
UNIVERSIDAD DE SONORA 
DIVISIÓN DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACIÓN Y POSGRADO EN ALIMENTOS 

Programa de Posgrado en Ciencias y Tecnología de Alimentos 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto de la adición del suero de leche sobre las propiedades fisicoquímicas de una 

película a base de proteína miofibrilar de manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) 

 

 

 

 

TESIS 

 

 

 

Como requisito parcial para obtener el grado de: 

 

 

 

DOCTOR EN CIENCIAS DE LOS ALIMENTOS 

 

 

 

 

 

Presenta: 

 

 

M.C. Claudia Lizeth Murrieta Martínez 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hermosillo, Sonora                           Noviembre de 2019



i 
 

APROBACIÓN 

 

Efecto de la adición del suero de leche sobre las propiedades fisicoquímicas de una 

película a base de proteína miofibrilar de manto de calamar gigante (Dosidicus gigas) 

 

 

 

M. en C. Claudia Lizeth Murrieta Martínez 

 

 

 

 

_________________________________________ 

Dr. Enrique Márquez Ríos 

 

 

 

 

__________________________________________ 

Dra. Herlinda Soto Valdez 

 

 

 

 

____________________________________________ 

Dr. Ramón Pacheco Aguilar 

 

 

 

 

___________________________________________ 

Dr. Francisco Rodríguez Félix 

 

 

 

 

_____________________________________________ 

Dr. Wilfrido Torres Arreola 

 

 

 

 

Hermosillo, Sonora.                                                                                   Noviembre de 2019 



ii 
 

DERECHOS DE AUTOR 

 

El presente trabajo de tesis se presenta como uno de los requisitos parciales para la obtención 

del grado de Doctor en Ciencias de los Alimentos de la Universidad de Sonora. 

Se deposita en la biblioteca del Departamento de Investigación y Posgrado de Alimentos para 

ponerla a disposición de quien se encuentre interesado. Se permiten citas breves del material 

contenido en la tesis sin permiso del autor, siempre y cuando se otorgue el crédito 

correspondiente. Para reproducir, o en su caso referirse a este documento en forma parcial o 

total, se deberá solicitar autorización del Coordinador del Programa de Posgrado. 

Bajo cualquier otra circunstancia se debe solicitar permiso directamente al autor. 

 

 

 

Atentamente 

 

 

 

 

 

_____________________________________ 

M.C. Claudia Lizeth Murrieta Martínez 

Autor 

 

 

 

 

 

 

_____________________________________ 

Dr. Francisco Rodríguez Félix 

Coordinador del Programa de Posgrado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hermosillo, Sonora.                                                                                   Noviembre de 2019 



iii 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT), por la beca otorgada, así como 

el apoyo obtenido a través del proyecto 222150, que hizo posible la realización de este trabajo. 

A la Universidad de Sonora, así como al Departamento de Investigación y Posgrado en 

Alimentos (DIPA), por brindarme un espacio en el cual desarrollarme académicamente, al 

departamento de Investigación en Polímeros y Materiales por la ayuda y buena disposición 

brindada, y finalmente al Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo (CIAD), 

fundamental en el desarrollo de este trabajo. 

A mi director de tesis, Dr. Enrique Márquez Ríos, por su guía y apoyo incondicional. 

A mi co-directora, Dra. Herlinda Soto Valdez, por compartir sus conocimientos y por su 

paciencia. 

Gracias también a la M.C. Elizabeth Peralta por todo el apoyo brindado durante mi estancia 

en CIAD. 

Al comité de tesis, Dr. Ramón Pacheco Aguilar, Dr. Francisco Rodríguez Félix, Dr. 

Wilfrido Torres Arreola, por su tiempo durante estos años. 

A la Dra. Marina Ezquerra, por su ayuda y asesoría siempre que estuvo en su mano. 

También gracias al M.C. Guillermo Rodríguez, Dr. Diego Hernández, Dra. Hisila 

Santacruz, Dr. Benjamín Ramírez y Dr. José Luis Cárdenas, por su asesoría en las 

diferentes técnicas llevadas a cabo. 

A Coty, por su ayuda durante todo este tiempo. 

Finalmente, a los responsables de mi buen estado de ánimo aun cuando las cosas no iban tan 

bien: Iván, Encinas, Diana, Rueda (Carlos), Cadena, Samara, Mafer, Lili, Aline, Sócrates, 

Milagros e IsaBell. 

 

 

¡¡GRACIAS!! 

 

 

 

 

 



iv 
 

DEDICATORIA 

 

 

 

 

A mi familia, 

Mis padres Manuel y Francisca, 

Y a mi hermana Karla,  

por su apoyo y comprensión durante estos años. 

 

 

 

 

 

 

 

 

“To grow a memory. To grow a good memory.  A happy memory. 

It doesn’t matter what you plant. 

But you must plant it with love” 

 

-Gregory Maguire (Out of Oz)- 

 

 

 

 

“El amor y el aprendizaje son similares,  

nunca se desperdician”  

 

-Hope Jahren (La memoria secreta de las hojas)- 

 

 



v 
 

CONTENIDO 

 

APROBACIÓN……………………………………………………………………... 

DERECHOS DE AUTOR…………………………………………………………... 

AGRADECIMIENTOS…………………………………………………………….. 

DEDICATORIAS…………………………………………………………………... 

CONTENIDO………………………………………………………………………. 

RESUMEN………………………………………………………………………….. 

ABSTRACT………………………………………………………………………… 

INTRODUCCIÓN………………………………………………………………….. 

ANTEDEDENTES…………………………………………………………………. 

        Biopelículas …………………………………………………………………… 

        Fuentes de Obtención …………………………………………………………. 

              Películas a base de proteína………………………………………………... 

        Producción y aprovechamiento el calamar gigante……………………………. 

              Proteínas miofibrilares de calamar gigante en la elaboración de películas... 

        Producción y aprovechamiento del suero de leche……………………………. 

              Proteínas del suero de leche en la elaboración de películas……………….. 

REFERENCIAS…………………………………………………………………….. 

HIPÓTESIS…………………………………………………………………………. 

OBJETIVOS………………………………………………………………………… 

Objetivo General……………………………………………………………………. 

Objetivos Específicos………………………………………………………………. 

DESARROLLO DE LA INVESTIGACIÓN………………………………………. 

        Primera Etapa………………………………………………………………….. 

        Segunda Etapa…………………………………………………………………. 

        Tercera Etapa………………………………………………………………….. 

        Descripción del Capítulo 1…………………………………………………….. 

        Descripción del Capítulo 2…………………………………………………….. 

        Descripción del Capítulo 3…………………………………………………….. 

CAPÍTULO 1……………………………………………………………………….. 

i 

ii 

iii 

iv 

v 

vii 

ix 

1 

3 

3 

3 

4 

5 

6 

7 

7 

9 

11 

12 

12 

12 

13 

13 

13 

13 

14 

14 

15 

16 



vi 
 

CAPÍTULO 2……………………………………………………………………….. 

CAPÍTULO 3……………………………………………………………………….. 

CONCLUSIONES………………………………………………………………….. 

RECOMENDACIONES……………………………………………………………. 

35 

48 

68 

69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 
 

RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo la elaboración de biopelículas 

empleando proteína miofibrilar obtenida del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas), 

adicionadas con proteínas el suero de leche (concentrado proteico). El experimental fue 

dividido en tres etapas para su desarrollo.  

