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Resumen

El presente estudio tuvo por objetivo desarrollar biopeliculas activas a base de almiddn
de mandioca aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) reforzado con organoarcilla. El
trabajo consistié en dos partes, la evaluacion del almidon de mandioca, mediante un disefio
ortogonal L4 (2%), evaluando el efecto del tipo de extraccion, temperatura de secado y tipo de
geometria sobre la temperatura de gelatinizacidn, poder de hinchamiento e indice de absorcién
de agua y solubilidad de agua. El andlisis de varianza mostrd que el tipo de extraccién generd
diferencia significativa (p<0.05) en la temperatura de gelatinizacion. El mejor tratamiento se
eligié mediante la grafica de efectos principales (tipo de extraccion: via himeda, temperatura: 55
°C, tipo de geometria: ldminas) al cual se le realizo analisis fisicoquimicos, propiedades
funcionales, morfologico y térmicos. De igual forma se caracterizd la organoarcilla sodica
mediante la DRX presentando un pico caracteristico en 26= 7,52° (dyo,= 11,768 A 0 1,17 nm).
En la segunda parte se trabajo con un disefio factorial fraccionado 3** para la elaboracion de
biopeliculas producidas a partir de soluciones concentradas de organoarcilla (0,2; 0,4; 0,6
9/100g), aceite esencial (0,1; 0,2, 0,3 g/100g) y almidon de mandioca (5, 6, 7 g/100g), donde se
caracterizO sus propiedades mecanicas (fuerza de ruptura y elongacion), PVA, solubilidad,
actividad antimicrobiana (enterobacterias y Staphylococcus aureus). El analisis de varianza
indico que las variables independientes (organoarcilla, aceite esencial y almidon) generaron
diferencias significativas (p<0,05) en las propiedades mecanicas, solubilidad y actividad
antimicrobiana de las biopeliculas; sin embargo la variable signicativa para PVA fue el almiddn
de mandioca. Se obtuvieron peliculas homogéneas con mayor resistencia a la fuerza de ruptura,
elongacion, solubilidad, permeabilidad e inhibidor de enterobacterias y Staphylococcus aureus
en concentraciones de organoarcilla (0,4 a 0,6 g/100g), aceite esencial (>0,3 g/100g) y almiddn
de mandioca (6 a 7 g/100g).

Palabras clave: Biopelicula, organoarcilla, aceite esencial de romero, almidén de mandioca.
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Abstract

The objective of this study was to develop active biofilms based on cassava starch
reinforced with rosemary essential oil (Rosmarinus officinalis) and organoarcilla. The work
consisted of two parts, the evaluation of cassava starch, by means of an orthogonal design Ls
(2%), evaluating the effect of the extraction type, drying temperature and geometry type on the
yield, temperature of gelatinization, swelling power and water absorption index and water
solubility. The analysis of variance showed that the type of extraction generated significant
difference (p <0.05) in the temperature of gelatinization. The best treatment was chosen by means
of the graph of main effects (type of extraction: humid way, temperature: 55 °C, type of
geometry: sheets) to which physicochemical, functional, morphological and thermal analyzes
were carried out. Similarly, the organoclay sodium was characterized by the XRD presenting a
characteristic peak at 26=7,52° (dyo,= 11,768 A 0 1,17 nm). In the second part we worked with
a fractional factorial design 33-1 for the production of biofilms produced from concentrated
solutions of organoclay (0,2; 0,4;0,6 g/100g), essential oil (0,1; 0,2; 0,3 g/100g) and cassava
starch (5, 6, 7 g/100g), where its mechanical properties (breaking strength and elongation), WVP,
solubility, antimicrobial activity (enterobacteriaceaes and Staphylococcus aureus) were
characterized. The analysis of variance indicated that the independent variables (organoclay,
essential oil and starch) generated significant differences (p<0,05) in the mechanical properties,
solubility and antimicrobial activity of biofilms; however, the significant variable for PVA was
cassava starch. Homogeneous films were obtained with greater resistance to the breaking
strength, elongation, solubility, permeability and inhibitor of Enterobacteriaceae and
Staphylococcus aureus and to organoclay (0.4 to 0.6 g/ 100 g), essential oil (>0.3 g/ 100g) and
cassava starch (6 to 7 g / 100g).

Key words: Biofilm, organoclay, rosemary essential oil, cassava starch.

Xiv



CAPITULO I: INTRODUCCION

Los plasticos derivados de petréleo crudo han suministrado la mayor parte de los
materiales para la fabricacion de envases, debido a sus caracteristicas (elevada disponibilidad,
buena resistencia mecéanica, fisica y de barrera). Sin embargo, la acumulacién de estos envases
sintéticos han generado serios problemas ecoambientales por su falta de biodegradabilidad, lo
que ha impulsado a la busqueda de bioplasticos degradables como fuente de conservacién y

reduccion en el impacto ambiental (Diaz, 2015; Silva y Silva, 2016).

Los bioplasticos degradables son aquellos biomateriales que son capaces de
descomponerse quimicamente por la accién de microorganismos ya sea con ausencia o presencia
de oxigeno en el medio ambiente. Entre estos biopolimeros destaca el almidén por sus grandes
ventajas como su bajo costo, biodegradabilidad, facil acceso y gran disponibilidad en el mercado;
también tiene una gran importancia a nivel industrial en la produccion de envases biodegradables
ya que permite obtener peliculas homogéneas, inodoras e incoloras con baja permeabilidad al
oxigeno, didxido de carbono y lipidos (Ortiz et al., 2015).

