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RESUMEN

En este estudio, se examinaron las caracteristicas fisicas y mecanicas de las biopeliculas con
aceite esencial (AE) de Curcuma longa L., en su potencial efecto antifingico. Se formularon
3 biopeliculas utilizando almidén de yuca (Manihot esculenta), glicerol y AE de C. longa L.,
con las concentraciones de 0.1, 0.2 y 0.3% Yy una sin AEC. Las biopeliculas se caracterizaron
por su delgadez, resistencia, transparencia y ausencia de adherencia al tacto. Se obtuvo un
porcentaje de rendimiento del 80 % de almiddn de Manihot esculenta y del 0.19% de AE de
C. longa L., a partir de 3kg de materia prima. La evaluacion de propiedades fisicas revel6 que
el tratamiento 2 exhibid menor solubilidad y tuvo diferencia significativa con los otros
tratamientos. Respecto a la biodegradabilidad de las biopeliculas, se obtuvo un porcentaje de
biodegradacion entre el 63 y 100%. El espesor no mostro diferencias significativas (p >0.05)
entre tratamientos, sin embargo, la densidad mostrd significativamente diferente entre el
tratamiento 2 y los demas tratamientos. Estos resultados, sugieren que las biopeliculas de
almidon de Manihot esculenta, adicionadas con AE de C. longa L., tienen un potencial como
alternativa ecoldgica y amigable con el entorno. La aplicacion de la biopelicula sobre naranjas
como barrera antiflngica tuvo resultados del 88 % de inhibicion por el método de aspersion
del hongo, mientras que en el ensayo de inoculacién por puncién no mostré indicios de
desarrollo del hongo (Penicillium digitatum). Las biopeliculas antifungicas mantuvieron la
acidez de las naranjas al ser inoculadas por aspersion, mientras que los °Brix no fueron

afectados significativamente.

Palabras clave: Almidon, Biopeliculas, Curcuma, Actividad antifungica, Propiedades

mecanicas.



ABSTRACT

In this study, the physical and mechanical characteristics of the biofilms with essential oil
(EO) of Curcuma longa L. were examined for their potential antifungal effect. 3 biofilms were
formulated using cassava starch (Manihot esculenta), glycerol and EO from C. longa L., with
concentrations of 0.1, 0.2 and 0.3% and one without EO. The biofilms were characterized by
their thinness, resistance, transparency and lack of adhesion to the touch. A yield percentage
of 80% of starch from Manihot esculenta and 0.19% of EO from C. longa L. was obtained
from 3kg of raw material. The evaluation of physical properties revealed that treatment 2
exhibited lower solubility and had a significant difference with the other treatments. Regarding
the biodegradability of the biofilms, a biodegradation percentage between 63 and 100% was
obtained. The thickness did not show significant differences (p > 0.05) between treatments,
however, the density showed significantly different between treatment 2 and the other
treatments. These results suggest that Manihot esculenta starch biofilms, added with EO from
C. longa L., have potential as an ecological and environmentally friendly alternative. The
application of the biofilm on oranges as an antifungal barrier had results of 88% inhibition by
the spray method of the fungus, while in the puncture inoculation test it did not show signs of
development of the fungus (Penicillium digitatum). The antifungal biofilms maintained the
acidity of the oranges when applied by spraying, while the °Brix was not significantly affected.

Keywords: Starch, Biofilms, Turmeric, Antifungal activity, Mechanical properties.
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CAPITULO I.- INTRODUCCION

La presencia de hongos en productos alimentarios y agricolas plantea una amenaza constante
para su calidad y seguridad. En respuesta a este desafio, la aplicacion de recubrimientos
antifungicos naturales se ha vuelto esencial (Zhang et al., 2020). Desde las cubiertas de cera
en la China del siglo XII hasta los films elaborados con carbohidratos y lipidos por la década
de 1950 en Estados Unidos, la innovacion en este campo ha sido constante. La aplicacion de
biopeliculas se ha generalizado en diversas areas, desde carnes y productos pesqueros hasta
frutas y verduras, ofreciendo soluciones efectivas para potenciar la calidad y extender la

conservacion de los alimentos (C. R. M. Elena, 2014).

Este proyecto se enfoca en el analisis del impacto antifingico de una biopelicula desarrollada
con almidon de Manihot esculenta y AE de C. longa L., la combinacién de estos materiales se

presenta como una posible alternativa para la proteccion de productos perecederos.

El almiddn, extraido de Manihot esculenta, ofrece propiedades particulares en la formacion de
biopeliculas, destacando su capacidad para mejorar la barrera al aire y, asi, fomentar la
preservacion de comestibles. La incorporacion de modificaciones quimicas y plastificantes se
ha explorado para superar limitaciones especificas (Lopez et al., 2013; Arrieta y Palencia,
2016). Asi mismo, el almiddn de yuca, en particular, ha demostrado propiedades prometedoras
en biopeliculas, ofreciendo flexibilidad, transparencia y rapida biodegradabilidad (Parra et al.,
2004; Pagno et al., 2016).

Las propiedades antifungicas, antibacterianas, antioxidantes, antiinflamatorias y
antiparasitarias del AE de C. longa L. (Mesa, Ramirez-Tortosa, Aguilera, Ramirez-Boscé, &
Gil, 2000), son proporcionadas por los dos principales componentes la tumerona y la a-
tumerona (Coy & Acosta, 2013).

Este estudio abordé la problematica de manera integral, proponiendo la creacion de peliculas
biodegradables del almidon de yuca y la adicion de AE C. longa L., que integraron sus
propiedades antifungicas. Asi mismo, se evaluaron las propiedades fisicas (solubilidad,
densidad, espesor y biodegradabilidad), mecénicas (tension a la traccion) y su eficacia como

recubrimiento antifungico.



