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RESUMEN

Se elaboraron peliculas a partir de almidon de yuca (5 por ciento peso sobre volumen) y
gelatina (5 por ciento peso sobre volumen), plastificadas con glicerol (3por ciento peso
sobre volumen). Se evalu6 la influencia de la incorporacion de diferentes
concentraciones de aceite esencial de Lavanda (Lavandula angustifoliamill) 1; 2,5; 5y
10 por ciento, sobre las propiedades fisico-quimicas y la actividad antimicrobiana de las
peliculas biodegradables elaboradas. A una concentracién mayor de aceite esencial las
peliculas se vuelven opacas y presentan una coloracion amarillenta, ademas son
heterogéneas y rugosas. El espesor y la Permeabilidad al Vapor de agua (WVP)
aumentan conforme incremente la concentracion del aceite esencial. En contraparte, la
solubilidad, capacidad de hinchamiento y tasa de transferencia del vapor de agua
(WVTR), presentan una tendencia a decrecer conforme se aumente la concentracion del
aceite esencial. La humedad no presenta una tendencia clara puesto que decrece hasta
una concentracion de 2,5por ciento y aumenta a partir de la concentracion de 5 por
ciento A.E. Los halos de inhibicion microbiana son mayores conforme se aumenta la
concentracion del aceite esencial de Lavanda, denotdndose, que la accion
antimicrobiana es mayor sobre las cepas de S. aureus (ATCC 13150) y menor sobre E.
coli (ATCC 11229). Los resultados se analizaron a partir de ANOVA de una via

utilizando el software estadistico GraphPad.

Palabras Clave:
Recubrimientoscomestibles, aceites esenciales, almidon de yuca,Lavandula angustifolia

mill.
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ABSTRACT

Biofilms were made from cassava starch (5 percent weight on volume) and gelatin (5
percent weight on volume), plasticized with glycerol (3 percent weight on volume). The
influence of the incorporation of different concentrations of essential oil of Lavender
(Lavandula angustifolia mill) 1; 2.5; 5 and 10 percent, on the physical-chemical
properties and antimicrobial activity of the biodegradable films produced. At a higher
concentration of essential oil, the films become opaque and present a yellowish color,
they are also heterogeneous and rough. The thickness and the Water Vapor Permeability
(WVP) increase as the concentration of the essential oil increases. On the other hand,
the solubility, swelling capacity and water vapor transfer rate (WVTR) show a tendency
to decrease as the concentration of the essential oil increases. The humidity does not
present a clear trend since it decreases up to a concentration of 2.5 percent and increases
from the concentration of 5 percent A.E. The microbial inhibition halos are greater as
the concentration of Lavender essential oil increases, indicating that the antimicrobial
action is greater on S. aureus strains (ATCC 13150) and less on E. coli (ATCC 11229).
Results were analyzed from one way ANOVA using GraphPad statistical software.

Key Words:

Edible coatings, essentials oils, cassava starch, Lavandula angustifolia mill.
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CAPITULOI
MARCO TEORICO
1.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

1.1.1. Contaminacién Ambiental

La contaminacion ambiental es la alteracion desfavorable del entorno, ocasionada en
gran parte como subproducto de las acciones del hombre (Rai, 2016). Representa la
mayor problemética global, puesto que afecta la biodiversidad, los ecosistemas y la
salud humana. En el afio 2015 se predijo que las enfermedades causadas por la
contaminacion del ambiente ocasionaran 9 millones de muertes prematuras (Ukaogo et
al., 2020).

La contaminacién ambiental es el resultado de la revolucion urbano-industrial y
tecnoldgica que ocasiona un incremento de los desechos industriales y urbanos, la
explotacion desmesurada de los recursos naturales y el aumento de la tasa de
intercambio de contaminantes (Aguilar et al., 2018).

1.1.2. Residuos Sélidos

El manejo de residuos sélidos presenta una gran problematica para las pequefias y
grandes ciudades (Arteaga et al., 2018). Los residuos sdélidos incrementan
exponencialmente debido al exorbitante crecimiento demogréfico, desarrollo
descontrolado del sector industrial y cambios en los patrones de consumo (Reinhart et
al., 2016).

El plastico representa el 13% de los residuos solidos municipales (Figura 1), esto
significa una problemaética, ya que, este desecho tarda largos periodos de tiempo en
degradarse, ademas, su tratamiento (pirolisis) libera mas agentes contaminantes a la

atmaosfera acarreando una problematica ain mayor (Abdel-shafy & Mansour, 2018).

Figura 1.
Composicion y clasificacion de los Residuos sélidos Municipales generados en el afio

2013 en Estados Unidos. I
Other
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9%



Tomado de Solid waste issue: Sources , composition , disposal , recycling , and
valorization (p.1), porAbdel-shafy & Mansour, 2018. Egyptian Journal of Petroleum.

1.1.3. Plasticos como agentes contaminantes

La produccion y distribucion del plastico aumenta descomunalmente debido a su amplia
demanda por parte de diversos sectores industriales y su uso cotidiano (Baptista et al.,
2019).La produccion global de plastico ha incrementado de 1,5 millones de toneladas en
el afio 1950 a 335 millones de toneladas en 2016 (L. et al., 2020).

Segln Geyer et al., (2017) el 79% de los productos plasticos no han sido tratados
adecuadamente y se han desechado en el medio ambiente. Esto se visualiza en la figura
2, donde los datos y proyecciones de la generacion y eliminacion de residuos plasticos
muestran que el plastico desechado al ambiente siempre superara las tasas de reciclaje y

tratamiento (combustion, pirolisis).

Figura 2.
Generacion y eliminacion acumulada de residuos plasticos (millones de toneladas
métricas).
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Nota. Las lineas continuas muestran datos histéricos hasta 2015; Las lineas discontinuas muestran
proyecciones de tendencias hasta el afio 2050.

Tomado de Production, use, and fate of all plastics ever made (p.3), porGeyer et al.,
2017. Science Advances.

Los plasticos desechados tienen un gran impacto sobre los ecosistemas ya que estos se

pueden movilizar mediante corrientes de aire y a través de los rios (Earn et al., 2021).



La problematica también se fija en torno a que los plasticos pueden servir como
vectores para contaminantes orgéanicos, metales pesados e incluso microorganismos
nocivos (Baptista et al., 2019). Ademas, al ser derivados del petroleo pueden liberar
quimicos tales como mondmeros, oligobmeros y aditivos toxicos que tienen un gran

impacto sobre la biodiversidad e incluso la salud humana (Hermabessiere et al., 2017).

1.1.3.1.Residuos Plasticos sélidos en la Industria Alimentaria

La demanda de plastico destinados a sistemas de envasado de alimentos ha
incrementado debido su amplia gama de propiedades funcionales y bajo costo de
produccion. Sin embargo, estos son permeables a la luz, gases y moléculas pequefias
(Aizan et al., 2015).

Segln Piferos et al., (2017) los envases representan alrededor del 39,6% de los
plasticos producidos y el mercado sigue expandiéndose aumentando gradualmente su
demanda. El 40% de plasticos destinados a la industria alimentaria corresponde a
plasticos de un solo uso, generando una inminente problematica ambiental (Geyer et
al., 2017).

Segun United States Enviromental Protection Agency (EPA), 2014 los contenedores
y empaques representan el 23% de los desechos que se encuentran en el medio ambiente
en Estados Unidos. No obstante, en el afio 2019 los envases plésticos generaron
alrededor del 54% de los residuos antropogénicos mundiales (Macena et al., 2021).

1.1.4. Envasado en la Industria Alimenticia

Las tecnologias de envasado son un foco central en el procesamiento de alimentos. La
seleccion adecuada del material del envase y los sistemas que lo acompafian son

fundamentales para garantizar la seguridad alimentaria (Berk, 2018).

El envasado ayuda a que los alimentos mantengan sus beneficios y caracteristicas fisico-
quimicas y bioldgicas (Himanshu & Bindu, 2015). La meta del envasado es mantener

la calidad de los alimentos a un costo efectivo (Marsh & Bugusu, 2007).

1.1.4.1.Beneficios

Los envases ofrecen proteccién contra el dafio mecéanico y fisico a los alimentos
creando una barrera resistente al impacto y vibracion (Himanshu & Bindu, 2015).

Ademas, protegen a los alimentos de sufrir cambios en su composicion quimica debido



a factores externos como la exposicion a gases, humedad o luz (Wyrwa & Barska,
2017). Adicionalmente, los envases contienen codigos Unicos que permiten rastrear la

cadena de distribucion de los alimentos (Berk, 2018).

1.1.4.2.Tipos de envasado

La composicion quimica, las propiedades fisicas, dpticas y mecanicas de los materiales
de envasado determinan su habilidad para cumplir con sus caracteristicas funcionales,

siendo la principal el transporte seguro de los alimentos (Berk, 2018).

1.1.4.2.1. Envasado convencional

La mayoria de materiales utilizados para el envasado convencional son los metales,
vidrio, papel y polimeros. Algunos sistemas de envasado consisten en la combinacion

de dos 0 mas materiales mencionados anteriormente (Geueke et al., 2018).

Los contenedores de metal ofrecen una ventaja en términos de proteccién mecanica,
impermeabilidad a la transferencia de masa y luz (Marsh & Bugusu, 2007). Los
envases de vidrio son utilizados por su transparencia, impermeabilidad, y resistencia
térmica, no obstante, debido a su fragilidad su uso se ve limitado (Berk, 2018). Las
principales ventajas del papel como envase son su bajo costo, alta disponibilidad, bajo

peso, sin embargo, es sensible a la humedad (Alamri et al., 2021).

Los polimeros en especial los derivados del petréleo han tomado una gran relevancia
como envases para la industria alimenticia, esto se debe a su flexibilidad, transparencia
y bajo costo. Sin embargo, son permeables a pequefias moléculas organicas (Berk,
2018).

A pesar de los problemas a la salud que pueden acarrear los plasticos estos son
ampliamente utilizados, en la Tabla 1 se observa los tipos de polimeros derivados del
petrdleo y las toneladas anuales producidas, destacando al polietileno de baja densidad y
de alta densidad (Marsh & Bugusu, 2007).

Tabla 1.
Polimeros Generados por parte de la Industria Alimenticia durante el afio 2006.

Cantidad Generada
(miles de toneladas)
Polietileno Tereftalato 1 2860

Polimero Cadigo




Polietileno de Alta Densidad 2 5890
Cloruro de polivinilo 3 1640
Polietileno de Baja Densidad 4 6450
Polipropileno 5 4000
Poliestireno 6 2590

Otros Polimeros 7 5480

Tomado de Food packaging - Roles, materials, and environmental issues: Scientific
status summary (p. 42), por Marsh & Bugusu, 2007. Journal of Food Science- Vol. 72.

1.1.4.2.2. Envasado No Convencional

Los sistemas de envasado no convencional pueden preservar los alimentos por largos
periodos de tiempo evitando la oxidacion y la proliferacion de microorganismos (Berk,
2018). El mas destacado es el sistema de envasado activo en el cualse incorporan
aditivos funcionales al material de empaquetamiento, algunos de ellos son
modificadores de atmosferas como limitantes de oxigeno y etileno, otros son
reguladores de humedad y liberadores de antimicrobianos y didxido de carbono
(Yildirim & Rocker, 2018).

Ademas, se han desarrolladoenvases capaces de monitorear las condiciones de la
comida empaquetada. Estos sistemas se basan en indicadores colorimétricos que

monitorean la temperatura, pH y actividad microbiana (Wyrwa & Barska, 2017).

1.1.5. Contaminacion Alimentaria

La contaminacién alimentaria es definida por Hussain, (2016)como los alimentos que
se encuentran corroidos por microorganismos patdgenos, parasitos o sustancias toxicas,
que provocan que estos no sean aptos para el consumo. Segin Kamala & Kumar,
(2018)el Centro de Control de Enfermedades reporta en promedio de 6 a 33 millones de

casos de enfermedades ocasionadas por el consumo comida contaminada.

1.1.5.1.Contaminacién Fisica

Los contaminantes fisicos pueden ser metales, objetos pequefios, cabellos, suciedad,
joyeria entre otros. Si bien los contaminantes fisicos no alteran al producto, pueden
servir de vectores de patdgenos y ser nocivos si son ingeridos (Kamala & Kumar,
2018).

1.1.5.2.Contaminacion Quimica

Los contaminantes quimicos pueden proceder de diversas fuentes como el suelo,

ambiente, agua y los envases de empaquetamiento (Rather et al., 2017). Los analisis de



los alimentos proveen una guia de los principales contaminantes quimicos, sus
implicaciones en la salud y su incidencia, asi como métodos de deteccion y control
(Kamala & Kumar, 2018).

1.1.5.3.Contaminacion Bioldgica

La contaminacion bioldgica ocurre cuando los alimentos estan contaminados con
bacterias infecciosas (E. coli y S. aureus) u organismos productores de toxinas
(Clostridium botulinum) y virus, que son una causa comun de intoxicacion alimentaria y

deterioro de los alimentos (Kamala & Kumar, 2018).

1.15.3.1. E.Coli

La Escherichia coli (E. coli) forma parte de la flora intestinal de humanos y otros
animales. Sin embargo, existen cepas que pueden afectar al intestino y causar
enfermedades cronicas (Croxen et al., 2013). Segun describe McAuley et al., (2014) la
E. coli se puede adquirir a través del consumo de agua o alimentos contaminados, por lo

cual se utiliza como un indicador de contaminacién fecal.

Las cinco cepas principales de E. coli diarreogénica transmitida por los alimentos son
la: E. coli enteropatégenica (EPEC), E. coli productora de toxina Shiga/ E. coli
enterohemorragica (STEC/EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC) y E. coli enterotoxigénica (ETEC) (Yang et al., 2017).

Las cepas de E. coli patogénicas poseen factores de adherencia para colonizar el epitelio
intestinal, los mismos les brindan adherencia a vegetales, contribuyendo asi su

persistencia en alimentos y transmisibilidad (Herman et al., 2015; Luna et al., 2019).

1.1.5.3.2. S. Aureus

El Staphylococcus aureus (S. aureus) es un patégeno oportunista que causa un amplio
espectro de infecciones (Hennekinne et al., 2012). Las comidas que se encuentran
comunmente contaminadas con S. aureus incluyen los productos derivados de carnicos,

huevos, leche, ensaladas y productos de panaderia.

Los sintomas de una infeccion ocasionada por S. aureus incluye nauseas, vomito, dolor
abdominal y diarrea (Argudin et al., 2010). Segun Kérouanton et al., (2007) la
infeccion causada por S. aureus tras la ingesta de alimentos contaminados provoca una

reaccion casi inmediata (3 a 5 horas), esto se debe a la produccion de toxinas. S. aureus



genera un amplio rango de enterotoxinas como: SEA, SEB, SEC, SEH y SEJ, estas
toxinas son termoestables y causan una reaccion inmunodepresora (Kadariya et al.,
2014).

