antioxidante de las peliculas desarrolladas
evaluado mediante la técnica de DPPH. Como se puede observar, los tratamientos SC3% y
C3% mostraron una capacidad antioxidante de 71.50% y 71.38% respectivamente,
presentando mayores valores (p<0.05) que el resto de las peliculas elaboradas, lo cual
concuerda con lo encontrado en la prueba de ABTS. La actividad antioxidante de las peliculas
SC3% y C3% fue equivalente a una concentracion de 82.68 y 82.51 ug de GEGC/mL, de
acuerdo a la curva de calibracion elaborada. Se encontr6 un efecto significativo del tratamiento

(formulacién de las peliculas) (p<0.05) en la actividad antoxidante.

Respecto a los tratamientos SC1% y C1%, estos presentaron una capacidad
antioxidante de 26.88 y 35.04%, respectivamente, que si bien es menor que las peliculas
conteniendo 3% de GEGC, respecto a las peliculas conteniendo BHT en una concentracion
similar de antioxidante, la capacidad antioxidante de las peliculas con 1% de GEGC es hasta
cuatro veces mayor que el antioxidante de referencia (p<0.05). La actividad antioxidante de las
peliculas SC1% y C1% fue equivalente a una concentracion de 24.23 y 34.92 ug de GEGC/mL.

Tabla 6. Actividad antioxidante de las peliculas desarrolladas evaluadas mediante el
radical DPPH.
Tratamiento % ARA/100mg de pelicula  Concentracién de GEGC
(Mg /mL)
SC 2.26 £ 0.17°¢ ND
SC1% 26.88 + 3.57° 24.23 + 4.68
SC3% 71.50 £ 0.902 82.68+1.18
SCBHT 6.90 + 1.74°¢ NA
C 3.03£0.16° ND
C1% 35.04 + 2.14° 34.92 +3.44
C3% 71.38 + 0.80° 82.51 +0.86
CBHT 9.07 +1.83¢ NA
*Los valores son la media + EE. Diferente literal indica diferencia estadistica
ND: no detectado
NA: no aplica
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El comportamiento mostrado por los tratamientos con 3% de GEGC (SC3% y C3%) es
similar al reportado por Arrua y col. (2010) en peliculas de polipropileno conteniendo acido
caféico, reportando un valor de 89 + 6% de ARA/100 mg de pelicula al evaluar la actividad
antioxidante mediante la prueba de DPPH. Asimismo, es similar al obtenido en peliculas
antioxidantes basados en quercetina y catequina en peliculas de EVOH (L6épez Dicastillo y col.,
2010) y fue mayor a la encontrada en peliculas de quitosano incorporadas con concentraciones
similares de ETV (2 y 5%) (Siripatrawan y Harte, 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos tanto en la prueba de ABTS como DPPH, las
peliculas con una concentracién de 3% de GEGC presentan mayor actividad antioxidante, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos en la estabilidad a la oxidacion del aceite de
pescado evaluados mediante la prueba de TBARS que evalUa productos finales de la oxidacion

de lipidos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que la estabilidad a la oxidacién de
aceite de pescado en contacto de peliculas de PEBD con el antioxidante GEGC y un agente
compatibilizante, depende de la temperatura de almacenamiento a la cual se lleve a cabo la
evaluacién. La incorporacion de GEGC a peliculas plasticas de PEBD permitieron mantener la
estabilidad oxidativa del aceite de pescado almacenado a 4°C respecto al tratamiento control
mientras que a 25°C no se observd un incremento en la estabilidad oxidativa del aceite respecto

al control.

Los resultados obtenidos mediante la prueba de TBARS, la cual evalla la etapa final de la
oxidacién asi como productos secundarios que se generan, permitieron observar a 4°C una
tendencia a una menor oxidacién del aceite de pescado en los tratamientos SC1% y SC3%,
correspondientes a las peliculas incorporadas con 1y 3% de GEGC sin compatibilizante en
comparacion del tratamiento control; mientras que a 25°C se observé que el aceite de pescado
en contacto de la pelicula con 3% de GEGC sin compatibilizar presenté menor oxidacion de
lipidos que el resto de las peliculas adicionadas con antioxidantes, aunque fue similar al

tratamiento control.