1.1 Antecedentes

La implementacion de peliculas biodegradables en la preservacion de comestibles ha
evolucionado a lo largo de la historia, encontrando una variedad de usos que superan la
preservacion. A continuacion, se presenta un recorrido histérico y un andlisis de las
aplicaciones especificas de biopeliculas en diferentes contextos alimentarios. (C. R. M. Elena,
2014).

A pesar de que la empleabilidad de revestimientos comestibles en la preservacion de alimentos
no es una tecnologia recién implementada, su utilizacion en el mantenimiento de la frescura
de frutas y verduras cortadas ha experimentado destacados progresos durante los afios. Desde
la antigliedad se han aplicado diferentes revestimientos como método de conservacion. En el
siglo XI1, en China, las cubiertas de cera fueron empleadas con el propoésito de elevar la calidad
y conservacion de frutas. Aunque en el siglo X V1, se aplicaron cubiertas de grasa en productos
carnicos con el fin de evitar su encogimiento. En el siglo XIX, se empled la sacarosa como
una cobertura en nueces, almendras y avellanas con el fin de evitar el deterioro por oxidacion
y la aparicion de rancidez. Después, en la década de 1930, en los Estados Unidos, se
implemento la aplicacion de cera caliente como recubrimiento para proteger frutas citricas,
ademas de emulsiones de aceite-agua destinadas a frutas frescas y vegetales. Y posteriormente,
en la década del afio 1950, films hechos con polisacaridos, compuestos proteicos y lipidos se
utilizaron con éxito, destacando los films con lipidos (ceras y surfactantes) para impedir el

paso de la humedad y controlar el escaldado en manzanas (C. R. M. Elena, 2014).

La utilizacion de peliculas biodegradables en la preservacion de comestibles abarca diversas
areas, desde la carne hasta los productos pesqueros, frutas y verduras, proporcionando
soluciones efectivas, elevar el estandar de calidad y extender la durabilidad de los alimentos.
Estas innovaciones representan un avance significativo en la busqueda de métodos sostenibles

y seguros para la conservacion de alimentos. (Alexander, 2014).

El AE de C. longa L., ha sido estudiado por su actividad antibacteriana y antifungica sobre las
biopeliculas aplicadas en zapallo (Cucurbita maxima), demostraron ser eficaces en el control
de patdgenos, como Penicillium sp. y Cladosporium sp., siendo responsables de importantes

pérdidas poscosecha (Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Velasco et al., 2017).



En 1978 Barnerje Nigam demostrd su actividad inhibitoria sobre agentes patégenos, varios
estudios demostraron la actividad antibacteriana sobre las gram positivas como: S aureus, E.
faecalis, B. subtilis y gram negativas como: E. coli, P.mirabilis y P. aeruginosa siendo
efectivas (Rambir, Rames, Mridula, & Pratibha, 2002; Shagufta et al, 2010; Singh y Jain, 2011;
Coy & Acosta, 2013). Asi mismo, se han realizado estudios que respaldan su actividad
antifangica frente a levaduras como C. albicans, y hongos como A. brasiliens. (Singh y Jain,
2011).

La incorporacion del AE de C. longa L., en biopeliculas emerge como una estrategia
prometedora para la preservacion de productos alimentarios. Los estudios demuestran su
capacidad en el manejo de patdgenos comunes responsables de pérdidas poscosecha
significativas. Las propiedades contra bacterias y hongos del aceite, documentada a lo largo
de varias décadas de investigacion, sugiere su potencial para incrementar la inocuidad
alimentaria y extender la durabilidad de los alimentos. Estos hallazgos respaldan la viabilidad
de utilizar el aceite en peliculas comestibles como una alternativa sostenible y efectiva para
preservar la calidad de los alimentos.



1.2 Planteamiento del problema

De acuerdo con un informe de la UNEP (United Nations Envaironmet Programe), en todo el
mundo se desperdiciaron 931 millones de toneladas de alimentos debido a la presencia de
hongos en los alimentos y productos agricolas, que amenazan constantemente la calidad y
seguridad de los alimentos (UNEP, 2021). Para contrarrestar estos problemas, se ha
investigado el desarrollo de peliculas biodegradables a partir de polimeros naturales como
estrategia para reducir el crecimiento de hongos mediante la adicion de aceites esenciales con
propiedades antifingicas (Elena, 2015; Zhang et al., 2020). Ademas, otros estudios han
demostrado que el almidén de Manihot esculenta tiene propiedades formadoras de biopeliculas
destacando su capacidad para mejorar la barrera del oxigeno y asi beneficiar la conservacién
de los alimentos, la combinacién con el AE de C. longa L., representa una alternativa
prometedora para combatir la contaminacion de alimentos por hongos (Lopez et al., 2013;
Arrieta y Palencia, 2016).



1.3 Justificacion

La afectacion de productos alimentarios a causa de hongos como Aspergillus, Botrytis y
Penicillium, generan una perdida aproximada de 931 millones de toneladas de alimentos
(UNEP, 2021). Para mejorar la conservacion de productos especificos se ha investigado la
aplicacion de peliculas activas en los alimentos como carnes y pescados, que se elaboraron a
partir de almidones, quitosano y AE de hierbas como tomillo, canela, romero y orégano. Asi
mismo, se han utilizado biopeliculas de acido polilactico y gelatina con nanoparticulas con AE
de tomillo, cinamaldehido, que mejoran sus propiedades, destacando el interés creciente en el
AE de C. longa L., por sus propiedades antifungicas, antibacterianas, antioxidantes,
antiinflamatorias y antiparasitarias (Mesa, Ramirez-Tortosa, Aguilera, Ramirez-Bosca, & Gil,
2000). En esta investigacion se realizo la formulacion de biopeliculas con almidon de Manihot
esculenta y AE de C. longa L., evaluando sus propiedades fisicas (solubilidad, densidad,
espesor y biodegradabilidad), mecanicas (tension a la traccion) y la eficacia de las biopeliculas

como recubrimiento antifangico.