1.1.6. Yuca

La yuca (Manihot esculenta Crantz) pertenece a la Familia Euphorbiaceae, la cual esta
constituida por alrededor de 7200 especies (Bayata, 2019). El centro de origen genético
de la yuca radica en la cuenca Amazoénica y se encuentra distribuida en Africa, Asia y
Latinoamérica con un éarea de cultivo superior a los 13 millones de hectareas
(Aristizdbal & Sanchez, 2007).

1.1.6.1.Zonas de cultivo (Ecuador)

En el Ecuador la yuca (Manihot esculenta Crantz) se produce principalmente en zonas
cerca del nivel del mar hasta los 1620 msnm en todas las regiones del pais (Hinostroza
et al., 2014). Segun estadisticas proporcionadas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP), (2013) la superficie anual cosechada
asciende a las 22000 hectareas, obteniendo un rendimiento promedio de 4 Ton/ha a

nivel nacional.

La Tabla 2 detalla la produccion de yuca en Ecuador. Morona Santiago es la provincia
con mayor superficie de siembra. Sin embargo, se observa un mayor rendimiento (7

ton/ha) en las provincias de Santo Domingo y Los Rios (Hinostroza et al., 2014).

Tabla 2.
Superficie, produccién y rendimiento del cultivo de yuca en Ecuador. Valores promedio
durante los afios 2000-2012.

Provincia Superficie Superficie Produccion Rendimiento
Sembrada (ha) Cosechada (ha) (ton) (ton/ha)

Morona Santiago 4.832 ,00 4,775 ,00 17.253,83 3,57
Cotopaxi 3.078,17 2.791,92 12.964,75 4,77
Santo Domingo 2.752,40 2.395,80 16.811,40 7,00
Manabi 2.261,33 1.967,92 4.872,83 2,62
Pichincha 1.816,67 1.773,00 9.714,58 4,99
Loja 1.630,50 1.591,00 7.765,92 4,33
Los Rios 1.621,83 1.464,17 10.040,42 7,00
Pastaza 1.314,75 1.251,08 2.755,83 2,18
Zamora Chinchipe 1247,58 1130,83 4689,58 3,85
Esmeraldas 778,58 749,00 1540,92 2,24
Orellana 578,50 579,50 1287,25 2,27
Sucumbios 283,25 268,67 473,00 1,78
El Oro 278,33 261,58 489,50 2,10



Guayas 264,33 225,25 581,75 2,82

Bolivar 199,40 199,40 139,17 0,84
Imbabura 167,33 161,75 366,42 2,43
Cariar 124,36 90,64 332,09 4,16
Azuay 89,75 68,38 101,58 2,10
Chimborazo 63,89 62,78 135,25 2,44
Santa Elena 56,33 41,00 92,60 2,35
Galé&pagos 44,00 41,00 55,00 1,34
Carchi 21,67 21,17 48,29 4,03
Tungurahua 14,00 12,00 22,00 1,83
Total Nacional 23.518,95 21.922,84 92.533,96 3,18*

Nota.*Valor Promedio Nacional

Tomado deCultivo de yuca en el Ecuador (p. 4), por Hinostroza et al., 2014. INIAP
1.1.6.2.Composicién nutricional

El contenido de agua de la raiz varia del 60,3% al 87,1%, mientras que los carbohidratos

totales constituyen del 32% al 35% en peso fresco (FW) y del 80 al 90% en peso seco

(DW). EI contenido proteico se encuentra entre 1-2 % (FW). Finalmente, el contenido

lipidico varia de 0,1% al 0,3% (FW) (Bayata, 2019).

1.1.7. Almidén de Yuca

Es un polisacéarido proveniente de las raices de yuca, es producido por la planta como
una fuente de reserva de carbohidratos. El contenido de almidén se ve directamente

influenciado por el genotipo de la planta (Chisenga et al., 2019).

Segun He et al., (2020)el almidon de yuca contiene un 17% de amilosa y un 83% de
amilopectina. El contenido de amilosa y el grado de polimerizacion son importantes
para determinar las propiedades fisico-quimicas y funcionales del almidén de yuca
(Aristizdbal & Sanchez, 2007).

1.1.7.1.Estructura

El almidén de yuca es un biopolimero formado por dos polisacaridos, conocidos como
amilosa y amilopectina(Aristizabal & Sanchez, 2007). Estas moléculas consisten de
cadenas de D-glucosa unidas mediante residuos a-(1,4), que a su vez se encuentran

interconectados mediante enlaces glucosidicos a-(1,6) (Chisenga et al., 2019).

1.1.7.1.1. Amilosa

Es un polimero lineal o union secuencial de moléculas de a-D-glucopiranosilo unidas
por enlaces glucosidicos o-(1,4) (Figura 3) (Aristizdbal & Séanchez, 2007).
Generalmente se encuentran 1000 unidades de glucosa por molécula de amilosa



(Orosco, 2019). Los almidones ricos en amilosa conservan su forma cuando se
gelifican, mientras que los almidones sin amilosa solo espesan, pero no llegan a
gelificar (Charro, 2015).

Figura 3.
Esquema estructural de la molécula de amilosa.
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Tomado de Guia técnica para produccién y andlisis de almidén de yuca (p.33),
porAristizabal & Sanchez, 2007. Boletin de Servicios Agricolas Fao

1.1.7.1.2. Amilopectina
Es un polimero ramificado conformado por cadenas lineales de glucosa unidas por
enlaces glucosidicos a-(1,4) (Charro, 2015). A su vez estas cadenas estdn unidas
mediante enlaces a-(1,6), los cuales establecen puntos de ramificacion (Figura 4). Esta
constituida por alrededor de 10000 moléculas de glucosa (Aristizabal & Sanchez,
2007).

Figura 4.
Esquema estructural de la molécula de amilopectina.
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Tomado de Guia técnica para produccion y andlisis de almidon de yuca (p.34),
porAristizabal & Sanchez, 2007. Boletin de Servicios Agricolas Fao.

1.1.7.2.Propiedades Fisicoguimicas
1.1.7.2.1. Composicion Proximal

Las propiedades fisicoquimicas mas importantes del almidon de yuca son la
composicion proximal dentro de la cual se analiza el porcentaje de cenizas, fibra cruda,
humedad y amilosa. En la Tabla 3 se muestran los analisis proximales de tres variedades
de yuca suministradas por el Centro Internacional de Agricultura Tropical (Alvis et al.,
2008).



Tabla 3.
Analisis proximal de diferentes variedades de almidén de yuca.

Variedad de Humedad Fibra Ceniza Amilosa
Almidon (%) (%) (%) (%)
ICA-C523-7 8,47 0,04 0,15 14,67

HCM-1 7,80 0,05 0,16 14,23
MBra 383 7,80 0,05 0,11 14,43
PROMEDIO 8,02 0,05 0,14 14,44

Tomado de Analisis fisico-quimico y morfolégico de almidones de fiame, yuca y papa y
determinacion de la viscosidad de las pastas (p.22), porAlvis et al., 2008. Informacion
Tecnologica-Vol 19.

1.1.7.2.2. Caracteristicas del Granulo de Almidon

El almidon de yuca presenta una forma ovalada y truncada, como se puede observar en
la Figura 5 (He et al., 2020). En la Tabla 4 se presentan las principales caracteristicas
estructurales de los granulos de un almidén comercial de yuca (Chisenga et al., 2019).

Figura 5.

Iméagenes del granulo de almidén de yuca obtenido mediante microscopia electronica

(SEM) y microscopia de luz polarizada (PLM).
a g AT D

Nota.(a) SEM 2000x;(b) SEM 1000X:(c) SEM 500x;(d)PLM.

Tomado de Comparison of the structural characterizatics and physicochemical
properties of starches from sixteen cassava germplasms cultivated in China (p. 698),
por He et al., 2020. International Journal of Food Properties.

Tabla 4.
Propiedades estructurales de los granulos de almidon de yuca.
Propiedades Almidon de Yuca
Forma Ovalada, Truncada
Diametro (um) 2-30
Amilosa (Pm) 500-6000
Amilopectina (Pm) 3x10° — 3x10°

Nota. Pm representa el peso molecular

10



Tomado de Progress in research and applications of cassava flour and starch: a review
(p. 2803), porChisenga et al., 2019. Journal of Food Science and Technology, 56(6).

1.1.7.2.3. Capacidad de Absorcién de Agua

La capacidad de absorcion de agua se encuentra estrechamente relacionada con el
contenido de amilosa y amilopectina del granulo de almidon. La presencia de grandes
cantidades de amilosa reducird la capacidad de absorcién de agua del almiddn
(Chisenga et al., 2019). En el estudio realizado por He et al., (2020) tras analizarse 16
variantes de almidon de yuca se obtuvo un valor promedio de absorcion de agua de

211,48%, demostrando asi el gran poder de absorcion de agua del almidén de yuca.

1.1.7.2.4. Solubilidad y Poder de Hinchamiento

Al calentar las moléculas de almidén en un medio acuoso provoca la disrupcion de las
estructuras cristalinas exponiendo el grupo hidroxilo de las cadenas de amilosa. La
creacion de puentes de hidrogeno genera que el almidon se solubilice y a su vez
adquiera su poder de hinchamiento (Aristizabal & Sanchez, 2007). Como lo describe
Chisenga et al., (2019) los valores méas representativos de solubilidad e hinchamiento
se obtienen en rangos de temperatura de 50-95 °C, como se puede observar en la Tabla
5.

Tabla 5.
Solubilidad y poder de Hinchamiento del almidon de yuca.

Temperatura (°C)

50 60 70 80 90

Solubilidad (%) 1,1-90,9 1,2-90,7 2,1-90,7 24-964 3,4-959
Hinchamiento (g/g) 5,62-7,97 7,53-10,77 10,18 -13,61 18,05 -20,79 -

Nota. (-) Implica que no se ha encontrado informacién del valor.

Tomado de Progress in research and applications of cassava flour and starch: a review
(p. 2804), por Chisenga et al., 2019. Journal of Food Science and Technology, 56(6).

1.1.7.3.Propiedades Funcionales

Para comprender el potencial uso industrial del almidon de yuca es importante
comprender sus propiedades funcionales. El proceso mas comun por el cual se somete al
almidon es un tratamiento hidrétermico en este proceso se destacan 3 fases
fundamentales: la gelatinizacion, gelificacion y retrogradacion, como se observa en la
figura 6 (Aristizabal & Sanchez, 2007).
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Figura 6.
Representacion de los cambios que sufren de los granulos de almidén de yuca durante
el proceso hidrotérmico.

Calentamiento

- -

| Pasta 5 & Ruptura
viscosa " S e A
| & P i Enfriamiento

“.ﬂm Dispersion ~
&= N

completa

‘ hinchamientgz—;_g

ﬁ/
WAWANRRAN

’ C p—
— ZReorganizaciog . %
! e :,imolecular ( Cristalizacior
20°C— = 50/60§C 80!0 100°C 60°CE20°C
NP p——— Z -
Z Z
Gelatinizacion Z Gelificacion # Retrogradacion
Z Z
Estructura Dispersion colodial Z Gel Z _Nueva _
Tomac cristalina viscosa °  VISCOSO “estructura (p37)|

POFAFISUZAEl & DAIILTIEZ, ZUUT. BUIELT UE SEIVICIUs AGITCUIZs Fau ©sina

En la primera etapa el agua se difunde por el granulo de almidon provocando un
hinchamiento. La amilosa se solubilizard disrumpiendo los enlaces de hidrogeno, en
esta etapa el proceso es irreversible y se alcanza a una temperatura critica conocida

como temperatura de gelatinizacion (Tg) (Tabla 6) (Chisenga et al., 2019).

La gelificacion se da en la etapa de enfriamiento aqui los granulos se vuelven menos
solubles y se agregan entre si. En la retrogradacion los granulos se recristalizan para
formar cristales de doble hélice. Este proceso se ve afectado por la concentracion de
amilosa y amilopectina, temperatura y pH (Chisenga et al., 2019).

Tabla 6.
Propiedades térmicas del almidon de yuca durante el proceso de gelatinizaciéon y
retrogradacion.

To (°C) Tp (°C) Tc (°C)
Retrogradacion 485-52,1 54,7-59,7 61,6-65,1

Nota. To corresponde a la temperatura de inicio de la fase; Tp corresponde a la temperatura pico; Tc
corresponde a la temperatura final que puede alcanzar el proceso.

Tomado de Progress in research and applications of cassava flour and starch: a review
(p. 2806), porChisenga et al., 2019. Journal of Food Science and Technology, 56(6).
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1.1.8. Plastificantes

Los plastificantes se definen como sustancias con altos puntos de fusion que provocan
cambios en las propiedades fisicas, quimicas y mecénicas del material al que son
agregados (Fontes et al., 2011). Los plastificantes incrementan la flexibilidad de las
cadenas de polimero, aumentando la resistencia mecanica y adhesividad de la pelicula
biodegradable (Bergo & Sobral, 2007).

Como se describe en la investigacion realizada por Charro, (2015) los plastificantes
mas utilizados en la elaboracion de peliculas biodegradables son el agua destilada,

glicerol, sorbitol, alcohol polivinilico y polietilenglicol (PEG).

1.1.9. Coadyuvantes

Los coadyuvantes son sustancias que al ser agregadas a la formulacion mejoran las
propiedades fisicas y mecéanicas de los productos (Zhu, 2021). Los complejos de
proteinas-polisacaridos exhiben una amplia gama de propiedades funcionales en la

elaboracion de peliculas, hidrogeles y macroparticulas (Asiyanbi et al., 2017).

Rodriguez & Pilosof, (2011)describe que el complejo formado por gelatina y almidon
exhibe un efecto sinérgico puesto que al polimerizarse forman puentes de hidrégeno y
generan interacciones electroestaticas, hidrofdbicas entre si, concibiendo asi matrices

altamente estables y con mayor resistencia mecanica.

1.1.10. Aditivos Funcionales

Los aditivos funcionales pueden ser sustancias fragantes, aditivos alimentarios,
antioxidantes, reguladores de humedad y antimicrobianos (Wyrwa & Barska, 2017).
Se destaca el uso de aceites esenciales (Debiagi et al., 2014; Pelissari et al., 2009;
Supardan et al., 2016) y extractos de frutas (Castro et al., 2017; C. O. Souza et al.,

2011)como aditivos funcionalesen la elaboracion de peliculas biodegradables.