Etapa 1: Consistió en establecer las condiciones para la elaboración de las películas, así como 

la elección del polialcohol más adecuado para fungir como agente plastificante, teniendo 

como opciones glicerol, sorbitol, manitol, maltitol y xilitol.  Se empleó manto de calamar 

gigante como materia prima para la obtención de proteína miofibrilar, ésta se utilizó para la 

obtención de las soluciones formadoras de película (15 % de concentrado proteico w/w), 

preparándose varias soluciones con distintos plastificantes: glicerol (40%), sorbitol (30%), 

manitol, maltitol y xilitol (20%). Los resultados mostraron variación en cuanto a 

compatibilidad con la proteína miofibrilar, no obstante, ninguna película mostró transmisión 

a la luz en la región ultravioleta del espectro. Finalmente, solo glicerol y sorbitol permitieron 

obtener películas flexibles y transparentes, con un comportamiento más elástico en el caso 

de glicerol, elongación de 920% y esfuerzo tensil (TS) de 0.94 MPa, y más plástico para 

sorbitol, con una elongación de 511% y TS de 4.41 MPa. 

Etapa 2: Se incorporó la proteína de suero de leche a la formulación del material, 

manejándose las películas con mejor desempeño mecánico (valores más altos en elongación 

y esfuerzo tensil) de la etapa anterior.  Al adicionar el concentrado proteico de suero de leche 

se obtuvieron 9 películas diferentes, tres concentraciones de suero (5, 10 y 15%) y tres 

plastificantes: glicerol, sorbitol y glicerol-sorbitol (1:1). Algo destacable fue la desaparición 

del “blooming” presente en las películas con sorbitol, además, la adición de suero disminuyó 

los valores de permeabilidad al vapor de agua (algo que se pretendía), obteniendo el valor 

más bajo al adicionar un 15 % de suero en las películas de sorbitol, obteniendo un valor de 

18.9 g/m2 d-1. En cuanto a la estructura, los espectros de infrarrojo por transformada de 

Fourier (FT-IR) sugieren un cambio de α-hélice a hoja β, de acuerdo con el desplazamiento 

de la banda correspondiente a la Amida I, posiblemente debido a la ruptura de puentes de 

hidrógeno por acción de la proteína del suero, en efecto conjunto al plastificante. 
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Etapa 3: Consistió en evaluar la estabilidad de las películas generadas en la segunda etapa. 

Las 9 películas obtenidas durante la etapa 2 fueron almacenadas en condiciones de 

refrigeración (4-7 °C) y evaluadas cada mes para determinar la magnitud de los cambios en 

sus propiedades funcionales. Los resultados sugieren cambios en la matriz proteica debido a 

un incremento en las interacciones proteína-proteína, lo cual puede observarse en el espectro 

FT-IR en las bandas Amida A y Amida III. Dichos cambios tuvieron como efecto un aumento 

en la solubilidad en agua de las películas durante su almacenamiento, así como un aumento 

de su transparencia. 

Los resultados obtenidos permiten concluir que el empleo de proteína miofibrilar de calamar 

gigante adicionada con proteína de suero de leche permite la obtención de materiales con 

propiedades funcionales y estabilidad suficientes para su posible empleo como envase de 

alimentos, específicamente la elaboración de biopelículas. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this work was the elaboration of biofilms made of myofibrillar proteins from giant 

squid (Dosidicus gigas) mantle, added with whey protein concentrate. The experiment was 

divided in three stages.  

Stage 1: Establishment of conditions for film elaboration, as well as selection of the most 

adequate poly alcohol to serve as plasticizer, for which glycerol, sorbitol, mannitol, maltitol 

and xylitol were used. Myofibrillar protein fraction was used for the film forming solutions 

(15 % protein concentrate w/w), and different poly alcohols were tested as plasticizer agents: 

glycerol (40%), sorbitol (30%), mannitol, maltitol and xylitol (20%). Results shown variation 

of compatibility with the myofibrillar protein, however, any film had light transmission on 

the UV region of the spectra. Finally, only glycerol and sorbitol served to obtain flexible see-

through films, with a more elastic behavior for glycerol, elongation of 920% and tensile 

strength (TS) of 0.94 MPa, and more plastic for sorbitol, elongation of 511% and TS of 4.41 

MPa. 

Stage 2: Whey protein was added to the material formulation, choosing from the previous 

stage the films with better performance. When whey protein concentrate was added, 9 films 

were obtained, three whey concentrations (5, 10 and 15%) and three plasticizers: glycerol, 

sorbitol and glycerol-sorbitol (1:1). Something remarkable was the absence of blooming on 

sorbitol films, moreover, whey addition (15%) caused a decrease in water permeability 

values of sorbitol films down to 18.9 g/m2 d-1. Regarding structure, infrared spectra (FT-IR) 

suggest a change in amide I from α helix to β sheet, maybe due to hydrogen bond rupture by 

whey proteins action alongside the plasticizer agent. 

Stage 3: The films were stored and refrigerated (4-7 °C) for 3 months to evaluate their 

stability. The 9 films obtained on stage 2 were stored in refrigeration (4-7 °C) and evaluated 

monthly to define how much their properties changed over time.  The results suggest a change 

in the protein matrix due to an increment in protein-protein interaction, observed in the FT-

IR spectra Amide A and Amide III bands. These changes had an impact in film solubility, 

with higher values after storage, an equal behavior could be seen on transparency. 
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INTRODUCCIÓN 

 

En últimos años, los deshechos generados debido a los empaques alimenticios se han 

convertido gradualmente en un problema grave, de ahí que la búsqueda de alternativas y 

posibles soluciones haya ganado auge. Dentro de las opciones que cuentan con mayor 

popularidad destaca el empleo de materiales biodegradables, los cuales, a diferencia de los 

polímeros de uso habitual son más amigables con el medio ambiente (Wihodo y Moraru, 

2013). 

Los materiales de empaque cumplen con múltiples funciones, siendo la principal proteger al 

alimento de su entorno, debido a la pérdida o ganancia de humedad, oxigeno (rancidez 

oxidativa), o incluso contaminación por microorganismos, asegurando así su calidad y una 

mayor vida de anaquel (Ansorena et al., 2016). En el caso particular de las películas 

biodegradables, las cuales entraran en contacto directo con el alimento, es además necesario 

cumplan con propiedades sensoriales aceptables, estabilidad bioquímica y microbiológica 

(Debeaufort et al., 1998). Por lo que resulta ser una buena opción el empleo de polímeros de 

origen natural, como las proteínas. 

Una propuesta podrían ser las proteínas de origen marino, debido a la creciente necesidad de 

la industria pesquera de disminuir los residuos que se generan (FAO, 2018). Es aquí donde 

entra en juego el calamar gigante, pues si bien la producción es elevada, no se aprovecha el 

organismo completo, de ahí que las proteínas extraídas de su músculo puedan ser empleadas 

para la obtención de biopelículas, ya sea del tejido conectivo o miofibrilar. No obstante, si 

bien las películas obtenidas de proteínas miofibrilares presentan buenas propiedades 

mecánicas, en general son una barrera pobre al vapor de agua debido a la naturaleza 

hidrofílica de los aminoácidos así como de los plastificantes, que deben emplearse para 

disminuir la rigidez inherente del material (Prodpran et al., 2007). Por lo anterior, se pueden 

emplear mezclas de proteínas en una misma formulación, o incluso probar con distintos 

plastificantes, de modo que se obtengan las propiedades más adecuadas para la futura 

aplicación del material generado. Con base en esto, el presente trabajo pretende elaborar una 

película de proteína miofibrilar de manto de calamar gigante, con el fin de dar un uso a los 

subproductos generados durante su procesamiento, no obstante se espera además disminuir 

la permeabilidad al vapor de agua del material obtenido, por lo que se propuso la adición de 
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proteínas del suero de leche, las cuales al poseer un peso molecular menor (seroalbúmina es 

la mayor con 66kDa) podrán complementar la red proteica formada por las proteínas 

miofibrilares de mayor tamaño (200 kDa para miosina). Además, al poseer un punto 

isoeléctrico similar (ambas alrededor de 5) no habrá problemas de incompatibilidad al elegir 

algún pH en particular durante la elaboración de la solución formadora de película. 