1.4 Hipdtesis

La formulacién de biopeliculas con almidon de Manihot esculenta y AE de C. longa L.,

reduciré el crecimiento de hongos en alimentos, mejorando su conservacion.

1.5 Objetivos

1.5.1 General

Desarrollar una biopelicula utilizando el almidon de Manihot esculenta y AE de C. longa L.,

para evaluar su eficacia como recubrimiento antiflngico.

1.5.2 Especificos

>
>
>

Extraer almidon de Manihot esculenta con el fin de elaborar la biopelicula.
Extraer AE de C. longa L., mediante destilacion por arrastre de vapor.

Preparar las formulaciones para la produccion de las biopeliculas de Manihot
esculenta 'y AE de C. longa L.

Evaluar las propiedades fisicas (solubilidad, densidad, espesor y
biodegradabilidad) y mecanicas (tension a la traccién) de las biopeliculas
elaboradas.

Evaluar la eficacia de las biopeliculas como recubrimiento antifungico.



CAPITULO Il.- MARCO TEORICO

2.1 Yuca (Manihot esculenta)
La Manihot esculenta es una planta perenne de las euforbidceas cuya raiz se destaca como una
valiosa reserva de carbohidratos almacenados en forma de almiddn, se usa extensivamente en

la produccién industrial de alimentos (Mina Yanqui, 2019).

Figura 1: Manihot esculenta, Publimetro Argentina, Martinez (2023)

2.2 Almidon

El almidon es un compuesto polimérico que se encuentra en una gran cantidad en el entorno
natural, formando una parte considerable del 60%, la composicion de los granos de cereales,
se separa sin dificultad de otros elementos presentes. Cuando se calienta en agua, la
amilopectinay la amilosa del almidon se solubilizan parcialmente, y si se encuentran en exceso
de agua a temperaturas de 65-100 °C, se presenta un proceso irreversible de gelatinizacion,
necesario para obtener una solucion homogénea formadora de biopelicula (Arvanitoyannis y
Kassaveti, 2009).

2.2.1 Composicion del Almidon

El almidén en su forma natural, conformado por amilosa y amilopectina, exhibe propiedades
particulares. La amilosa, un polisacarido formado por unidades de glucosa, tiene la capacidad
de crear biopeliculas solidas, isotropicas y sin olor ni color. En cambio, la amilopectina, un
polimero altamente ramificado, conduce a biopeliculas con propiedades mecéanicas mas
débiles (Durrani y Donald, 1995; Liu, 2005; Campos et al., 2011).



2.3 Almidon de yuca
El almiddn de Manihot esculenta, un polisacarido natural obtenido de la raiz de la yuca, se
presenta como un material muy adaptable con aplicaciones notables en la formacion de

biopeliculas biodegradables (Gontard, 1993).
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Figura 2: Estructura del almidén, Editorial Grudemi (2022).

2.3.1 Almidon de Manihot esculenta en biopeliculas

Se logra obtener biopeliculas de almiddn de Manihot esculenta en excelentes caracteristicas
de maleabilidad y resistencia a la humedad y al oxigeno. Estas biopeliculas poseen buena
homogeneidad, flexibilidad, transparencia y exhiben una rapida biodegradabilidad (Parra et
al., 2004; Pagno et al., 2016).

2.4 Biopeliculas

Es una fina capa de compuestos biodegradables que protege al producto y extiende su vida dtil
al proporcionar una barrera contra gases y vapor de agua. Las biopeliculas alimentarias tienen
propiedades de extensibilidad, impermeabilidad al agua, permeabilidad al vapor de agua y

proteccion del oxigeno (Zhou, 2011; Xochitlanezi, 2020).

2. 4.1Método de casting para la produccion de las biopeliculas.

La produccion de biopeliculas a partir de almidon, el método de casting, se presenta como una
técnica comdnmente utilizada. Este proceso implica la formacidn de biopeliculas mediante la
extension y secado de una dispersion del polimero, que incluye componentes como los

plastificantes (Bertuzzi et al., 2007; Jiménez et al., 2012).

Esta metodologia para obtener biopeliculas de almidon mediante casting involucra varias
etapas, entre las cuales, se encuentran la gelatinizacion, dispersion, homogenizacion,

estiramiento y deshidratacion.



> La gelificacion del almidén es esencial parala liberacibn de compuestos
macromoleculares de los componentes de los cereales, y la temperatura de este
fendmeno varia segun el tipo de almiddn utilizado.

> Lahomogenizacion de la combinacion es crucial y esta influenciada por los elementos
introducidos en la dispersion de almidon.

> Al controlar con precision los pardmetros de temperatura y el nivel de humedad, la
dispersion se esparce sobre una superficie plana, permitiendo que se seque y forme un

recubrimiento.

2.4.2 Propiedades fisicas y mecénicas de las biopeliculas
2.4.2.1 Espesor

La mayoria de las biopeliculas comestibles son hidréfilas. Se ha encontrado una correlacién
positiva entre la permeabilidad al vapor de agua y el espesor de la biopelicula. Supone que a
medida que aumenta el espesor, aumenta la resistencia a la transferencia de masa a través de
la biopelicula y, por lo tanto, aumenta la presion parcial de equilibrio del vapor de agua en la
superficie inferior del recubrimiento. Otros autores han atribuido el efecto del espesor a
cambios en la estructura del recubrimiento causados por la expansion del agua en el polimero.
Las propiedades de barrera de una pelicula varian dependiendo de su espesor, ya que el
espesor determina la distancia que los permeantes (vapor de agua y gases) deben recorrer

para difundirse de un lado de la pelicula al otro (Carmen, 2020).