1.1.10.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales se encuentran en forma de metabolitos secundarios en plantas
aromaticas (Romero Alcedo, 2018). Son sustancias hidrofébicas con propiedades
antimicrobianas y antioxidantes, por lo cual, su uso se ha extendido como una
alternativa a los productos quimicos sintéticos (Santana et al., 2012). Los aceites

esenciales presentan un amplio rango de inhibicion contra bacterias Gram positivas y
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negativas que causan enfermedades por contaminacion alimentaria (Hussain et al.,
2011).

1.1.10.1.1. Aceite esencial de Lavanda

El aceite esencial de lavanda (Lavandula angustifolia Mill) es un liquido transparente,
incoloro con un olor caracteristico, extraido por destilacion de las flores de la planta
(Giovannini et al., 2016).Presenta propiedades antimicrobianas, antivirales,
antiinflamatorias y antioxidantes (Insawang et al., 2019). Segun Kwiatkowski et al.,
(2020)se cree que el aceite de Lavanda influye en la estructura de la pared celular y

membrana de las bacterias, generando un efecto inhibitorio.

1.1.11. Peliculas biodegradables

Una pelicula biodegradable se define como una capa delgada elaborada con materiales
que pueden ser consumidos (Supardan et al., 2016). Las peliculas biodegradables se
pueden obtener a partir de polisacaridos, proteinas y lipidos (S. A. A. Mohamed et al.,
2020). El almidon es el polimero mas utilizado para la elaboracion de cubiertas
comestibles debido a su disponibilidad y bajo costo (Ashwar et al., 2014; Medina et
al., 2015; Zhu, 2021). Las peliculas biodegradables pueden ser utilizadas como
materiales de empaquetamientos puesto que crean barreras eficientes, tienen una gran
fuerza mecénica, estabilidad microbiana, no son tdxicos, son simples de producir,
ademas, no generan contaminacion y son de bajo coste de produccién (Jeevahan &
Govindaraj, 2017).

1.1.11.1. Propiedades Fisico-Quimicas

Las caracteristicas fisico-quimicas de las peliculas comestibles son importantes para
asegurar que estas tengan la resistencia e integridad adecuada durante el transporte,

manipulacion y almacenamiento de los alimentos (Galus & Kadzinska, 2016).

1.1.11.1.1. Transparencia

Las peliculas formadas Gnicamente por almidon son incoloras y transparentes (Eufrazio
da Costa et al., 2020).EI afiadido de coadyuvantes como la gelatina puede disminuir la
transparencia del recubrimiento comestible (Tongdeesoontorn et al., 2012). Ademas,
diversos estudios muestran que los aditivos funcionales agregados afectan la
transparencia de la pelicula (Castro et al., 2017). Mientras mayor sea la concentracion

de los aditivos afiadidos mayor sera la opacidad de la pelicula (Medina et al., 2015).
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1.1.11.1.2. Espesor

El espesor es un pardmetro que influye directamente a la permeabilidad de la pelicula, a
medida que el espesor de la pelicula biodegradable aumenta, la resistencia a la

transferencia de masa se incrementa (Guerrero-beltran, 2013).

1.1.11.1.3. Humedad

El contenido de humedad de la pelicula biodegradable afecta directamente su resistencia
(Apriliyani et al., 2020). Las peliculas formadas por almidon y gelatina presentan un
alto contenido de humedad debido a que sus cadenas de polimeros son hidrofilas
(Asiyanbi et al., 2017). Sin embargo, Galus & Kadzinska, (2016)expresa que un alto
contenido de humedad en la cubierta la hace méas susceptible al dafio por parte de

microorganismaos.

1.1.11.1.4. Solubilidad

La solubilidad es la magnitud que indica el porcentaje de materia seca de la pelicula
solubilizada tras un periodo de tiempo (Charro, 2015). Esta propiedad determina la
funcionalidad de la pelicula, puesto que es deseable estas conserven su integridad en

ambientes humedos (Bustamantes & Peralta, 2018).

En el estudio realizado por Tongdeesoontorn et al., (2012)la solubilidad de peliculas
formados por complejos de almidon y gelatina dependia de la concentracion de gelatina.
La solubilidad decrecera mientras se aumente la concentracion de gelatina, esto gracias

a que los entrecruzamientos de las cadenas de polimero forman una matriz méas estable.

1.1.11.1.5. Capacidad de Hinchamiento

La capacidad de hinchamiento representa la capacidad de la pelicula de retener
moléculas de agua en su estructura, incrementando su masa y volumen (Apriliyani et
al., 2020). Los recubrimientos formados por complejos de polisacaridos-proteinas son
capaces de retener moléculas de agua debido a sus grupos hidréfilos libres que forman
enlaces hidrogeno entre la red de polimeros y el agua (Tongdeesoontorn et al., 2012).
Las peliculas en contacto con el agua empiezan a suavizarse antes de hincharse y este
proceso decrece cuando la pelicula se empieza a solubilizar (Galus & Kadzinska,
2016).

15



1.1.11.1.6. Permeabilidad al Vapor de Agua

La ASTM E96, (1995)define a la permeabilidad al vapor del agua (WVP) comola
velocidad de transmision de vapor de agua por unidad de area del material. Guerrero-
beltran, (2013)describe que al aumentar la concentracion del plastificante se
incrementa proporcionalmente la permeabilidad al vapor de agua de las cubiertas
biodegradables. Asi mismo Tongdeesoontorn et al., (2012)indica que al afiadir gelatina

a la composicién de la cubierta aumenta la permeabilidad de la misma.

La PVA es un pardmetro importante ya que este demuestra la capacidad de la cubierta
de permitir el intercambio de moléculas. Generalmente los polisacaridos no son buenas

barreras puesto que presentan una naturaleza hidrofilica (Charro, 2015).

1.2.0BJETIVOS

1.2.1. Objetivo General
Caracterizar y evaluar la actividad antimicrobiana de una cubierta biodegradable de
almidon de yuca enriquecida con aceite esencial de Lavanda “Lavandula angustifolia
Mill”.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Elaborar una cubierta biodegradable de almidén de yuca enriquecida con aceite

esencial de Lavanda‘“Lavandula angustifolia Mill”.

2. Caracterizar las propiedades fisicas de la cubierta biodegradable elaborada.

3. Determinar la actividad antimicrobiana de la cubierta biodegradable contra

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
2.1.1. Materiales
2.1.1.1. Material Microbiano

e Cepa de Escherichia coli (ATCC11229)
e Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC13150)

2.1.1.2. Material de Laboratorio

e Reverbero

e Pipetas automaticas

e Asas de siembra

e Mechero Bunsen

e Vidrio de Reloj

e Balones de aforo (5, 10, 50, 100 ml)

e Probetas (10 y 50 ml)

e Vasos de precipitacion (100 y 250 ml)
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Embudos de vidrio

Placas de propileno

Micropipeta de 100 a 1000 pl
Pipeta volumétrica de 10 y 25 ml
Desecador

Agitadores Magnéticos

Papel Filtro

Matraz Kitosato

Placas Petri

2.1.2. Equipos de Laboratorio

Balanza analitica
Micrometro
Espectrofotdmetro
Horno

Estufa de incubacion
Refrigeradora
Microscopio
Centrifuga

Camara de seguridad bioldgica
Vortex

Autoclave

Plancha de Agitacion

Bafio Maria Digital

2.1.3. Reactivos

Almidon de Yuca(Manihot esculenta Crantz)
Aceite Esencial de Lavanda (Lavandula Angustifolia Mill)

Glicerol
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e Gelatina

e Agua Destilada

e Estandar de Amilosa

e Estandar de Amilopectina
e Yodo

e Cloruro de Sodio (NaCl)
e Agar Mueller-Hinton

e Gentamicina

e Cloranfenicol

e Tetraciclina

2.2. METODOLOGIA
2.2.1. Elaboracién de la Cubierta Biodegradable
2.2.1.1. Obtencion de Materias Primas

No se aplic una metodologia especifica, ya que las materias primas (almidon, gelatina,

aceite esencial) fueron adquiridas.

2.2.1.2. Determinacion de Amilosa y Amilopectina

La determinacion de la concentracion de amilosa y amilopectina presente en el almidén
de yuca se realiz6 siguiendo las directrices establecidas en la norma ISO 6647-1:2020
(1SO 6647-1:2020, 2020). Para la cual se tomaron100 mg de muestra (almidon de yuca)
y se colocaron en un matraz de 100 ml, posteriormente se afiadié 1 ml de etanol y 9 ml
de una solucién de hidroxido de sodio (1 M). Se agit6 suavemente la mezcla y se coloco

en Bafio Maria durante 10 minutos.

Se prepardé una solucion blanco siguiendo el mismo procedimiento mencionado
anteriormente, pero reemplazando la muestra (almidén de yuca) por 5 ml de una
solucion de hidroxido de sodio (0,09 M).

A continuacion, se prepararon soluciones patron de amilosa deacuerdo a lo establecido
en la norma ISO 6647-1:2020 (Anexo E-1).

Se pipetearon 5 ml de cada solucion patron de amilosa y se colocaron en matraces de
100 ml que contienen 50 ml de agua destilada, se afiadi6 1 ml de acido acetico.

Posteriormente, se afiadidé 2 ml de solucion saturada de yodo, se mezcl6 y dejo reposar
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por 10 minutos. La absorbancia se midié a 620 nm contra la solucion en blanco para

obtener la curva de calibracion de amilosa.

Finalmente, se pipeteo 5 ml de la solucion de almidon de yuca y se repitié el método
mencionado anteriormente, se midio la absorbancia de esta solucion a 620 nm contra la
solucién en blanco. Los porcentajes de amilosa y amilopectina se obtuvieron mediante
la grafica obtenida (1SO 6647-1:2020, 2020).

2.2.1.3. Preparacion de la cubierta biodegradable

La cubierta biodegradable se elaboréutilizando el método de fundicién e intercalado.
Semezcld 5% p/v de almidén de yuca, 3% p/v de glicerol, 5% p/v de gelatina y
diferentes volumenes de agua destilada dependiendo de la concentracion de aceite
esencial. La solucion se calent6 a 96 °C durante 40 minutos manteniendo una agitacion
constante para asegurar la gelatinizacién del almidon. Posteriormente, se dejé enfriar la
solucion hasta una temperatura aproximada de 40 °C, inmediatamente se agrego el
aceite esencial al 1%, 2,5%, 5% y 10% respectivamente. Posteriormente, el gel se
desgasifico aplicando vacio durante 7 min y se vertio en placas de polipropileno, para
finalmente secaren la incubadora a 45 °C por 48 horas(Medina et al., 2015, 2016).

Tabla 7.

Formulacion de 100 ml de las soluciones filmogénicas enriquecidas con diversas
concentraciones de aceite esencial.

Soluciones Almidén  Gelatina  Glicerol DAqllJad EAcelt_e |
Filmogénicas ©) ©) @) estilada sencia
(ml) (ml)
Control 5,009 5,006 3,010 100 0
1% A.E 5,009 5,006 3,010 99 1
2,5% A.E 5,009 5,006 3,010 97,5 2,5
5% A.E 5,009 5,006 3,010 95 5
109% A.E 5,009 5,006 3,010 90 10
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2.2.2. Caracterizacion de las Propiedades Fisicas de la Cubierta Biodegradable
2.2.2.1. Espesor

Mediante el uso de un micrometro se midid el espesor de cada una de las peliculas
formuladas, para lo cual se seleccionaron 5 puntos distintos al azar de la pelicula. Se

registraron los valores y se obtuvo un valor promedio (Ashwar et al., 2015).
2.2.2.2. Contenido de humedad

El contenido de humedad de las peliculas biodegradables se determind
gravimétricamente. Por lo cual, se tom6 una muestra de la pelicula (20 mm x 20 mm),
se pesd en una balanza analitica y se anoto el peso (My). Posteriormente se seco durante
24 h en un horno a 110 °C hasta obtener un peso constante (M;). El contenido de
humedad se realiz6 por triplicado para cada formulacion de la pelicula, se anotaron los
valores y se obtuvo un valor promedio. El contenido de humedad se calculé mediante la
siguiente ecuacion (Thakur et al., 2016):

M
%Hz%*mo
0

2.2.2.3. Solubilidad

Se tomaron muestras de la pelicula (20 mm x 20 mm) se secaron a 105° C por 24 horas,
y sepesaronpara obtener el peso inicial (Mp). Posteriormente las muestras se
sumergieron en un vaso de precipitacion con agua destilada a un volumen de 50 ml. El
vaso se sello con el fin de evitar la evaporacién del contenido y el ingreso de polvo, se
mantuvo a 25° C durante 24 h, con una agitacion periodica de 30 rpm(Wang et al.,
2017). Posteriormente, las muestras fueron recolectadas utilizando papel filtro
(previamente secado a 105° C por 24 h), el papel filtro que contiene las muestras fue
entonces secado en un horno a 80° C hasta que se obtuvo un peso constante (M;). Las
pruebas se realizaron por triplicado y cada valor de solubilidad se calculé de la siguiente
manera(Tongdeesoontorn et al., 2012):

0 —

M, — M,
—— %100
M,

%) =
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2.2.2.4. Capacidad de Hinchamiento

Se tomaron muestras de las peliculas (40mm x 20mm), las cuales fueron secadas (60°C
durante 24 h), pesadas (My) y sumergidas en un vaso de precipitacion con un volumen
de 50 ml de una solucion 0,1 M de NaCl. El vaso fue sellado para evitar el ingreso de
polvo y la evaporacion del contenido. Las muestras fueron retiradas de la solucién luego
de 30 minutos y colocadas entre dos pedazos de papel filtro con el fin de remover el
exceso de agua para proceder a pesar (M;). Las pruebas se realizaron por triplicado y
cada valor de capacidad de hinchamiento secalculé de la siguiente manera (Esteghlal et
al., 2016):

|-

My — Mo 100
—_— %
M,

CH (%) =

2.2.2.5. Permeabilidad al Vapor de Agua

Se determind por gravimetria segun el método estandar de la norma ASTM E95-E96
(ASTM, 1995), con modificaciones. Para lo cual se llenaron vasos de precipitacion con
10 g de gel de silice (0% RH1). Sucesivamente se cubrieron con una muestra de pelicula
acondicionada. EIl sistema se sell6 y colocd en un recipiente que contenia una solucién
saturada de NaCl (40 g de NaCl en 100 g de H0) (75% RH2), el sistema se mantuvo a
25° C. Las muestras se pesaron en intervalos de 1 h durante 8 h. La WVP secalculd
usando la siguiente ecuacion (Esteghlal et al., 2016; Pelissari et al., 2009):

_ WVTR * e
~ Py(RH; — RHy)

WVP

Donde la tasa de transmision de vapor de agua (WVTR) es la pendiente de la curva de
cambio de masa en funcién del tiempo (g/h), (e) es el espesor medio de la cubierta
(mm), Py es la presién de vapor de saturacion a 25° C y (RH1 — RH2) es la diferencia en

la humedad relativa del gel de silice (0%) y la solucion de NaCl (0,75%).