Finalmente, se espera contribuir con a la futura disminución de empaques convencionales, al 

presentar una alternativa más a las ya existentes.  
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ANTECEDENTES 

 

La investigación en biomateriales, contrario a lo que se pueda pensar, data de antes de la 

segunda guerra mundial, en que la demanda de recursos actuó como catalizador para el 

desarrollo científico y tecnológico de polímeros a base de proteína. Entre los productos 

disponibles comercialmente se encontraban películas, recubrimientos e incluso textiles (ej. 

La zeína de maíz mezclada con algodón se empleó para producir la fibra textil conocida como 

Vicara) (Kiplinger 2003). Sin embargo, el uso y producción de estos materiales declinó 

después de la guerra debido al desarrollo de productos a base de petróleo, que eran más 

baratos, fáciles de producir y en general con un desempeño superior. 

En la actualidad, el interés en los biomateriales ha retomado auge gracias a la demanda de 

los consumidores por productos amigables al medio ambiente que disminuyan la 

dependencia de fuentes no renovables (Comstock et al., 2004). 

 

Biopelículas 

Generalmente, se define como biopelícula a una capa delgada de material (puede o no ser 

comestible) de origen natural formado sobre el alimento (recubrimiento) o pre-formado 

(película). El propósito de estos materiales es inhibir la migración de humedad, oxígeno, 

dióxido de carbono, aromas, lípidos, etc.; como acarreadores de ingredientes (antioxidantes, 

antimicrobianos, sabores) y/o mejorar la integridad del alimento durante su manejo (Krochta 

y De Mulder-Jhonston,1997).  

Las biopelículas ofrecen una alternativa a los métodos de envase convencional, si bien, no 

tienen la finalidad de reemplazarlos totalmente, tienen, el potencial para reducir la cantidad 

de empaque empleada en los alimentos, así como limitar la migración de humedad, aromas, 

y lípidos entre el alimento y el ambiente o incluso entre componentes de este (algo que los 

envases tradicionales no pueden lograr). 

 

Fuentes de Obtención 

En últimos años se han propuesto materias primas de fuentes agrícolas y renovables para la 

producción de plásticos que puedan reemplazar en un futuro a los envases de un solo uso, 

especialmente los empleados en la industria alimentaria (Flieger et al., 2003; Chalermthai et 
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al., 2019). Sin embargo, debido a que una gran cantidad de dichos materiales son derivados 

de plantas, es decir, materia prima de primera generación, esto puede presentar un riesgo a 

futuro para la seguridad alimentaria, por lo que el empleo de materias primas de segunda 

generación resulta más adecuado, como es el caso de sub-productos, residuos o incluso 

deshechos derivados de algún proceso (Chalermthai et. al., 2019). 

Los materiales empleados para la producción de biopelículas se dividen en tres categorías 

principales según su origen y producción: categoría 1) polímeros extraídos/removidos 

directamente de biomasa (polisacáridos y proteínas); categoría 2) polímeros producidos por 

síntesis química clásica utilizando monómeros de base biológica (ácido poliláctico), y 

categoría 3) polímeros producidos por microorganismos o bacterias genéticamente 

modificadas. Ahora bien, de manera general la fabricación de las biopelículas se realiza con 

tres componentes principales: el biopolímero, plastificante y solvente, los cuales influirán en 

las propiedades del material final (junto al método de elaboración). No obstante, de los 

biopolímeros disponibles, solo las proteínas liberan nitrógeno durante su degradación, 

pudiendo actuar así como fertilizantes, beneficio que no poseen el resto de las fuentes. 

(Murrieta-Martínez et al., 2017). 

 

Películas a Base de Proteína 

De los polímeros disponibles, las proteínas son las más empleadas, debido a su abundancia, 

habilidad para formar películas, así como su valor nutricional. Además, sus propiedades 

inherentes las hacen una excelente materia prima, pues gracias a su estructura (basada en 20 

monómeros diferentes) es posible obtener distinto tipos de uniones en diversas posiciones, lo 

que da lugar a un amplio rango de propiedades funcionales, formando también una matriz 

cohesiva gracias a la distribución de cargas (Kaewprachu et al., 2016). Una característica 

destacable es la posibilidad de diseñar la película, los grupos funcionales presentes pueden 

ser alterados por métodos físicos, químicos o enzimáticos, con la consecuente variación y 

ajuste de propiedades funcionales según se requiera (Gómez-Estaca et al., 2016). 

En general la formación de una película a base de proteína se basa en tres pasos principales: 

formación de uniones intermoleculares de baja energía, las cuales estabilizan al polímero en 

estado nativo; segundo, las cadenas de polímero se reacomodan y orientan, y tercero, la 

formación de la red tridimensional (Hammann y Schmid, 2014). Esto se puede llevar a cabo 
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por dos procesos distintos: 1) húmedo o “casting”, en el que la proteína es disuelta en un 

solvente adecuado para obtener la solución formadora de película, a la cual se adiciona el 

plastificante o incluso aditivos como antimicrobianos o nanopartículas, la solución es 

entonces vertida en una superficie plana y el solvente evaporado. 2) seco, en presencia de 

agentes plastificantes, bajos niveles de humedad y altas temperaturas, se somete a presión y 

fuerzas de cizalla, mediante las que se obtiene un carácter viscoelástico. Se puede emplear la 

extrusión o el termoformado (Gómez-Estaca et al., 2016).  

 

Enfocándonos en el aprovechamiento de subproductos o deshechos generados en la industria, 

se tratarán dos fuentes de proteína. La primera es el calamar gigante, una pesquería de 

importancia a nivel nacional, pero de poco aprovechamiento y bajo valor. La segunda son las 

proteínas del suero de leche, producto generado en grandes cantidades y no aprovechado del 

todo. 

 

Producción y aprovechamiento del calamar gigante 

El calamar gigante es una importante pesquería en México, siendo Sonora su principal 

productor y, si bien ha disminuido a nivel local en años recientes, a nivel mundial va en 

aumento, siendo Perú el país con mayor captura, con un promedio de 500 a 600 mil toneladas 

anualmente (Mereguetti, 2017). En el caso de la producción nacional, la mayoría está 

destinada a la exportación, principalmente en presentaciones de bajo valor comercial como 

son fresco-congelado, precocido-congelado, “bailarina” (cabeza con tentáculos) y aleta 

(Montaño-Méndez et al., 2015), que se convierten en materia prima para la elaboración de 

productos como aros, deditos, calamar en su tinta etc. Por lo que es necesario comenzar a 

procesar y dar valor agregado para mejorar su precio en el mercado; al hacer esto 

consecuentemente se generaran “deshechos” (como pudieran ser pequeños trozos de 

músculo) a partir de los cuales se podría extraer proteína miofibrilar para la elaboración de 

biopelículas, ya que las cantidades requeridas son bajas. 

En el caso de las proteínas miofibrilares las películas obtenidas son usualmente muy rígidas, 

atribuido a la presencia de enlaces covalentes, especialmente puentes disulfuro, aunque esto 

se soluciona fácilmente empleando algún agente plastificante (Rocha et al., 2013), generando 

entonces una matriz más elástica con buenos valores de elongación y esfuerzo tensil. Otra 
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característica en este tipo de materiales es su desempeño bajo como barrera al vapor de agua, 

debido al carácter hidrofílico de los aminoácidos, sumados al plastificante (Prodpran et al., 

2007). 

