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RESUMEN
El desarrollo de la tesis se enfocé en tres etapas: la primera etapa involucrd la evaluaciéon
de la mejor formulacién de la biopelicula a partir de la mezcla de almidén de maiz-papa y sorbitol
en funcién de las propiedades mecénicas; la segunda etapa, consistié en la determinacion de la
concentracion (%) de aceite esencial de orégano (AEO) que se requiere adicionar a la formulacién
de la biopelicula mediante evaluacion de actividad antimicrobiana y finalmente, la caracterizacion

de la biopelicula.

Inicialmente, se elaboraron las biopeliculas mediante el método de casting utilizando un
disefio factorial multinivel 2x2x3 con una réplica, siendo los factores: la concentraciéon de
plastificante sorbitol (60% y 80%), temperatura de proceso (85°C y 95°C) y proporciones de
almidon de papa (P) y almidon de maiz (M): 0%M:100%P, 25%M:75%P y 50%M:50%P, se
realizé la evaluacion de estos factores para la determinacion de la mejor formulacién en base a sus
propiedades mecdnicas: Resistencia a la traccion (RT) (MPa) y Elongacion (E) (%). Los resultados
se aceptaron con un nivel de 95% de confianza (p<0.05) y mediante comparacion de medias LSD.
El tratamiento seleccionado fue conformado por sorbitol al 60%, temperatura de proceso al 95°C
y la proporcion de mezcla al 50%P:50%M (almidon de maiz: almidon de papa), dicho tratamiento

obtuvo 6.23 de RT (MPa) y 14.67 de E (%).

La formulacién seleccionada en la primera etapa se emplea como base polimérica para la
segunda etapa, donde se adicion6 el AEO a 0, 1 y 2.5 % a la matriz polimérica, utilizando un
disefio factor categdrico individual, en el que se determind la influencia del AEO sobre la actividad
antimicrobiana. La concentracion seleccionada fue de 1% AEQ, con un nivel de 95 % de confianza

(p <0.05). En la caracterizacién de la biopelicula con la mejor formulaciony 1 % AEOQ, se obtiene



un 4.03 de RT (MPa), 30.21 de E (%), espesor de 0.07 mm y actividad antimicrobiana con mayor
inhibicién de Staphylococcus aureus, seguido de Bacillus cereus. Todos los resultados fueron
evaluados mediante Andlisis de Varianza (ANOVA) y aceptados con un nivel de 95 % de

confianza (p < 0.05).

Palabras clave: Biopeliculas, Almidon, Sorbitol, Aceite Esencial, Propiedades Mecénicas,

Propiedad Antimicrobiana.



1. INTRODUCCION

A nivel mundial, la produccién de plasticos en el 2017 alcanzé los 348 millones de
toneladas, volumen superior en 3.8% respecto a lo registrado en el 2016. Conforme a los datos
publicados por la Sociedad Nacional de Industrias (SIN), en un reporte sectorial del 2019, Perd ha
aumentado en 4.5% la produccién de plésticos, siendo tnicamente superado por Colombia en un
0.3%, en base a los paises que conforman la Alianza del Pacifico. Estos nimeros resultan ser
alarmantes y caso contrario poco ideal para una proteccion idénea del medio ambiente (SNI, 2019).

En el Perd, se utiliza al afio aproximadamente 30 kg de pléstico por ciudadano, en
promedio; siendo durante el afio cerca de 3 mil millones de bolsas plésticas. A nivel de Lima
Metropolitana y el Callao se generan 886 toneladas de residuos plésticos al dia, representando el
46% de dichos residuos a nivel nacional (MINAM, s.f.). Siendo una caracteristica propia de estos
materiales: “la durabilidad, puede demorar como minimo 200 afios en degradarse; en base a este
punto, resulta preocupante que la mayor producciéon (36 %) provenga del sector embalaje,
considerado como plastico de un solo uso” (Munoz, 2018). Por otra parte, dentro de los pldsticos
de un solo uso, encontramos a las botellas de pléstico, popotes, recipientes, cubiertos, platos,
materiales de poliestireno y bolsas; este ultimo elemento representa una ratio aproximado de 6 mil
bolsas por cada minuto (MINAM, s.f.). Debido a esta problemdtica, una de las herramientas es
concentrar mayor inversion en innovacion para la generacion de productos de pldsticos que sean
mas sostenibles, en tal sentido, se contempla como estrategia, el uso de bioplédsticos como
biopeliculas generalmente desarrolladas con carbohidratos, proteinas, grasas y otros biopolimeros,
representando una de las alternativas mas prometedoras en comparacion a los polimeros sintéticos
como materiales de embalaje, contribuyendo asi al impulso para reducir el consumo de este tipo

de plésticos (Dai, Chang, Geng, Yu y Ma, 2010).



Asimismo, la produccién de bioplésticos inteligentes ha recibido mucha atencion por parte
de la comunidad cientifica, ya que, estos materiales informan a los consumidores sobre el estado
de los alimentos perecederos, asi como advertirles sobre la presencia de contaminantes, y/o
alimentos adulterados. Esta seria una forma de reducir la gran cantidad de alimentos que los

consumidores descartan y que podrian alimentar a todos las personas que actualmente padecen

hambre en el mundo (FAO, 2014).

Dentro de las alternativas para la producciéon de bioplasticos, encontramos el uso de
almidén como material base para el desarrollo de productos comestibles y la produccién de las
peliculas ha sido estudiada debido a su amplia disponibilidad, bajo costo, no toxicidad,
renovabilidad, biodegradabilidad y capacidad para ser procesadas por equipos actualmente
disponibles en las industrias de polimeros y alimentos (Veiga-Santos, Oliveira, Cereda, y
Scamparini, 2007).

Sin embargo, mayormente las peliculas basadas en almidén poseen dos inconvenientes
principales: la hidrofilia y la fragilidad que atn deben superarse, antes de ser aplicadas
ampliamente como materiales de envasado de alimentos (Iman y Maji, 2012). Por tal motivo, se
proponen alternativas para mejorar las propiedades de las peliculas de almidén como, por ejemplo:
la modificacion del almidén nativo, el uso de diferentes plastificantes, mezcla de almidén con otros
polimeros naturales o sintéticos, el uso de aditivos alimentarios y la adicién de nanorellenos
naturales o modificados (Gutiérrez, Gonzdlez, Medina, Famd y Goyanes, 2017).

Tal como se menciona, la formulacién de biopolimeros con almiddn, plastificantes y
aceites esenciales ha continuado el desarrollo de investigaciones con el fin de mejorar las
propiedades de las biopeliculas de almidon. Estas mezclas, segin las caracteristicas de sus

constituyentes, pueden ofrecer cualidades en sus propiedades fisicas: Permeabilidad al Vapor de



Agua, propiedades mecdnicas y de transparencia (Acosta, 2014). Sin embargo, para ser
comercializados, materiales potenciales en costo y atributos, son necesarios mds estudios
enfocados en la produccion de envases y embalajes alimentarios-biodegradables y seguros,
eliminando actuales vallas que limitan su uso y aplicacion.

La justificacién del presente estudio radica en la sustituticon de plasticos derivados de
petréleo implicando el desarrollo de distintos métodos de conservacion, entre ellos, una opcion
distinta a lo convencional viene dada por el desarrollo de biopeliculas o films comestibles que son
utilizadas cominmente como barreras selectivas para la transferencia de gases, humedad y
nutrientes. Asi mismo, la mayoria de los envases son elaborados con materiales plésticos,
surgiendo la preocupaciéon de sustituir lo sintético por empaques biodegradables, otorgando
caracteristicas propias al alimento y dando la posibilidad de ser ingeridas, sin preocupacién. La
formulaciéon de cada biopelicula depende de la aplicacién que se requiere para determinado
alimento, en este estudio se utiliza almidén de maiz y de papa, debido a que son considerados los
polisacaridos més comerciales, cominmente encontrados en diferentes fuentes vegetales y también
por sus 6ptimas propiedades para formar biopeliculas; el uso de sorbitol como plastificante natural
modifica las propiedades mecénicas produciendo peliculas de almidén con mayor flexibilidad y
menos quebradizas. La actividad antimicrobiana ofrecida por la biopelicula est4d dada por el aceite
esencial de orégano ayudando a inhibir el crecimiento bacteriano de Staphilococcus aureus y

Bacillus cereus.

En base a que las caracteristicas de los biopldsticos juegan un papel muy importante cuando

son considerados como alternativas de envase o embalaje, nos planteamos los objetivos siguientes:



a) Objetivo general:
. Realizar la elaboracién y caracterizacion de biopeliculas en base a una
mezcla de almidén de maiz-papa, sorbitol y aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare).
b) Objetivos especificos:
. Evaluar la mejor formulacién de la mezcla de almidén de maiz-papa y
sorbitol para la elaboracion de biopeliculas en funcién de las propiedades mecanicas.
. Determinar la concentracion de aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare) para su adicion en la formulacion de la biopelicula mediante la evaluacion de la
actividad antimicrobiana.

. Caracterizar las biopeliculas midiendo propiedades mecdanicas.



2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. BIOPOLIMEROS

2.1.1. Generalidades

Los biopolimeros son sustituyentes del plastico, reducen la problematica ambiental y
la dependencia del petréleo. Siendo considerados como materia prima para ser alternativas de
envasado, los polimeros biodegradables permiten a los envases ser compostables
completamente (Zhong, Godwin, Jin y Xiao, 2020). Asi mismo, los biopolimeros son
extraidos de fuentes de origen vegetal como: almiddn, celulosa, hemicelulosa, lignina y de
fuente animal como: coldgeno, queratina, quitina y otros polimeros bacterianos. La eleccion
del biopolimero a utilizar puede radicar en cuanto a su costo o disponibilidad en la naturaleza.
La clasificacion de los biopolimeros (figura 1) estd agrupada en diferentes tipos segin su

sintesis, fuentes y proceso.
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Figura 1. Clasificacion de los polimeros biodegradables dividido en 2 tipos de recursos.
Fuente: Zhong et al., 2020.
Entre los biopolimeros mds prometedores para el envasado de alimentos se tienen al

almidon de diferentes fuentes botdnicas (maiz, yuca, trigo y otros). Los cultivos de almidén



estdn disponibles en todo el mundo y tienen un bajo costo de comercializacion (Xie, Halley y
Avérous, 2012). El maiz es la fuente de almidén mas importante en los Estados Unidos (99%),
Europa (46%), Asia y Brasil. Estados Unidos, China y Brasil fueron los mayores productores
de maiz en 2009 y produjo 333, 163 y 51 millones de toneladas, respectivamente. Por otro
lado, el segundo cultivo con mayor importancia a nivel nacional es la papa, ocupando un lugar
muy importante en la economia agricola (MINAGRI, 2019). Por lo tanto, el interés en estos
cultivos de almidon para la produccidon de biopeliculas alimentarias es justificado.
2.1.1 Aplicaciones de biopolimeros
La aplicacion de los polimeros biodegradables presentes en la naturaleza puede diferir
segln la fuente de origen siendo convencionalmente consumido como alimento o utilizado
como insumos o aditivos en la preparaciéon de alimentos, asi como en las siguientes

aplicaciones industriales:

Utilizado comtiinmente como componente para ligantes de papel, insumos adhesivos,
materia prima para fermentacion, textiles, produccion quimica, recubrimientos y peliculas o
films activos y comestibles, asi como en la fabricaciéon de otros productos industriales
(Ojogbo, Ogunsona y Mekonnen, 2019). El bajo costo de los polimeros biodegradables, la
gran abundancia, la facilidad de crecimiento u obtencién, asi como sus caracteristicas,
propiedades fisicoquimicas y funcionales han despertado el interés en la obtencién y

desarrollo de biopeliculas para diferentes aplicaciones de grado alimentario.

La aplicaciéon de recubrimientos implica formar una capa directamente sobre la
superficie de productos alimenticios, mientras que las peliculas son estructuras que se aplican
después de formarse por separado. Las aplicaciones de peliculas como materiales de embalaje

son bolsas, sobres, transparencias, contenedores de alimentos, tapas, etc (Gross y Kalra, 2002).



Los materiales a base de biopolimeros deben satisfacer los requisitos bdasicos de
seguridad sanitaria, resistencia mecdnica o quimica y durabilidad. Por esta razén, los
productores de envases prestan atencion, no solo a la biodegradabilidad, sino también a la
funcionalidad de los biopolimeros, ya que pueden ser competitivos con los polimeros
convencionales (Tharanathan, 2003). En comparacion con los polimeros sintéticos
convencionales derivados del petrdleo, los biopolimeros tienen una estructura quimica maés
compleja, dando a los materiales mayores oportunidades para la formacion de materiales de

embalaje con caracteristicas especificas para un proposito particular (Weber, 2000).
2.2 ALMIDON

2.2.1 Generalidades

Es el polisacarido principal en la dieta del hombre y fuente de reserva energética en el
almacenamiento de las plantas. Ademds de haberle atribuido un gran niimero de utilidades a
nivel industrial. Seguido de la celulosa, es el carbohidrato mas importante comercialmente y
presente en mayor cantidad. El almidon es un polisacdrido natural biodegradable, econémico
y disponible abundantemente. Se genera a partir de dioxido de carbono y agua por fotosintesis
en las plantas (Teramoto et al., 2003; Lu, 2009).