2.2.3. Determinacién de la Actividad antibacteriana de la cubierta contra E.
coliy S. aereus
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2.2.3.1. Preparacion del indculo bacteriano segun escala McFarland

Se tom6 0,1 ml de la cepa de E. coli (ATCC 11229), y se inocul6 en Agar Muller Hilton
con un asa bacteriolégica, se incub6 a 37°C por 18-24 horas. Posteriormente, se
tomaron de 3 a 4 colonias y se colocaron en suero fisioldgico estéril, se homogenizo en
vortex por 15-20 segundos, hasta que se ajusto el inoculo a una turbidez de 0,5 segun la
escala McFarland (1,5 x 10%células/ml). Se repiti6 el proceso con la cepa de S. aureus
(ATCC 13150) (Weintein et al., 2020).

2.2.3.2. Actividad antibacteriana de la cubierta comestible

Se utilizé el método de difusion en disco para determinarla actividad antimicrobiana de
las formulaciones del recubrimiento comestible. Para el ensayo de difusion en disco se
realizd la siembra de 0,1 ml del inéculo de cada cepa (E. coli,S. aureus) en placas de
agar Mueller-Hinton(Debiagi et al., 2014).

Posteriormente, a partir de la pelicula elaborada se cortaron discos de 6 mm de
didmetro, a continuacion, secolocaronsobre la superficie del agar con pinzas estériles
(cuatro discos en cada placa). Como controles positivos se utilizaron discos de
antibioticos degentamicina (30 pg / disco). Como controles negativos se utilizaron
discos de papel filtro estéril. A continuacion, las placas se incubaron a 37+ 0,5 °C
durante 24 h. Al final de este periodo, se midi6 el diametro de la zona alrededor del
disco (halo) con un calibre y expresado en milimetros, incluido el didmetro del disco.
Las pruebas se realizaron por triplicado para cada formulacion de la pelicula
biodegradable (Debiagi et al., 2014; Pelissari et al., 2009).

La sensibilidad a los recubrimientos comestibles se clasificaro atendiendo al didmetro
de los halos de inhibicion como se indica en Weintein et al., (2020), siendo estos: no
sensible (-), para diametros menores de 8 mm; sensible (+), para didmetros de 9-14
mm; muy sensible (++), para didmetros de 15 a 19 mm; extremadamente sensible

(+++), para diametros superiores a 20 mm.

2.2.4. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) de una

via y se compararon mediante el test de comparaciones multiples Tukey a un nivel de
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confianza del 95% (a = 0,05). Los datos se procesaron con ayuda del software
estadistico STATGRAPHICS.

CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis de los resultados

3.1.1. Peliculas Comestibles

El almidén de yuca es un polimero a partir del cual se pueden generar peliculas
biodegradables inoloras e incoloras, comparables visualmente a los plasticos
tradicionales (Aristizdbal & Sanchez, 2007). Varias investigaciones (da Silva et al.,
2012; Medina Jaramillo et al., 2016; Navia Porras et al., 2019; Pifieros-hernandez
et al., 2016; A. C. Souza et al., 2013)muestran la factibilidad del uso del almidon de
yuca como principal biopolimero para la elaboracion de peliculas y recubrimientos

biodegradables.

La amilosa presente en el almidon de yuca juega un papel fundamental en el proceso de
retrogradacion, puesto que el grado de polimerizacién depende directamente del
porcentaje de amilosa (Charro, 2015). El almidon de yuca utilizado en esta
investigacion presenta un 16,54% de amilosa (Anexo E-3) un valor comparable a
estudios como(Aristizabal & Sanchez, 2007; He et al., 2020)en los cuales se expresa

que el almidén de yuca presenta en promedio un 17% de amilosa. Esta caracteristica
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convierte al almidén de yuca en un candidato ideal para la elaboracion de peliculas
biodegradables, puesto que es capaz de generar una matriz polimérica gracias a que la
amilosa forma enlaces de hidrégeno estables entre las cadenas del polimero, ademas
Chisenga et al., (2019) reporta que la temperatura de gelatinizacion del almidén es méas
baja comparada a otros almidones, ayudando a reducir los costos energéticos en la
elaboracion de peliculas comestibles.

Las cubiertas degradables elaboradas a base de almidon de yuca tienden a ser fragiles y
presentar pardmetros fisico-quimicos por debajo de los estAndares requeridos (Castro et
al., 2017), la incorporacion de un plastificante mejora las propiedades mecénicas de la
pelicula biodegradable. Las investigaciones de Medina et al, (2015)
&Tongdeesoontorn et al.,, (2012)reportaronque la concentracién &ptima del
plastificante en una cubierta biodegradable es del 3%, ya que aumenta la elongacién y
resistencia mecanica, sin afectar significativamente los pardmetros fisico-quimicos

como solubilidad, permeabilidad al vapor de agua, debido a su naturaleza hidrofilica.

Mohamed et al., (2020) present6 diversas formulaciones estudiadas para la elaboracién
de recubrimientos comestibles, destacando las formuladas a base de
polisacaridos/proteinas. Por tanto, se introdujo a la gelatina como coadyuvante ya que
mejora las caracteristicas mecanicas de las peliculas y es un reactivo de bajo costo y
facil adquisicion (Esteghlal et al., 2016). Segun Al-Hassan & Norziah, (2012), se debe
optar por una concentracion (1:1) entre la gelatina y el almidédn, debido a que se genera
una matriz polimérica altamente estable, en la cual interacttan los grupos hidroxilos (O-
H) de la amilosa con los grupos amida (N-H) de las proteinas, formando fuertes
interacciones moleculares. Sin embargo, Tongdeesoontorn et al., (2012)muestra que la
gelatina puede aumentar la permeabilidad al vapor de agua de la pelicula.

El aceite esencial de lavanda es ampliamente utilizado en la industria debido a que
presenta varios componentes volatiles funcionales, lo cual, le confiere un gran espectro
inhibitorio. La adicion del aceite esencial de lavanda a la formulacion le confiere a los
recubrimientos barreras de proteccion antimicrobiana, a su vez, el caracter hidrofébico
del aceite ayuda a reducir las interacciones moleculares de la matriz polimérica con el

agua (Romeo et al., 2008; Santana et al., 2012).

Al variar la concentracién de aceite en las formulaciones se observa que a mayor

concentracion de aceite esencial los recubrimientos comestibles presentan una menor
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transparencia y mayor opacidad, asi como se observa en la Tabla 8 y Anexo D-5, esta
informacion se puede contrastar con la investigacion de Acosta et al., (2016), en la
cualde igual forma la dispersion de la luz a través del recubrimiento comestible se ve

afectado por la presencia del aceite esencial.

Figura 7.
Recubrimientos comestibles a base de almidén de yuca y gelatina incorporados con
distintas concentraciones de aceite esencial de lavanda (Lavandula Angustifolia Mill).

Nota:a) Recubrimientos sin incorporacion de aceite esencial (Control); b) Recubrimientos incorporados
con 1 % de aceite esencial; c) Recubrimientos incorporados con 2,5 % de aceite esencial; d)
Recubrimientos incorporados con 5 % de aceite esencial; e) Recubrimientos incorporados con 10 % de
aceite esencia.
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Ademas, la incorporacion gradual del aceite esencial contribuye a que existan
irregularidades en la superficie de la pelicula comparadas al control, esto lo ilustra
Supardan et al., (2016), que haciendo uso de AFM (Microscopia de Fuerza Atémica),
demuestra que la superficie es mas rugosa e irregular en las peliculas con las

concentraciones mas altas del aceite esencial.

En la Figura 7 se observa que existe una progresion de cambio de color y apariencia de
la pelicula conforme incremente la concentracion del aceite esencial incorporado, en las
peliculas realizadas en las investigaciones de Medina et al., (2015)ySuput et al.,
(2016) se confirmé de igual forma que los extractos o aceites esenciales incorporados
afectan las caracteristicas visuales de los recubrimientos comestibles, esto debido a que

los aceites esenciales presentan un color y olor caracteristico.

Tabla 8.

Recubrimientos comestibles a base de almidén de yuca y gelatina incorporados con
distintas concentraciones de aceite esencial de lavanda (Lavandula Angustifolia Mill).

Concentracion Recubrimientos Comestibles
de Aceite R2
Esencial R1 R3

0% (Control)

1% A.E

27



~

o

.\"\ 7
. »

5% A.E

10% A.E

3.1.2. Caracterizacion de las peliculas
3.1.2.1. Espesor
Las peliculas comestibles desarrolladas en esta investigacion exhiben un espesor
promedio de 144 um cdémo se puede observar en la Tabla 9, en el estudio realizado por
Tongdeesoontorn et al., (2012)se realizaron diferentes formulaciones de peliculas
comestibles con almidén de yuca y glicerol variando la concentracion de gelatina,
obteniéndose un rango de espesor de 120 a 160 um, demostrando asi que el valor del
espesor es el esperado para este tipo de formulaciones. Asi mismo, diferentes
publicaciones como Pelissari et al., (2009) y Suput et al., (2016) en las que se utiliz6
almidén de yuca como principal polimero para la elaboracion de peliculas comestibles
presentaron valores de 200 a 240 um y 101 a 111 um respectivamente, reforzando el

hecho de que se obtuvo un espesor promedio dentro de los rangos esperados.

La Figura 8 muestra que el espesor tiende a incrementar conforme aumente la
concentracion del aceite esencial. De acuerdo a Nugroho et al., (2013) esto se debe a

que los aceites esenciales aumentan los solidos presentes en la solucién. Por lo tanto, al
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verter un mismo volumen de solucion filmogénica en las placas, los soélidos
provenientes del aceite esencial generaran un incremento en el espesor de la matriz

polimérica una vez haya culminado el proceso de secado.

Figura 8.

Efecto de la concentracion de aceite esencial en la formulacidn sobre el espesor de los
recubrimientos comestibles.
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Nota: *° Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre el espesor de los
tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

Los resultados obtenidos en la Tabla 9 se contrastan perfectamente con los datos
derivados de la experimentacion de Resianingrum et al., (2016), los cuales presentan
un espesor de 189 um a una concentracién de 1% de aceite esencial al igual que el valor
promedio obtenido en esta investigacion. Ademas, las investigaciones de (Caetano et
al., 2017; Desire et al., 2017; §uput et al., 2016; Taqi et al., 2014)muestran que la
concentracion del aceite esencial incrementa el espesor de las peliculas formuladas,

respaldando los datos obtenidos en esta investigacion.

Los espesores de las peliculas biodegradables presentan diferencias significativas entre
si (p< 0,05), es decir que cualquier concentracion igual o mayor a 1% de aceite esencial
incrementara el espesor del recubrimiento comestible. En el estudio realizado por
lamareerat et al., (2018) se muestra como la incorporacion de aceite esencial
incrementa significativamente el espesor de la pelicula, y las concentraciones de aceite
esencial inferiores a 1% no exhiben diferencias significativas (p < 0,05) en el espesor en

relacion con el control.

Tabla 9.
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Espesor de los recubrimientos comestibles a base de almidon de yuca y gelatina
incorporados con aceite esencial de lavanda.

Concentracion de Aceite s Espesor Espesor Promedio
. Réplicas
Esencial (um) (um)
R1 158
0% (Control) R2 132 144 +13,12°
R3 142
R1 192 ;
1% A.E R2 174 189 + 13,74
R3 200
R1 286
25% A.E R2 276 275+ 12,06 ¢
R3 262
R1 390 A
5% A.E R2 406 404 £ 13,12
R3 416
R1 478
10% A.E R2 492 498 + 23,58 °
R3 524

Nota: *¢ Las letras diferentes en la misma columna indican que existe una diferencia significativa entre el
espesor de los tratamientos (P < 0.05).

El espesor optimo para los recubrimientos de alimentos debe ser de 0,25 mm (250 um)
0 un valor inferior de acuerdo al Japanese Standards Association (JIS),
(2019),conforme a este parametro los recubrimientos que entran dentro del estandar son
los de 0% (control) y 1% de concentracion de aceite esencial, el recubrimiento a una
concentracion de 2,5% puede ser considerado, si se vierte una menor solucion

filmogénica ya que se podria ajustar el valor a los estandares internacionales.
3.1.2.2. Humedad

Las peliculas desarrolladas presentan un rango de humedad que va de 16,97% a
22,72%.Mustapa et al., (2017) menciona que el contenido de humedad de peliculas
biodegradables se encuentra en un rango de 16,48% a 23,96%, contrastando idealmente

los resultados obtenidos en esta investigacion.

Las peliculas control presentan una humedad de 19,638% un valor por debajo de
estudios como Caetano et al., (2017) (28,1%) y Medina et al., (2015) (37,9 %). La
reduccion en el valor de la humedad comparado con los estudios mencionados

previamente se puede deber a que la gelatina interactda con las cadenas poliméricas del
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almidon reduciendo los grupos hidroxilos libres, evitando asi que la matriz polimérica

interactle con las moléculas de agua.

Sin embargo, los valores de humedad en este estudio se encuentran por encima de los
obtenidos en investigaciones como Indrianti et al., (2018) (14,71%) y Suput et al.,
(2016) (14,1%). Bonilla et al., (2013) presenta uno de los valores mas bajos de
humedad reportados para recubrimientos comestibles (8,4 %), esto debido a la

incorporacion de un polimero hidrofobico (quitosano) como coadyuvante.

La humedad es un parametro primordial a considerar, puesto que, altos porcentajes de
humedad afectan la resistencia de los recubrimientos comestibles ocasionando que el
contenido de agua de los alimentos aumente, reduciendo asi la vida atil de los productos
recubiertos. Ademas, el alto contenido de humedad puede propiciar el crecimiento

microbiano (Apriliyani et al., 2020).

En la Figura 9 se puede evidenciar que la humedad a diferencia de los otros pardmetros
fisico-quimicos analizados no sigue una tendencia lineal. Los andlisis de varianza
muestran que la pelicula control no presenta diferencias significativas (p<0,05) con el
tratamiento de 1% A.E y 5% A.E. Esto implica que la humedad alcanza su valor mas
bajo a una concentracion de 2,5% de aceite esencial y su valor mas alto a una

concentracion de 10% A.E.

Varias investigaciones sugieren que la incorporacion de sustancias como extractos
(Medina et al., 2015; Riaz, et al., 2020), esencias (Moosavian et al., 2017)yaceites
esenciales(Apriliyani et al., 2020; Suput et al., 2016) de plantas reducen gradualmente
el porcentaje de humedad de las peliculas biodegradables, puesto que, estas sustancias
incrementan la porcion hidrofébica de la matriz, reduciendo asi la afinidad de las

cadenas poliméricas por las moléculas de agua.