 

Proteínas miofibrilares de calamar gigante en la elaboración de películas 

Son varias las especies acuáticas que se han empleado para la obtención de películas, peces 

principalmente, pero en este caso es de interés particular las obtenidas a partir de calamar. 

Hay pocos estudios reportados con proteína de calamar, uno de ellos es el realizado por 

Leerahawong et al., (2011) con manto del calamar japonés común (Todadores pacificus). El 

estudio se centró en determinar la sal más adecuada para la solubilización de las proteínas 

previo a la elaboración de la película, teniendo como opciones: cloruro de sodio (NaCl), 

citrato trisódico dihidratado (Na- citrato), benzoato de sodio (Na-benzoato), acetato de sodio 

(Na-acetato) y tartrato de sodio (Na-tartrato). El trabajo reporta la obtención de películas 

transparentes y con excelente barrera a la luz UV. En lo referente al desempeño mecánico, 

los valores más elevados se obtuvieron al emplear Na-citrato, reportando un esfuerzo tensil 

(TS) de 6.68MPa y porcentaje de elongación de 135%. En cuanto a la permeabilidad al vapor 

de agua, los valores más bajos se obtuvieron con Na-tartrato (0.54x10-10 g/m s Pa) y los más 

elevados, con NaCl (1.26x10-10 g/m s Pa). Posteriormente, estos mismos autores 

(Leerahawong et al., 2012) continuaron con el estudio, pero esta vez evaluando la estabilidad 

de la película en almacenamiento, reportando un aumento progresivo del esfuerzo tensil, pero 

sin cambios significativos en el porcentaje de elongación. En tanto que la permeabilidad al 

vapor de agua disminuyó, relacionado seguramente con el mayor esfuerzo tensil causado por 

un aumento en las interacciones cadena-cadena en la película al irse perdiendo el plastificante. 

Por otra parte, el trabajo realizado por Blanco-Pascual et al. (2013) empleó manto de calamar 

gigante (Dosidicus gigas) con el objetivo de comparar distintas formas de extracción de 

proteína miofibrilar (lavados con agua, condiciones ácidas y alcalinas, y empleo de sales) 

para obtener una película con propiedades funcionales adecuadas. Los mejores resultados se 

obtuvieron al usar condiciones ácidas y básicas, asumiendo que la desnaturalización parcial 

favoreció la formación de uniones más fuertes en la red proteica, generando así películas con 

buenas propiedades mecánicas, alcalinas (TS= 3.10Mpa) y ácidas (TS= 0.85MPa). Los 

valores de permeabilidad al vapor fueron de 1.55 y 1.71x10-7 g/m s Pa para películas alcalinas 



7 
 

y ácidas, respectivamente. En general, reportan la obtención de películas transparentes, 

flexibles y con buena estabilidad microbiológica. Al igual que en el trabajo con calamar 

japones, Blanco-Pascual et al. (2014) evaluaron la estabilidad en almacenamiento de los 

materiales, observando un incremento en la solubilidad en las películas alcalinas, mientras 

que en las ácidas sucedió lo contrario, aumentando además su TS. Con base en lo reportado 

por estos autores, se puede considerar a las proteínas miofibrilares del calamar como 

adecuadas para la elaboración de películas. No obstante, es necesario realizar más 

investigación al respecto con la finalidad de establecer los componentes y condiciones más 

favorables para la obtención de este tipo de materiales. 

 

Producción y aprovechamiento del suero de leche 

La producción mundial de suero en 2008 fue de 160 millones de toneladas, incrementando a 

200 en 2011, y mostrando un incremento anual constante del 2% (Smithers, 2008, Illianes, 

2011). Tomando en cuenta que, en general, para la obtención de 1 kg de queso se generan 9 

L de suero (0.55% de proteína: ~50%, beta-lactoglobulina y ~20%, alfa-lactoalbumina), no 

hay que dejar de lado que solo alrededor del 60% del suero es utilizado, descartando el resto 

usualmente al drenaje, lo que puede llegar a causar problemas ambientales (Guimarães et al., 

2010). Vale la pena mencionar que se ha sugerido a la leche y productos lácteos expirados, 

de los cuales grandes cantidades son desechadas diariamente por los supermercados, 

pudiendo llegar hasta las 7 toneladas (Saad, 2017) como otra fuente para la obtención de 

proteínas del suero, teniendo así un alto potencial para la producción de bioplásticos 

(Chalermthai et al., 2019).   

 

Proteínas del suero de leche en la elaboración de películas 

Ya se han producido con éxito películas y recubrimientos comestibles a partir de las proteínas 

del suero, los cuales han demostrado propiedades mecánicas y de barrera superiores a las de 

otras fuentes proteicas (cereales y polisacáridos), además de generar materiales transparentes, 

flexibles y carentes de color y olor (Ramos et al., 2013). Los trabajos reportados se dividen 

en aquellos que emplean aislado proteico del suero (WPI) y los que utilizan concentrado 

proteico del suero (WPC), los cuales se diferencian por la cantidad de proteína presente, 

siendo mayor en el aislado. Ramos et al. (2013) llevaron a cabo una comparación entre ambas 
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clases de película. Entre sus resultados reportan un ligero color amarillento al usar WPC, en 

cuanto a propiedades como el contenido de humedad, densidad y actividad de agua, al usar 

WPI se obtuvieron menores valores de humedad y actividad de agua, y mayores en densidad. 

De igual modo, menores valores de permeabilidad al vapor de agua fueron obtenidos para 

WPI en comparación con WPC, 1.55 y 7.54x10 g m2 d, respectivamente. En lo referente a 

propiedades mecánicas, WPI obtuvo mayores valores de TS, aunque en elongación fueron 

muy semejantes. No obstante, debido a los métodos de obtención de WPI (más costosos), el 

empleo de WPC suele ser más común, pensando a largo plazo. 
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HIPÓTESIS 

 

La adición de proteína de suero de leche a una solución de proteínas miofibrilares de calamar 

gigante (D. gigas), permitirá obtener una película estructuralmente mejor organizada, en 

comparación con una elaborada únicamente de proteína miofibrilar, repercutiendo en sus 

propiedades fisicoquímicas y su estabilidad de manera positiva. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

 

Evaluar el efecto de la adición de un concentrado de proteína del suero de leche en la 

elaboración de una película de proteína miofibrilar de calamar gigante (D. gigas). 

 

 

Objetivos Específicos 

 

• Establecer las condiciones para la elaboración de una biopelícula a partir de proteína 

miofibrilar de calamar gigante (D. gigas) empleando distintos polialcoholes (Glicerol, 

Sorbitol, Maltitol, Manitol y Xilitol) como agentes plastificantes. 

• Determinar el efecto de los distintos plastificantes en las propiedades funcionales 

(ópticas, mecánicas, solubilidad, permeabilidad, térmicas) y estructura (FT-IR) de las 

películas obtenidas. 

• Incorporar proteína del suero de leche y evaluar su efecto en las propiedades y 

estructura de las películas. 

• Evaluar la estabilidad de las películas por un periodo de 3 meses. 
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DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 

 

El trabajo experimental fue dividido en tres etapas. 

Primera Etapa 

Se partió del manto de calamar gigante (Dosidicus gigas), del cual se trabajó únicamente con 

la fracción de proteína miofibrilar. Se establecieron las condiciones para la obtención de las 

películas empleando distintos polialcoholes como agentes plastificantes (glicerol, sorbitol, 

manitol, maltitol y xilitol). Una vez elaboradas, se evaluaron sus propiedades funcionales 

(ópticas, mecánicas, solubilidad, permeabilidad y térmicas) y de estructura (FT-IR).  