Las peliculas a base de biopolimeros presentan ciertos inconvenientes tales como baja
resistencia mecanica, alta higroscopicidad y permeabilidad al vapor de agua, que conlleva a tener
propiedades mecanicas inferiores en la tensibn maxima, el porcentaje de elongacion y el modulo
de elasticidad (Oses, 2006). Esto genera que las biopeliculas se degradan facilmente, sean fragiles
y se produzca una ruptura en su superficie, reduciendo la vida util del producto ademas, de pérdida
de aroma y dafos fisicos en el alimento (Pelissari, 2013 y Avelino, 2009).

Una de las posibles estrategias para mejorar las propiedades de biopeliculas a partir de
almidén de mandioca (Manihot esculenta), es mediante la combinacion de otros materiales como
el glicerol que es un plastificante que permite disminuir la fuerzas de atraccién intermolecular

aumentando su flexibilidad y resistencia a la fractura (Mali et al., 2005).



Las peliculas sin presencia de agentes antimicrobianos o antioxidantes quedan expuesto
a la contaminacion microbioldgica (Vazquez y Guerrero, 2013); los microorganismos creceran
en forma diferente después de su adhesion a su superficie, causando la putrefaccion, olores
desagradables y convirtiéndose en fuente de transmision de patdégenos (Holah et al., 1992).

Por ello la adicién de aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) en el desarrollo
de peliculas, mejora sus caracteristicas de barrera aumentando la fraccion hidréfoba de estas, por
otro lado actuan como vehiculo de sustancias activas para prevenir e inhibir el desarrollo y
crecimiento de microorganismo patdégenos en los alimentos, alargando asi su vida anaquel y
conservando sus caracteristicas sensoriales (color, olor y sabor) (Quintero, Falguera y Mufioz,
2010; Mendoza, Rodriguez, 2007).

La incorporacion de la organoarcilla a las biopeliculas a base de almidon refuerza a las
propiedades mecanicas tales como su fuerza de ruptura y elongacion, da mayor resistencia al
calor y proporciona propiedades de barrera mejoradas (Bae et al., 2009).

El objetivo de la investigacion es desarrollar y caracterizar la biopelicula activa a base de
almidén de mandioca (Manihot esculenta) y aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis)
reforzado con arcilla organicamente modificado (organoarcilla).

Los objetivos especificos fueron extraer almidon nativo de mandioca (Manihot
esculenta) empleando la tecnologia de via himeda y seca, determinar las propiedades tecno-
funcionales, fisicoquimicas, morfoldgicas y térmicas del almidén nativo de mandioca (Manihot
esculenta), caracterizar la organoarcilla a partir de la arcilla bentonita sodica, empleando las sales
de amonio cuaternarios, desarrollar la biopelicula activas a base de almidon de mandioca
(Manihot esculenta), aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis) reforzado con
organoarcilla por proceso tecnolégico de casting aplicando disefio de experimentos y caracterizar
las propiedades mecanicas, permeabilidad de vapor de agua, solubilidad de agua y actividad

antimicrobiana de la biopelicula activa.



CAPITULO II: REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Biopelicula

Los polimeros sintéticos, son materiales mas usados por la industria, contribuyen al
aumento de desechos, teniendo gran influencia indeseable para el medio ambiente. En general,
deriva de ello el diéxido de carbono, gas metano, componentes celulares microbianos y otros
productos; para ello surge la intencién de sustituir los embalajes sintéticos, por materiales con
capacidad de biodegradacion (Leja y Lewandowicz, 2010).

El interés creciente en la produccion de bioplasticos degradables, a partir de biopolimeros
que pueden ayudar a minimizar el impacto ambiental de los plasticos sintéticos. Sin embargo, la
produccion de los polimeros biodegradables todavia presenta un alto costo en comparacion con
la produccion de los polimeros convencionales. Por lo tanto, los polimeros de origen agricola,
como el almiddn, pueden utilizarse para formular envases biodegradables (Bertan, 2003). Los
polimeros mas usados son poliésteres alifatico (polyllactide, polietileno), proteinas
termoplasticas y almidon; este Gltimo obtuvo mejores resultados en la evolucion de sus
propiedades de barrera (Liao y Wu, 2009).

Camacho, Vega y Campos (2011) indican que los polimeros biodegradables o
biopolimeros son utilizados en peliculas activas, solo son los que tienen peso molecular alto ya
que proporcionan fuerza de cohesion, capacidad de fusion, los usos y beneficios son:

- Mayor plazo de caducidad.
- Mejora las caracteristicas organolépticas como olor, apariencia, sabor.
- Reduccién del volumen y residuos de empaque.
- Funcidn de soporte de agentes antimicrobianos y antioxidantes.
Los polimeros se clasifican, en no renovables cuya procedencia es del petréleo, como por

ejemplo, el poli (e-caprolactona) (PCL) y los renovables derivados de biomasa como el almidén,



celulosa, quitosano, coladgeno, proteina entre otros (Oliveira, 2009). Existen tipos de polimeros
biodegradables disponibles en el mercado:
- Agropolimeros: polimeros que se encuentra presente en la naturaleza o de obtencion del
fraccionamiento de la biomasa como las proteinas y polisacaridos.
- Poliésteres biodegradables: polimeros obtenidos a causa de la fermentacién de la
biomasa, plantas genéticamente modificadas o monémeros (Averous y Boquillon, 2004).
Las ventajas de las peliculas comestibles y biodegradables pueden justificarse con base
en las posibilidades funcionales de las mismas, controlar la migracién de vapor de agua;
permeabilidad al oxigeno, didéxido de carbono y la migracion lipidica de un sistema
alimenticio. Ademads, pueden introducirse aditivos a la pelicula, tales como:
antioxidantes, aromas y agentes antimicrobianos, mejorando con ello la integridad del

producto (Martins De Sousa, 2012).