Como es esperado la humedad de las peliculas elaboradas decrece con la incorporacion
del aceite esencial de lavanda, no obstante, esta tendencia solo se observa hasta la
concentracion de 2,5% A.E (Figura 9). Estos valores se pueden comparar con estudios
tales como Galus & Kadzinska, (2016) y Suput et al., (2016) en los cuales la
incorporacion de aceite esencial reduce la humedad, pero, no se evidencia una

diferencia significativa (p<0,05).

Figura 9.
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Efecto de la concentracion de aceite esencial en la formulacién sobre la humedad de
los recubrimientos comestibles.
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Nota: *° Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre el porcentaje de
humedad de los tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

Como se reporta en la Tabla 10 la concentracién de 2,5% de aceite esencial provoca
que la humedad disminuya significativamente (p<0,05) en comparacién al control. En la
investigacion de Caetano et al., (2017)la incorporacion de 2% de aceite esencial
provoca unareduccion significativa (p<0,05) de la humedadhaciendo que esta pase de

28,1 % a 21,3 %, respaldando asi los datos obtenidos en esta investigacion.

Al contrario de lo esperado la concentracion de 5% A.E y 10% A.E generan un aumento
de la humedad en relacion al control. Este comportamiento se puede evidenciar en el
estudio de Desire et al., (2017)en el cual la adicién de 10% de aceite esencial
incrementa significativamente (p <0,01) la humedad, provocando que esta pase de
16,57% a 24,34%. De igual forma la investigacién deBharti et al., (2021)demuestra
gue una alta concentracion de aceite esencial (3%) puede aumentar la humedad de los

recubrimientos comestibles.

El comportamiento de la humedad se puede deber a que altas concentraciones de aceite
esencial provoca que la pelicula aumente su espesor haciéendola mas susceptible a que
las moléculas de agua queden atrapadas dentro de la matriz polimérica (lamareerat et
al., 2018). Ademas, el aceite puede reducir la interaccion entre las cadenas del almidén

y la gelatina, dejando expuestos grupos hidroxilo libres (Rojhan & Nouri, 2013).

Tabla 10.
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Porcentaje de Humedad de los recubrimientos comestibles a base de almidon de yuca y
gelatina incorporados con aceite esencial de lavanda.

Concentracion de Aceite Réplicas Humedad Humedad
Esencial P (%) Promedio (%0)
R1 18,343
0% (Control) R2 91022 19,638 +1,341"
R3 19,549
R1 16,552 ]
1% A.E R2 18.015 17,739 +1,076 ¢
R3 18,649
R1 16,775 ;
2,5% A.E R2 16.634 16,970 + 0,465
R3 17,500
R1 21,338 )
5% A.E R?2 21 811 20,982 +1,052°
R3 19,798
R1 22,296
10% A.E R2 23.429 22,731+ 0,611 2
R3 22,467

Nota: *¥ Las letras diferentes en la misma columna indican que existe una diferencia significativa entre el
porcentaje de humedad de los tratamientos (P < 0.05).

3.1.2.3. Solubilidad

La solubilidad de los recubrimientos comestibles es un pardmetro importante a
considerar ya que para su aplicacion en la industria del empaquetamiento es necesario
que presenten una baja solubilidad y alta resistencia al agua (Guerrero-beltran, 2013).
Las peliculas desarrolladas presentan una alta solubilidad (62,482%), en relacion a otras
investigaciones, este es el caso de Ashwar et al., (2015) en el cual las peliculas
desarrolladas a base de almidon de arroz presentan una solubilidad de 23,91%. Por otro
lado, Medina et al., (2015)desarrollé peliculas a base de almidon de yuca obteniendo
una solubilidad de 35,2%.

El aumento de solubilidad de los recubrimientos comestibles se debe a la incorporacion
de gelatina en la formulacién, puesto que esta es hidrofilica al igual que los otros

componentes de la solucion filmogénica (Soares et al., 2005).

Tongdeesoontorn et al., (2012), analiza en su investigacion el efecto de la
concentracion de gelatina con respecto a la solubilidad, aqui se describe que la

solubilidad decrece con el aumento de la gelatina, en esta investigacion la solubilidad de
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las peliculas que contienen 40% de gelatina presentan una solubilidad de 55%, este
valor se aproxima al obtenido en nuestro estudio (62,482%).

La figura 10 denota una tendencia de decrecimiento de la solubilidad conforme
aumenta la concentracion de aceite esencial de lavanda, como se puede observar existen
diferencias significativas entre todos los tratamientos (p<0,05), esto quiere decir que la
solubilidad se vera afectada directamente conforme aumente la concentracion del aceite

esencial.

En la Tabla 11 se pueden observar los valores porcentuales de la solubilidad, denotando
que la solubilidad se reduce de 62,482% a 26,871% en la concentracion de 10% de
aceite esencial, evidenciando asi, la gran influencia que tiene el aceite esencial sobre la
solubilidad de las peliculas. Estos resultados son esperados y se pueden contrastar con
investigaciones tales como Moosavian et al., (2017) en la cual la incorporacion del
aceite de menta reduce significativamente (p<0,05) la solubilidad de las peliculas
haciendo que estas pasen de tener una solubilidad de 32% en el control y 22% cuando se
incorpora un 3% del aceite esencial. Ademas, esta tendencia se encuentra en

investigaciones como Galus & Kadzinska, (2016) y Jamroz et al., (2018).

Figura 10.

Efecto de la concentracion de aceite esencial en la formulacion sobre el porcentaje de
solubilidad de los recubrimientos comestibles.
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Nota: *® Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre el porcentaje de
solubilidad de los tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

Medina et al., (2015) muestra que la incorporacion de extractos de plantas reduce la
solubilidad de las peliculas, pero no de forma significativa (p<0,05). Adicionalmente, en
la investigacion de Chiumarelli & Hubinger, (2014)se muestra que la adicion de ceras
reduce la solubilidad de las peliculas biodegradables. Esto sugiere que al incorporar un
elemento de naturaleza hidrofobica a la formulacion se reducira la formacion de

interacciones moleculares entre la matriz polimérica y el agua.

No obstante, diversos estudios (Bharti et al., 2021; Mehdizadeh et al., 2012; Rojhan
& Nouri, 2013)sugieren que la incorporacion de aceite esencial aumenta la solubilidad
de las peliculas, esto se puede deber a que el aceite puede reducir las interacciones entre
las cadenas de polimeros. Sin embargo, la solubilidad de las peliculas desarrolladas en

nuestra investigacion se ve reducida con la incorporacion del aceite esencial.

Como menciona Moosavian et al., (2017)el decrecimiento de la solubilidad se debe a la
reduccion de enlaces (O-H) libres ya que estos interactan con las moléculas de agua.
La matriz polimérica de almidon y gelatina presenta un decrecimiento significativo
(p<0,05) de su solubilidad con el aumento del aceite esencial de lavanda, esto debido a
que la matriz es altamente estable y es capaz de retener los compuestos hidrofdbicos del
aceite esencial, reduciendo asi la disponibilidad de secciones hidrofilicas que

interactten con las moléculas de agua.

Tabla 11.

Porcentaje de solubilidad de los recubrimientos comestibles a base de almidén de yuca
y gelatina incorporados con aceite esencial de lavanda.

Concentracion de Aceite Réplicas Solubilidad (%) Solubilidad

Esencial Promedio (%0)
R1 60,697
0% (Control) R2 63,926 62,482 +1,642°
R3 62,824
R1 46,381
1%AE R2 48573 48,074 + 1,506 °
R3 49,266
R1 38,991
25% A.E R2 38 099 37,825+1,325°¢
R3 36,384
R1 30,739 ]
5% A.E R2 31198 30,936 + 0,236
R3 30,871
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R1 25,986
10% A.E R2 28.061 26,871 + 1,071 ¢

R3 26,565

Nota: *¢ Las letras diferentes en la misma columna indican que existe una diferencia significativa entre el
porcentaje de solubilidad (P < 0.05).

3.1.2.4. Capacidad de Hinchamiento

La capacidad de hinchamiento permite determinar la resistencia al agua que presenta la
pelicula lo cual es importante para su aplicacion en el empaquetamiento de alimentos
con elevado contenido de agua (Galus & Kadzinska, 2016). Es deseable que los
valores de capacidad de hinchamiento se mantengan bajos, puesto que esto indica que la
pelicula no afectara su apariencia y su funcion protectora (Apriliyani et al., 2020). Las
peliculas control desarrolladas en esta investigacion presentan valores de 381,039% de
hinchamiento, un valor alto comparado con las peliculas a base de almidon
desarrolladas por Suput et al., (2016) cuyo valor es de 231%. Sin embargo, el valor de
capacidad de hinchamiento obtenido es comparable con la investigacion de Esteghlal et
al., (2016) que obtuvo una capacidad de hinchamiento de 314,16%, en peliculas

elaboradas a base de gelatina.

La capacidad de hinchamiento depende en gran medida de los ingredientes utilizados
para la formulacion, puestos que los componentes hidrofilicos aumentan la afinidad de
la matriz con las moléculas de agua Daza et al., (2021). Al combinar gelatina y almidon
como en esta investigacion se espera que la capacidad de hinchamiento aumente debido
a que ambos son compuestos altamente hidrofilicos y generan una matriz capaz de
retener moléculas de agua debido a los grupos hidroxilo libres que pueden interactuar

con el agua circundante (Mohamed et al., 2017).

Como se puede observar en la Figura 11 la capacidad de hinchamiento presenta una
tendencia a decrecer conforme aumenta la concentracion del aceite esencial de acuerdo
a Kavoosi et al., (2013) se espera que la adicion de compuestos hidrofilicos aumenten
la capacidad de hinchamiento, y la adicién de compuestos hidrofébicos como los aceites
esenciales generen que la capacidad de hinchamiento de las peliculas biodegradables

decrezca.
Figura 11.

Efecto de la concentracion de aceite esencial en la formulacion sobre la capacidad de
hinchamiento de los recubrimientos comestibles.
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Nota:*® Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre la capacidad de
hinchamiento de los tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

Los resultados obtenidos de la capacidad de hinchamiento y su tendencia a decrecer
conforme se aumente la concentracion del aceite esencial, se pueden contrastar con el
estudio de Suput et al., (2016), en el cual al agregar una concentracion de 2% de aceite
esencial de orégano la capacidad de hinchamiento paso de 231% (control) a 118%. De
igual forma en el estudio de Kavoosi et al., (2013) se puede observar que la
incorporacion de timol (compuesto activo del aceite esencial del orégano) en peliculas
elaboradas a base de gelatina reducen la capacidad de hinchamiento de las mismas
pasando de 390% de capacidad de hinchamiento a 348% cuando se incorpora un 8% de
timol a la formulacion. Otras investigaciones como (Riaz, 2020a; Riaz, 2020b)
respaldan el hecho de que la capacidad de hinchamiento se reduce gradualmente con la
incorporacion de sustancias hidr6fobas. Como menciona Di Pierro et al., (2006) el
grado de hinchamiento de una matriz polimérica depende fuertemente de la cantidad y

la naturaleza de la interaccion intermolecular de las cadenas de polimero.

No obstante, en investigaciones como (Bharti et al., 2021; Galus & Kadzinska, 2016)
la incorporacién de aceite esencial en la pelicula biodegradable aumenta la capacidad de

hinchamiento, sin embargo, este cambio no fue estadisticamente significativo (p<0,05).

Tabla 12.
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Capacidad de Hinchamiento de los recubrimientos comestibles a base de almidén de
yuca y gelatina incorporados con aceite esencial de lavanda.

Capacidad de

Concentracion de Aceite Réplicas Capacidad de Hinchamiento
. : : o
Esencial Hinchamiento (%) Promedio (%)
R1 383,599
0% (Control) R2 383421 381,039 + 4,281 °
R3 376,097
R1 308,865 A
R3 323,654
R1 256,061
R3 252,910
R1 241,448
5% A.E R2 226.600 230,66 + 9,441 cd
R3 223,922
R1 189,183
R3 217,545

Nota: *“ Las letras diferentes en la misma columna indican que existe una diferencia significativa entre la
capacidad de hinchamiento de los tratamientos (P < 0.05).

En la Tabla 12 se presentan los valores de capacidad de hinchamiento obtenidos
denotando que existen diferencias significativas entre el control y los demas
tratamientos (p<0,05). Sin embargo, se observa que al incorporar 5% de aceite esencial
(230,366 %) este no presenta diferencias significativas (p< 0,05) con los tratamientos de
10% A.E y 2,5% A.E, mostrando asi que la tendencia de decrecimiento de la capacidad
de hinchamiento se vuelve constante mientras mas se aumente el aceite esencial esto
debido a que a pesar de incorporar un ingrediente hidrofobico, las partes hidrofilicas y
el espacio en la matriz polimérica siempre interactuaran con las moléculas de agua
(Mariniello et al., 2010). La concentracion dptima para reducir significativamente la
capacidad de hinchamiento se obtiene a una concentracion de 5% A.E, sin embargo, si
se desea optimizar el uso de aceite esencial tambien seria considerado beneficioso
utilizar la formulacion de 2,5 % A.E, puesto que a esta concentracion no se presenta

diferencias significativas (p<0,05) con la formulacién de 5% A.E.

3.1.2.5. Tasa de Transmision al Vapor de Agua (WVTR) y Permeabilidad al
Vapor de Agua (WVP)
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La permeabilidad al vapor de agua (WVP) refleja la capacidad de los recubrimientos de
controlar la transmisién del vapor de agua entre los alimentos y el ambiente.
Generalmente, los recubrimientos a base de almidon presentan altos valores de WVP

debido a su naturaleza hidrofilica y alta porosidad (Valencia-Sullca et al., 2018)

La Tasa de Transmision del vapor del agua (WVTR) mas alta que presentan las
peliculas (13,823 g/m?.h) corresponde al control, este valor es mas alto comparado al
estudio de(Suput et al., 2016)en el cual las peliculas a base de almidén exhiben una
WVTR de (8,58 g/m®h), el incremento de este valor se puede deber a la presencia de
gelatina en la formulacion puesto que esta aumenta la hidrofilidad de las peliculas.

Como se puede observar en la Figura 12 el aceite esencial reduce gradualmente la
WVTR, sin embargo, las formulaciones de 1% A.E y 2,5% A.E no presentan una
diferencia significativa (p<0,05) en comparacion al control. La formulacion 5% A.E
igualmente no presenta diferencias significativas (p<0,05) al ser comparada con la de
2,5% A.E y 10% A.E. El valor mas bajo de WVTR se obtiene a una concentracion de
10% de A.E, no obstante, esta no presenta una diferencia significativa con la
formulacion de 5% A.E. Por lo tanto, la formulacion ideal para reducir
significativamente la WVTR es de 5% A.E.