 

Segunda Etapa 

Se trabajó con las películas elegidas por su mejor desempeño en la primera etapa, las 

elaboradas utilizando glicerol y sorbitol. A éstas se les adicionó el concentrado proteico del 

suero de leche. Se obtuvieron un total de 9 películas diferentes, manejando tres 

concentraciones de suero (5, 10 y 15%) y tres de plastificante (glicerol 40%, sorbitol 30% y 

gli/sor 50:50). Nuevamente se evaluaron sus propiedades funcionales y estructura. 

 

Tercera Etapa 

Finalmente, las 9 películas elaboradas en la segunda etapa fueron almacenadas en 

condiciones de refrigeración por un periodo de 3 meses. Sus propiedades funcionales y 

estructurales fueron monitoreadas de forma mensual para evaluar la estabilidad del material. 
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El trabajo realizado en la presente investigación quedó documentado en los capítulos 

presentados a continuación. 

 

Descripción del Capítulo 1 

Estado del arte del aprovechamiento industrial de las proteínas del calamar gigante. 

Así también, de proteínas de diversas fuentes y su potencial uso como biopelículas. 

El primer capítulo contiene dos artículos de revisión. El primero titulado: Squid protein 

characteristics and their potential industrial applications, publicado en la revista Interciencia 

(ISSN 0378-1844). En este manuscrito se aborda de manera breve y concisa las diversas 

características que distinguen a las proteínas del calamar gigante, y como pueden ser 

aprovechadas por la industria en general. El segundo artículo se titula: Edible protein films: 

Sources and behavior, publicado en la revista Packaging Technology and Science (ISSN 

1099-1522). En este documento se hace una revisión de las distintas clases de proteínas que 

pueden emplearse para la elaboración de biopelículas, ya sea que se extraigan de cereales, 

leche, y tejidos musculares o conectivos, y qué podemos esperar en cada caso. 

 

Descripción del Capítulo 2 

Obtención y caracterización de películas de proteína miofibrilar de calamar gigante 

empleando distintos polialcoholes como agente plastificante. 

En el segundo capítulo se presenta un artículo de investigación titulado: Effect of different 

polyalcohols as plasticizers on the functional properties of squid protein film (Dosidicus 

gigas), publicado en la revista Coatings (ISSN 2079-6412). En este trabajo se describe cómo 

el uso de distintos polialcoholes: glicerol, sorbitol, manitol, maltitol y xilitol; influye en la 

formación y propiedades de las películas elaboradas con proteínas miofibrilares de calamar. 
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Descripción del Capítulo 3 

Evaluación del efecto de la adición de concentrado proteico del suero de leche en las 

propiedades y estructura de las películas de proteína miofibrilar de calamar gigante y 

evaluación de la estabilidad de las películas obtenidas. 

En el tercer capítulo se presenta el artículo de investigación titulado: Development, 

characterization and stability of blend films based on squid protein (Dosidicus gigas) and 

whey protein concentrate, el cual será enviado a la revista Progress in Organic Coatings 

(ISSN 0300-9440). En este manuscrito se presentan los resultados generados al mezclar 

proteína miofibrilar de calamar gigante y proteína del suero de leche para la elaboración de 

una biopelícula, así como la caracterización del material obtenido. Además, de su 

almacenamiento durante un periodo de 3 meses, con una caracterización mensual de sus 

propiedades para determinar su cambio con el paso del tiempo.   
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Abstract 

Proteins are highly studied due to their abundance and good film forming capacity, and the 

continuous search for performance improvement has led among other things to mix different 

proteins in a single film. However, due to their nature, aging of the material caused by 

molecular changes is expected within short periods of time, resulting in modifications in their 

properties. In this work, squid myofibrillar proteins and whey protein were used to develop 

a protein film and evaluation of functional properties during a 3 months storage was carried 

out. Transparent, flexible films were obtained, and water vapor transmission rates reduced to 

18.9 g.m-2 d-1 in sorbitol films (44.2 g.m-2 d-1 if only squid protein is used) with blooming 

reduction. Moreover, FT-IR spectra shows a change from α-helix to β-sheets in Amide I band, 

which suggest important changes in the film matrix. During storage, UV barrier of films 

remained stable, and transparency had an increment over time. Plasticizer leaking was 

observed during storage, which was in accordance with FT-IR spectra, in which Amide A 

band showed diminishing in hydrogen bonds, related to higher degree of protein-protein 

interactions, and thus less interaction with the plasticizer. 

Keywords 

squid protein, whey protein, blend, biopolymer film, stability 
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1. Introduction 

Consumers demand for environment friendly packaging has increased in recent years, and 

thus has increased the necessity to look for new materials, among them edible biofilms. Raw 

materials from agricultural origin (renewable) have been proposed as eligible sources, being 

proteins the most popular, due to their nutritional value and the possibility to make a tailored 

material, since their functional groups could be modified by means of enzymatic,  chemicals 

or physical methods, varying and adjusting their performance and functional properties 

(Gómez-Estaca et al., 2016). 

In recent years fishery industry has gained importance as a source for raw material, with a 

waste generation up to 75% of the total production, from which gelatin and myofibrillar 

proteins are the most usual for film development (Mekpiroon et al., 2016). However, 

myofibrillar proteins produce rigid films, mainly due to the presence of covalent bonds, but 

also due to ionic bonds (myofibrillar proteins main component, myosin, is a highly charged 

protein) and hydrophobic interactions. Moreover, the hydrophilic nature of amino acids and 

plasticizer agents makes them prone to have poor water vapor barriers (Prodpran et al., 2007). 

Giant squid (D. gigas) has previously been used as raw material to obtain protein films 

(Blanco-Pascual et al., 2014; Murrieta-Martínez et al., 2019) and the typical behavior 

reported for such materials was observed: high solubility, and poor water vapor barriers. 

Improvement of such properties can be achieved by mixing different protein sources. In this 

work addition of whey protein was suggested. Whey is a by-product of the cheese elaboration 

process, in which only ~60% of the total production is processed and the rest is discarded 

(Guimarães et al., 2010). Films and coatings have been successfully developed from whey 

proteins, from isolates (WPI) and concentrates (WPC), with positive results, resulting in 

transparent and flexible films with lack of odor or color (Ramos et al., 2013). 

Due to their composition, it is expected that molecular changes and reorganization take place 

over time. These changes are caused by the intrinsic instability of their components, and can 

affect their functionality (Osés et al., 2009). There are few studies regarding protein films 

stability, but it has been reported that fish muscle protein-based films tend to show yellow 

discoloration during extended storage, mainly attributed to nonenzymatic browning or 

Maillard reaction (Artharn et al., 2009; Limpan et al., 2010; Tongnuanchan et al., 2011a). 
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While for whey protein films it is been reported that even though there is an increment in 

stress at break values, barrier properties can remain unaffected up to 120 days (Anker et al., 

2001). 

It must be mentioned that compatibility should not be a problem, since both proteins have 

isoelectric points near 5, and both can be solubilized in either alkaline or acid conditions, as 

well as undergo thermal treatments, which in whey protein case are highly desirable for their 

functionality. Thus, the purpose of this work was to obtain a film using giant squid 

myofibrillar proteins and whey proteins to improve the performance of squid protein films 

and evaluate their stability during storage. 

2. Materials and methods 

2.1 Raw material 

Jumbo squid (Dosidicus gigas) was obtained frozen (-20°C) from a local fish market 

(Álvarez Fish Market, Hermosillo, Sonora, Mexico). The mantles were stored at -20°C in 

plastic bags until their utilization at the Laboratory of Conservation and Processing of Marine 

Products, University of Sonora, Mexico.  Whey protein concentrate (80 % of protein, dry 

basis) was obtained from Fabpsa, Industrias Alimentarias Fabp, S.A. de C.V. (CDMX, 

México) 

 

2.2 Film elaboration 

Squid myofibrillar protein solutions (15% protein concentrate w/w) were prepared following 

the methodology reported by Blanco-Pascual et al. (2013) with minor modifications. The 

solution pH was adjusted at 3 ± 0.05 using HCl and was stirred gently during 12 h at 5 °C. 