A diferencia de otros polimeros de polisacdridos que se cosechan o extraen a partir de
la destruccion de plantas, el almidén se pude obtener en la mayoria de los casos sin destruir la
planta. Como fuentes de extraccion se encuentran los tubérculos, los cereales, semillas, raices,
y frutos como fuentes de carbohidratos. El porcentaje de concentracién de este polisacdrido
depende de la etapa de maduracion de diversas fuentes (Badui, 2006) y las propiedades
funcionales del almidén también pueden ser diferentes, dependiendo del cultivar y las

condiciones de crecimiento.



En comparacion de las raices y tubérculos (que producen raices almidonadas, rizomas,
callos y tallos) con frutas, granos y cereales (trigo, arroz, maiz, avena, cebada, mijo, sorgo y
quinua), las primeras muestran un mayor contenido de almidon, debido al bajo contenido de
agua. Estos diferentes almidones obtenidos de algunos cereales (maiz y trigo), algunos
tubérculos y raices (particularmente la papa y la yuca) son los principales productos
comerciales y en gran medida, los que dominan la produccion de almidén (Luc, 2015).

El almid6n dentro de la planta se almacena en forma granular (figura 2), se considera
como granulo de almidén al pequefio corpusculo discreto que no ha sido procesado y/o no
modificado (Sundays de Sousa, Hollans — Araujo y Rodriguez de Souza, 2017), los granulos
de almidon producen una presion osmoética muy débil, con ello se almacenan enormes
porcentajes de glucosa de forma altamente accesible sin modificar internamente el balance de
agua en la planta. Cada especie botdnica tiene caracteristicas propias con respecto a la forma
y tamafo del granulo; dichas caracteristicas han sido aprovechadas en la aplicacion de
diferentes métodos microscopicos para la identificacion de la procedencia de los distintos
almidones. Dentro de un mismo cereal se aprecian varios tipos de granulos; en general, los
ubicados en la posicion externa del endospermo son poliédricos, mientras que los del interior

son esféricos (Badui, 2006).
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Figuna 2. Gréanulos de distintos almidones vizualizados por microscopia de barrido
electrénico:  a) maiz normal, b) maiz ceroso, ¢) papay d) trigo. Fuente: Bemiller y Whistler,
2009.

Los granulos de almidén se pueden aislar por centrifugacion, sedimentacion,
filtracién, por gravedad y ser aplicados a distintas modificaciones enzimaticas, fisicas y
quimicas para diversas utilidades alimentarias y no alimentarias. Dependiendo del recurso

vegetal, los granulos de almidén varian en tamafio de aproximadamente 2 a 150 um (figura

3).

Figura 3. Granulos de almidon de papa, con largo de: 53 um y ancho de: 33 um. Fuente:

Whistler, BeMiller y Paschall, 1984.
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2.2.2  Estructura quimica

La estructura compacta de granulos de almidén

estd formada por capas concéntricas

de: amilopectina y amilosa (figura 4), estas capas no presentan alteracion durante la reduccién

de tamafio, desarrollo del proceso y la obtencion de los almidones aptos para comercializar.

Para Badui (2006), la amilosa (figura 5) es el resultado de la condensacion de D-

glucopiranosas mediante enlaces glucosidicos a (1,4), estableciendose largas cadenas lineales

con 200-2 500 unidades y pesos moleculares hasta de un millon; es decir, la amilosa es una a-

D-(1,4)-glucana, siendo la a-maltosa, su unidad repetitiva.
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Figura 5. Estructura de la cadena de amilosa. Fuente: Leiva y Obando, 2014.

La amilosa posee en cada vuelta de su hélice 6 moléculas de glucosa. Posee la cualidad
de adoptar una conformacién tipo tri-dimensional en forma de hélice (ver figura 6a). Por su
parte, la amilopectina presenta diferencias con respecto a la amilosa, debido a que posee
ramificaciones que le dan una estructura molecular parecida a un 4rbol; estas ramas estdn
enlazadas al tronco principal ubicado en el centro (semejante a la amilosa por enlaces o — D -

(1,6), ubicadas cada 15 hasta 25 unidades lineales de glucosa (CsH120¢) (ver figura 6b).
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Figura 6. (a) Enrrollamiento helicoidal de la amilosa. (b) Estructura quimica de la
amilopectina. Fuente: Badui, 2006.

Los dos cuerpos son birrifringentes, esto se deberia a que dentro del granulos estan
regiones cristalinas de moléculas de amilosa ordenadas simultdneamente (figura 7) por medio
de puentes de hidrégeno, asi como regiones amorfas causadas principalemte por la
amilopectina, no asociadas entre ellas o con la amilosa. En base a ello, presenta falta de
birrefringencia en los granulos que tienen una cantidad enorme de amilopectina; esta
caracteristica y el espectro de rayos X, desaparecen una vez que los grinulos de almid6n
presentan gelatinizacion. (Badui, 2006).

La amilosa y la amilopectina intervienen de forma fundamental en las caracteristicas
tanto sensoriales como reoldgicas de los diferentes alimentos, primordialmente por medio de
su propiedad de hidratacion y gelatinizacion. En determinadas ocasiones, cuando uno de estos
porcentajes se excede, existe posibilidad de ocasionar ciertos problemas; asi como es el caso
del arroz cocido, en la que la calidad se optimiza una vez que se disminuye el contenido de

amilosa, puesto que resulta menos pegajoso (Badui, 2006).
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Figura 7. Esquema del ordenamiento de un granulo de almidén. Fuente: Bemiller y Whistler,

20009.

2.2.3 Extraccion de almidén nativo

La obtencion del almidén comercial se basa en la molienda del maiz en base humeda
(figura 8), siguiendo uno de los varios procedimientos explicado a detalle: se inicia con la
limpieza de los granos y la maceracién en agua por 1 a 2 dias a 50°C (como agente microbiano
se puede agregar una concentraciéon de 0.1 a 0.2 % de anhidrido sulfuroso); durante este
proceso el maiz consigue un porcentaje de agua entre 45 - 50%, logrando el ablandamiento y
la trituracién, durante este periodo el desprendimiento del germen, el cual es recuperado. El
resultado de la suspension pasa por la molienda y el filtrado, mediante diferencia de
densidades el almidén se logra separar de las proteinas. Se realiza la purificacién del
polisacérido para disminuir las proteinas a un costo por debajo de 0.3%. Los sub-productos
también poseen un precio comercial, ya que el germen es utilizado para la obtencion de aceite
comestible, y el gluten, alto en proteinas destinado al consumo humano y para la alimentacion

de animales de crianza (Badui, 20006).
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Figura 8. Obtencion del almidon. Fuente: Delgado, 2018.

Los almidones originarios, incluyendo los almidones de maiz y almidén de papa,
muestran ciertas restricciones para uso industrial. Por consiguiente, son modificados (Figura
9) para mejorar sus caracteristicas funcionales y tener un extenso rango de aplicaciones
industriales. Los productos resultantes o almidones modificados son, consecuentemente,

productos de més grande costo afiadido.
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Figura 9. Modificaciones quimicas y bioquimicas del almidén. Fuente: FAO, s.f.

2.2.4 Propiedades funcionales del almidon
2.2.4.1 Gelatinizacién de almidén

En agua fria se muestra insolubilidad de grdnulos de almidén, pues su composicién
estd muy estructurada por las diversas relaciones que hay entre los 2 polisacdridos de su
composicion; no obstante, una vez que aumenta la temperatura, comienza la absorcion de agua
con lentitud en las regiones intermoleculares amorfas, siendo las mds disponibles y con menor

organizacion, debido a que los enlaces de hidrégeno no se presentan en grandes cantidades ni
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firmes como en las superficies cristalinas. Mientras aumenta la temperatura, se retiene mas
agua y el grano empieza a hincharse e incrementa el fenémeno de volumen, observable en el
microscopio, sin presentar un aumento determinante de viscosidad; cuando la regién amorfa
ha absorbido agua enteramente, la region cristalina empieza un proceso similar; requiriendo

mayor energia.

Cerca a 65° C, dependiendo de cada almiddn, el granulo alcanza su volumen mds alto;
conforme se exponga a mayor calor, el granulo hinchado, queda incapacitado en la retencion
de liquidos. El grdnulo se apretura parcialmente y con ello, la amilosa y la amilopectina
altamente hidratadas, se dispersan. En este momento, desaparece la composicion original y la
birrefringencia del granulo. Esto anudado a un incremento de viscosidad. En la solucién se
encuentra aproximadamente 30 % de amilosa. Este proceso se denomina gelatinizacién, y da
paso a un estado de orden (parte cristalina) a otro desordenado donde se absorbe calor. Durante
este proceso, los granulos insolubles evolucionan en una solucién constituyente a nivel

molecular.

Este fendmeno se observa mejor en la figura 10, se detalla un esquema con el aumento
del tamafio de los granulos en funcién del incremento de viscosidad en la solucién de medio
acuoso. Cuando los granulos se aperturan, disminuye la viscosidad hasta ser estable, creando
un gel con propiedades fisico-quimicas diferentes de acuerdo con el tipo de almidon. Este

esquema se explica por una curva obtenida del amilograma mostrado en la figura 11.
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Figura 10. Proceso de gelatinizacion del almiddn; hinchazén de granulos y retencién méxima

de agua, produciendo la ruptura y dispersiéon molecular de los 2 componentes del almidén.

Fuente: Badui (2006).
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Figura 11. Viscosidad de varios almidones a pH 5.0 (6.0% sdlidos): a) maiz; b) papa, y maiz

céreo. Fuente: Badui, 2006.
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La temperatura de gelatinizacion es aquella en la que se alcanza el mds alto nivel de
viscosidad; esta medida es un rango, en la que los granulos poseen distinta cristalinidad y
estructura, a pesar de prevenir de una misma fuente vegetal, dando consigo mayor resistencia.
A raiz de ello, la temperatura de gelatinizacion de los primeros granulos y la de los ultimos
presenta una diferencia de 8 a 12°C, o en promedio de 10°C. Esta medida también se ve muy
infuenciada por la existencia de diferentes componentes quimicos que ayudan o disminuyen

los enlaces de hidrégeno.

2.2.4.2 Retrogradacién de almidén

Badui (2006), ha definido este fendmeno como la insolubilizacién y la ripida
precipitacion de la amilosa, debido a la orientacion paralela de sus cadenas lineales y a la
reaccion entre si por enlaces de hidrogeno mediante sus numerosos hidroxilos; segin la
concentracion y la temperatura del sistema, esto se puede hacer por distintos trayectos. Al
calentarse y enfriarse rdpidamente hasta temperatura ambiente, una solucién con alta
concentracion de amilosa forma un gel rigido y reversible, caso contrario si las soluciones son
diluidas, muestran opacidad, precipitan una vez en reposo y enfriandose lentamente (figura
12). La tendencia a la retrogradacion depende de cada almiddn, esto tiene relacién con la
concentracion de amilosa, a comparacion de la amilopectina existe menos probabilidad de
desarrollo, debido a que sus ramificaciones no dan paso a la creacion de enlaces de hidrogeno
entre moléculas adyacentes; sin embago, si las soluciones de almidén pasan por un
congelamiento y descongelamiento, se crea una insolubilizacién. La porciones de amilosa o
las fracciones lineales de amilopectina que se someten a retrogradacion, conforman regiones
con una estructura cristalina bastante rigida que necesitan gran cantidad de energia para

romperse y dar paso a la gelatinizacion del amidén. (Badui, 2006).
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Figura 12. Mecanismos de retrogradacion del almidén. Fuente: Badui, 2006.

Segtin Badui (2006), el tipo y la concentracién del hidrocoloide mezclado afectan la
retrogradacion del almidoén. El andlisis de las distintas variedades de almidén y las condiciones
que influencian la gelatinizacién y retrogradacion, han permitido decidir los componentes que
son de provecho para la resistencia a lo largo de la gelatinizacién o de la retrogradacion.

2.3. PLASTIFICANTES

2.3.1. Generalidades

Los plastificantes son compuestos de bajo peso molecular no volatiles (monosacaridos,
oligosacdridos, polioles, lipidos y derivados de estos), son usados en su mayoria en matrices
poliméricas. Otra molécula con capacidad plastificante es el agua, por lo que se necesita tener
en cuenta su contenido al instante de la construccién de cualquier material polimérico. Para
elegir entre los diversos tipos de plastificantes, se necesita tener en cuenta 3 puntos
primordiales: la compatibilidad con el polimero; la eficiencia, principalmente un plastificante
eficiente entrega una alta plastificacion en baja concentracion y exhibe instantdnea difusion y

relacién con los polimeros, y la permanencia del plastificante en el material polimérico.
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Generalmente, la formacion de enlaces de hidrégeno con los bio-polimeros y el aumento del
volumen independiente junto a la flexibilidad del material se deben a que gran parte de los
plastificantes poseen internamente grupos hidroxilos. El mecanismo por medio del cual se
crean dichos cambios podria ser interno y/o externo (Immergut y Mark, 1965). El proceso de
plastificacion interno modifica quimicamente la cadena polimérica por medio de la adicion de
un conjunto sustituyente unificado por medio de enlace covalente, copolimerizado con el
polimero y generando una desorganizacion de su composicion. Esto crea que las cadenas
poliméricas queden mds separadas, estructurando una matriz menos dura. Por otro lado, el
proceso de plastificacion externo se genera una vez que un compuesto plastificante se intercala
en la red polimérica, interactuando fisicamente con ella. No obstante, los plastificantes
externos tienen la posibilidad de migrar en el polimero, lo cual puede conducir a la
recristalizacion del material y a la pérdida de elasticidad (Real et al, 2013).
Experimentalmente se ha visto que, dependiendo del mecanismo de plastificaciéon que se
produce, se generan diferencias en las caracteristicas mecdnicas y la conducta térmica de las
biopeliculas poliméricas (Videki, Klebert, y Pukanszky, 2007).