Como se menciond previamente la WVTR se reduce con la incorporacion del aceite
esencial, esto debido a que los aceites reducen las interacciones de las porciones
hidrofilicas de la matriz, evocando, en que las peliculas capten menos moléculas de
agua (Medina et al., 2015). Los resultados obtenidos en esta investigacién se comparan
con los presentados porBharti et al., (2021)ySuput et al., (2016)en los que el aumento
del aceite esencial reduce la WVTR, pero, la disminucion es significativa respecto al
control a partir de la incorporacién de 3% de aceite esencial. Los hallazgos de
Yanwong & Threepopnatkul, (2015), concuerdan con lo mencionado anteriormente,
aqui, la WVTR se reduce de 2,71 g/m>.h a 2,49 g/m?.h al incorporar un 10 % de aceite
de menta, demostrando asi que la incorporacion de altas cantidades de aceite esencial

reduce la WVTR pero no abruptamente.
Figura 12.

Efecto de la concentracion de aceite esencial en la formulacion sobre la tasa de
transmision del vapor de agua (WVTR) de los recubrimientos comestibles.

39



20
a

& O 154 -1 _ab_

=
L . .

N

" 10+

(@)

N

x

|_

S .

0 | |
CTR 1% A.E 2,5% A.E 5% A.E 10% A.E

Nota:*° Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre la capacidad de
hinchamiento de los tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

En la Tabla 13 se puede observar los valores de la permeabilidad al VVapor de Agua de
las peliculas biodegradables (WVP), donde el valor mas bajo de WVP se obtuvo en la
pelicula control con 8,344 x 10° g.mm.h™*.Pa™.m™, sin embargo, este valor es més bajo
que los reportados en las investigaciones de Acosta et al., (2016)con 5,9 x 10 g.mm.h"
! Pat.m?y Acosta et al., (2015) con 5,3 x 10° g.mm.h*.Pa’.m™, quienes desarrollaron
peliculas a base de almiddn y gelatina. Esto demuestra que las peliculas formuladas en
esta investigacion presentan un mayor entrecruzamiento de las cadenas de polimeros y
una menor porosidad, lo que provoca una menor permeabilidad al Vapor de Agua,

demostrando resultados prometedores.

Tabla 13.

Transmisién del Vapor de Agua (WVTR) y Permeabilidad al vapor de Agua (WVP) de
los recubrimientos comestibles a base de almidon de yuca y gelatina incorporados con
aceite esencial de lavanda.

p WVP :
Concentrgcmn o WVTR WVTR_ (@mm.hpa WVP P_lron_wled_lzo
de Aceite  Replicas G2 Promedio pmy (g.mm.h.Pa’m?
; (9.h".m™) R .cm”) 6
Esencial (g9.h™".m™) % 10° x 10
R1 12,719 8,444 .
0% (Control) Rz 13514  13823:1287° 7496  Oo4x0803
R3 15,236 9,091
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R1 13,514 10,903

bc
R3 12,586 10,578
R1 11,526 13,852 b
25% AE R2 11024 12,189+0,827% 13829  +H040£0346
R3 13,116 14,440
R1 10,996 18,021 .
S%AE R2 10,148 11,023:0889"™ 17314  [0:720x1868
R3 11,924 20,844
i 8,479 17,031 19,641+ 2,571 2
10% A.E R2 9,539 9.362+ 0.809 © 19.721 ,041% 2,
R3 10,069 22,171

Nota:*¢ Las letras diferentes en la misma columna indican que existe una diferencia significativa entre la
WVTR y WVP de los tratamientos (P < 0.05).

Diversos estudios como (Desire et al., 2017; lamareerat et al., 2018; Taqgi et al.,
2014) muestran que la incorporacion de aceites esenciales en efecto deberia reducir
gradualmente la WVP debido a que estos reducen la interaccion de los grupos libres de
las cadenas de polimeros. A diferencia de lo esperado la Figura 13 muestra que la
permeabilidad al vapor de agua (WVP) aumenta con la concentracién gradual del aceite
esencial, esta tendencia igualmente se puede observar en investigaciones como Caetano
et al., (2017); Valencia-Sullca et al., (2018); Zhou et al., (2021).

Segun Acosta et al., (2016) el proceso de transmision del vapor de agua depende del
balance de las interacciones hidrofébicas e hidrofilicas de la matriz, asi como su
microestructura. El espesor afecta directamente la permeabilidad al vapor de agua, las
peliculas con mayor concentracion de aceite esencial exhiben un mayor espesor lo que
aumenta significativamente la WVP. Ademas, como expresa Maizura et al., (2007) la
incorporacion de aceite esencial influye en la estructura del film, incrementando la
porosidad y aumentando la probabilidad de que se presenten microfracturas que

permiten una mayor difusion de vapor de agua.

La Tabla 13 ademas muestra que Unicamente la formulacién 1% A.E no presenta una
diferencia significativa (p<0,05) con el control, demostrando asi que una incorporacion
igual o superior a 2,5% de aceite esencial genera que la WVP incremente
significativamente (p<0,05). Los valores méas altos de WVP se obtiene en las
formulaciones de 5% A.E y 10% A.E, a pesar de que estas no presenten diferencias
significativas entre si (p<0,05). La formulacion de 2,5% A.E es la méas Optima puesto

que la WVP no aumenta drasticamente en comparacion al control.
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Figura 13.

Efecto de la concentracion de aceite esencial en la formulacién sobre la permeabilidad
al vapor de agua (WVP) de los recubrimientos comestibles.
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Nota:** Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre la WVTR y WVP de los
tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

3.1.3. Actividad Antimicrobiana

La actividad antimicrobiana es un parametro de suma relevancia para la conservacion de
alimentos durante la cadena de transporte. Los aceites esenciales por naturaleza
presentan actividad antimicrobiana frente a diversas cepas patogénicas (Romeo et al.,
2008). El aceite de lavanda presenta principalmente alcoholes terpénicos entre los
cuales se destaca el linalool y linalil acetato (Cavanagh & Wilkinson, 2005). El aceite
de lavanda utilizado en la investigacion esta compuesto por: linalool (31,77%), lilanil
acetato (28,60 %), canfora (8,30 %), 1,8 cineolo (6,57 %), los compuestos terpénicos
del aceite utilizado son menores a los presentados en la investigacion de Kwiatkowski
et al., (2020), el cual presentd valores de 34,1% para linalool y 33,3 % para lilanil

acetato

Para el control positivo se utilizé discos de gentamicina puesto que presentaron los
mejores resultados in-vitro. Como se puede observar en la Tabla 14 se obtuvieron
valores de 21,33 mm para E. coli (ATCC 11229) y 23,67 mm para S. aureus(ATCC
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13150), estos valores son comparables a los obtenidos por Shama et al., (2011)en los
cuales se observaron halos de inhibicion de 20mm paraE. coliy 24 mm para S. aureusal

utilizar discos de gentamicina.

La Tabla 14 muestra los halos de inhibicidn exhibidos por las peliculas biodegradables
frente a cepas de Escherichia coli (ATCC 11229) y Staphylococcus aureus(ATCC
13150), como se puede observar el control y la formulacion de 1% A.E no muestran
actividad antimicrobiana, varios estudios como (Debiagi et al., 2014; Oriani et al.,
2014), muestran que a bajas concentraciones de aceite esencial no se presenta actividad

antimicrobiana.

A concentraciones superiores a 2,5% A.E se observa un halo de inhibicion
representativo, ademas, se destaca que la concentracion de aceite esencial influye
directamente sobre los halos de inhibicion puesto que a mayor concentracién de aceite
esencial de lavanda se obtienen mayores halos de inhibicion. En la publicacion de
Jamroz et al., (2018)auna concentracion de 6% aceite esencialde lavanda se obtuvieron
halos de 151 mm y 24,5 mm parakE. coliy S. aureus respectivamente. En esta
investigacion el méximo valor de inhibicion se presenta a una concentracion de 10%
A.E con valores de 11,33 mm (E. coliATCC 11229) y 15,50 mm (S. aureusATCC
13150). Los halos de inhibicion obtenidos, son inferiores comparados a los presentados
por Jamroz et al., (2018),esto se puede deber a la procedencia del aceite esencial, la

composicion y pureza del mismo.

Tabla 14.

Halos de inhibicion exhibidos por los recubrimientos comestibles enriquecidos con
aceite esencial de Lavanda.

c tracié E. coli S. aureus
oncentracion
de Aceite Réplicas H"’.llo. de Ha_llo_ O.I? Ha_llo_ de Ha_llo_ de
Esencial Inhibicion Inhibicion Inhibicion Inhibicion
(mm) Promedio (mm) (mm) Promedio (mm)
R1 6 ) 6+0° 6 () 6
0% (Control) R2 6 () ) 6 () 0
R3 6 ) 6 ()
R1 6 () c 7 () de
R3 6 () 6 ()
R1 9 ™ be 9 cd
25% AE R2 70 8,67 E_L+§,53 9 () 9,671(L+1),16
R3 10 11 )
R1 10 (+) 10,33 +1,53° 10 + 10,67+ 1,16°
SHAE R2 9 ™ (+) 12 (4 +)
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R3 12+ 10 )

R1 10 +) b 15 (++) b
10%6AE  R2 11 () 11’33(f)1’53 14 (4 15’5&%’53
R3 13 () 17 (+4)
Control R1 21 (+++4) a 24 (+++) .
Positivo R2 22 (+++) 21’3_??__?’57 25 (+++) 23’61f+1’53
(Gentamicina) R3 21 (+++) (+++) 22 (++4) (+++)

Nota:*® Las letras diferentes en la misma columna indican que existe una diferencia significativa los
halos de exhibidos de los tratamientos (P < 0.05). Los simbolos representan no sensible (-), para
didametros menores de 8 mm; sensible (+), para didmetros de 9-14 mm; muy sensible (++), para didmetros
de 15 a 19 mm; extremadamente sensible (+++), para diametros superiores a 20 mm.

En investigaciones en las cuales se usé diferentes tipos de aceite esencial, present6 una
mayor actividad antimicrobiana. Cruz-Tirado et al., (2020) presenta halos de
inhibicion de 46,3 mm para S. aureusy 40,4 mm parakE. coli, al utilizar aceite esencial de
orégano a 10%. Otras investigaciones como Maizura et al., (2007) presenta halos de
inhibicidn contra E. colide 94,9mm al utilizar aceite de lemongrass; en la investigacion
de Bharti et al., (2021)en la cual se utilizd aceite esencial de Carum carvise exhiben
halos de26,3 mm para S. aureusy 10,33mm paraE. coli. Los datos presentados
anteriormente demuestran que a pesar de presentar actividad antimicrobiana el efecto
del aceite esencial de lavanda no es tan potente comparado con el de otras plantas

aromaticas.

La Figura 14 muestra una comparativa entre el efecto inhibitorio que presentan las
peliculas sobre las cepas de E. coli (ATCC 11229) y S. aureus(ATCC 13150), como se
puede observar la cepa de S. aureus(ATCC 13150) presgenta una mayor sensibilidad a
las formulaciones con mayor concentracién de aceite de lavanda, esta tendencia se
puede observar en investigaciones como Bharti et al., (2021); Cruz-Tirado et al.,
(2020); Debiagi et al., (2014); Pelissari et al., (2009); Predoi et al., (2018),en las
cuales los halos de inhibicién de E. colison inferiores a los de S. aureus. Esto sucede ya
que los &cidos lipoteicoicos en la membrana celular de las bacterias gram positivas(S.
aureus) pueden ayudar a la penetracion de los componentes hidrofobicos de los aceites
esenciales, mientras que la doble membrana de las bacterias gram negativas(E.
coli)limita la velocidad de difusion de los compuestos hidrofobicos a través de la capa

de lipopolisacaridos(Jamroz et al., 2018).

En la Figura 14 ademas se puede observar las diferencias significativas entre los halos
de inhibicion en el caso de E. coli (ATCC 11229)las concentraciones de 2,5 A.E, 5 %

A.E y 10% A.E no presentan diferencias significas (p<0,05) entre si, pero si difieren
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tanto del control negativo como positivo. Por otra parte, en el caso de S. aureus(ATCC
13150) la concentracién de 2,5% A.E no presentan diferencias significativas (p<0,05)
de las concentraciones de 1% A.E y 5% A.E. Sin embargo, la concentracion de 10%
A.E difiere significativamente de todas las concentraciones (p<0,05) convirtiéndola en

la mejor concentracién para la inhibicion microbiana.

Figura 14.

Efecto de la concentracion del aceite esencial de Lavanda sobre los halos de inhibicién
que presentan los recubrimientos comestibles.

307
£ a
£ . =3 CTR ()
c
‘0 20+ = 1%AE
O b
0 = 25%AE
c b P
[= be cd S == S%AE
o 10+
5 . C . de == 10%AE
o
®© mm CTR (+)
T

0_

E. coli S. aureus

Nota:*® Las letras diferentes indican que existe una diferencia significativa entre la WVTR y WVP de los
tratamientos (P < 0.05), de acuerdo a la ANOVA post hoc-HSD de Tukey.

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

e Se logré obtener un biopolimero activo a base de almidon de yuca y gelatina
enriquecido con diferentes concentraciones de aceite esencial de Lavanda
“Lavandula angustifolia Mill”; las diferentes formulaciones desarrolladas
exhiben caracteristicas fisico-quimicas prometedoras y presentan una actividad

antimicrobiana contra los patdgenos E.coli y S.aureus, volviendo a las peliculas
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biodegradables formuladas una alternativa al uso de plastico convencional en las
cadenas de transporte de alimentos.

Las peliculas biodegradables presentan un espesor éptimo en las formulaciones
control con un valor de 144 + 13,12 um y 1% A.E con un valor de 189 + 13,74
um, puestos que estas se encuentran dentro de los rangos establecidos por la
norma internacional JIS la cual dictamina que el espesor de las peliculas

biodegradables no debe exceder los 0,25 mm o0 250 um.

El porcentaje de humedad permite dictaminar si la pelicula puede recubrir
alimentos sin afectar sus propiedades; ademas se espera que la humedad sea baja
para evitar el crecimiento microbiano. El valor més bajo de humedad se obtuvo
en las peliculas de 2,5% A.E con un valor 16,970 + 0,465 %, en este punto no es
recomendable usar concentraciones superiores a 2,5 % de aceite esencial, puesto

que a partir de esta concentracion la humedad de las peliculas incrementa.

El valor de solubilidad permite determinar si las peliculas son resistentes frente
al deterior6 ocasionado por el contacto con el agua; por lo cual mientras mas
bajos sean los valores de solubilidad la pelicula presentara una mayor resistencia
a entornos humedos. El valor 6ptimo de solubilidad se obtuvo en la formulacién
de 10% A.E con 26,871 + 1,071 %, puesto este es el mas bajo en comparacion a

las otras formulaciones desarrolladas.