Whey protein concentrate solution (10 % w/w) was made as reported by Schmid et al. (2012). 

Nine film forming solutions were made, varying on WPC concentration (5, 10 and 15 %) and 

plasticizer added (glycerol 40 %, sorbitol 30% and a mixture of glycerol-sorbitol (1:1)). 

Aliquots were then cast into plates and left for 23 h at 5 °C and 85 % relative humidity (RH) 

before drying at 50 °C/23 h in an oven. All films were stored in a glass chamber at 25 °C/2 

days prior to analysis. Films will be referred according to Table 1. 
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Table 1. Films acronyms according to the percentage of whey protein concentrate added and 

plasticizer used. 

Plasticizer 
Whey Protein % 

5 10 15 

Glycerol G5 G10 G15 

Sorbitol S5 S10 S15 

Gly:Sor GS5 GS10 GS15 

 

2.3 Fourier Transform InfraRed spectroscopy (FT-IR) 

Possible interactions of functional groups due to different plasticizer interactions were 

analyzed by means of total attenuated reflectance mode in an infrared spectrometer (Frontier 

FT-IR, Perkin Elmer, MA). All spectra were recorded within the range between 4000 and 

600 cm-1, with a 4-cm-1 resolution (Sockalingam & Abdullah, 2015). 

  

2.4 Thermogravimetric Analysis (TGA) 

Thermal stability of the films was measured in a thermogravimetric analyzer (Pyris 1 TGA, 

Shelton, CT). An initial weight of 8 mg was used to perform the analyses. Samples were set 

into aluminum pans and evaluated from 25-800°C under an N2 atmosphere. Weight loss as a 

function of temperature (TG) and the differential of the TG curves (DTG) were analyzed 

(Nascimento, Calado, & Carvalho, 2012). 

 

2.5 Tensile strength and elongation percentage  

Tensile strength and percentage of elongation at break evaluation was performed in a texture 

analyzer TA-XT2 (Food Technology Corp., Sterling, Virginia) with a load cell of 5 kg 

according to the ASTM D-882-91 standard method (1996). Strips (6 x 1 cm) were cut from 

the film and kept in a glass chamber at 25 °C/2 d/65 % RH. Strip thickness was measured at 

5 points (in the film area).  Extension was at 2 mm/s up to the breaking point while force and 

distance were recorded. Tensile strength and percentage of elongation were calculated with 

the equations: 

TS = Fm/A 

E = (dr/do) *100 
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Where TS is the tensile strength (MPa), Fm is the maximal force (N), A is the area of the film 

cross-section (thickness x width: m2), E is the elongation (%), do is the distance onset of 

separation (cm), and dr is the distance of rupture (cm). 

 

2.6 Light transmittance and transparency 

Strips (4 x 1 cm) were cut from the films and placed on the inside wall of a plastic cuvette (1 

cm). Ultraviolet (UV) and visible light barrier of the films were measured between 200 and 

800 nm. Transparency was calculated by the following equation: 

𝑇𝑟𝑎𝑛𝑠𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑐𝑦 = 𝐴600/𝑥 

Where A600 is absorbance at 600 nm and x is the film thickness (mm) (Shiku, Hamaguchi, 

& Tanaka, 2003). 

 

2.7 Water solubility 

Water solubility was determined in containers with 50 mL distilled water where film 

circumferences of 4 cm in diameter were placed and kept at 25 °C/24 h. The solution was 

vacuum filtered using filter paper (Whatman #1), and the undissolved film dessicated at 

100°C/24 h. Solubilized dry matter weight was calculated by substrating the insolubilized 

dry matter weight from the initial dry matter weight and expressed as a percentage of the 

total weight (Blanco-Pascual et al., 2013; Arfat et al., 2014). 

 

2.8 Water Vapor Transmission Rate (WVTR) 

WVTR was measured by the standard test method (ASTM E96/E96M-05). Films were sealed 

onto test cups containing anhydrous calcium chloride (0% RH) and placed in a glass chamber 

at 45% RH maintained at 25°C. Weight changes were recorded for 10 days and WVTR 

calculated with the following equation: 

𝑊𝑉𝑇𝑅 =  ∆𝑚/∆𝑡𝐴 

Where m/t is weight gain per unit-of-time (g/day), and A is the area of the exposed film 

surface (m2).  At least three replicates were tested for each sample. 
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2.9 Film stability during storage 

The obtained films were stored in wax paper envelopes within plastic containers under 

refrigeration (4 °C) in a refrigerator Torrey (VRD-42) equipped with a force air cascade 

system, for a period of 3 months. Every month all the previously described evaluations were 

performed. It must be noted that the refrigerator was opened constantly, since it was not 

exclusive for this study purposes.   

 

2.10 Statistical Analysis  

Experiments were run at least in triplicate. Data were subjected to analysis of variance 

(ANOVA), mean comparisons were carried out by Tukey test, using the software JMP ver. 

8 for Windows (SAS Institute, Inc., NC, USA). Statistically significant difference was 

defined as p ≤ 0.05 and data presented as mean ± standard deviation. 

 

3. Results and discussion 

Nine films were obtained with thickness ranging from 0.12 to 0.37 mm, depending on the 

percentage of WPC added. Appearance was that of translucent transparent films, being soft 

and flexible when handling. However, sorbitol films were stiffer, while glycerol and glycerol-

sorbitol films were difficult to tell apart. Also, differences could not be observed at glance 

regarding the WPC % added. 

3.1 FT-IR  

Infrared spectroscopy is a technique that allows to have a general idea of the chemical 

structure of the materials conforming the film. The spectra of the films obtained are shown 

in Figure 1. The characteristic band for each plasticizer can be seen around 1000 cm-1, also 

amide A band at 3269 cm-1, they showed slight differences between plasticizers used and 

WPC percentage. It can be observed that when sorbitol and higher WPC concentrations were 

used, Amide A bands were less round, which may indicate a higher degree of crosslinking 

between proteins, as reported by Ramos et al. (2013) when comparing WPI and WPC films. 

Also, a lower width of the Amide A band was associated with a higher number of chains 

closer to each other promoted by more frequent hydrogen bonding, thus fewer free -OH 

groups available.  
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Moreover, when comparing Amide I band with that of a previous work in which only squid 

protein was used (Murrieta-Martínez et al., 2019), the band shape and wavenumber (a strong 

band near 1630 cm-1 and a weaker band near 1685 cm-1) suggest a change from α-helix to β-

sheets,  (Barth, 2007). These results are agreement with the work of Ramos et al. (2013), in 

which deconvolution of Amide I band of WPC films showed eight bands that were observed 

within the range 1618-1683 cm-1, characteristic of amide groups involved in extended β-

sheets structure. This is in accordance with Amide III band, these changes could indicate a 

modification in secondary structure, which is mainly stabilized by hydrogen bonds.   

 

Figure 1. FT-IR spectra of the protein films of jumbo squid (Dosidicus gigas) with 

addition of whey protein concentrate and glycerol and sorbitol as plasticizers. 