Los plastificantes, ademds de mejorar las caracteristicas mecdnicas de los materiales,
tienen la posibilidad de incrementar la permeabilidad a ciertos gases, reduciendo de esta forma
su efectividad para la custodia de alimentos, dependiendo de puntos intrinsecos de los
plastificantes, como por ejemplo composiciéon quimica, peso molecular y polaridad.

2.3.2. Sorbitol

El sorbitol es parte del nicleo familiar de los polioles -carbohidratos que tienen dentro

diversos conjuntos de OH, sin embargo, no son considerados como azucares. En cuanto a

quimica, los polioles son considerados alcoholes OH polihidroxilicos, en pocas palabras son
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alcoholes de Ci12H22011, ya que parte de su composicion es similar a la sacarosa y la otra
semejante al alcohol-OH. Se poseen estructuras quimicas de D-manitol, D-Sorbitol y xilitol.
En variedad de vegetales y frutas como peras, manzanas, algas marinas y en el tabaco, se
pueden encontrar naturalmente presente a los polioles. Los polioles de valor comercial son

obtenidos de forma sintética, sin extraccion de fuentes de origen natural. (SPI Polyols Inc,

2003)

El sorbitol conocido también como D-Sorbitol o Glucitol, es un alcohol
hexahidrolitico que posee cadena lineal de 6 carbonos y 6 conjuntos hidroxilos (figura 13).
No tiene participacion en las reacciones de Maillard, debido a que posee alta estabilidad y
nula reactividad, es decir tiene resistencia a altas temperaturas sin la alteracién de color. Tiene
caracteristicas de material cristalino color blanco inodoro en estado sélido. En cuanto a la
solubilidad, es insoluble en alcoholes como: metanol CH30H y etanol C>HsOH, siendo
altamente soluble en agua. Asi mismo, presenta visual insolubilidad con los solventes

organicos usuales e inactivo con bases y dcidos.

1P
HD—CH;—(T"—(E—(_I—({'—CHE—DH
OHOHH OH

Figura 13. Estructura del Sorbitol. Fuente: Morales, 2007.

Analdgicamente, se puede definir como sacarosa refinada de bajas calorias (30% con
relacion proporcional a la sacarosa); el sorbitol posee poder edulcorante de 60% en

comparacion con la glucosa y mostrando igual configuracion esférica (Calorie control, 2005).
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2.3.3. Aplicaciones

El sorbitol tiene un extenso espectro de aplicaciones es usado como precursor de
vitamina C. Se utiliza como precursor de la vitamina C, se considera plastificante en gran
competencia con la glicerina y es un compuesto humectante, estas son algunas aplicaciones
de un amplio espectro de utilidades. Este poliol, como muchos otros es también utilizado en
en resinas. A partir del sorbitol, se puede obtener compuestos de naturaleza orgdnica e

inorgdanica, como es el caso de agentes para clarificar y fluidos para embalsamar (IEC, 2000).

El sorbitol evita la formacién de caries dental, su naturaleza quimica de poliol le otorga
resistencia ante el metabolismo de bacterias a nivel oral, al consumirse no se observa
liberacion de 4cidos, los cuales podrian ubicarse en las cavidades de los dientes o erosionar el
esmalte dental. En base a lo expuesto anteriormente, el sorbitol es utilizado en la formulacién
de pastas dentales y gomas de mascar (Calorie control, 2005). Asi mismo, también tiene como

aplicacion en la produccion de detergentes biodegradables.

A nivel de la industria alimentaria, este poliol se aplica como espesante en mermeladas
y jaleas, conservante en caramelos y preservante ante la rancidez de galletas. En alimentos
modificados por agentes surfactantes, el sorbitol tiene mejor y especifica afinidad quimica con
los 4cidos grasos. En el caso del papel, se utiliza como plastificante en los moldes de inyeccion
aumentando la flexibilidad del material y la suavidad de las fibras, de igual forma se utiliza

como agente estabilizador y antioxidante en polimeros sintéticos (Calorie control, 2005).
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2.3.4. Evaluacion del efecto plastificante

El efecto de la adicion de plastificantes se refleja en la conducta fisica de una pelicula
que se puede comer. Es viable hacer una completa evaluacion del impacto de los plastificantes
en las biopeliculas por medio de la caracterizaciéon de su morfologia y de sus caracteristicas
fisicas, y la identificacion de los cambios en las interrelaciones quimicas entre los polimeros y

los plastificantes (Sothornvit y Krochta, 2001).

2.4.ACEITE ESENCIAL

2.4.1. Generalidades

Son compuestos quimicos naturales, de naturaleza liquida con alta volatilidad,
estructura compleja con grato aroma, proviene de fuentes vegetales con olores especificos, se
extrae mediante distintos métodos, siendo uno de los principales, la destilacion. De igual forma
son descritos como mezclas de distintos elementos volatiles, producidos a partir del
metabolismo secundario de las plantas, los aceites esenciales estdn conformados en gran parte
por hidrocarburos de cadena polimetilénica del grupo de terpenos pertenecientes a la formula
quimica (C¢Hs)n, €n conjunto con algunos compuestos con cierto grado de oxigenacion, los

cuales otorgan el aroma caracterisitico de los aceites esenciales (Montoya, 2010).

Los aceites esenciales principalmente son mezclas complicadas de hasta mds de 100
elementos que tienen la posibilidad de ser: compuestos alifdticos de bajo peso molecular
(alcanos, alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres y dcidos), monoterpenos, sesquiterpenos y

fenilpropanos (Martinez, 2003).

Loa aceites esenciales, segtin su origen, se dividen en naturales, artificiales y sintéticos.

Los aceites esenciales naturales se extraen de forma directa de la planta y no padecen
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variaciones fisico-quimicas, sin embargo, son costosos debido a su bajo rendimiento. Los
aceites esenciales artificiales se obtienen mediante procesos de enriquecimiento de la misma
esencia con 1 o varios de sus componentes. Los aceites esenciales sintéticos son producidos por
la mezcla de sus compuestos, la mayoria producidos por procesos de sintesis quimica, su costo
es mas bajo, resultando econémicos y por ende mayormente utilizados como aromatizantes y

saborizantes (esencias de limén, fresa, vainilla, etc.) (Martinez, 2003).

La cantidad y composicion del aceite esencial varia de una especie a otra y dentro de
los mismos géneros de la planta. Los aceites esenciales, se hallan en la planta entera o en

diferentes partes de la planta (figura 14), como se muestra a continuacion en forma gréfica:

FLORES CASCARA DEL HOJAS y TALLO RAICES CORTEZA SEMILLAS
FRUTO
L miey >
s < g
, }A &;’u ~ o0 P
> &
J 4 ®
Geranio -
Jazmin Limon Albahaca Canela
Rosa Mandarina Mejorana Calamo Cedro Anis
Yiang — ylang Naranja Menta Sandalo Pino Cardamomo
Neroli Bergamota Romero Valeriana Eucalipto Eneldo
Lavanda Salvia Vetiver Abeto Hinojo

Petitgrain Ciprés

Figura 14. Localizacion de los aceites esenciales Fuente: Montoya, 2010.

2.4.2. Extraccion y aislamiento
Los aceites esenciales se pueden extraer del material botanico a través de diferentes
métodos, por ejemplo: destilacion con vapor de agua, expresion, extraccion con solventes

volatiles, Enfleurage y mediante fluidos super-criticos.

En el método de destilacién por arrastre con vapor de agua, la materia vegetal se

recolecta en estado fresco y se corta en pequeias porciones. Se coloca dentro de una cdmara
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cerrada y se somete a corriente de vapor de agua sobrecalentado, el aceite esencial es arrastrado
hasta condensarse, recolectarse y ser separado de su fase acuosa. Este procedimiento es muy
utilizado para aceites de baja densidad. Asi mismo, este proceso se aplica a nivel industrial por
su alto rendimiento, la alta pureza del aceite esencial obtenido y debido a que no requiere de
tecnologia sofisticada. Para la extraccion de los aceites esenciales citricos se utiliza el método
de Extraccion, en el cual la materia vegetal se exprime hasta liberar el aceite, siendo finalmente

recolectado y filtrado.

Para la técnica de extraccion con solventes voldtiles, se obtiene la muestra seca y molida,
la cual sera colocada en contacto con solventes como: cloroformo, etanol, alcohol, etc. El
volumen del solvente solubiliza al aceite esencial, asi como también grasas y ceras, resultando
un producto con presencia de impurezas. Este método se aplica a nivel de laboratorio, ya que a
grado industrial resulta con altos costos, debido al precio comercial de los solventes, asi como
por los peligros y riesgos de explosion e incendio durante la manipulaciéon de solventes

orgéanicos voldtiles.

En el proceso de extraccion mediante enflorado o enfleurage, la materia botanica
(especificamente flores) se coloca en contacto con un aceite vegetal, que actiia como agente de
transporte extractor. El aceite esencial se solubiliza en aceite general. Al inicio de la extraccion,
resulta una mezcla significativa de aceite esencial y aceite vegetal, la cual se separa mediante
métodos fisico-quimicos. Esta técnica se emplea para la extraccion de esencias florales (rosa,
jazmin, azahar, etc.), sin embargo, implica un bajo rendimiento y un alto costo por la

complicada separacion del aceite extractor.
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La técnica de extraccion con fluidos supercriticos, es una de las ultimas tecnologias. La
materia botanica es cortada en pequefias raciones, se licua o muele, para ser empacada dentro
de una cdmara de acero inoxidable y ser sometida a la circulacién de un liquido supercritico por
medio de la muestra (ejemplo: biéxido de carbono liquido), los aceites esenciales son
solubilizados y arrastrados, miestras que el liquido supercritico utilizado como solvente
extractor se elimina por descompresion progresiva hasta conseguir la presion y temperatura
ambiente, hasta finalmente percibirse un aceite esencial puro. Aln cuando muestra algunas
ventajas como rendimiento elevado, es ecolégicamente compatible, el solvente se elimina de
forma f4cil e incluso se puede reprocesar, a pesar de las bajas temperaturas utilizadas para la
extraccion no modifican quimicamente los elementos del aceite esencial, no obstante, los
equipamientos son subjetivamente costosos, debido a que se necesitan bombas de alta presion

y sistemas de sustraccion ademds de ser resistentes a las altas presiones (Martinez, 2003).

2.4.3. Usosy aplicaciones

. Industria farmacéutica y dental

. Industria cosmética, de perfumeria, del jabon y de los ambientadores

. Productos de usos veterinarios

. Industria fitosanitaria

. Industria alimentaria: Para aromatizar y saborizas licores y café tostado.

A parte de ser aplicado a la conservacion de los alimentos y al aumento de la vida eficaz por
medio del poder antimicrobiano, a los aceites esenciales se le atribuyen 3 propiedades:
1) El carécter hidrofilico-hidréfobo es otorgado por una variacién e inpregnacion
en la composicion lipidica de la pared celular ocasionando la desnaturalizacién y

posterior destruccidn de la célula.
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2) Los componentes quimicos, que aplican como agentes, influyen en la
translocacion de protones y la fosforilacion del Adenosin Trifosfato.

3) El tipo de microorganismo al que ataca: las bacterias Gram - tienen mayor
susceptibilidad que las Gram + a nivel in-vitro.

Gracias a las caracteristicas medicinales potenciales, beneficios para la salud y
antimicrobianos y caracteristicas antioxidantes, que los realizan aditivos interesantes en la
industria alimentaria. No obstante, la adicion directa de aceites esenciales a los alimentos puede
dafiar de manera negativa la percepcion sensorial de alimentos aplicados, para eludir este
problema, tienen la posibilidad de integrar aceites esenciales en biopeliculas. Como todos
comprendemos, el aceite esencial es insoluble en agua, entonces principalmente se disuelve en
tensioactivos para obtener una mejor separacion en soluciones formadoras de biopelicula

(Chouhan, Sharma y Guleria, 2017).

2.4.4. Aceite esencial de orégano

El orégano (Origanum vulgare) es una planta aromatica de diminuto arbusto, con una
altura entre 40 cm a 1.5 m, las hojas miden cerca de 4 cm, de color verde cenizo, con pelusilla
por ambas caras, son caracteristicamente muy olorosas. Asi mismo, poseen pequeiias glandulas
que contienen el aceite esencial aromatico de color amarillo limén, compuesto por estearépteno
y 2 tipos de compuestos fendlicos: carvacrol (en porciones mayores) y timol (en proporciones
menores). Los tallos se forman a partir de sustancias tdnicas y las raices por estaquiosa, las
flores de orégano tienen color blanco, son hermafroditas, el fruto es tetraquenio descompuesto

en 4 nuculas y las semillas tienen endospermo escaso (Ortega, 2018).

En la estructura quimica del orégano, se ha reconocido los préximos recursos: 1)

Flavonoides (apigenina y luteolina), 2) Agliconas, 3) Alcoholes alifaticos, 4) Compuestos
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terpénicos y 5) Derivados del fenilpropano, se han encontrado ademés 6) Acidos (coumérico,

ferdlico, caféico, r-hidroxibenzoico y vainillico) (Ortega, 2018).

QH
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Figura 15. Estructura quimica de los principales componentes del orégano. Fuente: Ortega,

2018.