2.4.2.2 Solubilidad

La solubilidad es una medida que indica la cantidad maxima de un soluto que puede disolverse
en un disolvente a una temperatura determinada. Esta propiedad es muy importante para
evaluar la funcionalidad de las biopeliculas. En particular, la resistencia al agua de las
biopeliculas que contienen agentes antimicrobianos es particularmente importante para
mantener la integridad de la biopelicula, especialmente cuando se usa para la conservacién de

alimentos en condiciones de humedad moderada o alta (Carmen, 2020).

2.4.2.3 Biodegradabilidad
La biodegradabilidad de las peliculas, se destaca la distincion entre polimeros no degradables,
derivados de compuestos petroquimicos, polimeros biodegradables y de origen natural. Estos

altimos son utilizados en la elaboracion de peliculas y recubrimientos comestibles, lo que
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permite la degradacion del material mediante la exposicion a diversos factores ambientales.
La biodegradabilidad se define como la capacidad del material para descomponerse en
componentes como didxido de carbono, metano, agua y biomasa, principalmente debido a la
accion enzimética de microorganismos. Esto se evalla mediante ensayos estandarizados que
consideran periodos y condiciones especificas de almacenamiento (Escobar,2009; Lopez,
2010).

2.4.2.4 Densidad

La densidad de biopelicula puede entenderse como el nimero de células por unidad de
volumen de biopelicula o el peso (biomasa) de células por unidad de volumen de biopelicula.
Esta medicion es importante para diversas propiedades, como tasas de respuesta de volumen,

porosidad, difusion, estabilidad mecanica y resistencia al estreés quimico (Li et al., 2023).

2.4.2.5 Tension a la traccion

Las propiedades mecanicas de las peliculas comestibles, se destacan varios parametros
importantes para su caracterizacion. Estos incluyen la resistencia a la tension, que indica la
fuerza necesaria para romper la pelicula por estiramiento; la elongacion, que representa la
capacidad de la pelicula para estirarse antes de romperse; y el médulo de Young, que cuantifica
la rigidez y compresibilidad del material. Estas propiedades mecénicas son influenciadas en
gran medida por las propiedades a nanoescala de las peliculas, y en las ultimas décadas se han
desarrollado técnicas de caracterizacion con alta resolucion espacial, como la nanoindentacion
y la microscopia de fuerza atomica (AFM), para evaluar las propiedades elasticas y
viscoelasticas locales de los materiales (Porta, 2016; Zlotnikov, 2017).

2.5 El AE de Carcuma longa L.

La C. longa L., integrante a la familia Zingiberaceae, es cominmente empleada en la cocina
oriental como colorante y aromatizante. Sus rizomas son apreciados no solo por sus
propiedades sensoriales, sino también por su valor en la cosmética y la medicina tradicional.
Obtenido de los tubérculos, el AE de C. longa L., exhibe una diversa y cambiante combinacion
de sustancias organicas volatiles. Su pureza y caracteristicas fisico-quimicas, como su color
amarillo palido a naranja amarillento y su aroma calido, picante y especiado con
reminiscencias de jengibre amaderado, lo convierten en un componente valioso (Angel,
Menon, Vimala, & Nambisan, 2014; Patricia, 2018).
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2.6 Naranjas

La naranja (Citrus sinensis) es uno de los citricos méas susceptibles a la contaminacion por
agentes patogenos, representan un desafio critico para la industria de citricos y las
complicaciones postcosecha que presenta. Los citricos, son un cultivo de alta importancia
econdmica en la region del Mediterraneo, se ven afectados por los hongos Penicillium italicum
y Penicillium digitatum, causantes del moho azul y verde se identifican como los principales

responsables de pérdidas significativas poscosecha de citricos (Porat y Coh., 2000).

2.6.1 Analisis fisicoquimico de la naranja

2.6.1.1 Acidez titulable

La acidez titulable en jugos de frutas es un pardmetro importante al determinar la madurez y
el sabor amargo de jugos de frutas. La madurez de las frutas es uno de los factores mas
importantes para determinar que tan bien se almacenara la fruta y su sabor. Segun algunas
regulaciones se tiene como estandar de calidad (basado en la acidez titulable y la tasa de los
°Brix). La fruta inmadura tendré una tasa de azUcar-acido baja comparada con la fruta madura
(Shaik et al., 2023).

2.6.1.2 Grados Brix

El porcentaje de azucar y otros solidos disueltos en una solucidn, se determina mediante el
total de sélidos solubles (TSS), cominmente medido en °Brix. En la industria alimentaria, esta
medida se emplea para evaluar la cantidad de azUcar en jugos de frutas. La medicion de los
TSS se realiza tipicamente con un refractometro digital, expresando el resultado en °Brix, la

unidad estandar para los solidos solubles (Shaik et al., 2023).
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CAPITULO I11.- ESTADO DEL ARTE

Varios autores han reportado el uso de formulaciones de biopeliculas. Con el fin de optimizar
las caracteristicas de las biopeliculas.