2.1.1 Biopelicula activa

Biomateriales con tecnologias destinadas a interactuar con el entorno de gas interno y/ o
directamente con el producto, esta nueva metodologia modifican el entorno del gas (interactuar
con la superficie del producto) mediante la eliminacién de gases o la adicion de gases al espacio
libre del paquete. La atmdsfera interna puede estar controlada por sustancias que liberan gases o
vapores. Algunos ejemplos de sistemas de envasado activos incluyen captadores de oxigeno,
captadores o emisores de dioxido de carbono, adsorbedores o controladores de humedad,
captadores de etileno, emisores o absorbentes de aroma, sistemas enzimaticamente activos y
sistemas antimicrobianos. Incorporado en las propiedades antimicrobianas como un
antioxidantes, innovador concepto de embalajes de los alimentos, asi extienden la vida util o
mantener, mejorar o controlar la calidad y la seguridad de los alimentos (Ahvenainen, 2014).

Estos nuevos sistemas de envasado de alimentos se han desarrollado como respuesta a

las tendencias en las preferencias de los consumidores hacia productos alimenticios conservados,

4



frescos, sabrosos y convenientes con una vida Util prolongada. Ademas, presentan grandes
desafios para la industria del envasado de alimentos que actda como fuerza motriz para el
desarrollo de conceptos de embalajes nuevos y mejorados que extienden la vida util,

manteniendo la seguridad y calidad de los alimentos envasados (L6opez-Rubio et al., 2004).

2.1.2 Biopelicula inteligente

Los empaques inteligentes son sistemas capacez de llevar a cabo funciones inteligentes
(detectar, registrar, rastrear, comunicar y aplicar légica cientifica) para facilitar la toma de
decisiones, extender la vida util, mejorar su calidad, proporcionar informacion y advertir sobre
posibles problemas. Su capacidad de comunicacion: dado que el envase y el alimento se mueven
constantemente durante todo el ciclo de la cadena de suministro, el empaque es el mejor
acompafiante del alimento y se encuentra en la mejor posicion para detectar cambios
significativos (Yam, Takhistov, y Miltz, 2005).

Se incorpora sensores 0 nano sensores para monitorear e informar sobre el estado de los
alimentos, son empaques que detectan algunos de los cambios fisicos del alimento, usado para
verificar la efectividad e integridad de los sistemas de envasado activo; son capaces de detectar
y proporcionar informacion sobre la funcion y las propiedades de los alimentos envasados,
proporcionan garantias de integridad de los envases, pruebas de manipulacion, seguridad y
calidad del producto, utilizados también en aplicaciones tales como autenticidad, antirrobo y
trazabilidad del producto (Coles, McDowell y Kirwan, 2003).

Hay dos tipos basicos de dispositivos de empaque inteligente: portadores de datos
(etiquetas de codigos de barras e identificacion por radiofrecuencia que se utilizan para
almacenar y transmitir datos, e indicadores de empaques (como indicadores de tiempo-
temperatura, indicadores de gas, biosensores) que se utilizan para supervisar el entorno externo

y emitir advertencias. Estos dispositivos proporcionan un canal de comunicacion entre el entorno



externo y otros componentes en el sistema, ademas es un empaque inteligente empleado en

multiples dispositivos de toda la industria (Yam, Takhistov y Miltz, 2005).

2.1.3 Biopeliculas a base de almiddn

Los problemas causados por el material sintético de los embalajes, ha llevado a la
industria a prestar atencion a las peliculas a partir de polimeros naturales que constituyen una
alternativa real, para disminuir el uso de materiales no degradables y no renovables en la industria
del embalaje (Carvalho, Avérous y Tadini, 2011).

Por ello cientificos de toda parte del mundo desarrollan peliculas a base de un
biopolimero como el almidon, que representa la materia prima (MP) més utilizada, sea en su
forma nativa, modificada quimicamente o como mezclas entre almidones de diferentes fuentes.
El uso de esta MP es debido a su abundancia en el reino vegetal y la elevada degradabilidad,
ademas sus diferentes caracteristicas morfoldgicas, funcionales estan relacionadas con la
proporcion y la estructura de la amilopectina y amilosa en el granulo de almidon, haciendo
posible la aplicacion diversificada de este material en una variedad de productos industrializados.
Las propiedades de estos polimeros han sido ampliamente estudiadas por diferentes
investigadores tales como Araujo, (2008); Miramont, (2012); Mehyar y Han, (2006); Arévalo et
al., (2018); Wilhem et al., (2003); Pelissari et al., (2009); Rocha et al., (2014); Chivrac et al.,
(2010); Flores et al., (2006), Jyothi et al., (2007); Borda, (2008); Charles et al., (2005) y otros,
donde sus investigaciones realizadas han mostrado que estos recubrimientos pueden reemplazar

los materiales de empaquetamiento tradicionales, pues sus propiedades son equivalentes.

2.2 Almidon termoplastico

El almiddn es el mas abundante carbohidrato que se encuentra en los tejidos de granulos
intracelulares; ademas es conocido como fécula no obstante este término va dirigido a la
sustancia amilacea extraida de las raices, tubérculos y rizomas, el término almidén es usado para
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los extraidos de granos y cereales. Las fuentes principales de almidon en el la industria son: maiz,
trigo, arroz, papa y mandioca (Oliveira, 2009).

Por su uso en diferentes aplicaciones en la industria alimentaria, la evaluacion de sus
propiedades funcionales dependerd de su fuente botanica, modificaciones quimicas,
composicion, pH y fuerza idnica (Fama, Rojas, Goyanes y Gerschenson, 2005).