 

 

3.2 TGA  

This technique was used in order to obtain the thermal stability of the material and the 

temperature at which each component is decomposed. Figure 2 shows the thermograms (a) 
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and temperature derivative (b) of the films. Water elimination can be observed at ~100 °C, 

followed by a transition from 200 to 350 °C, which according to Rocha et al. (2017) 

correspond to myofibrillar protein, allowing a quick look on whether there is an effect on the 

protein matrix. However, in our study two protein sources were used, which means whey 

proteins should be there too, this could be explained by their reported degradation 

temperatures, 319 and 313 °C, respectively. Also, in the temperature derivative of sorbitol 

films a single transition can be seen for both proteins, accompanied by the water and 

plasticizer. However, in glycerol films, myofibrillar and whey proteins are separated, with 

temperatures of 204-215 °C and 328-333 °C, which may correspond to myofibrillar and whey 

proteins respectively. Ramos et al. (2013) reported that WPC films (using glycerol) have a 

degradation temperature range of 280-500 °C, which is in accordance to this work results. 

Results are in accordance to a previous work (Murrieta-Martínez et al., 2019) in which 

sorbitol appeared to interact less with the protein matrix in comparison with glycerol, thus 

allowing a better interaction between proteins, and a higher temperature stability. Regarding 

WPC percentage effect, it could barely be noticed in this test. 

a) 

  

b)  

 

Figure 2. (a) TGA thermograms (TG) and (b) temperature derivative (DTG) 

thermograms of the protein films of jumbo squid (Dosidicus gigas) with glycerol 

and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate. 

3.3 Light transmittance and transparency 

Properties like color, light transmission and transparency are of great importance regarding 

consumer acceptation, see-through films are usually preferred. Results are shown in Table 2. 
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As can be seen plasticizer-whey protein interaction was significative (p ≤ 0.05), with higher 

transparency values when glycerol and whey in 5 or 15% were used, while in sorbitol films 

transparency diminished, this may be due to a higher interaction degree between proteins, as 

solubility and TGA results suggest. Regarding transmission, all films proved to be good UV 

barriers with transmission beginning at 350nm. In comparison with a previous work 

(Murrieta-Martínez et al., 2019), light transmission diminished when WPC was added. At 

350 nm, when transmission begins, G films had values of 50, while the G-WPC films in this 

work have 31; the same occurs for S-WPC films values that went down to 4. This could be 

due to the addition of another protein source, which will increase the number of aromatic 

groups present in the film, to which is attributed UV light absorption and thus a minor light 

transmission. Blanco-Pascual et al. (2014) work with giant squid films also reported 

transmission starting at 350nm, and transparency values of 0.6, similar to of G-15 and GS-

15 in this work, but still less transparent than some of the films obtained.  For whey protein 

films good UV light barriers have also been reported, with transmission also beginning at 

350nm, but less transparent films, with values of 1.29 (Ramos et al., 2013), which is in 

accordance with the diminishing in transparency values when higher WPC percentage is used 

 

Table 2. Transparency of protein films from jumbo squid (Dosidicus gigas) with 

glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate. 

Film WPC% Transparency 

Glycerol 5 0.52±0.05ab 

 10 0.39±0.07a 

 15 0.67±0.07b 
   

Sorbitol 5 1.83±0.16de 

 10 1.91±0.18e 

 15 1.7±0.16d 
   

Gly:Sor 5 0.5±0.08ab 

 10 1.34±0.04c 

  15 0.67±0.02b 

 The values are the means of three determinations ± the standard deviation. 

Different letters show significant differences (p ≤ 0.05).   
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Figure 3. Light transmittance of protein films from jumbo squid (Dosidicus gigas) 

with glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate. 

3.4 Film Solubility in Water 

Film solubility was performed due to possible film applications in the future but also because 

values are affected depending of the packaging of the protein matrix, which is supposed to 

be tightly packed due to whey protein addition. Values are shown on Table 3, with the highest 

value for G-5 and the lowest for S-15. However, solubility values are higher to those of only 

squid protein films (53 %), which is logic due to addition of another protein source, 

(hydrophilic nature). Still, comparing with Ramos et al., (2013) who reported a solubility 

value of 78 % for a WPC protein film with glycerol as plasticizer, G-15 film value is the 

closer, and it is the less soluble of the glycerol films, thus WPC percentage had a positive 

effect on film solubility, and could be appreciated more clearly in sorbitol.   
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Table 3. Water solubility percentage of protein films from jumbo squid 

(Dosidicus gigas) with glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey 

protein concentrate. 

Plasticizer  WPC % 

5 10 15 

Glycerol 

Sorbitol 

Gly:Sor 

83.9±0.34bA 

77.3±3.94aA 

81.3±0.91bA 

80.4±0.57bB 

72.6±0.26aB 

80±1.06bB 

74.2±0.95bC 

68.9±1.12aC 

74.3±0.99bC 

The values are the means of three determinations ± the standard deviation. Different 

letters show significant differences (p ≤ 0.05). Lower case for plasticizer and capital 

case for WPC %. 

 

3.5 Water vapor transmission rate (WVTR) 

Water permeability values are an important factor when developing protein films, which are 

known for being poor barriers due to the hydrophilic nature of their amino acids, and a way 

to improve this behavior is adding another polymer to the formulation. Table 4 shows the 

values of water transmission rate, in which a positive effect of WPC addition can be seen, 

with lower values when WPC percentage was higher.  

Table 4. Water vapor transmission rate of protein films from jumbo squid 

(Dosidicus gigas) with glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey 

protein concentrate. 

Plasticizer  WPC % 

5 10 15 

Glycerol 

Sorbitol 

Gly:Sor 

191.1 ± 14.1de 

30.6 ± 4.7a 

150.3 ± 8.3c 

211.4 ± 5.2e 

39.4 ± 2.7a 

150.9 ± 6.5c 

177.7 ± 9.6d 

18.9 ± 1.3a 

85.0 ± 3.12b 

The values are the means of three determinations ± the standard deviation. Different 

letters show significant differences (p ≤ 0.05).   

A considerable reduction could be achieved in sorbitol films, in comparison with those made 

only with myofibrillar protein (Murrieta-Martínez et al., 2019, with transmission rates going 

from 44.2 g.m-2d-1 down to 18.9 g.m-2d-1.  The reduction of WVTR values may be due to a 
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more tightly packed protein matrix, as reported by Ramos et al. (2013), who reported that 

reduction of the interstitial spacing between molecules lead to a more compact matrix in WPI 

films in comparison with WPC, and had a lower diffusion rates. This may also be related to 

blooming diminishing in sorbitol films, due to lower amounts of plasticizer migrating out of 

the matrix.  

3.6 Stability study 

FT-IR spectra at 0 and 3 months are shown in Figure 4. After storage Amide A band, related 

to water presence in the film, appears to be less round and more spiky, which may indicate a 

reduction in hydrogen bonding, leading to water release (solubility of all films incremented 

over time) and thus a possible development of protein-protein cross linking. A band intensity 

decrease can also be appreciated, and as reported by Blanco-Pascual et al. (2014) may be 

caused by less α and β structures, related to an increment of aggregation over storage time. 

Regarding Amide III band, a change of shape can be seen for all films after storage, and it 

may indicate a modification of secondary structure, mainly stabilized by hydrogen bonds, 

which supposedly diminished due to cross linking (Amide A). 
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a) 

 

b) 

 

Figure 4. FT-IR comparison of protein films from jumbo squid (Dosidicus gigas) proteins 

with glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate: a) 0 and 

b) 3 months of storage. 

 

Amide A Amide I      Amide II      Amide III 

Amide A                                Amide I         Amide II       Amide III 
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While optical properties are important from the consumer point of view, they are also related 

to the chemical structure of the material. Transparency is shown in Figure 5, it must be noted 

that films in this study were more transparent in comparison to those of Todadores pacificus 

and Dosidicus gigas, which may be due to whey protein addition to the formulation, because 

whey proteins are known for producing highly transparent films (Ket on et al., 2016). Within 

the nine films obtained, G films showed to be the most transparent, at either 0 or 3 months, 

followed by GS and S the least. Leerahawong et al. (2012) reported a significant increment 

during storage for Todadores pacificus films, which was also observed in this study, 

especially in S films. Blanco-Pascual et al. (2014) also reported this behavior, with 

transparency values diminishing approximately at half and becoming stable after four months. 