Varios autores han reportado que al aplicar peliculas en los productos como: carnes, pescados
y frutas, verduras ayuda a mejorar la conservacion de ellos.
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CAPITULO IV.- METODOLOGIA

4.1. Obtencion y acondicionamiento de la materia prima.

Se adquirieron 3 kg de yuca (Manihot esculenta), fue adquirido en el mercado local de Alamo
Temapache, se limpid con agua potable para separar la tierra de las impurezas presentes en las
raices, se removio la cascara y se cortd en trozos pequefios para su posterior uso. Se calculé el

rendimiento de la extraccion mediante la siguiente formula (Cano-Botero et al., 2023):

oo = — M DAE o0y
0 M (materia vegetal) 0

Donde:
Masa AE = Peso en g del Aceite esencial

Masa= Peso en g de la materia prima

Se consiguieron 3 kg de Curcuma longa L., en el mercado local de Alamo Temapache, se
lavaron y cortaron en rodajas para su posterior uso. Se calculé el rendimiento de la extraccion

mediante la férmula (Cano-Botero et al., 2023):

ook = — D AE o
° M (materia vegetal) °

Donde:
Masa AE = Peso en g del Aceite esencial
Masa = Peso en g de la materia prima

Para evaluar la capacidad antifingica de las biopeliculas, se seleccionaron 33 naranjas (Citrus
cinensis), de buen tamafio y color, compradas en el mercado local de Tuxpan Ver., para la
posterior aplicacion de las biopeliculas con diferentes concentraciones de AE de C. longa L.

(0.1%,0.2%,0.3%.), una sin AE., y un control que no tuvo biopelicula.

4.1.1 Obtencion del almidén de Yuca (Manihot esculenta).

Los trozos de Manihot esculenta se trituraron en una licuadora Oster, durante 7 minutos a
méaxima velocidad., en una proporcion 1:2 Manihot esculenta — agua, posteriormente se filtrd
usando manta de cielo, se dejé decantar durante 1 h, y se retird el sobrenadante con ayuda de

una jeringa, posteriormente, se enjuago el precipitado, repitiendo el proceso de decantacion
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hasta que el agua fue traslucida. EI almidén obtenido se secd a 60 °C durante 20 horas.
Finalmente, el almidon se moli6 usando un molino de bolas (Pascall engineering Itd, modelo
1600-vs-B) durante 20 minutos a una velocidad de 45 rpm, para obtener un almidon fino y

uniforme.

4.1.2 Extraccion del aceite esencial de Circuma longa L.

La C. longa L., se deshidraté empleando un microondas a una intensidad de 800 watts durante
5 minutos completando un periodo de 30 minutos. Se pesaron 3 kg de C. longa L., y se
colocaron en la columna del sistema de extraccion por arrastre de vapor asistido por
microondas. La extraccion inici6 con una potencia de 1000 watts durante 20 minutos (esto con
el fin de alcanzar la temperatura de ebullicién), posteriormente se trabajé con una potencia de
600 watts manteniendo por ciclos de 20 minutos, por un periodo de 2 horas. Por ultimo, el
aceite esencial se colocd en el frasco ambar con una capacidad de 49 ml, para luego

almacenarlo a temperatura ambiente.

4.2 Formulacion de las biopeliculas de Manihot esculenta'y AE de C. longa L., utilizando
el metodo de casting.

Se formularon tres tratamientos que consistieron en soluciones formadoras de biopeliculas con
diferentes concentraciones de AE de C. longa L. (AEC 0.1%, 0.2%, 0.3%) y un testigo que no

contenia aceite esencial.

Se pesaron 2.5 g de almidén de Manihot esculenta, se vertieron en 50 ml de agua purificada,
se incorpord un 1% de glicerol y se agreg6 el AE a las concentraciones antes descritas. La
mezcla se homogeniz6 en agitacién constantemente durante 6 minutos, hasta llegar a 70°C,
después, se dejé enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, las soluciones de diferentes
concentraciones se vierten en moldes de silicona, y se secaron a 40°C por un periodo de 6
horas. Posteriormente se despegaron cuidadosamente las biopeliculas de los moldes de

silicona, las cuales se midieron sus propiedades fisicas y mecanicas.
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4.3 Evaluacion de las propiedades fisicas y mecanicas de las biopeliculas.

4.3.1 Espesor

La determinacion del espesor se realizd utilizando un medidor digital de espesor de
revestimientos, modelo D-2000UM, con este se midieron las partes superiores, centrales e
inferiores de las 4 formulaciones de las biopeliculas (0.1%, 0.2%, 0.3% de AEC y el testigo),

de forma aleatoria.

4.3.2 Solubilidad

Las biopeliculas se recortaron en medidas de 2 x 2 cm, se realizaron mediciones de peso (M1)
y después, fueron situados en 50 ml de agua desionizada, durante 1 hora. Posteriormente, se
sacaron y se metieron al secador a una temperatura de 40°C por 15 minutos, después de lo cual
se peso nuevamente (M2). La solubilidad se determind aplicando la siguiente formula (Palma-
Rodriguez et al., 2017):

S= M1-M2 X100 %
M1

Donde:

M1= Peso de la biopelicula antes de la disolucion
M2= Peso de la biopelicula despues de la disolucion
S= Solubilidad en agua (%)

4.3.3 Biodegradabilidad en el suelo

Las biopeliculas de 2 x 2 cm, se pesaron, se identificaron y se introdujeron horizontalmente a
una profundidad de 15 cm en una maceta con tierra negra. En el transcurso de trece dias fueron
atomizados cada 2 dias con agua potable. Al cabo de 4 dias, las biopeliculas se desenterraron
cuidadosamente, se limpiaron de las particulas del suelo de la superficie y se pesaron,
posteriormente se enterraron de nuevo. El proceso se repiti6 al treceavo dia. La

biodegradabilidad en el suelo se determiné aplicando la siguiente formula (Lorenzo, 2021):
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(%) de pérdidade peso =  wi-wd X 100 %
Wi

Donde:
Wi= Peso seco inicial

W(d= Peso seco de la biopelicula

4.3.4 Densidad

La densidad se determiné a través de la medicion del peso y las dimensiones (volumen) de las
biopeliculas, y se consideraron los valores promedio de tres determinaciones (Salgado, P. R.,
Ortiz, S. E. M., Petruccelli, S., & Mauri, A. N. 2010).