La capacidad de hinchamiento mas factible se present6 en las peliculas de 2,5 %
A.E con un valor de 252,80 + 3,322% y 5% A.E con 230,66 + 9,441%, puesto
qgue se busca que las peliculas no presenten altos valores de capacidad de
hinchamiento para propiciar que estas mantengan sus propiedades y actuen
como barreras aun en entornos con abundante agua circundante. Se puede optar
por las dos concentraciones para reducir significativamente la capacidad de
hinchamiento, sin embargo, la formulacion de 2,5% A.E permitira optimizar el

uso del aceite esencial.
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La mejor Tasa de Transmision del Vapor de Agua (WVTR) se obtuvo a una
concentracion de 10% A.E con un valor de 9,362 + 0,809 (g.h>.m®) y la mejor
permeabilidad al vapor de agua (WVP) la exhiben las peliculas control con
8,344 + 0,803 x 10°g.mm.h™.Pa’.m™, pero si se desea conferirles propiedades
antimicrobianas, la mejor formulacion es la de 2,5% A.Econ un valor de14,040
+ 0,346 x 10°g.mm.h™.Pa’.m™ En este caso se propicia que laswVTRy WVP
sean lo mas bajas posibles para evitar la transferencia de gases entre los

alimentos y el entorno.

Las peliculas biodegradables incorporadas con aceite esencial de lavanda
presentan halos de inhibicién a partir de una concentracion de 2,5% A.E, no
obstante,las peliculas con 10% A.E exhiben la mayor inhibicién microbiana
frente a Escherichia coli(ATCC 11229) y Staphylococcus aureus(ATCC 13150)
con valores de 11,33 £ 153 mm y 1550 = 1,53mm respectivamente,
demostrando asi la accion antimicrobiana de las peliculas biodegradables

elaboradas.

4.2. RECOMENDACIONES

Examinar la estructura de las peliculas biodegradables elaboradas mediante
microscopia electronica, para establecer una relacion entre las propiedades

fisico-quimicas obtenidas y la microestructura de las peliculas.

Realizar estudios enfocados en el uso de almidones fermentados en la

formulacion de peliculas biodegradables, puesto que estos pueden ayudar a
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mejorar las propiedades fisico-quimicas de las peliculas, confiriéndoles a su vez

una mayor resistencia al agua.

e A partir de esta investigacion establecer protocolos para el escalado industrial,

haciendo uso de tecnologias conocidas como la extrusion y termoprensado.

e Analizar la aplicacion de las peliculas formuladas en alimentos o frutas de
interés a nivel nacional, con el fin de brindar una alternativa para la reduccion

del pléstico convencional.

e Comparar las propiedades de las peliculas al aplicar moldeado de monocapa y
bicapa, para verificar cual método es el mas déptimo para la realizacion de

peliculas biodegradables enriquecidas con aceites esenciales.
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ANEXO A

DATOS OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE DE LOS
ANALISIS: FISICOQUIMICOS (ESPESOR,
SOLUBILIDAD, HUMEDAD, CAPACIDAD DE
HINCHAMIENTO, PERMEABILIDAD AL VAPOR DE
AGUA) Y MICROBIOLOGICO (HALOS DE INHIBICION
CONTRA E. coli Y S. aureus)
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ESPESOR (um)

CONTROL 1% A.E 2,5% A.E 5% A.E 10% A.E
Réplicas R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Punto 1 150 140 120 200 170 220 270 290 220 370 370 400 460 480 550
Punto 2 130 130 130 210 180 190 250 230 240 390 430 410 500 450 510
Punto 3 180 140 150 190 170 210 280 270 290 400 420 430 490 510 520
Punto 4 190 100 170 170 190 200 320 290 300 430 450 450 500 550 490
Punto 5 140 150 140 190 160 180 310 300 260 360 360 390 440 470 550
Promedio (um) 158 132 142 192 174 200 286 276 262 390 406 416 478 492 524
Promedio Total (um) 144 189 275 404 498
Media 25,884 19,235 19,235 14,832 11,402 15,811 28,810 27,928 33,466 27,386 39,115 24,083 26,833 38,987 26,077

Anexo A-1. Datos Obtenidos del espesor medido con micrometro de las peliculas biodegradables con tres réplicas para todos los tratamientos.

HUMEDAD (%)

CONTROL 1% A.E 2,5% A.E 5% A.E 10% A.E
Réplicas RIL R2 R3 RL R2 R3 RL R2 R3 RI R2 RZ Rl R2 R3
Peso Inicial (q) 0,0676 0,0509 0,0532 0,015 0,0655 0,0681 0,1079 0,1028 0,096 0,1106 0,0972 0,0495 0,0749 0,0939 0,1046
Peso Final (q) 0,0552 0,0402 0,0428 0,0847 0,0537 0,0554 0,0898 0,0857 0,0792 0,087 0,076 0,0397 0,0582 0,0719 0,0811
Humedad (%) 18,343 21,022 19,549 16,552 18,015 18,649 16,775 16,634 17500 21,338 21,811 19,798 22,296 23,429 22,467

Promedio (%) 19,638 17,739 16,970 20,982 22,731
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Anexo A-2. Datos Obtenidos de la humedad de las peliculas biodegradables con tres réplicas para todos los tratamientos
Anexo A-3. Datos Obtenidos del porcentaje de solubilidad de las peliculas biodegradables con tres réplicas para todos los tratamientos.

SOLUBILIDAD (%)
CONTROL 1% AE 2,5% A.E 5% A.E 10% AE
Réplicas RIL R2 R3 RL R2 R3 RL R2 R3 RL R2 R3 PRI R2 R3

Peso Papel Filtro (g)  0,3784 0,3754 0,3688 0,3808 0,3737 0,3894 0,3715 0,3851 0,3703 0,374 0,3838 0,3802 0,3965 0,3892 0,3695

Peso Inicial Pelicula (g) 0,0402 0,0973 0,0694 0,1492 0,1437 0,1295 0,1585 0,1147 0,1322 0,1529 0,1327 0,1367 0,0862 0,1119 0,0655
Peso Final (g) 0,3942 0,4105 0,3946 0,4608 0,4476 0,4551 0,4682 0,4561 0,4544 0,4799 0,4751 0,4747 0,4603 0,4697 0,4176

Peso Final Pelicula (g) 0,0158 0,0351 0,0258 0,08 0,0739 0,0657 0,0967 0,071 0,0841 0,1059 0,0913 0,0945 0,0638 0,0805 0,0481

Solubilidad (%) 60,697 63,926 62,824 46,381 48,573 49,266 38,991 38,099 36,384 30,739 31,198 30,871 25,986 28,061 26,565
Promedio (%0) 62,482 48,074 37,825 30,936 26,871

CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO (%)

CONTROL 1% AE 2,5% A.E 5% A.E 10% A.E

Réplicas R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
Peso Inicial (g)  0,0817 0,076 0,0866 0,1128 0,1166 0,1133 0,165 0,1981 0,2062 0,1257 0,1297 0,153 0,2792 0,2213 0,2143
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Peso Final () 0,3951 0,3674 0,4123 0,4612 05036 0,48 05875 10,6922 0,7277 0,4292 0,4236 0,4956 0,8074 0,6522 0,6805
Hinchamiento (%) 383,599 383,421 376,097 308,865 331,904 323,654 256,061 249,419 252,910 241,448 226,600 223,922 189,183 194,713 217,545

PERMEABILIDAD VAPOR DE AGUA

Anexo A-4. Datos Obtenidos de la capacidad de hinchamiento de las peliculas biodegradables con tres réplicas para todos los tratamientos.

Anexo A-5. Datos Obtenidos de la transferencia del vapor de agua (WVTR) y permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas

biodegradables con tres réplicas para todos los tratamientos.

66



CONTROL 1% AE 2,5% A.E 5% A.E 10% A.E
Réplicas R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Peso (g) 1 Hora 54,2800 55,5186 51,8532 52,0787 52,2812 52,4298 55,0445 54,4171 53,4291 52,1168 55,3507 57,3727 58,0925 52,0584 54,0547
Peso (g) 2 Horas 54,3171 55,5454 51,8781 52,1053 52,3062 52,457 55,0639 54,4395 53,4535 52,1205 55,3642 57,3969 58,1035 52,0731 54,0648
Peso (g) 3 Horas 54,3262 55,5594 51,8862 52,1187 52,3184 52,4702 55,0754 54,4516 53,4648 52,1313 55,3712 57,4077 58,1106 52,0828 54,0724
Peso (g) 4 Horas 54,3342 55,5662 51,8959 52,1285 52,332 52,4812 55,0876 54,463 53,477 52,1428 55,3794 57,4184 58,1179 52,0885 54,0795
Peso (g) 5 Horas 54,3402 55,5734 51,9065 52,1338 52,3384 52,485 55,0923 54,4678 53,4824 52,1552 55,3871 57,4237 58,1216 52,0917 54,0867
Peso (g) 6 Horas 54,3487 55,5806 51,9159 52,1458 52,3513 52,4943 55,1013 54,4772 53,4936 52,164 55,3954 57,4352 58,1288 52,0991 54,0946
Peso (g) 7 Horas 54,3522 55,5898 51,9291 52,1502 52,3576 52,4984 55,1046 54,4803 53,4983 52,1661 55,3997 57,436 58,1336 52,1015 54,1009

Peso (g) 8 Horas 54,3594 55,5986 51,9403 52,1566 52,365 52,5035 55,1085 54,4847 53,5028 52,1686 55,4049 57,4397 58,1396 52,1172 54,1094

(V\r’]?{TR_Z) 12719 13514 15236 13514 14,971 12586 11526 11,924 13116 10996 10,148 11924 8479 9,539 10,069
g.h™.m
WVTF;_Fl’f?n'T;Gd'O 13,823 13,690 12,189 11,023 9,362

WVP
(@mmhLipaim? 8444 7,496 9091 10903 10946 10578 13852 13829 14,440 18021 17,314 20844 17,031 19,721 22171

*10®

WVP Promedio
(g.mm.h*.Pat.m?) 8,344 10,809 14,040 18,726 19,641

*10°
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Anexo A-6. Gréficas obtenidas a partir de las variaciones de pesos de los sistemas para el calculo de la transferencia del vapor de agua (WVTR)
y permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas biodegradables con tres réplicas para todos los tratamientos.

Peso (g)

54,38
54,36
54,34
54,32

54,3
54,28
54,26
54,24
54,22

Control R1

y =0,0096x + 54,289
R*=0,8627

2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)

Peso (g)

55,62

55,6
55,58
55,56
55,54
55,52

55,5
55,48
55,46

Control R2

y =0,0102x + 55,521
R?=0,9391
2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)

Peso (g)

51,96
51,94
51,92

51,9
51,88
51,86
51,84
51,82

51,8

Control R3

y = 0,0115x + 51,849
R?=0,9816
1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)
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1% A.E R1 1% A.E R2 1% A.ER3
52,18 52,38 52,52
52,16 52,36 52,5 o & @
52,14 52,34 52 a3 e o
W 52,32 @
@,12 ~8— 523 o 52,46 -
2,52,1 & 52,28 3 24 g
= 220 o = 0,0095x + 52,435
52,06 y =0,0102x + 52,081 52,24 y=0,0113x+52,28 52,4 y= & o X+ ; ,
52,04 RZ2=09311 52,22 R2=0,9593 52,38 =0,9018
5 02 ' 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
1 3 T'4 (Sh) 6 7 Tiempo (h) Tiempo (h)
iempo
o o
2,5% A.ER1 2,5% A.E R2 2,5% A.E R3
55,14 54,5 53,52 '
55,12 54,48 53,5 @0
551 5446 5348 o
2 55,08 0 54,44 0 53,46 ..-_Q .....
2 o o L
2 55,06 o 54,42 o 5344 -
® 55,04 — 0.0087x + 55 045 & 544 ® 5340 @
55,02 y=5 R X+ oo, 54,38 y =0,009x + 54,42 53,4 y =0,0099x + 53,431
55 R®=0,9322 54,36 R>=0,9216 53,38 R2=0,9372
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5% A.E R1

5% A.E R2 5% A.E R3
52,18 55,42 57,46
52,16 55,4 e ——— T S
_ _ 5742 g
8 514 ® 5533 G R S
2 2 - I
9 52,12 @ 5536 g o738
57,36
52,1 y = 0,0083x + 52,108 55,34 y =0,0076x + 55,347 734 y = 0,009x + 57,376
52,08 R?=0,9588 55,32 R*=0,9817 57,32 R%2=0,9097
2 3 4 5 6 7 8 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
10% A.E R1 10% A.E R2 10% A.E R3
58,15 52,14 54,12
14 e
o813 52,12 SAL - e®
C zgﬁ B Y B osaos e
2 581 5 52,08 g I .
g 58,09 & 5206 a , o
58,08 _
58,07 y = 0,0064x + 58,09 52,04 y =0,0072x + 52,057 >4,04 y= 0,2076X +54,049
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2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)

1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)

70




ANEXO B

CALCULOS REALIZADOS PARA LA OBTENCION DEL
PORCENTAJE DE AMILOSA Y LAS CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS COMO ESPESOR, SOLUBILIDAD,
HUMEDAD, CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO,
PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA
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Anexo B-1. Célculo demostrativo realizado para obtener el promedio del espesor de las

peliculas biodegradables.

Control R1
Datos:
(um)
Punto 1 150 . 150+130+180+190+140
Punto 2 130 Espesor Promedio (um)= .
Punto 3 180 Espesor Promedio (um)= 158
Punto 4 190
Punto 5 140

Anexo B-2. Calculo demostrativo realizado para obtener la humedad de las peliculas

biodegradables.

Control R1

Datos: Peso Inicial (g) 0,0676

Peso Final (g) 0,0552

Peso Inicial —Peso Final
Humedad (%)= * 100

Peso Inicial

0,0676 g —0,05521 g
0,0676 g

Humedad (%6)=18,343 %

Humedad (%)= * 100

Anexo B-3. Calculo demostrativo realizado para obtener la solubilidad de las peliculas

biodegradables.
Control R1
Datos: Peso Papel Filtro (g) 0,3784
) Peso Inicial Pelicula (g) 0,0402
Peso Final (g) 0,3942
Peso Final Pelicula (g) 0,0158

Peso Final Pelicula (g) = [Peso Papel Filtro (g)+ Peso Inicial Pelicula (g)] - Peso
Final (g)

Peso Final Pelicula = [0,3784 + 0,0402 - 0,3942] g
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Peso Final Pelicula= 0,0158 g

- Peso Inicial Pelicula—Peso Final
Solubilidad (%)= * 100

Peso Inicial Pelicula

0,0402 g —0,3942 g
0,0402 g

Solubilidad (%)= ¥ 100

Solubilidad (%)=60,697 %

Anexo B-4. Calculo demostrativo realizado para obtener la capacidad de hinchamiento

de las peliculas biodegradables.