This behavior has been attributed to orientation of polymers in the film matrix during storage 

(Artharn et al., 2009).  

 

Figure 5. Transparency comparison of protein films from jumbo squid (Dosidicus gigas) 

proteins with glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate, 

0 vs 3 months of storage. The values are the means of three determinations ± the standard 

deviation. Different letters show significant differences (p ≤ 0.05).  
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Regarding UV barrier property all films presented a stable behavior, improving during 

storage (Table 5). A similar behavior was reported by Blanco-Pascual et al. (2014) in 

Dosidicus gigas films, who reported a slightly more effective UV barrier, but only at higher 

wavelengths after four months storage. An increment in yellowish color of the films, due to 

Maillard reaction was also reported and could be observed in these materials. 

 

Table 5. Transmittance values of protein films from jumbo squid (Dosidicus gigas) with 

glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate, 0 vs 3 months 

storage.   

Film 
Storage 

(months) 

Wavelenght (nm) 

200 300 400 

G5 0 0.13 ± 0.12b 5.21 ± 0.30b 56.92 ± 0.82ª 

 3 0.03 ± 0.0a 2.75 ± 1.6ª 61.12 ± 7.5ª 

G10 0 0.06 ± 0.06ª 1.67 ± 0.20ª 50.59 ± 0.57ª 

 3 0.18 ± 0.1b 2.88 ± 0.5b 48.22 ± 6.1ª 

G15 0 0.41 ± 0.06b 1.38 ± 0.27b 52.30 ± 0.97b 

 3 0.06 ± 0.1ª 0.34 ± 0.4ª 24.76 ± 3.6ª 

S5 0 0.02 ± 0.01ª 1.75 ± 0.0b 19.65 ± 0.51ª 

 3 0.08 ± 0.0b 0.49 ± 0.2ª 22.12 ± 15.4ª 

S10 0 0.03 ± 0.03ª 0.23 ± 0.58ª 15.08 ± 0.02ª 

 3 0.21 ± 0.2ª 1.30 ± 0.8b 40.85 ± 12.2b 

S15 0 0.03 ± 0.0a 0.62 ± 0.06ª 27.75 ± 1.88b 

 3 0.20 ± 0.2ª 0.49 ± 0.6ª 14.06 ± 7.5ª  

GS5 0 0.00 ± 0.01ª 2.75 ± 0.0b 59.66 ± 0.61ª 

 3 0.17 ± 0.2ª 1.98 ± 0.6ª 52.13 ± 11.2ª 

GS10 0 0.05 ± 0.0a 1.45 ± 0.0b 34.70 ± 0.0b 

 3 0.29 ± 0.5ª 0.64 ± 0.4ª 30.53 ± 1.9ª 

GS15 0 0.15 ± 0.02ª 1.25 ± 0.10b 44.96 ± 0.02b 

  3 0.13 ± 0.1ª 0.47 ± 0.3ª 25.64 ± 3.7ª 

The values are the means of three determinations ± the standard deviation. Different letters 

show significant differences (p ≤ 0.05) in time of storage. 

Film solubility in water is a valuable attribute to take into account when deciding the material 

final use and is affected by the matrix protein arrangement. Water solubility values of the 

films are reported in Figure 6. There is an increment in solubility during storage in almost all 

the films. Similar results were obtained by Blanco-Pascual et al. (2014) in a Dosidicus gigas 

film, attributing this behavior to a certain degree of matrix disruption during storage, with 
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plasticizer release leading to a more rigid polymer structure, partial hydrolyzation of proteins 

and aggregation. This correlates with FT-IR results, especially in the bands Amide A and 

Amide III which indicate the presence of OH and secondary structure integrity respectively. 

Thus, diminishing of OH bonds leads to protein aggregation and plasticizer leaking out of 

the matrix, resulting in an increment in blooming.  

 

Figure 6. Water solubility of protein films from jumbo squid (Dosidicus gigas) proteins with 

glycerol and sorbitol as plasticizers and addition of whey protein concentrate, 0 vs 3 months 

storage. The values are the means of three determinations ± the standard deviation. Different 

letters show significant differences (p ≤ 0.05). 

 

4. Conclusion 

Overall positive results had been obtained from the composite films in this work, especially 

regarding to water vapor transmission rate, which values were lowered and blooming 

diminished in sorbitol films. Also, FT-IR spectra showed a change of secondary structure 

from alfa helix to beta sheets (characteristic of WPC), given a more packed matrix when 

mixing both proteins. Stability results are in accordance to those reported for other squid 

protein films, with some variations attributed to the addition of whey protein into the mixture. 

UV barrier properties proved to be stable and transparency got higher during storage. 

However, changes in the matrix structure, most likely increment in protein-protein 
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aggregation, resulted in higher film solubility, an important property regarding their future 

application, with film integrity being adequate even after 3 months storage. 

 Therefore, myofibrillar and whey proteins as a mix are good materials to elaborate edible 

films with good functional properties. 
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CONCLUSIONES 

El llevar a cabo el presente trabajó permitió establecer la capacidad de las proteínas 

miofibrilares de calamar gigante (D. gigas) para formar un biomaterial en forma de películas, 

al emplear distintos polialcoholes como agentes plastificantes, así como al mezclarse con otra 

proteína, concentrado proteico de suero de leche. 

Los resultados mostraron mayor compatibilidad al emplear glicerol y sorbitol, obteniéndose 

un material flexible y transparente, en tanto que el resto de los polialcoholes generaron 

películas frágiles, además de presentar un color amarillento y poca transparencia. Por otra 

parte, al adicionar suero de leche, y empleando los polialcoholes seleccionados, se obtuvieron 

materiales con una matriz proteica más compacta, la cual mostró cambios estructurales 

importantes que resultaron favorables en lo que a las propiedades funcionales del material 

respecta, que era lo que se pretendía, disminuyendo además el blooming.  

Finalmente, durante la evaluación de estabilidad de los materiales, se observó que incluso al 

haber pasado tres meses en refrigeración, las propiedades funcionales en general seguían sin 

cambios importantes, habiendo incluso mejoras en lo referente a propiedades ópticas. 

Los resultados del estudio en general sugieren que el uso de proteína de calamar adicionada 

con suero de leche resulta una mezcla adecuada para la obtención de películas con buenas 

propiedades funcionales, observándose una mejora en las mismas en comparación con el uso 

de solo un tipo de proteína. Además se observó buena estabilidad de los materiales obtenidos. 
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RECOMENDACIONES 

Sería interesante una vez hecha la mezcla clamar-suero, probar con otros agentes 

plastificantes, ya sea otros polialcoholes o incluso la adición de ácidos grasos, los cuales 

además podrían tener efecto en la disminución del carácter hidrofílico característico en las 

películas de proteína. 

Se tuvo la oportunidad de evaluar la capacidad antioxidante de las películas obtenidas, 

investigar mas a fondo dicha área podría ser muy beneficioso, pues no hay muchos trabajos 

al respecto y podría ampliar el campo de aplicación. 

Finalmente, se considera que evaluar el material ya sobre un alimento es definitivamente el 

siguiente paso, para comprobar si realmente será capaz de desempeñarse como sugieren las 

propiedades encontradas en este estudio. 
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ANEXO (CALCULOS DE WVP – WVTR) 

 

 