Debido al poder bactericida y microcida, el AEO es conocido como el ler antiséptico
de origen natural, asi mismo hasta el momento no se tiene conocimiento que el orégano tenga
inclinacién al desarrollo de resistencia bacteriana, ya que inhibe el aumento de la gran mayoria
de bacterias, los compuestos mayoritarios: carvacrol y timol, son los principios activos que en
sinergia proporcionan una potente actividad antiséptica (Gallegos, 2003). Debido a la

demostracion de la nula toxicidad del aceite esencial de orégano se ha aumentado su efectividad

(Fan, 2008).
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La actividad bioldgica del aceite esencial de orégano depende de la estructura quimica,
la cual cambia en base a la técnica de extraccion y al tipo de planta (datos geograficos,
caracteristicas del ambiente y suelo, periodo de produccion), el aceite esencial de orégano se
conforma de 34 elementos activos, siendo los principales: el carvacrol, timol, y-terpineno y p-

cimeno (Gémez y Lopez, 2009).

2.4.5. Actividad antimicrobiana

Dentro de las caracteristicas bioldgicas del orégano, se encuentran principalmente la
actividad antimicrobiana y antioxidante. El timol y el carvacrol son componentes fendlicos de
origen natural, conocidos como antioxidantes, agentes antifingicos y con poder antibacterial,
pesticidas e insecticidas encontrados en fracciones significativas dentro de los aceites esenciales
(Duke, 2002). Segin Alves de Azeredo et al. (2010), presenta gran actividad antibacteriana
frente a Bacillus, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus y Streptococcus. Por
otro lado, para Brum et al. (2010)., predomina el caricter biocida en diversas especies del

género Candida.

Para Smith et al. (2005), la Gestion de Alimentos y Drogas de EE. UU. propone que los
sabores o “flavors” de los aceites esenciales son identificados como GRAS y pueden ser
utilizados en alimentos, es por ello que estos aceites tienen trascendencia en su utilizacién en la
industria alimenticia. Conforme a Bhale et al. (2007) y Dambolena et al. (2010), sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes tienen la posibilidad de ser usadas como
conservantes o preservantes de origen natual aplicado en alimentos, que otorga mayor extension

de su vida util.
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2.5. BIOPELICULAS

2.5.1. Generalidades

Una biopelicula o pelicula comestible es una matriz preformada, delgada, que
posteriormente serd utilizada en forma de recubrimiento del alimento o estard ubicada entre los
elementos del mismo. La solucién formadora de peliculas comestibles puede estar constituida
por un polisacdrido, un compuesto de naturaleza proteica, lipidica o por una mezcla de los
mismos (Del Aguila, 2019). Es de particular importancia saber que la biopelicula difiere de un
recubrimiento comestible, en la forma de elaboracién y en la aplicacion sobre el alimento. En
el caso de las biopeliculas, se forma un delgada capa o superficie plana de material comestible,
la elaboracién se da por separado y se coloca sobre una superficie del mismo nivel, para fines
posteriores (Sharma y Rao, 2015). En cambio, un recubrimiento comestible tiene aplicacién
sobre la superficie del mismo alimento, puede ser por técnica de inmersién en una solucién o
mediante aspersion (Arredondo, 2012).

Las biopeliculas estdn formuladas con componentes de caracteristicas fisico-mecdnicas
parecidas a los envases o embalajes no biodegradables y poseen también la funcionalidad de
barrera bioactiva, por ejemplo: la agregacioén de extractos de origen vegetal para la actividad
antimicrobiana; proteccion contra la luz visible y ultravioleta; agentes antioxidantes o
colorantes que mejoran la apariencia visual del producto.

Las biopeliculas se formulan en base a 3 elementos: el biopolimero, el solvente o
disolvente y por dltimo, el agente plastificante.

2.5.2. Elaboracion de biopeliculas
Los procesos de elaboraciéon que normalmente se utilizan para la produccién de

biopeliculas y recubrimientos son:
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e Eliminacién del Disolvente: Segin Cagri, Ustunol y Ryser (2004), se da la
formacion y estabilizacion de la composicion a nivel molecular mediante uniones fisica-
quimicas. El producto obtenido es una capa de espesor delgado, facil de desprender; la
formulacién del producto proviene de la mezcla del disolvente (agua, etanol, dcido acético),
aditivos (plastificante, agentes de reticulacién y solutos) y un hidrocoloide comestible.

e Por Gelacion Térmica: Segin Carmona, Cordobés, Guerrero, Martinez y Partal
(2007), la formacién de un gel con estabilidad y composicion resistente se da gracias a la
aplicacion térmica. Este proceso se utiliza para la produccion de biopeliculas y recubrimientos
a base de proteinas, proceso de desnaturalizacion térmica que da lugar a la formacién estable
de particulas de su composicion.

e Por Solidificacion: Esta técnica consiste en la obtencién de capas delgadas,
solidificadas sobre un molde, previamente disueltas hasta la completa homogenizacion de las
macromoléculas y el plastificante (Avila, Palou, Munguia, Nevirez, Cruz y Lépez, 2012).

e Método de “Casting”: Segtin Escobar, Sala, Silvera, Harispe y Marquez (2009),
después de la mezcla de los compuestos de la biopelicula, se procede a la evaporizacién del
disolvente controlando pardmetros de temperatura y humedad, para la posterior formacién de
una capa delgada.

e “Electrospraying” (Pulverizacion electro-hidrodindmica): Jaworek y Sobczyk
(2008), esta técnica consiste en la atomizacion del liquido utilizado para la formulacién de
biopeliculas mediante fuerzas eléctricas; el liquido tiene salida por medio de una boquilla a alto
potencial eléctrico. Se obtienen gotas muy pequeifias cuya medida es en nanémetros, asi como

la carga y la magnitud pueden también pueden controlarse en parte por medios eléctricos.
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e  Micro-fluidizacién: Segiin Monroy-Villagrana, Cano-Sarmiento, Alamilla-Beltran,
Herndndez-Sanchez y Gutiérrez-Lopez (2014), este procedimiento consiste en pasar las
dispersiones mediante microcanales, produciendo nanoparticulas que confieren propiedades
fisicas superiores a las biopeliculas, para mas adelante aplicar el método de Casting y asi formar

la pelicula.

2.5.3. Propiedades mecdnicas y fisicas

2.5.3.1.Resistencia a la Traccion y Elongacion

La estructura quimica de la biopelicula estd relacionada directamente con estas
propiedades. Se define a la resistencia a la tracciéon (RT en MPa) como la méxima resistencia
al estiramiento presentada por una biopelicula y a la elongacién (E en %) como la cantidad de
estiramiento o flexibilidad, ambas propiedades se miden hasta la ruptura de la biopelicula (Yang
y Paulson, 2000b). Segtn los requerimientos de la biopelicula o recubrimiento, se debe utilizar
aditivos para potenciar estas propiedades, por ejemplo, en una biopelicula formulada con
gelatina y a-tocoferol presenta una baja elongacion, lo que se expresa en una disminucién del
movimiento de las macromeléculas debido a la interaccion de dichos compomentes

(Jongjareonrak, Benjakul, Visessanguan y Tanaka, 2008).

2.5.3.2. Transparencia
Para Falguera, Quintero, Jiménez, Mufioz y Ibarz (2011), la adicién de compuestos
especificos absorbedores de luz, en espectro ultravioleta-visible, en los alimentos evita que la
luz sea catalizadora de procesos de oxidacion y con ello también la degradacién de componentes
nutricionales. Tanto la opacidad como el color tiene relacion con las propiedades de barrera en
contra de las consecuencias de la luz. Se busca el equilibrio entre la 6ptima calidad sensorial y

nutricional de frutas y hortalizas, sin dejar del lado el brillo, el cual es caracteristica deseable
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de dichos productos (Mérquez, Trillos, Cartagena y Cotes, 2009). Segin Yang y Paulson
(2000a), la rancidez de los lipidos es propio de alimentos recubiertos con biopeliculas
formuladas con vitaminas liposolubles como la E, esto sucede durante el almacenamiento
debido al paso de la luz, a pesar de ello dicha vitamina también incrementa la transparencia de
las peliculas y recubrimientos. De igual forma, se ha desarrollado biopeliculas para evitar estos
problemas, siendo formuladas con extractos de plantas que ayudan en color y opacidad a las
biopeliculas, de esta forma se comportan como barrera para la luz y la degradacién de acido
ascorbico (Hong, Park y Kim, 2000). Seguin Vartiainen, Vaha y Harlin (2014), el extracto de

orégano y de romero son algunos de dichos ejemplos.

2.5.3.3.Permeabilidad al Vapor de Agua

Mediante la ley de Fick y la de Henry, leyes aplicadas para la difusién y solubilidad,
especificamente, se calcula la permeabilidad de una barrera. Gracias a esta medida se puede
cuantificar el vapor de agua que ingresa a un material (Aider, 2010). El control de la
transferencia de la humedad del producto al ambiente se hace en funcién del movimiento del
vapor en el polimero, se busca que este sea el mds lento, asi mismo depende de la fraccién
hidrofébica de los elementos de la biopelicula o recubrimiento. Segtn los estudios realizados
por Bosquez y Vernon, 2005; Miranda, Cardenas, Lopez y Lara (2003) existe una relacién entre

la permeabilidad y los tipos de compuestos de las biopeliculas.

Para Trejo, Aragén & Miranda, 2001; Ramos, Bautista, Barrera, Bosquez, Alia y
Estrada (2010), a medida que aumenta el grosor de la biopelicula incrementa la permeabilidad
del agua, este comportamiento ha sido observado en las biopeliculas formuladas con quitosano

y distintos plastificantes (glicerol, sorbitol, polietilenglicol).
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2.5.4. Aplicaciones de biopeliculas

En la industria alimentaria, se utilizan biopeliculas y recubrimientos aplicados a
alimentos, para evitar la ganancia o pérdida de humedad, lo cual influye en la modificacion de
la textura y rigidez; también provocan retardo en las modificaciones quimicas de coloracion,
aroma y valor nutritivo, actuando como barrera frente al intercambio de gases que tiene
influencia en la estabilidad a nivel quimico y microbioldgico, aparte de prevenir el deterioro
mecanico debido a la manipulacion de alimentos (McHugh, 2000). Segun Salinas, Trejo y Lira
(2015), las biopeliculas suelen actuar como un microsistema modificando la atmoésfera interior
de los vegetales, representando asi un método de conservacion hortofruticola en estado fresco,
dando ventajas al alimento como la reduccidn significativa de la disminucién de peso, agua y
el intercambio gaseoso; también el retraso de la senescencia alimentaria y mejora de la calidad

sensorial.

Las biopeliculas forman una atmoésfera modificada pasiva que puede influenciar
diferentes cambios en productos frescos y minimamente procesados en aspectos tales como
actividad antioxidante, color, firmeza, calidad sensorial, inhibicion de crecimiento microbiano,
produccién de etileno y compuestos voldtiles como resultado de la anaerobiosis (Del Aguila,

2019).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La parte de formulacién y andlisis fisicoquimico de este estudio se desarrollé en el
laboratorio de Fisicoquimica de la Direccién de Investigacién, Desarrollo, Innovaciéon y
Transferencia Tecnoldgica (DIDITT) del ITP-Instituto Tecnoldégico de la Produccién, ubicado

en el Callao.

Asimismo, la extraccion del aceite esencial de orégano se llevo a cabo en el laboratorio
de Tecnologia de los Alimentos de la Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, facultad

de Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

El andlisis microbiolégico se desarrollé en el laboratorio de Investigacion y Desarrollo
del Departamento de Quimica Orgénica de la facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM).

3.2. MATERIALES Y EQUIPOS

3.2.1. Materia prima
Las materias primas empleadas en el presente estudio fueron almidén de papa y almidon

de maiz adquiridos de laboratorio FRUTAROM S.A.

3.2.2. Aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

El aceite esencial fue extraido a partir de hojas secas de orégano (Origanum vulgare)
compradas del mercado local Unicahi, proveniente del departamento de Tacna y catalogado
como calidad Premium. El método de extraccion se escogié de acuerdo a la naturaleza y

propiedades de la materia prima.
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Se utilizé 5 kg de hojas secas de orégano (Origanum vulgare), en la etapa de recepcion
se reviso las caracteristicas de la materia prima, seleccionando hojas sin magulladuras, manchas
oscuras, decoloradas y presencia de impurezas. Como actividades preliminares al proceso de
extraccion, se realiz6 la limpieza del hidrodestilador, instalacién de mangueras y conexion del
equipo junto con la incorporacion del agua (15 L) y la materia prima (2.5 kg) para dar inicio a
la hidrodestilacion por un periodo de 2 horas por cada batch. El proceso inicia con el vapor
producido por la ebullicién del agua, dicho vapor entra en contacto con las hojas de orégano,
arrastrando el aceite esencial hacia el condensador, mediante intercambio de calor, el producto
hidrolato (mezcla de vapor condensado y aceite esencial) se recepciona en el florentino. Para la
separacion de aceite esencial del hidrolato, se utilizé el método de decantacién. El aceite
esencial orégano (Origanum vulgare) es envasado en recipientes de vidrio de color dmbar y

almacenado en refrigeracion a 4°C.

3.2.3. Insumos

. Sorbitol al 70%

J Gelatina comercial utilizada como emulsificante para facilitar la integracion
del aceite esencial de orégano en la matriz polimerica a base de polisacarido

(almidén) y agua.

3.2.4. Inéculo y medios de cultivo

Las cepas microbioldgicas evaluadas fueron:

. Staphilococcus aureus
. Escherichia coli
. Proteus vulgaris
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Bacillus cereus
Salmonela spp.