Con base en lo anterior y considerando principalmente los resultados obtenidos durante el
almacenamiento a bajas temperaturas, se considera que la pelicula que proporcion6 mayor
estabilidad a la oxidacion del aceite de pescado fue la pelicula con 3% de GEGC vy libre de
agente compatibilizante, asi como una opcién para su aplicacion como envase activo para el

control de la oxidacion lipidica de alimentos con alto contenido graso.

Los resultados encontrados indican que las peliculas con GEGC en combinacién con un agente
compatibilizante pudieran ser Utiles en aplicaciones donde sea deseable una liberacién gradual
del antioxidante hacia el alimento durante su almacenamiento, aunque se requiere continuar
con este tipo de estudios para establecer las cantidades de antioxidante apropiadas para

diferentes alimentos y condiciones de almacenamiento.

Los tratamientos con 3% de GEGC, el SC3% y C3%, presentaron mayor actividad antioxidante

gue las peliculas conteniendo 1% de GEGC y el antioxidante de referencia.
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En general, la estabilidad a la oxidacion lipidica del aceite de pescado fue mayor empleando
peliculas de PEBD con GEGC y sin compatibilizar, las cuales podrian ser de utilidad en la

preservacion de productos pesqueros almacenado en refrigeracion.
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RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto antioxidante de las peliculas plasticas desarrolladas empleando diferentes

temperaturas de almacenamiento para refrigeracion y congelacion.

Evaluar el efecto antioxidante de las peliculas plasticas desarrolladas empleando mayores
tiempos de almacenamiento, incluso monitoreando en tiempos cortos de manera que se puedan

encontrar diferencias mas notorias en la oxidacion del aceite.

Evaluar peliculas plasticas incorporadas con GEGC en concentraciones intermedias a las
utilizadas en el presente estudio, por ejemplo un 2% y comparar sus propiedades y efecto

antioxidante con las peliculas utilizadas en este trabajo.

Evaluar el efecto antioxidante de peliculas plasticas de PEBD incorporadas con GEGC
elaborando bolsas plasticas que permitan realizar experimentos con mayor similitud a la

aplicacion alimentaria destinada.

Emplear otras técnicas que determinen los compuestos de degradacion obtenidos de los

procesos oxidativos.

Evaluar la concentracion de antioxidante, que es transferida del envase hacia el alimento, para

determinar el proceso de migracion del antioxidante.

Realizar la incorporacion de GEGC en peliculas plasticas coextruidas con distintos polimeros
que le confieren mejores propiedades de barrera, para de esta manera evaluar el efecto
antioxidante producido por el GEGC con ayuda de otros factores que retarden los procesos

oxidativos en alimentos.

Evaluar otros compuestos que hayan presentado una elevada actividad antioxidante a fin de

estudiar su comportamiento para retardar los procesos oxidativos en alimentos.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva Estandar para Cuantificacion de GEGC

Los célculos realizados para la cuantificacion de GEGC en las peliculas extruidas se hicieron en
base a una curva estandar de GEGC (Teavigo®) en un rango de concentraciones de 0.00 a

30.00 pg/mL. La curva obtenida se muestra a continuacion.
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Anexo 2. Curva Estandar para TBARS

Los célculos realizados para la evaluacion de el efecto antioxidante de las peliculas se hicieron

en base a una curva estandar de MA en base a 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) en un rango de

concentraciones de 0.00 a 10.00 nMol/mL. La curva obtenida se muestra a continuacion.
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Anexo 3. Curva Estandar para ABTS

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las peliculas se realiz6 una curva estandar
con el radical ABTS y GEGC (Teavigo®) en un rango de concentraciones de 0.00 a 100.00

pug/mL. La curva obtenida se muestra a continuacion.
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Anexo 4. Curva Estandar para DPPH

Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las peliculas se realiz6 una curva estandar
con el radical DPPH y GEGC (Teavigo®) en un rango de concentraciones de 0.00 a 100.00

pug/mL. La curva obtenida se muestra a continuacion.
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