4.3.5 Tension a la traccion (Peak Load, Deformation At Peak Load and Work)

Las muestras se cortaron en formas rectangulares de 2 cm x 1 cm, posteriormente, fueron
almacenadas en el desecador durante 5 dias para asegurar una humedad uniforme. Una vez
completado este periodo, se llevaron a cabo las pruebas de tensidn uniaxial en las biopeliculas,
para evaluar la resistencia a la ruptura, las pruebas mecanicas se realizaron en el texturometro
(Brookfield Ametek CTX), con una velocidad de 1mm/seg, distancia de 30 mm y una carga

de 5 g (Trigger).

4.4 Obtencion del material biolégico.

El material bioldgico se obtuvo a partir de una muestra de naranja infectada de moho verde
(Penicillium digitatum), se introdujo en un medio de cultivo Ilamado Agar PD y se mantuvo a
26°C hasta su utilizacion.

4.4.1 Preparacion de la suspension de esporas en la aplicacion de recubrimientos de las
biopeliculas en las naranjas.

Se prepar6 una disolucion con una concentracion de 2.9750x10* esporas/cm?® en 50 ml de agua
purificada, posteriormente, se procedio agitar a una velocidad 9 rpm durante 30 minutos, con

el fin homogenizar la solucion.
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4.4.2 Aplicacion de las biopeliculas sobre naranjas y almacenamiento en frio.

4.4.2.1 Inoculacién por aspersion

Se seleccionaron 11 naranjas y se aplicaron biopeliculas con diferentes concentraciones de
0.1%,0.2% y 0.3% de AE de C. longa L., (por triplicado), una sin AE y un control. Después,
en un atomizador de 500 ml, se afiadid 50 ml de la suspension de esporas y se rocié por
aspersion. Posteriormente, se secaron a temperatura ambiente en un lapso de 35 minutos. Se
incubaron las naranjas en refrigeracion a 16.5°C y un indice de humedad relativa del 66%.
Diariamente se reviso la durabilidad de la biopelicula y se verificd sino habia sefiales de

infeccion por Penicillium digitatum. El ensayo duro un periodo de 15 dias.

4.4.2.2 Inoculacion por puncion

Se seleccionaron 11 naranjas sin biopeliculas, se inocularon con el uso de una varilla de acero
inoxidable de 45 cm, previamente sumergida en la suspension de esporas. Se punzo la naranja
con la punta de la varilla hasta llegar al centro y se inocularon durante 24 horas a una
temperatura de 16.5°C y un nivel de humedad de 66% en refrigeracion. Posteriormente, se
aplicaron las biopeliculas con concentraciones de 0.1%,0.2% y 0.3% de AE de C. longa L.,
(por triplicado), una sin AE y un control. Diariamente se reviso la durabilidad de la biopelicula
y se verifico sino habia sefiales de infeccion por Penicillium digitatum. El ensayo se realiz6 en

un lapso de 15 dias.

4.5. Analisis de la calidad interna de las naranjas
La calidad interna de las naranjas fue analizada midiendo la acidez titulable, aplicando la

siguiente formula (Russian, 2009):

% acidez = VnaoH *NnaoH™*MeQacido x*100
V
Las milis equivalentes de base a acido para el &cido citrico son: 0.064

Donde:
VnaoH = Se refiere a la calidad, en mililitros, de base NAOH consumida.
Nnaon = Corresponde a la concentracién de la Normalidad del NAOH.

Meqzcido x = Miliequivalentes de acido.
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Para medir el contenido de sélidos (°Brix) de las naranjas, después de 15 dias de
almacenamiento, se utilizé un refractometro (Hand Held Refractometers,Bellingham + Stanley
Ltd).

4.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis de varianza y la comparacién de medias por Tukey de las propiedades fisicas,
mecanicas de las formulaciones y la aplicacién de las biopeliculas, se utilizd el software
MINITAB (Minitab 18.1).
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CAPITULO V.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

5.1 Formulacidn de biopeliculas de Manihot esculentay AE de C. longa L.

Q) D)

Figura 3: Biopeliculas de almidon de Manihot esculentay AEC.

Como se puede apreciar en la figura 3, se obtuvieron 4 biopeliculas con diferentes
concentraciones de AE (C. longa L.). La biopelicula del inciso A) sin AEC, B) concentracién
del 0.1%, C) concentracion del 0.2% y el D) concentracion del 0.3%. Se observaron

biopeliculas delgadas, resistentes y una apta transparencia. No presenta adherencia al tacto.

5.2 Rendimiento del almidén de Yuca (Manihot esculenta).
Desde una masa de 3 kg de materia prima de Manihot esculenta, se obtuvo un rendimiento del

80%.
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5.3 Rendimiento del aceite esencial de C. longa L.

A partir de 3 kg de materia prima de cdrcuma, se obtuvieron 7.2 ml de AE de C. longa L., lo
que representa un rendimiento del 0.19% que se encuentra dentro del rango del rendimiento
de AE (Lopez Luengo, M. T., 2004).

5.4 Evaluacion de las propiedades fisicas de las biopeliculas

Tabla 1: Caracteristicas fisicas de las biopeliculas de almidon de Manihot esculenta y

AE de C. longa L.

Tratamiento Solu(?/il)idad Biodegrabilidad (%) Espesor (mm) Densidad g/cm?®
Testigo 29+ 6.185° 63+0.385° 0.211:0.036 @ 1.20+0.424 @
1) AECO1% 35402422 74+0.211° 0.240+0.043 @ 1.68+0.140 @
2) AECO2%  144000° 100+0.00 @ 0.226+0.028 @ 0.77+0.019 ®
3) AECO03% 39460272 81+0.271° 0.233+0.036 1.46+0.054

Las letras distintas indican que son estadisticamente diferentes.