Medio de cultivo Agar Mueller Hilton

3.2.5. Material de laboratorio

Espatulas o cucharas de metal

Beackers 100, 250 y 500 mL, marca Pyrex

Picetas con agua destilada

Baguetas

Matraces Elenmeyer 250 y 500 mL, marca Pyrex
Magnetos

Argollas

Pipetas Pasteur

Frascos de vidrio con tapa rosca 150 mL, marca Kimax
Tubos falcon

Frascos ambar 150 mL

Placas petri, marca Pyrex

Algodén, marca CKF

Campana desecadora conteniendo bromuro de sodio
Gradilla de acero inoxidable

Bandejas de luxe

Plancha de tecnopor

Papel aluminio

Papel tisu
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- Papel Whatman
- Parafilm

- Frascos blancos con tapa rosca 250 g

3.2.6. Instrumentos y equipos
- Agitador magnético, marca H.W. Kessel
- Agitador de tubos de ensayo - marca Barnstead Inter.
- Balanza analitica tipo digital - marca Ohaus
- Balanza de humedad MA 35 - marca Sartorius
- Balanza electrénica, marca Kessel, modelo GF-160, precision 0.01 g
- Termoémetro digital
- Bafio maria Tokio Rikakikai Co. Ltd
- Espectrofotometro UV/VIS Lambda 950, marca Perkin Elmer precisely
- Estufa por conveccion forzada Venticell, marca MMM Group
- Homogenizador SilentCrusher M, marca Heidolph
- Texturometro marca Brookfield, modelo CT 3

- Sonicador Symphony, marca VWR

3.3. METODOS ANALITICOS

3.3.1. Andlisis efectuados en el proceso de elaboracién de biopeliculas
Después de la elaboracién de las biopeliculas de todos los tratamientos, se evalian las
propiedades mecanicas (RT y E como variables respuesta), las cuales corresponden al disefio

de experimentos:
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3.3.1.1.Resistencia a la Traccion

De acuerdo a la norma D882-02 (ASTM, 2002) y con algunas modificaciones, la
Resistencia a la Traccion se evalud utilizando el equipo Texturometro CT3, marca Brookfield
a una humedad relativa constante de 50 % + 5%. Inicialmente las biopeliculas fueron cortadas
en tiras de 2 cm de ancho x 10 cm de largo determinando el espesor. En la computadora
acoplada al equipo, se apertur$ el programa TexturePro CT V1.3 Build 14, encendiendo el
texturometro para ser reconocido por el software mencionado. Se programaron los pardmetros
del Test como: Identificacion de Muestra (Nombre de producto y de Lote), Tipo de Test
(Tension), Objetivo Test (Tipo Objetivo: Distancia, Valor meta: 50 mm), Pardmetros generales
de Test (Carga de Activacion: 15 g, Velocidad de Test trabajada: 1 mm/seg) y Ajuste de Barra
(63.0 mm £ 0.3 mm). Después de la programacion, las tiras de la biopelicula fueron colocadas
en el equipo quedando ubicada de forma simétrica entre los rodillos. Se procedié a ejecutar la
opcidn Iniciar Test esperando que el equipo emita los datos graficados y un informe en formato

PDF (Anexo 1). El resultado se obtiene a partir del promedio de 8 medidas.

Del informe que emite el texturometro, se utilizan los valores de Pico Carga para ser

remplazados en la siguiente ecuacion:

N ): Fuerza (N)

Resistencia a la traccidén ( 5
mm

Area (mm?)
m
Fuerza (N) = Masa x 9.8 2

Masa (kg) = Pico Carga x 1073

Area (mm?) = Espesor x Ancho de la muestra
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3.3.1.2.Elongacion

La elongacién de las biopeliculas se determina mediante la norma D882-02 (ASTM,
2002) con algunas modificaciones mencionadas, utilizando un texturémetro CT3 (Brookfield)
de acuerdo al item 3.3.1.1. El resultado se obtiene a partir del promedio de 8 medidas.

Del informe emitido por el texturdmetro, se utilizan los valores de Deformacion segtn
Pico Fuerza para ser remplazados en la siguiente ecuacion:

) » Deformacion segun Pico Fuerza
Porcentaje de Elongacion (%) : x 100
Largo de la muestra

3.3.2. Andlisis efectuados al aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

3.3.2.1.Actividad Antimicrobiana

La técnica de difusion en agar (Mueller Hilton) ha sido utiliza para este andlisis. Las
cepas bacterianas evaluadas fueron: Staphilococcus aureus, Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Bacillus cereus y Salmonella spp. Cada microorganismo fue aislado de cada cepa
en su medio especifico, agregando solucién salina al 0.85% en cantidad de 5 mL. Las
concentraciones se ajustan con el tubo Nimero 0.5 tipo Mc Farland (1.5 x 108 UFC/mL). De
la suspension previamente ajustada, se toman 100 pl y se lleva a sembrar en agar para cada
cepa bacteriana, en cada placa se colocan 3 discos esterilizados de papel Whatman de 5 mm
impregnados con 10 ul del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare). Las placas tipo
Petri fueron incubadas a 35 °C por 24 horas, después de la incubacion se realizé la lectura de
los halos de inhibiciéon (mm). Cada tratamiento tuvo dos réplicas. La actividad antimicrobiana
fue determinada mediante los halos de inhibicién (mm), siguiendo la siguiente relacion:

C=A-B
C = Tamafio del halo de inhibiciéon (mm)
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A = Tamafio del halo + disco del papel filtro (mm)

B = Tamafio del disco del papel filtro (5mm)

3.3.3. Caracterizacion de la biopelicula en el tratamiento seleccionado y con aceite esencial

de orégano (Origanum vulgare)

3.3.3.1.Propiedades Mecénicas de la biopelicula

a) Resistencia a la Traccion (MPa)

Este analisis se determina segun la descripcion del item 3.3.1.1. El resultado se

obtiene a partir del promedio de 8 medidas.

b) Elongacién (%)

Este andlisis se determina segun la descripcion del item 3.3.1.2. El resultado se

obtiene a partir del promedio de 8 medidas.

3.3.3.2.Propiedades Fisicas

a) Espesor (mm)

Se determina mediante la medicion con un micrémetro. El resultado se obtiene partir
del promedio de 8 medidas realizadas a una seccion de biopelicula de 2 cm de ancho x 10

cm de largo.

3.3.3.3.Propiedades Antimicrobianas

a) Actividad Antimicrobiana

Se utilizé la técnica de Song, Zuo y Chen (2017) con algunas modificaciones, se
emplearon los cultivos bacterianos de Staphylococcus aereus, Escherichia coli, Proteus

vulgaris, Bacillus cereus y Salmonella spp., obtenidos del Laboratorio de Microbiologia de la
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Direccion de Investigacion, Desarrollo, Innovacion y Transferencia Tecnolégica (DIDITT) del
Instituto Tecnoldgico de la Produccion. Las bacterias se activaron en una solucion salina NaCl
al 0.85 %, estas se agitaron en un Vortex hasta disolver el in6culo. La turbidez de los tubos con

las cepas bacterianas fue comparada con el patrén Mc. Farland 0.5 (mantener en refrigeracion

a4°C).

Se inocul6 100 uL de cada solucién bacteriana en placas Petri con Agar Mueller Hilton,
mediante la técnica de difusion en agar para evaluar el efecto de la actividad antimicrobiana de

las biopeliculas ante las cepas bacterianas.

Se obtienen discos de D = 15 mm (D = didmetro) para las biopeliculas del Control, 1%
AEO y 2.5% AEOQO y se ubican en el centro de la placa Petri. Las placas se mantuvieron en
refrigeracion durante 3 horas permitiendo que el aceite esencial se difunda en el medio de
cultivo y después se incubaron a 35°C por 24 horas. Para la actividad antimicrobiana de la
biopelicula se evalia la formacion del halo de inhibicion, en el agar y alrededor de la

biopelicula.

3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.4.1. Obtencion de biopeliculas a base de una mezcla de almidén de maiz-papa, sorbitol y
aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
El flujograma de elaboracién de biopeliculas y con aceite esencial de orégano

(Origanum vulgare), se muestra a continuacion en la figura 16:
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Almidin de maiz v almidén de papa
+ Variables:
-Proporcion de almidén de maiz ¥

|Sorbitol Preparacién de las soluciones o S o
formadoras de biopeliculas del E_]ﬂl.ldl:lﬂ de papa: OM:100P, 23075,
. SOM:S0P
dizefio
-Sorbitel: 3.30g (60%) —4.67 g (80%)
v -T% de proceso: 83°C —03°C
[ Secado ] T=: 40°C
+
Biopeliculas
+
[ Almacenamiento ] HE: 50% = 3%
\ Eleccion del tratamiento:
[ Caracterizacion ] Biopeliculas con:
ET=623MPa
il E=1467%

Sorbitol

Tratamiento seleccionado:

Aceite 1zl de o i

Or':—'i :533313 Prepcamcmn de lf& solucion formadora Pr e 50% de almidén de
G de biopelicula con AEQ maiz 7 50% almidén de papa

{30%eM:50%F)

-Sorbitol: 3.30 g (60%)

[ Secado ] T7:40°C  T° de proceso: 93°C

SFB con AEO:0,1,2.5% +

Biopeliculas con aceite esencial
de orégano (Origanum vulgare)

+

[ Almacenamiento ]

HE: 50% £ 5%

Figura 16. Flujograma de elaboracion de biopeliculas y con aceite esencial de orégano. Fuente:

Elaboracion propia, 2020.

3.4.2. Descripcién del Proceso

3.4.2.1. Elaboracién de la solucién de biopelicula del disefio factorial multinivel
La elaboracion de biopeliculas se realiza mediante el método de casting o moldeo, se

prepararon concentraciones de 4% p/p de almidén, considerando las proporciones OM:100P,
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25M:75P, 50M:50P, “M” de almidén de maiz y “P” de almidén de papa respectivamente. La
mezcla de almidones se disolvié en una fraccion de agua fria, se trasvasd a un matraz que
contenia la fraccion restante de agua caliente. La solucion formadora de biopelicula (SFB) se
llevo a agitacion constante en el agitador magnético, segun la temperatura de proceso (85°C,
95°C) a 600 RPM, manteniendo constante la temperatura de gelatinizacion durante 1 hora y
adicionando el plastificante Sorbitol al 60% y 80% del peso total del almidon en la solucion,
estos porcentajes de sorbitol fueron seleccionados en base a la literatura cientifica y a
experimentos preliminares realizados en el DIDITT. La cantidad de plastificante estuvo en
funcidn al peso del almidén en base seca y se mantuvo bajo la misma temperatura y agitacion
durante 30 minutos. Durante toda la agitacion, se realizd la medicion de temperatura de la
SFB cada 20 minutos. Terminada la agitacion, la SFB fue sonicada por 10 minutos a 40° C

con el objetivo de eliminar las burbujas (Anexo 2).

3.4.2.2.Secado
La SFB se colocé en bandejas de plastico con un peso de 40 g y fueron secadas en

una estufa con temperatura controlada a 40 °C durante 18 horas.

3.4.2.3.Almacenamiento
Después del secado, se realiz6 el acondicionamiento de las biopeliculas en un

desecador con bromuro de sodio a 25°C y 50% +5% HR por 48 horas.

3.4.2.4.Caracterizacion
Para determinar las propiedades mecanicas en el texturémetro, se mantuvo constante las

condiciones ambientales de 50% +5% HR, en este momento se procedio a cortar las biopeliculas
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en 8 tiras de 2 cm x 10 cm por cada tratamiento y determinando el espesor con un micrometro

Mitutoyo.

3.4.2.5.Preparacion de la solucién con la mejor formulacion de biopelicula y con aceite
esencial de orégano (Origanum vulgare)
Después de la eleccion del tratamiento que presento las mejores propiedades mecénicas
se llevé a cabo la elaboracién de biopeliculas con aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare), para determinar la actividad antimicrobiana de la biopelicula en 3 concentraciones de

AEO frente a 5 cepas bacterianas.

Las biopeliculas del tratamiento conveniente de la primera etapa, se elaboraron
mediante la metodologia mencionada en el acdpite 3.4.2.1. hasta finalizar la sonicacién. Se
prepar6 una solucién a 40°C de gelatina al 2%. La nueva mezcla se conform6 de SFB y gelatina
en una proporcion de 95:5. Se adicion6 0%, 1% y 2.5% de AEO y se homogeniz6 a 13500 RPM
POR 1’y a20500 RPM por 3’, terminada la homogenizacion, la SFB se colocé nuevamente en

el sonicador durante 10 minutos a 40° C para eliminar las burbujas (Anexo 3).

3.4.2.6.Secado
La SFB se coloc6 en bandejas de plastico con un peso de 40 g y fueron secadas en una

estufa con temperatura controlada a 40 °C durante 18 horas.

3.4.2.7.Almacenamiento
Después del secado, se realizé el acondicionamiento de las biopeliculas en un desecador
a25°Cy50% =5 % HR por 48 horas. Después del secado, las biopeliculas se destinaron para

la determinacion de la actividad antimicrobiana.
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL

3.5.1. Biopeliculas a base de una mezcla de almidén de maiz-papa y sorbitol

Para esta etapa 1, se utiliz6 un disefio factorial multinivel 2x2x3 conformado por 2
concentraciones de sorbitol, 2 temperaturas de proceso y 3 proporciones de almidén de maiz y
de papa, como se muestra en la Tabla 1. Se consider6 conveniente codificar los niveles de las
proporciones de almidén de maiz y de papa con valores de 0, 25 y 50 correspondiendo a las
proporciones de almidon de maiz en la mezcla, debido a que el disefio utilizado no permite el
uso de niveles alfanuméricos. La seleccién de los niveles en cada factor se decidi6 en base a la
literatura cientifica y con experimentos preliminares. La Resistencia a la traccion-RT y
Elongacion-E fueron las variables respuesta. Este disefio se utiliz6 para determinar la
combinacion de niveles de los factores a fin de encontrar el mejor desempefio del proceso
(Gutiérrez y De la Vara, 2012).