Segun Martinez (2015) el almidon termoplastico se puede obtener del almiddn nativo
mediante la ruptura de granulos y plastificacion. Se produce a través de la transformacién de
granulos en un material homogéneo, destruyendo los enlaces de hidrdgeno entre las moléculas
de almidén y con la formulacién de enlaces de hidrogenos de las moléculas del plastificante
afiadido.

Los almidones se rompen rapidamente al ser secados en condiciones ambientales, por la
presencia de sus enlaces de hidrégeno intramoleculares en la amilosa y amilopectina. Sin
embargo la presencia de plastificantes en altas temperaturas, hace que el almidon se disuelve y
fluye rapidamente, permitiendo procesar los plasticos convencionales a través de equipos de
extrusion, el termo formado, moldeado por inyeccién y moldeo por comprension al vaciado o
casting (Ma et al., 2007).

El almiddn tiene una naturaleza hidrofilica que no permite su uso en ambientes con alta
humedad, en comparacién de los polimeros tradicionales. A pesar de ello esto se puede evitar
mediante algunas técnicas como el uso de plastificantes, almidon modificado, lipidos entre otros
(Martinez, 2015).

La funcion de los plastificantes es atraer las moléculas del agua alrededor de ellos,
provocando la reduccién de su peso molecular del almidon y después incrementar la flexibilidad
del mismo. EI almidon es transformado de un material granular cristalino a una pasta amorfa

durante el proceso de plastificacion (Smits et al., 2003).



El granulo de almidon es una mezcla de dos polisacéridos, amilosa y amilopectina, en
diferentes proporciones en funcién del origen botanico. Seguin Badui (2006), el almidén es una
mezcla de dos polisacaridos: amilosa y amilopectina; el primero es producto de la condensacion
de D-glucopiranosas por medio de enlaces glucosidicos o (1,4) que tiene varias cadenas lineales
con 200 - 2500 unidades repetitivas de a- maltosa, esta tiene una facilidad para adquirir una
conformacion tridimensional helicoidal en la que cada vuelta de la hélice consta de seis

moléculas de glucosa, como se muestra en la figura 1.

CHEOH CH OH CH OH
H A2 H H - H
H
OH H O H H L
.0 O....
H OH OH En1ace1 -4 H OH

Figura 1. Estructura quimica de la amilosa (Badui, 2006)

Esta molécula es insoluble en agua, pero puede formar micelas hidratadas por su
capacidad para enlazar moléculas vecinas mediante puentes de hidrogeno generando una
estructura helicoidal que es capaz de desarrollar un color azul por la formacion de un complejo
yodo (De los Angeles, 2016).

Los almidones ricos en amilosa, presentan buenas propiedades mecanicas (Tension,
deformacidn, rigidez, elasticidad), son menos solubles y pueden formar geles opacos (Rios,
2014).

La amilopectina tiene una estructura con ramificaciones de formas moleculares similar a
la de un arbol, cuyas ramas estan unidas al tronco central por enlaces a-D-(1,6), localizadas cada

15-25 unidades lineales de glucosa, las cadenas formadas pueden contar de 10,000 a 20,000



unidades (Badui, 2006). Como se muestra en la figura 2. La amilopectina es parcialmente soluble

en agua caliente y presencia de yodo que produce un color rojizo violeta (De los Angeles, 2016).

CH,OH
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Figura 2. Estructura quimica de la amilopectina (Badui, 2006)

Arévalo et al., (2018) mencionan que la estructura del almidén contiene
aproximadamente 17-27% de amilosa y el porcentaje restante estd constituido por la
amilopectina, la concentracion relativa de estos dos polimeros esta regida por factores genéticos

de cada cereal, tubérculo, frutas, etc.

2.2.1 Fuentes de almidon

Segun Rios (2014) existen dos tipos de fuentes de almiddn:
a) Almidones de fuentes convencionales
Son llamados asi a los cultivos de almiddén que cominmente se obtiene producto de ello,
entre los mas importantes son el maiz, trigo, arroz y papa. Cuyas ventajas son aplicables en la
industria por su capacidad de gelificacion, flexibilidad fuerza de adhesion, etc. Y las desventajas
es que son utilizadas directamente como alimento, por lo que su precio de venta es mayor y su

disponibilidad esta en riesgo.



b) Almidones de fuentes no convencionales
En los ultimos afios se ha extraido almidon de fuentes no muy comunes tales como el
makal (Xanthasoma yucatonensis), camote (Ipomea batata), mandioca (Manihot esculenta) y el
sagl  (Marantha  arundinacea) entre otros mas en  diferentes  paises.
Esta busqueda de fuentes alternas de almidon se da por las siguientes razones:
— Satisfacer la demanda en las industrias que tiene como materia prima el almidon.
— Buscar almidones con propiedades funcionales tecnoldgicas diferentes o0 mejores
a las convencionales.
— Tratar de resolver dificultades en produccion de alimentos debido a factores de

productividad de la degradacion de la tierra y problemas de riego.

2.2.2 Almiddn de mandioca (Manihot esculenta)

2.2.2.1 Generalidades

La mandioca (Manihot esculenta), mejor conocida por sus nombres comerciales
mandioca o cassava, es originaria del tropico sudamericano. Este tubérculo es considerado como
uno de los principales productos alimenticios después del trigo y arroz (Laurent y Argiello,

2001).