Los valores de solubilidad (tabla 1) son aceptables para mantener la integridad del alimento,
principalmente en alimentos de baja humedad, asi mismo, se encuentran en el rango (14 hasta
el 60% de solubilidad) reportado por otros autores (Pérez-Gago y col 1999; Oliveira, 2009).
El analisis estadistico no reveld diferencias significativas (p>0.05) entre el testigo, los
tratamientos 1 y 3, pero si hubo diferencia significativa con el tratamiento 2.

Respecto a la biodegradabilidad de las biopeliculas, se obtuvo un porcentaje de biodegradacién
entre el 63 y 100% cuando estuvo en contacto con el suelo, durante 7 dias. El analisis
estadistico, no revel6 diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos. De acuerdo lo
reportado por otros autores, cuanto mayor sea el contenido de humedad, mayor sera la
descomposicion, lo que también favorecera el crecimiento de los microrganismos (bacterias,
actinomicetos, hongos y protozoos) en el suelo, lo que promueve la degradacion de las
biopeliculas de almidon y glicerol, que contienen compuestos hidrofilicos y carbohidratos
(Martucci y Ruseckaite, 2009; Maran et al., 2014; Seligra et al., 2016).

El espesor y la densidad de las biopeliculas vario en base con la concentracion de AE de C.
longa L. Se observd que estas variaciones estaban vinculadas con la formacion de microgotas,

que ocurren al mezclar AE con almiddn. Estas microgotas forman cimulos, que afectan el
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espesor de la pelicula, por lo que en el futuro se recomienda una mejor homogeneizacion en
las matrices de almidon y plastificantes (Valizadeh, Naseri y Babaei, 2019). El analisis
estadistico no revelo diferencias significativas (p > 0.05) en el espesor de la biopelicula, que
varia entre 0.211 y 0.240 mm. La densidad mostrd ser significativamente diferente entre el

tratamiento 2 y los demas tratamientos.

5.5 Evaluacion de las propiedades mecanicas de las biopeliculas del almidén de Manihot
esculentay AE de C. longa L.

Tabla 2: Propiedades mecanicas de las biopeliculas, resistencia a la traccion (Peak
Load, Deformation At Peak Load and Work).

Tratamiento  Cargamaxima (g)  Deformacién (mm) Trabajo (mJ)
Testigo 212.1+ 13.65% 15.9442.69° 23.63+8.79°

1) A"OE/(')C 0.1 131.47+14.15° 12.63+1.31° 11.07+1.57°P
2) A"OE/(')C 02 516.50426.00° 10.50+2.23 b 15.44+6.87 b
3)AE.C03%  20457+11.682 20.87+ 5.252 33.34+4.75%2

Las letras distintas indican que son estadisticamente diferentes.
En latabla 2 y grafica 1, se presentaron las mediciones de resistencia a la traccion, que incluyen
carga maxima, deformacion y trabajo. En la carga maxima, se observo que el tratamiento 1
exhibié una menor fuerza de traccion en la biopelicula en comparacion con los otros
tratamientos, siendo estadisticamente diferente de los tratamientos 2, 3y testigo. Por otro lado,
el tratamiento 3 demostré una mayor resistencia a la deformacion antes de la ruptura, el andlisis
estadistico mostrd diferencias significativas (P<0.05), en comparacion con los demas
tratamientos. Ademas, el tratamiento 3 exhibié un mayor trabajo necesario para deformar las

biopeliculas, con diferencias significativas respecto a los otros tratamientos.
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5.6 Evaluacion de la efectividad antifungica de las biopeliculas en las naranjas.

5.6.1 Inoculacidén del hongo Penicillium digitatum por el método de aspersion.

Figura 4: Aplicacion del hongo Penicillium digitatum por aspersién e incubacion.

En la figura 4, se observd la aplicacion del hongo Penicillium digitatum por el método de
aspersion sobre las biopeliculas con diferentes concentraciones de AE (C. longa L.), una sin
AEC y un control. Para la incubacion se llevaron a refrigeracion a 16.5°C de temperatura y

con un 66% de humedad relativa.

5.6.2 Naranjas infectadas por el hongo Penicillium digitatum aplicando el método de
aspersion. o

Figura 5: Naranjas infectadas por el hongo Penicillium digitatum.
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En la figura 5, se observa que las naranjas presentaron poca oxidacion en el color y signos de
deshidratacion o perdida de volumen en las cascaras. Por otro lado, hubo crecimiento del
hongo Penicillium digitatum en solo 2 naranjas de 0.3% AEC, esto represent6 un 88.88% de
efectividad, demostrando que las biopeliculas son una barrera protectora antifangica efectiva.
Las biopeliculas en las naranjas mantuvieron su integridad durante 6 dias sin desprenderse ni

romperse.

5.6.3 Inoculacion del hongo Penicillium digitatum por el método de puncion.

Figra 6: Aplicacion del hongo Penicillium digitatum por puncion e incubacion.

En la figura 6, se aplicé el hongo Penicillium digitatum por el método de puncion sobre las
biopeliculas con diferentes concentraciones de AE (C. longa L), una sin AEC y un control.
Para la incubacion se llevaron a refrigeracién a una temperatura de 16.5°C y una humedad

relativa de 66%.
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5.6.4 Naranjas infectadas por el hongo Penicillium digitatum aplicando el método de
puncion

En la figura 7, las naranjas demostraron mejor coloracion, una cascara en un buen estado y sin
dafios aparentes. Por otro lado, no present6 crecimiento del hongo Penicillium digitatum en
las naranjas. Como resultado las biopeliculas de las naranjas demostraron ser mas efectivas en

el recubrimiento antifungico, a pesar de ser expuestas por el método de puncién.