El disefio factorial 2x2x3 consisti6 en 12 tratamientos con 1 réplica, obteniendo
aleatoriamente 24 corridas experimentales como se muestra en la Tabla 2. Todos los andlisis
estadisticos se realizaron utilizando el programa Statgraphics 18. Se utilizé el andlisis de
varianza para verificar la significancia de las variables en estudio. Las variables independientes
con valor de probabilidad p del estadistico F (prob > F) menores al nivel de significacia (o =
0,05) fueron consideradas dentro de los efectos significativos. La Diferencia Minima

Significativa (LSD) fue usada con el 95% del nivel de confianza.
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Tabla 1

Variables independientes con sus respectivos niveles

Variable del proceso Niveles

Sorbitol (%) 60 80

Temperatura de proceso (°C) 85 95

Proporcién de almidén de 0 25 50
maiz y almid6n de papa (0 M:100 P) (25 M:75 P) (50 M:50 P)

Fuente: Autoria propia, 2020.

Tabla 2

Diseiio factorial multinivel 2x2x3 utilizado en la elaboracion de biopeliculas a base de una

mezcla de almidon de maiz - papa y sorbitol

Run Sorbitol (%) Temperatura de Proporcién de almidén de maiz
proceso (°C) y almidén de papa*
1 60 85 50
2 80 95 0
3 60 85 0
4 60 95 0
5 60 95 50
6 60 95 25
7 80 85 25
8 80 85 0
9 60 85 25
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10 80 85 50

11 80 95 50

12 80 95 25

*Leyenda: 0 = 0% almidén de maiz y 100% almidén de papa; 25 = 25% almidon de maiz y
75% almidén de papa; 50 = 50% almidén de maiz y 50% almidén de papa.

Fuente: Autoria propia, 2020.

3.5.2. Biopeliculas a base de una mezcla de almidon de maiz-papa, sorbitol y aceite esencial
de orégano (Origanum vulgare)

Después de la determinacion del mejor tratamiento en la etapa 1, se busca determinar
el % de AEO que presenta el mayor valor de actividad antimicrobiana, como variable de
respuesta. Se utiliz6 un disefio factor categorico individual con un solo factor (Concentracion
expresado en % de aceite esencial de orégano) en tres niveles, con una réplica, como se
muestra en la Tabla 3. La seleccion y rango de los factores se decidi6 sobre la base de la
literatura cientifica y experimentos preliminares. La variable de respuesta fue la actividad
antimicrobiana. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en el programa Statgraphics 18.
Se utiliz6 el andlisis de varianza para verificar la significancia de las variables en estudio. Las
variables independientes con valor de probabilidad p del estadistico F (prob > F) menores al
nivel de significacia (o = 0,05) fueron consideradas dentro de los efectos significativos. La

Diferencia Minima Significativa (LSD) fue usada con el 95% del nivel de confianza.
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Tabla 3

Diseiio utilizado para las biopeliculas con AEO

Tratamiento Concentracion de
AEO (%)
T1 0% (Control)
T2 1.0 %
T3 2.5 %

Fuente: Autoria propia, 2020.

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. EVALUACION DE LA MEJOR FORMULACION DE LAS BIOPELICULAS A

BASE DE ALMIDON DE MAIZ-PAPA

4.1.1. Efecto de las variables de concentracion de sorbitol, temperatura de proceso y
proporcion de almidén de maiz-papa
Para la elaboracion de biopeliculas bajo las mejores condiciones se determina el
impacto de las variables: concentracion de sorbitol, temperatura de proceso y proporcion de

almidon de maiz y almidon de papa sobre las propiedades mecénicas de la biopelicula.

Mediante el método de casting y las condiciones de elaboracion utilizadas en el
presente estudio se obtuvieron biopeliculas con apariencia y espesor deseables. Estas
biopeliculas resultaron ser facilmente desprendidas de la superficie de fundicion y eran
visualmente homogéneas sin separacion de fases, grietas o burbujas, también se observé que
la transparencia de la biopelicula disminuye a medida que se incrementa la proporcioén de

almidon de maiz, estas observaciones se muestran en el anexo 4.
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Como se muestra en la tabla 4, se puede ver el promedio de las medidas de resistencia
a la traccion y elongacion de las biopeliculas para cada tratamiento utilizado, frente a los
efectos interrelacionados de las variables de concentracion de sorbitol, temperatura de proceso
y proporcion de almidon de maiz y almidén de papa. Las medidas de RT se encontraron dentro
de un rango de 2.06 MPa — 7.04 MPa, mientras que los de elongacion oscilaron entre 14.67 %

hasta 37.14 %.

Tabla 4

Valores experimentales de resistencia a la traccion en cada tratamiento

Resistencia
Tratamiento  Sorbitol (%)  Temperatura de Proporcion de alatraccion  Elongacién
proceso (°C) almidén de maiz y (MPa) (%)

almidén de papa  experimental experimental

1 60 85 50 5.32 2391
2 80 95 0 2.24 29.17
3 60 85 0 4.00 25.84
4 60 95 0 4.84 21.05
5 60 95 50 6.23 14.67
6 60 95 25 7.04 23.02
7 80 85 25 4.51 37.14
8 80 85 0 2.06 33.74
9 60 85 25 5.84 27.30
10 80 85 50 4.71 34.68
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11 80 95 50 4.62 28.62

12 80 95 25 3.84 28.75

Fuente: Autoria propia, 2020.

La evaluacion del efecto de las variables y su interrelacion mediante andlisis estadistico
sobre la resistencia a la tracciéon (Anexo 5) y elongacién (Anexo 6). El andlisis de varianza
(ANOVA) determina efectos principales y de interaccidon con el fin de evaluar los efectos que

explican las respuestas de las propiedades mecanicas.

En el ANOVA, se observa que para un nivel de significacia de o = 0,05 en la respuesta de
resistencia a la traccion, los efectos significativos fueron los efectos principales, la interaccion
concentracion de sorbitol - temperatura de proceso y la interaccién concentracién de sorbitol -
proporcién de almidén de maiz y almidén de papa, confirmando que las 3 variables independientes
influyen sobre el proceso con valor significativo, asi mismo el efecto mds importante sobre la
respuesta, es el % sorbitol, por tener el mayor valor de Razon-F. Para elongacién, los efectos
significativos fueron la concentracién de sorbitol y la temperatura de proceso, siendo el mads

importante el efecto del sorbitol, por tener el mayor valor de Razon-F.

Como se observa en la figura 17(a), la relacién de resistencia a la traccion vs. sorbitol es
indirectamente proporcional en los niveles de 60% y 80%. Los resultados del presente estudio se
encuentran dentro de los valores reportados por Ballesteros, Pérez y Andrade (2020), para
biopeliculas de almidén de camote formuladas con 2 plastificantes, glicerol y sorbitol, con un
rango de respuesta de 1.76 a 9.78 MPa y 4.95 a 9.37 MPa respectivamente, observando que a

medida que aumenta el plastificante, la respuesta disminuye independientemente del tipo de
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plastificante afiadido (glicerol o sorbitol). Isotton, Bernardo, Baldasso, Rosa y Zeni (2015)
muestran la misma relacién para peliculas de almidéon de maiz, este comportamiento esta
relacionado con las modificaciones estructurales de la red de almidon cuando se incorporan las
diferentes cantidades del aditivo, ya que se mezclan e intercalan entre las cadenas del polimero,
interrumpiendo los enlaces de hidrégeno y separando las cadenas poliméricas provocando asi el
aumento de la flexibilidad, en pocas palabras la matriz de la pelicula se vuelve menos resistente a

medida que el porcentaje del plastificante incremente.

Grafica de Efectos Principales para Resistencia a la Traccion
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Figura 17. Efectos principales para la resistencia a la traccion. Fuente: Autoria propia, 2020.

Segtin la figura 17(b), la temperatura de proceso en los niveles de 85°C y 95°C influye
ligeramente sobre la resistencia a la traccion, esta dependencia se utiliza para la conversion de los
granulos de almidén en peliculas. Segin Thakur, Pristijono, Scarlett, Bowyer, Singh y Vuong
(2019) este efecto se genera por los cambios impulsados por la temperatura alterando la regién

cristalina.

53



En la figura 17(c), para las proporciones de almidon de maiz y papa se observa que la
resistencia a la traccion, aumenta a medida que se incrementa la proporcion de almidon de maiz,
este comportamiento se asemeja a lo reportado por Caamal, Pereira y Madera (2011), quienes
mencionan que existe un efecto sinérgico por parte de las mezclas binarias. Sin embargo, segun lo
observado en la figura 17(c), existe un punto en el que el sistema polimérico se satura y empieza
a disminuir el valor de la respuesta. Datta y Halder (2019), reportaron que las peliculas de almidén
de maiz obtuvieron una resistencia minima a la traccion de 2.21 MPa mientras que las peliculas de
almidon de papa mostraron una resistencia a la traccion mas alta de 3.16 MPa, lo que puede deberse
a su menor contenido de amilosa (21%) que el almidén de maiz (28%), asi mismo encontraron que
las propiedades de traccion de las peliculas de almidén mixto (maiz y papa) fueron de 3,14 MPa,
lo que difiere con los valores reportados en el presente estudio. Por otra parte, segiin Guo, Liu, Xu,
Zhang, Bian y Wei (2019) mencionan que las peliculas con mayores cantidades de amilosa
normalmente poseen mejores caracteristicas de formacioén de pelicula que incluyen resistencia

mecanica y alargamiento.

Segtin Orsuwan y Sothornvit (2018), cabe resaltar que la alta disminucién de la resistencia
a la traccion estd asociada con la estructura quimica de los plastificantes, el glicerol (92 g/mol)
tiene menor masa molecular a comparacion del sorbitol (180 g/mol), lo que permite inducir més
facilmente la creacidon de espacios intermoleculares entre cadenas de polimero disminuyendo el
nimero de enlaces de hidrégeno unidos a las cadenas de almidén, dicho mecanismo de

plastificacién se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Almidon plastificado. Fuente: Datta y Halder, 2019.

El comportamiento de la elongacién frente a los efectos se presenta en la figura 19, la
elongacién aumenta a mayor porcentaje de plastificante y disminuye conforme incrementa la
temperatura de proceso. Los resultados del presente estudio superan lo reportado por Ballesteros
et al. (2020), 1.84 a 9.00% en peliculas con sorbitol, sin embargo, de igual forma afirman que el
plastificante logré el efecto de bloqueo al interferir con la interaccion intermolecular aumentando
el volumen libre en la matriz polimérica. Este aumento de respuesta también se debe a la mayor
ocupacion del espacio a través de los enlaces de hidrégeno del plastificante, lo que probablemente

interrumpe la estructura del polimero y se convierte en una estructura con mayor movilidad.

Grafica de Efectos Principales para Elongacion

34

32

30

Elongacién

28

26

60.0 80.0 85.0 95.0 0.0 50.0

Concentracion de Sorbitol Temperatura de ProcesoProporcion de AMaiz y APapa

Figura 19. Efectos principales para la elongacién. Fuente: Autoria propia, 2020.
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Segun el andlisis de varianza (ANOVA), existe interacciones de factores significativos, tal
como se muestra en la figura 20, la resistencia a la traccion es mayor para las biopeliculas con 60%
de sorbitol en la matriz polimérica a una temperatura de 95°C. Por otro lado, se observa que las
biopeliculas elaboradas con una mezcla de 50% almidén de maiz y 50% almidon de papa,
presentan mayores resistencias a la traccion, especificamente en el menor nivel de plastificante,
por lo que se comprueba la afirmacion de Thakur ez al. (2019) que las propiedades de biopeliculas
a menudo se relacionan con las interacciones que dependen de la concentracién de los

componentes.

Grafica de Interaccion para Resistencia a la Traccion
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Figura 20. Interacciones significativas para la resistencia a la traccion. Fuente: Autoria propia,

2020.

4.1.2. Eleccién de la mejor formulacidn en base a las propiedades mecanicas
La eleccion del mejor tratamiento se decidid en base a los experimentos realizados y a la
literatura cientifica, para lo que se espera seleccionar un tratamiento con alto valor de RT y menor

valor de E, con el fin de evitar saturar el sistema en presencia del aceite esencial de orégano
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(Origanum vulgare). En los andlisis de varianza mostrados en las tablas 5 y 6, se observa que el
p-value es menor que 0.05, es decir genera diferencias significativas entre la media de las

propiedades mecanicas de los tratamientos analizados con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 5

Andlisis de Varianza para Resistencia a la traccion por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razon-F  Valor-P
Entre grupos  47.3751 11 4.30683 45.43 0.0000
Intra grupos 1.13755 12 0.0947958

Total (Corr.) 48.5127 23

Fuente: Autoria propia, 2020.

Tabla 6

Andlisis de Varianza para Elongacion por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 861.018 11 78.2744 10.29 0.0002
Intra grupos 91.269 12 7.60575

Total (Corr.) 952.287 23

Fuente: Autoria propia, 2020.