2.2.2.2 Descripcidén botéanica y taxondémica

La mandioca (Manihot esculenta) tiene multiples centros de origen, muchos sugieren que
los cultivos fueron originados en el extremo sur de la Amazonia brasilefia (Léotard et al., 2009;
Olsen y Schaal, 1999). El arbusto perenne lefioso, que crece de 1 m a 5 m de altura; ha sido
cultivada principalmente por sus raices almidonadas por casi 9000 afios, convirtiéndola en uno

de los alimentos mas antiguos de la agricultura; ya que su cultivo se adapta a ecosistemas
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adversos y climas marginales (Howeler et al., 2013).En la figura 3 se muestra la planta de la

mandioca y en la tabla 1, se detalla la taxonomia de este tubérculo.

Figura 3. Planta de mandioca (A) y raiz de mandioca (B) (Suarez y Meredos, 2011).

Tabla 1.Taxonomia de la mandioca (Hillocks, Thresh y Bellotti, 2002)

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae

Orden Euphorbiales
Familia Euphorbuaceae
Especie Manihot Mills
Nombre binomial Manihot Esculenta Crantz

En la tabla 2, se muestran los porcentajes de amilosa y amilopectina de los almidones

mas comunes y el tamafio del granulo de los almidones.
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Tabla 2. Composicion de almidon de mandioca con otros tubérculos (FAO, 2007)

Caracteristicas de algunos almidones comunes

Tipo Amilosa (%) Amilopectina (%) Tamafo (um)
Maiz 23 73 5-25
Papa 22 78 5-100
Mandioca 18 82 5-35
Sorgo 0-1 99-100 5-45
Trigo 24 76 11-41
Oca 29 71 20-29
Pituca 18-25 72-83 4-11

2.2.2.3 Distribucion geogréfica

La mandioca es un tubérculo que tiene una extensa distribucion geogréafica alrededor del
mundo, la cual se ha desarrollado ampliamente en el area de los tropicos americanos (Venezuela
y Colombia), hasta el noreste de Brasil, expandiéndose hasta los continentes de Africa y Asia.
En la actualidad los cultivos de mandioca se encuentran en las zonas andinas de Latinoamérica

(Organizacién Mundial de la Salud [OMS], 2017).

2.2.2.4 Usos

Las principales ventajas de acuerdo a los usos de la mandioca, es la produccion de
carbohidratos debido a su alto contenido de almiddn, la cual se usa en mas de 300 productos
industriales. Asimismo, el almiddn tiene mucha demanda para la industria alimentaria y no

alimentaria (OMS, 2009).
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En la agroindustria, el almidén de mandioca se usa para producir adhesivos de bajo costo
y para prensar la madera, pero también en la elaboracion de productos farmacéuticos, papel,

textiles, cerveceria y cosméticos (Arenas, 2006).

2.2.2.5 Produccion

La produccion de la mandioca ha crecido dréasticamente en la agricultura mundial. La
cosecha del 2011 alcanz6 niveles récord, gracias a la expansion del comercio mundial de
productos de mandioca y al fuerte crecimiento de la produccion en Africa-Nigeria (Howeler et
al., 2013).

El Ministerio de Agricultura y Riego (MINAGRI, 2017) reporta que la produccion
nacional de mandioca es 60,5 mil toneladas en el 2017, ocupando el puesto nimero cuatro en la

produccion de raices y tubérculos en el Perd.

2.3 Arcilla bentonita

Los minerales de arcilla consisten en pequefias particulas cristalinas con laminas
tetraédricas de silice-oxigeno y una lamina octaédrica de aluminio o magnesio, donde un ion de
aluminio o magnesio se coordina octaédalmente con seis oxigenos o hidroxilos (Salam, Kosa y
Al-Beladi, 2017).

La bentonita es un importante mineral comercial compuesto principalmente por un grupo
de esmectitas de minerales de arcilla. Tiene amplias areas de aplicacion tales como lodo de
perforacién o gel de perforacion, arena de moldeo por fundicién, industria de granulacion de
alimentos, sellado de estanques de agua dulce, aguas residuales y lagunas de agua industrial,
fungicidas, aerosoles, limpiadores, abrillantadores, materiales ceramicos, papel, cosméticos y
medicamentos, y aplicaciones donde se requieran sus propiedades unicas de adhesion,

suspensién o gelificante (Uskarci, 2006).
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2.3.1 Montmorillonita (MMT)

La montmorillonita es el principal componente de la bentonita, derivado de la intemperie
de la ceniza volcénica, que puede expandir su volumen original cuando entra en contacto con el
agua.

Las montmorillonitas organicamente modificadas son conocidas también como arcillas
orgénicas y organoarcillas, materiales consistentes en silicatos minerales de capas en dimension
nanomeétrica, que son baratos, no peligrosos, y se caracterizan por una alta reactividad superficial
y estabilidad debido a su gran superficie (Salam, Kosa y Al-Beladi, 2017), las organoarcillas se
sintetizan injertando tensioactivos cationicos [26-29] (como los compuestos de amonio
cuaternario [(CH3) 3NR]+ o [(CH3) 2NRR " + donde R y R’ son hidrocarburos alquilicos o
aromaticos, etc.) sobre minerales de arcilla. La distancia interlaminar del plano d001 de la arcilla
que no se ha modificado organicamente, es relativamente pequefio, y el entorno de la capa
intermedia es hidrofilo. La intercalacion de surfactante organico entre capas de arcillas no solo
los cambia de hidrofilicos a hidrofobicos, sino que también aumenta considerablemente el
espaciado basal de las intercapas.