5.7 Acidez titulable de las naranjas
5.7.1 Inoculacién por aspersion

Tabla 3: Acidez titulable por aspersion en las naranjas.

Tratamiento Acidez titulable
Control 0.52
Testigo 0.64

1) 0.1% AEC 0.64
2) 0.2% AEC 0.69
3) 0.3% AEC 0.57

Los niveles de acidez titulable en la tabla 3, mostraron que las naranjas variaron segun los
diferentes tratamientos aplicados. Para control, se registré un valor de 0.52 y el tratamiento 3
del 0.57, presentaron una relacion estrecha. En los tratamientos 1, 2 y testigo estuvieron entre

0.64,0.69 y 0.64 respectivamente.
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5.7.2 Inoculacién por puncién

Tabla 4: Acidez titulable por puncion en las naranjas.

Tratamiento Acidez titulable
Control 0.64
Testigo 0.47

1) 0.1% AEC 0.6
2) 0.2% AEC 1.21
3) 0.3% AEC 0.48

En la tabla 4, se observaron variaciones en los resultados de acidez titulable. Se observé que
entre el control y el tratamiento 1, no mostrd6 mucha variacion. Por otro lado, tanto el
tratamiento 3 como el testigo mostraron valores cercanos, mientras que el tratamiento 2 mostré

un aumento notorio.

Basandose en los criterios previamente establecidos por Flores en 2010, los resultados de
acidez cumplen con los estandares minimos requeridos. Como se observaron en las tablas 3 y
4, el método de aspersion mostré una acidez titulable mas alta (0.69), en la concentracion de
0.2 de AE de C. longa L., mientras que en el método de puncion demostro una acidez titulable
significativamente mayor (1.21), de la misma concentracion. Esto sugiere que el método de
puncion puede tener un impacto mas notable en la acidez titulable en comparacién con el

método de aspersion.
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5.8. Determinacion de los °Brix de las naranjas.

5.8.1. Inoculacion por aspersion

Tabla 5: Los °Brix por aspersién en las naranjas.

Tratamiento ° Brix
Testigo 10.75+1.0612
1)AEE.C0.1% 9.58+1.0212
2)AE.C0.2% 8.91+1.1142
3)AE.C0.3% 8.75+ 1.332°2

Las letras distintas indican que son estadisticamente diferentes.

5.8.2 Inoculacién por puncién

Tabla 6: Los °Brix por puncion en las naranjas.

Tratamiento ° Brix
Testigo 10.75+1.061%
1) AE.C0.1% 10.16+0.753 2
2) AE.C0.2% 9.41+0.917 2
3)AE.C03% 9.91+0.9172

Las letras distintas indican que son estadisticamente diferentes.
El valor de los °Brix de las naranjas, después de 15 dias de tratamiento se presentaron en las
tablas 5 y 6, el andlisis estadistico no reveld diferencias significativas (p>0.05) entre los
métodos de aspersion y puncion. Por otro lado, de acuerdo con Ehsani et al. (2023), el valor
de los °Brix para las naranjas maduras es entre 8 y 15 °Brix. Por lo tanto, las diferentes

concentraciones de AE de C. longa L. en las biopeliculas no afectaron los °Brix.
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CONCLUSIONES

El proceso para adquirir la biopelicula, se utilizé almidon de Manihot esculenta y AE de C.
longa L, demostro ser eficiente, con rendimientos del 80% en Manihot esculenta y del 0.19%
en AE. Las formulaciones de tres tratamientos con diferentes concentraciones de AE
permitieron obtener biopeliculas delgadas, resistentes y transparentes, Asi mismo, se
evaluaron las propiedades fisicas y mecanicas, como el espesor, solubilidad, biodegradabilidad
en el suelo, densidad y tension a la traccion. La formulacion 2 destaca por presentar una menor
solubilidad, indicando una posible mejora en la integridad del producto y permeabilidad al
agua. El espesor y la densidad de las biopeliculas vari6 con la adicion de AE de C. longa L,
sin embargo, el analisis estadistico revela que no afecta significativamente (p>0.05) al espesor,
pero en la densidad si mostré diferencia significativa. Es importante destacar que, a pesar de
las variaciones en las propiedades fisicas, la biodegradabilidad de las biopeliculas se mantuvo
alto (63 al 100%), lo que respalda su potencial como alternativa opcion amigable con el
entorno. El tratamiento 3 aplicado en las biopeliculas demostré ser el mas efectivo en términos
de carga maxima, deformacion y trabajo. La aplicacidn de las biopeliculas como recubrimiento
antifangico tuvo un efecto favorable en las naranjas por el método de aspersion, debido a que
mantuvo la acidez de las naranjas. Por otro lado, las diferentes concentraciones (0.1, 0.2, 0.3)
de AE de C. longa L., no afectaron significativamente el contenido de sélidos (°Brix) en las

naranjas.
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ANEXOS

Anexo 1: Figuras del proceso de obtencion del almidon de Manihot esculenta.

Figura 12: Almidon después del secado. Figura 13: Pulverizado y el almacenado.
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Anexo 2: Figuras del proceso de extraccion de AE de C. longa L.

Figura 14: Materia prima Figura 15: Acondicionamiento de la circuma.

Figura 17: Extraccion del AE.

Figura 18: AE de C. longa L.
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Anexo 3: Figuras de la formulacion de las biopeliculas de almidén de Manihot esculenta
y AE de C. longa L.

Figura 24: Vertido de la mezcla en el molde, para el secado. Figura 25: Biopelicula.
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