Después de observar que se rechaza Ho mediante ANOVA, se concluye que no hay
igualdad entre las medias poblacionales como se muestra en la figura 21, la media de mayor valor
es la del tratamiento 6 con 7.04 MPa, seguido del tratamiento 5 con 6.23 MPa y el tratamiento 9

con 5.84 MPa, estos dos intervalos de confianza se traslapan, es decir son estadisticamente iguales
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en cuanto a su media, en lo que se puede elegir al tratamiento 6 por su alto valor. Por otro lado,
para la elongacion que se aprecia en la figura 22, el tratamiento 5 es el menor de todos con una
media de 14.67%, seguido por los tratamientos 4, 6, 1 y 3 que son estadisticamente iguales. En
base a estos resultados y esperando obtener las condiciones adecuadas de elaboracién de
biopeliculas, se decide seleccionar el tratamiento 5, por ser uno de los tratamientos con alta
resistencia a la traccién y el minimo valor en elongacion. La seleccion de los niveles del
tratamiento 5 son 60% de sorbitol, 95°C de temperatura de proceso y 50% proporcion del almidon

de maiz y 50% de almidon de papa.
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Figura 21. Pruebas de Multiple Rangos para Resistencia a la traccion por Tratamiento. Fuente:

Autoria propia, 2020.
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Figura 22. Pruebas de Multiple Rangos para Elongacion por Tratamiento. Fuente: Autoria

propia, 2020.

4.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL AEO-ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
(Origanum vulgare)

El volumen extraido de aceite esencial de orégano fue 46 mL, siendo la cantidad inicial de
materia prima de 5 kg, con un periodo de extraccion de 4 horas. Este aceite se utilizé como agente
antimicrobiano para las biopeliculas, por lo que inicialmente se determind su actividad
antimicrobiana frente a 5 cepas bacterianas, en la tabla 7 se observam las medidas cualitativas,
debido a la forma del halo de inhibicién no se permiti6 realizar una medicion.

Tabla 7

Actividad antimicrobiana de AEO-aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

Cepas bacterianas Halos de inhibicion
Escherichia coli (gram -) Se observo formacion de halo
Staphylococcus aureus (gram +) Se observo formacion de halo
Proteus vulgaris (gram -) Se observo formacion de halo
Bacillus cereus (gram +) Se observo formacion de halo
Salmonella spp. (gram -) No se observo formacion de

halo

Fuente: Autoria propia, 2020.

El AEO demostré un efecto inhibidor sobre los microorganismos testeados: Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris y Bacillus cereus. E1 AEO no inhibi6 el crecimiento
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del microorganismo probado Salmonella spp. Como se muestra en la figura 23, las zonas
inhibitorias de AEO eran mds grandes en este orden Bacillus cereus, seguido de Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y por ultimo Proteus vulgaris.

(b)
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Figura 23. Actividad antimicrobiana del AEO frente a (a) Escherichia coli, (b) Staphylococcus
aureus, (c) Proteus vulgaris, (d) Bacillus cereus y (e) Salmonella spp. Fuente: Autoria propia,

2020.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de orégano (AEO) y canela (CEO)
inhibid6 a todos los microorganismos estudiados: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Salmonella enteritidis y Shigabacillus (Wu et al., 2014). También reporté que el AEO
form6 zonas inhibitorias més grandes que las del CEO, excepto en el microorganismo probado
Salmonella enteritidis. Pellissari, Grossmann, Yamashita y Pineda (2009) reafirmaron que las
fracciones del AEO tienen capacidad antimicrobiana frente a algunas bacterias, como Escherichia
coli O157: H7 y Salmonella. Por lo tanto, se seleccion6 AEO para preparar la pelicula
antimicrobiana. Pazmifio, Campuzano y Marin (2020), reportaron que el aceite esencial de orégano
inhibié a Staphylococcus aureus y Salmonella spp. Estos resultados demuestran que el aceite
esencial de orégano desarrolla su propiedad antimicrobiana fundamentalmente en base a sus
principios activos, carvacrol y timol, que provocan la lisis bacteriana (Calo, Crandall, O’Bryan y

Ricke, 2015; y Lambert, Skandamis, Coote y Nychas, 2001).

4.3.  ELABORACION DE BIOPELICULAS A BASE DE UNA MEZCLA DE ALMIDON DE
MAIZ, DE PAPA, SORBITOL Y ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Origanum
vulgare)

En esta etapa se elaboraron biopeliculas con la formulacion seleccionada en el item 4.1.2. A

esta formulacion se adiciona el AEQ, para la posterior evaluacion antimicrobiana de la biopelicula.

61



4.3.1. Efectos de la variable Concentracion de aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
La Tabla 8 muestra la actividad antimicrobiana de las biopeliculas con 0, 1 y 2.5% de AEO.
Se observo que los films con AEO al 1% y 2.5% de AEO inhibieron a Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus. No se observd actividad antimicrobiana de las biopeliculas para las cepas
bacterianas de Escherichia coli y Proteus vulgaris en las concentraciones de 1y 2.5% de AEO.
Para el caso de Salmonella spp. se observé un efecto inhibitorio a una concentracion de 2.5 % de

AEO en la biopelicula.

Tabla 8

Actividad antimicrobiana de la biopelicula con aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)

Microorganismos Zona inhibitoria (mm)

0 % AEO 1.0 % AEO 2.5 % AEO
Escherichia coli 0 ND ND
Staphylococcus aureus 0 7.72 8.93
Proteus vulgaris 0 ND ND
Bacillus cereus 0 5.50 7.09
Salmonella spp. 0 ND 2.25

*ND= No determinado
Fuente: Autoria propia, 2020.

Se realiz6 el andlisis estadistico mostrado en la Tabla 9 y Tabla 10, para determinar la
respuesta del % de AEO sobre la actividad antimicrobiana mediante la zona de inhibicién. El
ANOVA, presenta que para o = 0,05 la concentracién de AEO en la biopelicula es un efecto

significativo sobre la respuesta de inhibicién de Bacillus cereus y Staphylococcus aureus.

Tabla 9

Tabla ANOVA para Inhibicion de Bacillus cereus por Concentracion de AEO
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Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P

Entre grupos  55.6281 2 27.8141 5715.22  0.0000
Intra grupos 0.0146 3 0.00486667
Total (Corr.) 55.6427 5

Fuente: Autoria propia, 2020.
Tabla 10

Tabla ANOVA para Inhibicion de Staphylococcus aureus por Concentracion de AEO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos  88.9324 2 444662 1065.48  0.0001
Intra grupos 0.1252 3 0.0417333

Total (Corr.) 89.0576 5

Fuente: Autoria propia, 2020.

Se evalué la actividad antimicrobiana de las biopeliculas contra cinco bacterias
seleccionadas, Escherichia coli (gram -), Staphylococcus aureus (gram +), Proteus vulgaris (gram
-), Bacillus cereus (gram +) y Salmonella spp. (gram -). La pelicula de control (sin AEO) no mostrd
algtn efecto antimicrobiano contra los 5 microorganismos estudiados, lo que resulta en zonas sin
inhibicién segin la Tabla 8. Los resultados van concordancia con Gémez, Bravo, Gomez, Alemén
y Montero (2009) y Fakherddin, Mojgan y Farahmandghavi (2015) quienes reportan que las
peliculas comestibles sin AEO no mostraron actividad antibacteriana contra E. coli, Pseudomonas
fluorescens, Lactobacillus acidophilus y Listeria innocua. En los resultados del presente estudio
se observaron dreas de inhibicién (P <0.05) contra las dos cepas microbianas Staphylococcus
aureus (gram +) y Bacillus cereus (gram +) en las biopeliculas formuladas con 1% y 2.5% de
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AEOQO. También se observa que conforme incrementa la concentracion de AEO aumenta el area de
inhibicion contra Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, de 7.72 mm hasta 8.93 mm y de 5.50
mm hasta 7.09 mm respectivamente, estos valores fueron menores a los reportados por Liu, Wang,

Qi, Huang y Xiao (2018) para peliculas de matri

z polisacérido - proteina y AEO contra Staphylococcus aureus. Esto demuestra segin Liu
et al. (2018) que las emulsiones con mayor concentraciéon de AEO se inmovilizaron en la matriz
de la biopelicula. Por otro lado, la falta de actividad antimicrobiana contra las demds cepas
bacterianas se explica mediante la volatilizacién del AEO durante la fabricacién de films. Asi
mismo, las peliculas comestibles al 2.5% se muestran visualmente incompatibles a utilizar, debido
a los agujeros pronunciados, falta de homogeneidad, desagradable olor y al color oscuro observado

en la superficie de la biopelicula como se muestra en la figura 24.

Figura 24. Biopelicula al 2.5% de AEO. Fuente: Autoria propia, 2020.

Segtin Fakherddin et al. (2015), las peliculas incorporadas con 0.8% AEQO mostraron cierto
efecto inhibidor contra S. aureus, L. monocytogenes'y S. enteritidis, mientras que la leve inhibicién
se encontrd para E. coli. Por otra parte Benavides, Villalobos y Reyes (2012), afirman que la

concentracion minima de AEO a la que las peliculas comienzan a exhibir actividad antibacteriana
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es con la incorporacion del 1% AEOQ, valor acorde al presente estudio. El efecto antibacteriano del
AEO se ha atribuido principalmente a fraccidn terpenoide del orégano compuesta por carvacrol,
timol y p-cimeno (Corrales, Ferndndez y Han, 2014 ) . Se expresé que carvacrol forma canales a
través de la membrana bacteriana separando las cadenas de dcidos grasos de los fosfolipidos,

permitiendo que los iones abandonen el citoplasma (Burt, 2004) .

Se pudo observar que S. aureus fue la bacteria mas sensible en peliculas que contienen
AEO, mientras que E. coli fue una de las mads resistente. Esta diferencia de sensibilidad entre los
microorganismos estd de acuerdo con los datos reportados previamente para peliculas con AEO
(Benavides et al., 2012). En un estudio de Seydim y Sarikus (2006), las peliculas que contienen
aceite esencial de orégano fueron més eficaces contra S. aureus que otros grampositivos.y bacterias
gramnegativas probadas. Benavides et al., (2012) inform6 que las peliculas biodegradables
producidas con AEO mostraron zonas de inhibicién mds grandes para cepas bacterianas gram-
positivas como S. aureus y L. monocytogenes y pequefias zonas de inhibicién para bacterias
gramnegativas (S. enteritidis 'y E. coli). Debiagi, Kobayashi, Nakazato, Panagio y
Mali, (2014) observaron que B. cereus grampositivo era mds altamente inhibido por el AEO en
comparacién con E. coli gram- negativo. En general, los aceites esenciales son algo mads eficaces
contra bacterias grampositivas que gramnegativas. Burt (2004), explica este comportamiento
debido a la presencia de una membrana externa ubicada alrededor de la pared celular en bacterias
gramnegativas, limitando la difusién de sustancias hidr6fobas mediante su recubrimiento de
lipopolisacdridos (Burt, 2004 ). La actividad antimicrobiana del AEO ante a algunos
microorganismos y contra otros no, puede deberse segiin Benavides er al. (2012), a una pérdida
parcial de compuestos voldtiles durante la fabricacién de peliculas, razén posible por la que se

podria explicar este resultado.
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Sin embargo, para S. aureus y B. cereus, estos resultados demuestran que el AEO puede
inmovilizarse en la matriz de almidon y, en consecuencia, impedir el desarrollo de

microorganismos.

4.3.2. Determinacion de la concentracion (%)
En base a los resultados obtenidos y el andlisis realizado anteriormente, se decide

seleccionar la concentracion del 1% de AEO para la formulacion y caracterizacion de biopeliculas.

44. CARACTERIZACION DE BIOPELICULAS A BASE DE UNA MEZCLA DE
ALMIDON DE MAIZ-PAPA, SORBITOL Y ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
(Origanum vulgare)

Después de determinar la mejor formulacién de la biopelicula y la concentracion de aceite
esencial de orégano para su adicion, se realiza la caracterizacion de la biopelicula en base a sus
propiedades mecénicas, fisicas y antimicrobianas, asi como la comparacion con la biopelicula

control, sin adicion de AEO, las peliculas se muestran en el anexo 7. Los resultados se muestran

en la Tabla 11 y Tabla 12.

La superficie de las biopeliculas con AEO presentaron una reduccién de la homogeneidad
con presencia de poros mds pronunciados en la superficie. La hidrofobicidad del aceite y su
diferencia de densidad con la solucién acuosa de almidén puede afectar la estabilidad de la
solucién filmogénica y consecuentemente formar estructuras heterogéneas debido a la separacién

de fases y presencia de poros (Amaral do Evangelho et al., 2019, citando a Phan et al., 2002 ).
Tabla 11

Caracterizacion de la biopelicula con formulacion seleccionada: 60% sorbitol, 95°C temperatura

de proceso, 50% Almidon de maiz: 50% Almidon de papa y 1% AEOQ.
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Actividad Actividad

Muestras  Espesor Resistenciaa  Elongacién Antimicrobiana  Antimicrobiana
al 1% (mm) la Traccién (%) Staphylococcus  Bacillus cereus
AEO (MPa) aureus (mm) (mm)

1 0.06 3.49 27.82 7.85 6.23
2 0.07 3.60 32.35 8.26 7.01
3 0.07 3.96 28.93 8.41 5.89
4 0.08 5.08 31.72 8.90 6.13
Promedio 0.07 4.03 30.21 8.36 6.32
Desviacién  0.0063 0.7244 2.1764 0.4336 0.4848
Estandar

Fuente: Autoria propia, 2020.

Tabla 12

Caracterizacion de la biopelicula control con formulacion seleccionada: 60% sorbitol, 95°C

temperatura de proceso, 50% Almidon de maiz: 50% Almidon de papa 'y s/ AEO.