Control R1

Datos: Peso Inicial (g) 0,0817

Peso Final (g) 0,3951

: : : Peso Inicial —Peso Final
Capacidad de Hinchamiento (%)=————————>"12_ 4 100

Peso Inicial

0,0817 g —0,3951 g
0,0817 g

Capacidad de Hinchamiento (%6)=381,039 %

* 100

Capacidad de Hinchamiento (%)=

Anexo B-5. Célculo demostrativo realizado para obtener la transferencia del vapor de

agua (WVTR) y permeabilidad al vapor de agua (WVP) de las peliculas biodegradables.

Control R1

Datos: g/h 0,0096
Dlametr_o de contacto del 0,031

sistema (m)

Presion Vapor de Agua a

. 25°C (Pa) 3173

Area de

Contacto:

. D2

Area =T * ”
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(0,031 m)?
4

Area =1 *

Area= 7,548 x 10~* m?

Transferencia Del Vapor De Agua (WVTR)

WVTR =£ % 2
h Area

1

= By -~
WVTR =0,0096 P P

WVTR =12,719 =
h.m

Permeabilidad al VVapor De Agua (WVP)

Wyp = WVTR ~e
PO .(RH1—RH2)

g
12,719 £ 40,158 mm
3173 .(75-0)

WVP= 8,444 x 10° (g.mm.h*.Pat.m?)

WVP =
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ANEXO C

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS DATOS
EXPERIMENTALES (STATGRAPHICS):
FISICOQUIMICOS (ESPESOR, SOLUBILIDAD,
HUMEDAD, CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO,
PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA) Y

MICROBIOLOGICO (HALOS DE INHIBICION CONTRA
E. coli Y S. aureus)
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Anexo C-1. Anélisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) del
espesor de las peliculas en relacion a la concentracion del aceite esencial afiadido a la

formulacion.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Concentracion de Aceite 4 262126 65531,6 267,99 0,000
Error 10 2445 2445
Total 14 264572
Medias
Concentracion N  Media Desv.Est. IC de 95%
de Aceite
Control 3 144,00 13,11 (123,88. 164,12)
Aceite 1% 3 188,67 13,32 (168,55. 208,78)
Aceite 2,5% 3 274,67 12,06 (254,55. 294,78)
Aceite 5% 3 404,00 13,11 (383,88. 424,12)
Aceite 10% 3 498.,0 23,6 (477,9.518,1)

Desv.Est. agrupada = 15,6376

Prueba de Comparacion de Tukey con un nivel de confianza de 95%

Concentracion

de Aceite N Media Agrupacion

Aceite 10% 3 498,0 A

Aceite 5% 3 404,00 B

Aceite 2,5% 3 274,67 C

Aceite 1% 3 188,67 D
Control 3 144,00 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo C-2. Analisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) de la

humedad de las peliculas en relacién a la concentracion del aceite esencial afiadido a la

formulacion.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Concentracion de Aceite 4 66,288 16,5719 17,81 0,000
Error 10 9,306 0,9306
Total 14 75,594

Medias
Concentracion N  Media Desv.Est. IC de 95%
de Aceite
Control 3 19,638 1,341 (18,397. 20,879)
Aceite 1% 3 17,739 1,076 (16,498. 18,980)
Aceite 2,5% 3 16,970 0,465 (15,729. 18,211)
Aceite 5% 3 20,982 1,052 (19,741. 22,223)
Aceite 10% 3 22,731 0,611 (21,490. 23,972)

Desv.Est. agrupada = 0,964701

Prueba de Comparacion de Tukey con un nivel de confianza de 95%

Concentracion N Media Agrupacion

de Aceite

Aceite 10% 3 22,731 A

Aceite 5% 3 20,982 A B

Control 3 19,638 B C

Aceite 1% 3 17,739 C D
Aceite 2,5% 3 16,970 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo C-3. Analisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) de la

solubilidad de las peliculas en relacion a la concentracion del aceite esencial afiadido a

la formulacion.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Concentracion de Aceite 2466,74 616,686 389,26 0,000
Error 15,84 1,584
Total 2482,59

Medias
Concentracion N  Media Desv.Est. IC de 95%
de Aceite
Control 3 62,482 1,642 (60,863. 64,101)
Aceite 1% 3 48,074 1,506 (46,454. 49,693)
Aceite 2,5% 3 37,825 1,325 (36,206. 39,444)
Aceite 5% 3 30,936 0,236 (29,317. 32,555)
Aceite 10% 3 26,871 1,071 (25,251. 28,490)

Desv.Est. agrupada = 1,25866

Prueba de Comparacién de Tukey con un nivel de confianza de 95%

Concentracion

de Aceite N Media Agrupacion
Control 3 62,482 A

Aceite 1% 3 48,074 B

Aceite 2,5% 3 37,825 C

Aceite 5% 3 30,936 D
Aceite 10% 3 26,871 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo C-4. Analisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) de la

capacidad de hinchamiento de las peliculas en relacion a la concentracion del aceite

esencial afiadido a la formulacién.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Concentracion de Aceite 64171,1 16042,8 166,83 0,000
Error 961,6 96,2
Total 65132,7

Medias
Concentracion N Media Desv.Est. IC de 95%
de Aceite
Control 3 381,04 4,28 (368,42. 393,65)
Aceite 1% 3 321,47 11,67 (308,86. 334,09)
Aceite 2,5% 3 252,80 3,32 (240,18. 265,41)
Aceite 5% 3 230,66 9,44 (218,04. 243,27)
Aceite 10% 3 200,48 15,03 (187,87. 213,10)

Desv.Est. agrupada = 9,80617

Prueba de Comparacion de Tukey con un nivel de confianza de 95%

dcggﬁ?gadé” N Media Agrupacion
Control 3 381,04 A

Aceite 1% 3 321,47 B

Aceite 2,5% 3 252,80 C

Aceite 5% 3 230,66 C

Aceite 10% 3 200,48 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo C-5. Analisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) de la

Transferencia del Vapor de Agua (WVTR) de las peliculas en relacién a la

concentracion del aceite esencial afiadido a la formulacion.

Anadlisis de Varianza

Fuente SC Ajust.  MC Ajust.  ValorF  Valorp
Concentracion de Aceite 0,4238 0,10594 10,13 0,002
Error 0,1046 0,01046
Total 0,5283

Medias
Concentracion N Media Desv.Est. IC de 95%
de Aceite
Control 3 1,3823 0,1287 (1,2507. 1,5138)
Aceite 1% 3 1,3690 0,1202 (1,2375. 1,5006)
Aceite 2,5% 3 1,2189 0,0827 (1,0873. 1,3504)
Aceite 5% 3 1,1023 0,0888 (0,9707. 1,2338)
Aceite 10% 3 0,9362 0,0809 (0,8047. 1,0678)

Desv.Est. agrupada = 0,102266

Prueba de Comparacion de Tukey con un nivel de confianza de 95%

Concentracion

de Aceite N Media Agrupacion
Control 3 1,3823

Aceite 1% 3 1,3690 B

Aceite 2,5% 3 1,2189 B

Aceite 5% 3 1,1023 B C
Aceite 10% 3 0,9362 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo C-6. Analisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) de la
Permeabilidad al VVapor de Agua (WVP) de las peliculas en relacion a la concentracion

del aceite esencial anadido a la formulacion.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. ValorF Valorp
Concentracion de Aceite 4 287,55 71,887 32,97 0,000
Error 10 21,80 2,180
Total 14 309,35

Medias
Concentracion N Media Desv.Est. IC de 95%
de Aceite
Control 3 8,344 0,803 (6,444. 10,243)
Aceite 1% 3 10,809 0,201 (8,909. 12,708)
Aceite 2,5% 3 14,040 0,346 (12,141. 15,940)
Aceite 5% 3 18,73 1,87 (16,83. 20,63)
Aceite 10% 3 19,64 2,57 (17,74. 21,54)

Desv.Est. agrupada = 1,47656

Prueba de Comparacion de Tukey con un nivel de confianza de 95%

Concentracion N Media Agrupacion

de Aceite

Aceite 10% 3 19.64 A

Aceite 5% 3 18,73 A

Aceite 2,5% 3 14,040 B

Aceite 1% 3 10.809 B C
Control 3 8,344 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo C-7. Andlisis de Varianza y Prueba de Comparacion de Tukey (95%) de los

Halos de Inhibicion exhibidos por la pelicula biodegradable.

E. coli (ATCC 11229)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion 5 476,67 95,333 74,61 0,000
Error 12 15,33 1,278
Total 17 492,00

Medias
Concentracion N Media Desv.Est. IC de 95%
1% A.E 3 6,333 0,577 (4,911; 7,755)
10% A.E 3 11,333 1,528 (9,911; 12,755)
2,5% A.E 3 8,667 1,528 (7,245; 10,089)
5% A.E 3 10,333 1,528 (8,911; 11,755)
CTR (-) 3 6,000 0,000 (4,578; 7,422)
CTR (+) 3 21,333 0,577 (19,911, 22,755)

Desv.Est. agrupada = 1,13039

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Concentracion N Media Agrupacion

CTR (+) 3 21,333 A

10% A.E 3 11,333 B

5% A.E 3 10,333 B

2,5% A.E 3 8,667 B c
1% A.E 3 6,333 C
CTR (-) 3 6,000 c

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

82



S. aureus(ATCC 13150)

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Concentracion 5 656,67 131,333 102,78 0,000
Error 12 15,33 1,278
Total 17 672,00

Medias
Concentracion N Media Desv.Est. IC de 95%
1% A.E 3 6,667 0,577 (5,245; 8,089)
10% A.E 3 15,333 1,528 (13,911, 16,755)
2,5% A.E 3 9,667 1,155 (8,245; 11,089)
5% A.E 3 10,667 1,155 (9,245; 12,089)
CTR () 3 6,000 0,000 (4,578; 7,422)
CTR (+) 3 23,667 1,528 (22,245; 25,089)

Desv.Est. agrupada = 1,13039

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Concentracion N Media Agrupacion

CTR (+) 3 23,667 A

10% A.E 3 15,333 B

5% A.E 3 10,667 C

2,5% A.E 3 9,667 C D

1% A.E 3 6,667 D E
CTR (-) 3 6,000 E

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANEXO D

FOTOGRAFIAS DEL PROCEDIMIETNO DE
ELABORACION DE LAS PELICULAS
BIODEGRADABLES, LAS PRUEBAS FISICOQUIMICAS
Y MICROBIOLOGICAS
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ELABORACION DE LAS PELICULAS
BIODEGRADABLES

Anexo D-4. Secado de las peliculas en la
incubadora a 50°C por 24 horas.
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Anexo D-3. Vertido de la solucién en placas de
polipropileno.
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Anexo D-5. Peliculas Obtenidas después del proceso de secado A) Control; B) 1%
A.E; C)2,5% A.E; D) 5% A.E; E) 10% A.E

s AW
1

Anexo D-6. Preparacion de las muestras (20 * 20 mm) para las pruebas de solubilidad,
capacidad de hinchamiento y humedad.

Anexo D- 6.Preparacion de las muestras (20 * 20 mm) para las pruebas de solubilidad, capacidad de hinchamiento y
humedad.
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Anexo D-8. Peliculas (20 * 20mm) previamente pesadas para la prueba de humedad.




Anexo D-9. Peliculas (20 * 20mm) posterior del proceso de secado a 110°C por 24 horas
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Anexo D-10. Peliculas (20 * 20mm) pre-tratadas a 110°C por 24 horas.

SOLUBILIDAD




Anexo D-11. Peliculas recuperadas en papel filtro y secadas a 110°C durante 24 horas
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Anexo D-12. Muestras de peliculas previamente tratadas a 60°C por 24 horas para
las pruebas de capacidad de hinchamiento.

CAPACIDAD DE HINCHAMIENTO
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PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA

Anexo D-13. Réplicas de las muestras de la pelicula biodegradable en una solucién 0,01M de NaCl para
medir la capacidad de hinchamiento. A) Control; B) 1% A.E; C) 2,5% A.E; D) 5% A.E; E) 10% A.E
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A) B)

Anexo D-14. Réplicas DE Sistemas elaborados con gel de silica (10 g) y las peliculas biodegradables.
A) Control; B) 1% A.E; C) 2,5% A.E; D) 5% A.E; E) 10% A.E
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Anexo D-15. Conjunto de sistema de sistemas elaborados con gel de silica (10 g) y
peliculas con diferente concentacion de aceite esencial.

Anexo D- 17.Halos de
Inhibicion exhibidos
por los discos de las

Anexo D-16. Conjunto de sistema de sistemas elaborados con gel de silica (10 g) y
peliculas con diferente concentracion de aceite esencial, dentro del desecador con
humedad relativa de 75%.

peliculas biodegradables contra E. coli (ATCC 11229). A)Control Positivo (Discos de
Antibiéticos); B) ControlNegativo; C)1% A.E; D) 2,5%; E) 5% A.E; F) 10% A.E
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Anexo D-18.Halos de Inhibicién exhibidos por los discos de las peliculas
biodegradables contra S. aureus (ATCC 13150). A)Control Positivo (Discos de
Antibioticos); B) ControlNegativo; C)1% A.E; D) 2,5%; E) 5% A.E; F) 10% A.E
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ANEXO E

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE AMILOSA Y
AMILOPECTINA DEL ALMIDON DE YUCA

Anexo E-1. Conjunto de soluciones de calibracion establecidos en la norma ISO 6647-
1:2020.

Amilosa Amilopectina  Solucion de NaOH Porcentaje de Absorbancia
(ml) (ml) 0,09 M (ml) amilosa (%) A 620nm
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0 18 2 0 0,04
1 17 2 5 0,14
2 16 2 10 0,25
3 15 2 15 0,37
4 14 2 20 0,49
5 13 2 25 0,61
Anexo E-2. Curva de Calibracion del porcentaje de amilosa.
0,65
0,6
0,55
E 0,5
S 0,45
(=]
S 04
= 0,35
S 03
8 025
8 0’2
< 015 y =0,023x + 0,0295
0,1 2 _
0,0 R“=0,9988
0
0 5 10 15 20 25 30

Amilosa (%)

Anexo E-3. Calculo del porcentaje de amilosa y amilopectina del almidédn de yuca.

Amilosa (%) Amilopectina (%)
y =0,023x + 0,0295 Amilopectina = 100% - % Amilosa
0,41 =0,023x + 0,0295 Amilopectina = 100% — 16,543%
‘e 0,41 — 0,0295 Amilopectina = 83,457%
0,023

Amilosa = 16,543%

A 620nm Obtenido = 0, 41
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