Las industrias que trabajan con envases suelen utilizar este compuesto por su
disponibilidad y excelentes propiedades de barrera al vapor de agua y gases, al interactuar con
un biopolimero es muy compatible, mejorando significativamente las propiedades mecéanicas y
térmicas de una matriz; su estructura estratificada Unica y sus altas capacidades de intercalacion
les permiten ser modificado quimicamente para ser compatible con polimeros, lo que también
los hace particularmente atractivos en el desarrollo de nanocompuestos poliméricos a base de
arcilla (Assaedi, Shaikh y Low, 2016; Zeng, Yu, Lu y Paul, 2005). Las organoarcillas ha ganado
importancia sobre otras arcillas organicamente modificadas, debido a su abundancia, es amigable
con el medio ambiente y bien estudiada quimicamente, ademas su efecto reforzador del MMT,

también se lo considera como una capa rigida e impermeable, crea una estructura de laberinto
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cuando se dispersa en polimeros, fuerza a los gases y vapores en movimiento, a seguir un camino
tortuoso, y finalmente reduce su tasa de permeacion (Arora y Padua, 2010; Azeredo, 2009).
Por lo tanto, los beneficios pueden incluir una mayor resistencia mecanica, menor
permeabilidad a los gases, mayor resistencia al fuego y en las propiedades de rendimiento que
solo podrian reconocerse en dispersion a nanoescala; aunque la alta relacién de aspecto de la
nanoarcilla es ideal para el refuerzo, las capas de nanoarcilla no se dispersan facilmente en la
mayoria de los polimeros debido a su aglomeracion enérgica preferida, para lograr la dispersion
a nanoescala, la delaminacion y la exfoliacion de estas plaquetas un requisito previo es ver si hay
afinidad entre el nanocomposito y la matriz polimérica, las cadenas de polimero se intercalan a
las galerias de arcilla y las deslaminadas. Sin embargo, la mayoria de los polimeros basados en
petréleo no son compatibles con los minerales de arcilla debido a las diferencias en sus energias
superficiales; y la exfoliacion de plaquetas de arcilla es uno de los principales problemas

encontrados al preparar nanocompuestos (Kadar et al., 2006).

2.3.1.1 Organoarcilla

El término "organoclays” denota una familia de materiales hidrofobos, obtenidos
modificando arcillas y minerales de arcilla con varios compuestos organicos a través del proceso
de intercalacion e injerto de superficie. Organoarcillas (OA) ha encontrado aplicaciones practicas
importantes, especialmente como adsorbentes de contaminantes organicos y como componentes
en la formacion de nanocompuestos de polimeros de arcilla (Bergaya, Lagaly y Vayer, 2013).

Poseen superficies hidrofilas e hidrofobas, asi como una gran porosidad y area de
superficie, estos materiales son potencialmente Utiles como adsorbentes de compuestos
organicos volatiles (COV), asi como de contaminantes organicos e inorganicos en aguas
residuales (Bouberka et al., 2009).

El procedimiento mas comun utilizado para preparar Mt organofilos y otros minerales

arcillosos es la reaccion de intercambio catibnico con un amonio cuaternario.
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2.4 Tecnologia de procesamiento para biopeliculas

El desarrollo y aplicaciones de biomateriales como envases biodegradables estan
dirigidos a las formulaciones de almidones, proteinas (gelatina, proteina de soja, proteinas
miofibrilares, colageno, etc.), también se ha sugerido el uso de materiales compuestos o mezclas
de estos (Souza, 2001).

Las técnicas de elaboracion de peliculas a partir de estas materias primas son también

diversas, siendo las més utilizadas, "casting" y extrusion.

2.4.1 Tecnologia por extrusion termoplastica

Método usado en la elaboracion de peliculas biodegradables, que utiliza una sola etapa
de alta velocidad de procesamiento. Proceso que envuelve fuertemente un material a través de
matrices a condiciones controladas, nos ofrece ventajas sobre los métodos tradicionales
conocidos por la industria (Herald, Obuz, Twombly y Rausch, 2002). La materia prima a utilizar
debera ser gelatinizado empleando calor usando el método de extrusion con presencia de

pequefias cantidades de glicerol (Sonaka, 2007).

2.4.2 Tecnologia por método casting

El método “casting” en la obtencion de biopeliculas, consiste en la deshidratacion de la
solucion filmogénica (SF) en agua destilada con uso de glicerol (plastificante) y el uso de un
antioxidante en la pelicula final. Esta solucién se aplica convenientemente en placas petri,
controlando el didmetro de la pelicula con una pipeta dejando fluir la solucién y evitando la
formacidn de burbujas; con la finalidad de tener una espesura determinada (Araujo, 2008).

Investigaciones reportadas por Vargas et al., (2008) y Thiré et al., (2003), indican que el
espesor de los revestimientos, esta directamente relacionada con su obtencion por via casting,

que permiten tener placas niveladas facilmente de medir.
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2.5 Plastificantes

Sustancias pequefias con alto punto de fusion y baja volatilidad, mas usados en la
elaboracion de peliculas o recubrimientos a base de polimeros con el fin de ablandarlos,
aportando de este modo mayor flexibilidad (Martins De Sousa, 2012). Entre los plastificantes
mas usados son el glicerol, sorbitol o una mezcla de estos dos afiadidas en la solucién
filmogénica; Mathew y Dufresne, (2002) argumentan que el glicerol es el plastificantes mas
usado comunmente en la obtencion de un pelicula a base de almidon. Estos plastificantes por ser
moléculas pequefias son facilmente acoplados entre las cadenas poliméricas debido a su
habilidad en reducir la formacion de puentes de hidrégeno entre las cadenas, causando un
aumento de volumen libre o la movilidad molecular del polimero. Al afiadir un plastificante a
una pelicula generan cambios en sus propiedades fisicas, quimicas y mecanicas.