Resistencia
Muestras  Espesor ala Elongacion
Control (mm) Traccién (%)
(MPa)
1 0.11 5.94 14.74
2 0.11 6.13 14.65
3 0.1 6.52 14.71
4 0.1 5.98 14.60

67



Promedio 0.11 6.14 14.68

Desviacion ~ 0.0058 0.2646 0.0624

Estandar

Fuente: Autoria propia, 2020.

4.4.1. Propiedades Mecdnicas

a) Resistencia a la Traccion (RT) y Elongacion (E)

La resistencia a la traccion para biopeliculas al 1% de AEO muestra menores valores de
RT, con promedio de 4.03 MPa, a comparacion de las biopeliculas control con un valor de 6.14
MPa, esta variacion se debe a la incorporacion del aceite esencial de orégano en la matriz
polimérica, tal como se muestra en la figura 25. Asi mismo, las biopeliculas al 1% de AEO
muestran mayores valores de E, con promedio de 30.21 %, a diferencia de las biopeliculas control
con un valor de 14.68 %, esta oscilacion se debe a que el aceite esencial actia como un plastificante
aumentando la flexibilidad de la biopelicula, este comportamiento se muestra en la figura 26. Liu
et al. (2018) reporto que peliculas con 0% de AEO mostraron valores mas altos de RT y valores
mas bajos de E, a comparacién de muestras con 1, 3 'y 5% de AEO, debido a que la presencia de
gotitas de aceite en peliculas a base de biopolimeros conlleva a la separacion de fases, este hecho
es resultado de la dificultad para formar especies lipofilicas en una matriz cohesiva. Souza, Goto,
Minardi, Coelho y Tadini (2013), reportan el mismo comportamiento en biopeliculas control de
almiddn de yuca y con aceite esencial de canela, concluyendo que la introduccion de aceite esencial
reduce la interaccion molecular entre cadenas poliméricas dando como resultado: materiales con

menor resistencia a la traccion.

Acosta (2014), citando a Ahmad, Benjakul, Prodpran y Winarni (2012), afirma que las

reacciones de los aceites esenciales se producen por la influencia del tipo y concentracién de aceite
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esencial, por la naturaleza de la matriz del polimero, por las interrelaciones especificas entre sus
compuestos, por el método de homogenizacion, el cual establece el drea efectiva de interaccion
entre elementos de la matriz polimero-aceite. La alta fragilidad de la matriz se debe al enorme
nimero de discontinuidades en una estructura heterogénea, producciendose biopeliculas con gran
cantidad de fase dispersa, este comportamiento se presenta con la incorporacion excesiva de
aceites esenciales y algunos compuestos no poliméricos inmiscibles con la matriz. A pesar de ello,
a niveles y métodos de incorporacion adecuados de aceite esencial se pueden reforzar las

biopeliculas mediante interrelaciones especificas entre sus compuestos.

Resistencia a la tracciéon (MPa)

7.00 6.52
5.94 6.13 5.98
z 5.08
o
S 5.00
= 3.96
* 4.00 3.49 e
3.00
1 2 3 4
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Control 1% AEO

Figura 25. Comparacion de la resistencia a la traccion de biopeliculas Control (0% AEO) y

biopeliculas al 1% AEO. Fuente: Autoria propia, 2020.
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Elongacion (%)
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Figura 26. Comparacion de la elongacion de biopeliculas Control (0% AEO) y biopeliculas al 1%

AEO. Fuente: Autoria propia, 2020.

4.4.2. Propiedades Fisicas

a) Espesor

Los tratamientos presentaron una diferencia significativa (P <0,05). Para las biopeliculas
con 1% de AEQ, se observa un menor espesor con promedio 0.07 mm, a comparacién de las
biopeliculas control con un espesor de 0.11 mm, este comportamiento se observa en la figura 27.
Este resultado indicé que las aglomeraciones de pequefas particulas de aceite esencial en la
pelicula no tuvieron un efecto pronunciado sobre el espesor, algunas de las causas podrian ser la
eficaz homogenizacion de la emulsion, la volatilizacién del aceite esencial durante la elaboracion
y secado, etc. Este resultado no se relaciona con lo reportado por Song, Zuo y Chen (2017) donde
el espesor no tuvo un efecto pronunciado al aumento. De igual forma, contradice lo afirmado por
Amaral do Evangelho ef al. (2019), quien menciona que la incorporacion de aceite esencial de
naranja aument6 el espesor de las peliculas atribuyendo este comportamiento a la red de
microgotas de aceite esencial en la matriz polimérica, plegando la compacidad de la estructura de

la matriz de almidon.
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Figura 27. Comparacion del espesor de biopeliculas Control (0% AEO) y biopeliculas al 1% AEO.

Fuente: Autoria propia, 2020.

4.4.3. Propiedades Antimicrobianas

a) Actividad antimicrobiana

Tal como se reportd anteriormente, la actividad antimicrobiana de la biopelicula al 1% de
almidon se presenta frente a Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus, siendo mds efectiva frente
a S. aureus como se aprecia en la figura 28.

Actividad Antimicrobiana (mm)

= 896 84t
% .
G 7.00 -
o
I 6. —6=13
=z 6.00 589~ ’
w
£ 5.00
% 1 2 3 4
N MUESTRAS
= Staphylococcus aureus = == Bacillus cereus

Figura 28. Comparacién de la actividad antimicrobiana de biopeliculas al 1% AEO. Fuente:

Autoria propia, 2020.
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Segun los valores presentados en la Tabla 13 para algunos plasticos, el polietileno de baja densidad
presenta la resistencia a la traccion mds cercana a la biopelicula formulada al 1% de AEO (4.03
MPa), mientras que la elongacion (30.21 %) presenta una alta variacion con respecto al polietileno

de baja y alta densidad, polipropileno y celofan.

Tabla 13

Propiedades mecdnicas de algunos pldsticos utilizados en la industria alimentaria

Resistencia la Traccion Elongacion

Material (MPa) (%)
Polietileno de baja densidad 9-17 500
Polietileno de alta densidad 17-35 300

Polipropileno 42 300

Celofan 85.8+8.9 -

Fuente: Krotcha (como se cité en Pandia, 2020).

S. CONCLUSIONES
. La mejor formulacién de la biopelicula fue 60% de sorbitol, 95°C temperatura de
proceso y 50% almidén de maiz: 50% almidén de papa, cuyo valor de resistencia a la
traccién es 6.23 MPa y de elongacién 14.67 %.
. Las biopeliculas al 2.5 % de aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) presentaron
mayor inhibién de la cepa Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus frente a las de 1%

de AEO, sin embargo, la biopelicula al 1% presenté mejor apariencia fisica.
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Las biopeliculas al 1% de AEO presentaron espesor de 0.07 mm y propiedades

mecanicas de 4.03 MPa en resistencia a la traccion y 30.21 % de elongacion.

RECOMENDACIONES
Profundizar el estudio de biopeliculas con diversas mezclas de almidones obtenidos a
partir de residuos agroindustriales.
Realizar la aplicacion de biopeliculas de esta formulacién para determinar la
efectividad del envase comestible.
Aplicar como agente antimicrobiano aceites esenciales a partir de residuos

agroindustriales
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ANEXOS

ANEXO 1. Modelo de Informe de resultados emitido por el texturémetro.
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TexturePro CT V1.3 Build 14

Brookfield Engineering Labs, Inc.

INFORME DATOS

Descripcion Muestra

Nombre Producto: almidon
Nombre de lote: A1 .48h.acond.
Ejemplo: 1
Dimensiones:
Forma: Cilindro
Longitud: 0.00 mm
Anchura: 0.00 mm
Altura: 0.00 mm

Notas:

Método Test

Fecha: 28/03/2006
Tipo de Test: Ten=zién
Objetivo: 50.0 mm
Esperar t.: 0=
Carga Activacion: 15.0 g
Vel. Test: mm/ =
Velocidad Vuelta: 4.5 mm/ =

Contador ciclos: 1

Hora: 12:44:00 a.m.
Tpo. Recuperacion: 08
Mizmo activador: Falso
Velocidad Pretest: 2 mm/=

o

Fr. Muestreo: 10 puntos/s
Sonda: TA10
Elemento: TR-RT-KT

Celda Carga: 1500g

eg

Resultados
Pico Carga: 284.2 g
Deformacion segun Pico Fuerza: 42.97 mm
Trabajo: 35.69 mJ
Carga Final: -14.2 g

TexturePro CT V1.3 Build 14 Brookfield Engineering Labs, Inc.

INFORME DATOS

Descripeitn Muestra
Hombre Products: almidor
Mombre de lote: C14 A
Ejempior 1

Dimensiones:

Forma: Cilindra
Long#tud:
Anchura:

Altura:

Hotas:

Método Test

Carga Activacion: 0,09
Vel Test:

Velocidad Vuelta: 4.5 mm/n
Contador ciclos!

Resultados
Pico Carga:  1e85.0 g
Deformacidn segun Pico Fusrza;
Trabajo:  10.18 mJ

Carga Final: 1s8s.0 g

Resultados

Pico Carga:

ormacion segun Pico Fuerza:

Trabajo:

Carga Final:

1685.8 g
1.46 mm
10.18 mJd

1685.8 g
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Anexo 2. Flujo de operaciones para la elaboracién de biopeliculas a base de mezcla de almidén
de maiz - papa y sorbitol.

_______________________________________________

| FACTOR 1 Proporcion de Mezcla Binaria de

IR |

Materia Prima | almidones  100P:0M. 75P:25M. S0P:50M
) ¥ .
Mezclado | 4% pip Almidén/H,0 (Fraccion agua fria v agua |
- y ~ 1 caliente) !
(. N I
*‘!'*E‘m“;[;flﬁhﬂﬂ RPM i FACTOR 2: Temperatura de proceso: 85 “C- 095 °C !
L. A
s 1" ~ N
Incorporacion de | FACTOR 3: Concentracién de Sorbitol: 60% p/p- |
Sorbitol | 209 pip :
\ 'r e ,'
s i . it e e T .
Agitaciona 600RPM |\ FACTOR 2: Temperatura de proceso: 85 °C—95°C !
por 30° e e e e LT !
L A
] s & \

Sonicar a 40° por 10°

b, A
, ¥ ﬁ
Secadoa40® por 18 h
— %

Acondionado a 25°C
v30£5"Cpor4dh

% $

Producto Final i Biopeliculas a base de mezclas binarias de almidones i
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Anexo 3. Flujo de operaciones para la elaboracién de biopeliculas a base de mezcla de almidén
de maiz - papa, sorbitol y AEO

Proporcidn de Mezela Binaria de almidenes

Matenia Prima zelaccionada
- l -, . . _
Meszclado 4% pp Almid6n/H:0 (Fraccidn agna friay
aguz calisnte)
L 4

. 4

-
Agitacidn 3 600 EPM
por 1h

E 2

Incm'pc-ra_l:ién de Concantracion de Sorbitol Seleccionada
Sorbitol

R =

-
Azifacion a 600 REPM
por 30°

L. -

E 2

ra R

Somicar 2 40° por 109

=y
* )T T T T T TS T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e T \\

-
Temperatura de proceso selaccionada

"y

~

Temperatura de proceso selaccionada

L

[ oz 1
Adicién de Gelatina | | Factor: Concentraciéon de AEO: 0%,1%
2% v AEQ i y 2.5% |
I |
* L /
Homogenizar a 13500
FPM por 17 v 20300
per 37
L -
) . y
Sonicar 2 40° per 10F
L * -
[ Becado 2407 por 18 B ]
"' E Biopeliculas a basae de mezclas binarias de almidones y i
Products Final | AED l
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Anexo 4. Imdgenes de biopeliculas del disefio factorial multinivel

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 11

Tratamiento 3

Tratamiento 6
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Anexo 5. Andlisis de Varianza para Resistencia a la Traccién

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: Concentracién de Sorbitol 21.1876 1 21.1876 169.66 0.0000
B: Temperatura de Proceso 0.948037 1 0.948037 7.59 0.0141
C: Proporcion de AMaiz y APapa 14.9963 1 14.9963 120.08 0.0000
AB 2.07094 1 2.07094 16.58 0.0009
AC 1.33981 1 1.33981 10.73 0.0048
CC 5.94317 1 5.94317 47.59 0.0000
Blogues 0.0287042 1 0.0287042 0.23 0.6381
Error total 1.99815 16 0.124884

Total (corr.) 48.5127 23

R-cuadrada = 95.8812 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 94.0792 porciento

Error estandar del est. = 0.35339

Error absoluto medio = 0.232674

Estadistico Durbin-Watson = 2.212 (P=0.5298)

Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.139154

Anexo 6. Andlisis de Varianza para Elongacién

Fuente Suma de Cuadrados |Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
A: Concentracién de Sorbitol 528.376 1 528.376 72.52 0.0000
B: Temperatura de Proceso 232.193 1 232.193 31.87 0.0000
C: Proporcion de AMaiz y APapa 15.7014 1 15.7014 2.15 0.1615
AB 0.0852042 1 0.0852042 0.01 0.9152
AC 18.9008 1 18.9008 2.59 0.1268
CC 35.7938 1 35.7938 4.91 0.0415
Bloques 4.6552 1 4.6552 0.64 0.4358
Error total 116.583 16 7.28641

Total (corr.) 952.287 23

R-cuadrada = 87.7576 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 82.4016 porciento
Error estandar del est. = 2.69934

Error absoluto medio = 1.72458

Estadistico Durbin-Watson = 2.69611 (P=0.9209)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0.365744

Anexo 7. Biopeliculas con la mejor formulacién, control y al 1% de AEO.

comtael. T\
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