Segun Martins De Sousa (2012) los principales efectos de los plastificantes sobre el
tratamiento de la obtencion de biopeliculas son:

- Reducir las fuerzas intermoleculares entre las cadenas.

- Aumentar la movilidad y facilitando el deslizamiento entre las cadenas de los
polimeros.

- Reducir las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y de fusion (Tm).

- Modificar las propiedades de barrera y mecanicas de los biopeliculas.

2.6 Antimicrobiano

Los aceites esenciales son los responsables de la mayoria de los olores y sabores de las
plantas, fueron utilizados desde la antigiiedad por el hombre y actualmente tiene una gran
importancia en la industria cosmética, alimentaria como en los condimentos, saborizantes y
conservantes y en la industria farmacéutica como antimicrobiano u antifingicos (Lubbe y

Verpoorte, 2011).
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El romero es un arbusto que pertenece a la familia de las Lamiéceas, sus condiciones
Optimas de altitud esta entre 0 a 3000 msnm, con precipitacion anual de 250 a 2500 nm, con un
pH de suelo 4,5 a 8,7 puede crecer en suelos arenosos, secos, pedregosos teniendo un buen
drenaje para su cultivo (Ramos, 2013).

Estudios realizados en Turquia encontraron que los aceites esenciales de romero poseen
actividad antimicrobiana y antioxidante (Ojeda et al., 2013). El empleo de aceite esencial
principalmente por su efecto antioxidante, se debe a que estan conformados por una gran
cantidad de compuestos de diferente naturaleza; algunos informes sobre la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de romero muestran que inhiben el crecimiento de bacterias y
hongos (Campo, Del Campo, Amiot y Nguyenthe, 2000), donde se necesitd un total de 0,5 % de
extracto de romero para inhibir Staphylococcus aureus a 30 °C, mientras que 0,13 % inhibio la
bacteria a 10 °C. Listeria monocytogenes se inhibio con 0,25 % de extracto de romero a 48 °C,
mientras que de 0,5 a 1 % fue necesario a 30 °C.

Actla como un indicador de la calidad de los alimentos y la vida util, usado como
antimicrobiano, que debe ser activo en las condiciones fisicoquimicas especificas de los
alimentos a bajas temperaturas 4 y 10 °C en comparacion con 30 °C.

Estudios reportados por Fu et al., (2007) proporcionan evidencia de que el aceite esencial
de romero y clavo, representan una fuente potencialmente rica de medicamentos y conservantes
de alimentos contra microorganismos; mostraron actividad inhibitoria para Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, Bacillus cereus, Escherichia coli

y Staphylococcus aureus.

2.7 Emulsionante

La goma arabiga (GA) o goma océcia, es la savia exudada de varias especies de arboles

de la Acacia, quimicamente es una sal neutra o levemente &cida; estd formado por seis
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carbohidratos: galactosa, ramnosa, arabinopiranosa, arabinofuranosa, acido glucourénico y acido
metilglucourénico (Pasquel, 2001).

GA es un biopolimero cominmente utilizado en emulsiones, cuyas caracteristicas que
proporciona como un efectivo emulsionante se debe a su alta solubilidad en agua, baja
viscosidad, buena actividad superficial y la habilidad de formar peliculas protectoras. Esta
produce peliculas con las propiedades de un hidrocoloide y puede formar emulsiones estables
con la mayoria de aceites lo que favorece el control del balance hidrofilico - lipofilico (BHL)
(Chanamai, McClements, 2001).

Un estudio reportado por Ochoa et al., (2013) realizaron peliculas comestibles a base de
biopolimeros (pectina, goma arabiga y goma xantana), cera de candelilla y aceite de jojoba en
pimiento verdes; la mejor pelicula obtenida fue a base de goma arabiga, ya que presenté menos
dafios en la apariencia y prolongando la vida atil del alimento en comparacion con las otras

peliculas.

2.8 Técnicas de caracterizacion

2.8.1 Propiedades mecanicas

Las peliculas de almidon deben ser resistentes a las rupturas y al desgaste para que puedan
proteger al alimento y facilitar su manipulacion. Las propiedades mecanicas dependen de la
técnica de formacion de la pelicula y se su estructura cohesiva que son las conexiones
moleculares entre las cadenas de los polimeros impidiendo su ruptura (Mali et al., 2002 y Mali
et al., 2010).

La incorporacion del plastificante contribuira a la flexibilidad, sin embargo reduce sus
resistencia mecanica, para ello es necesario determinar la influencia de las fuerzas mecanicas
externas a través de ensayo tension-deformacién que dependerd de la espesura y de las

caracteristicas inherentes del material (Mali et al., 2005).
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Las propiedades mecénicas a evaluar:
a) El modulo de Young (MPa)
Es la relacion entre la tension de traccion y la deformacién en la regién elastica, en la
que la respuesta del cuerpo de prueba al estiramiento es creciente y linealmente proporcional a
la traccion impuesta; es un indicador de rigidez de una pelicula (Borda, 2008).
b) Elongacion o estiramiento (%)
Método que mide la capacidad de cambio de longitud de la biopelicula antes de romperse.
Seré determinada mediante el porcentaje de elongacién que definiré su flexibilidad (Wang et al.,

2007 y Borda, 2008) (Ec. 1).

e (%) = —DfD__Di

i

X100 coe oo e (B D)

Donde & (%) es el alargamiento porcentual, Dy distancia de alargamiento hasta la ruptura
(mm) y D; distancia inicial entre las lineas de referencia (mm).
c) Fuerza de Corte o tension de ruptura (MPa)
Determina la resistencia maxima a la ruptura o desgarro de la biopelicula (Wang et al.,

2007 y Borda, 2008), mediante la siguiente ecuacion:

To(MP@) = = oo (EC.2)

Donde F es la fuerza maxima de ruptura y A el area de seccion transversal de las peliculas,

obtenido al multiplicar el ancho y el espesor promedio de las tiras de pelicula.

2.8.2 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La estructura del plastico se encuentra ligadas con la composicion y proceso de formacion
de los materiales, siendo estas las principales determinantes de sus propiedades. La metodologia

mas empleada en la caracterizacion de materiales es la microscopia electronica de barrido, debido
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a sus caracteristicas permite el estudio de estructuras superficiales o internas. Las imagenes
tienen alta profundidad de enfoque, que significa la obtencion de diferentes relieves de la
superficie, imagenes tridimensionales, por lo tanto, mas facil de interpretar que las imagenes de
proyeccion de la microscopia de transmision; imagenes de alta resolucién (Canevarolo, 2003;

Martins De Sousa, 2012).

2.8.3 Difraccion de rayos X (DRX)

Es un método utilizado principalmente para detectar presencia de distintas fases
cristalinas que estan presentes en la muestra y otros rasgos microestructurales (Maximow, 2008).

Este analisis se realiza para distinguir los tipos de patrones de la estructura cristalina de
los granulos de almidon. Los patrones de tipo A provienen de almidones de cereales, el tipo B
son de almidones de tubérculos y los de tipo C son de almidones de raices y semillas. Los Rayos-
X se realizan bajo un angulo que muestra las regiones amorfas y cristalinas del granulo de
almiddn. La region amorfa esta constituido esencialmente por amilosa, mientras que la region
cristalina esta formada por cumulos paralelos a cadenas cortas en la amilopectina también
presenta regiones amorfas y regiones cristalinas; al ser sometidas a la accion de calor el almidon
y pelicula experimenta cambios fisicos y quimicos (Rodriguez, San Martin y Gonzales, 2001).

La difraccion de rayos X y su relacion con el medio cristalino en que se produce son
determinadas por la ley de Bragg, lo cual determina un valor Unico y exacto del angulo de
incidencia para el que tiene lugar la reflexién del haz. El fisico inglés Bragg (Bragg, 1969) dio
una explicacion al fenémeno de la difraccion de rayos X por un sélido cristalino que, aunque

pueda parecer artificiosa, proporciona una vision muy simple e intuitiva (Sanz, 1995).

La ley de bragg es representado por la siguiente ecuacion:

2dSen By =nA...coooooiiiiiiiii (Ec.3)
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Donde 6, es el angulo de Bragg, n se denomina orden de la reflexion y 2d la distancia

que hay de un plano a otro.

— o o o) o o

Figura 4. Representacion grafica de la ley de Bragg (Sanz, 1995).

2.8.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El DSC es un instrumento que mide la energia absorbida o liberada por un material
durante la transicién de fase ambos estan sujetos a una temperatura controlada; una curva de
DSC proporciona la variacion de entalpia en funcidn del tiempo o la temperatura (Pampa, 2007).

Calorimetria diferencial de barrido se usa para monitorear los cambios en la energia
térmica asociados con las transformaciones fisicas y quimicas de los materiales como funcién de
la temperatura. Por ejemplo, transiciones de una estructura cristalina a una estructura amorfa en
un solido, reacciones quimicas, etc. En ambas transformaciones calor es liberado o absorbido

(Rodriguez, San Martin y Gonzéles, 2001).
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Obteniendo el diagrama de flujo de calor y temperatura, el cdlculo de la entalpia para una
transicion térmica viene dado segln las siguientes ecuaciones.
El flujo de calor liberado es equivalnte al cambio de entalpia, ya que el ensayo es

realizado a presién constante, segun se muestra en la ecuacion 4:

(L) p = e (Ec.4)

Integrando luego, respecto al tiempo se tiene:

J(3)pdt=aH...ccoooooioiiiiicieiccc (Ec.5)

dt

Teniendo en consideracion un aumento lineal de temperatura y tomando un diferencial
de tiempo se tiene:

T=Kxt
dt = ()2 dT oo (Ec.6)

Uniendolo la ecuacion 5 y 6 se tiene:

(2)x S (52)pdT =AH ..o (Ec.7)

Esta Gltima ecuacion indica que el cambio de entalpia en una transicion térmica es
directamente proporcional al area bajo la curva en la grafica de flujo de calor vs temperatura,
siendo la constante de proporcionalidad, el valor inverso del ratio de calentamiento programado

para el ensayo.

2.8.5 Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Segun Sobral (2000) PVA es la tasa de transmisién de vapor de agua a través de la unidad

de &rea del material plano, a un determinado espesor, bajo condiciones de temperaturas definidas.
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Tener conocimiento de la PVA es muy importante pero no es una propiedad restrictiva,
un material muy permeable como las peliculas de almidén es el indicado para embalajes de
vegetales frescos, mientras que una pelicula poco permeable es mejor en productos
deshidratados. En las peliculas hidrofilicas, la actividad de agua (Aw) y la temperatura (T°) a la
que se somete influye en las propiedades de barrera que protege a la pelicula de la absorcion de
CO2y 02 yalser aumentada la temperatura la PVA 'y va a depender de la humedad de la materia
prima inicial (Mali et al., 2010 y Vicentini, 2003), lo que se ve definido en la siguiente ecuacion:

PVA = Permeanza X eSPeSOr .......cc.cvvvrenreneeninannnnn. (Ec.8)

Donde:

PVA = permeabilidad al vapor de agua, (g mm/h m? KPa)
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CAPITULO IIl: MATERIAL Y METODOS

3.1 Lugar de ejecucion

El presente trabajo fue desarrollado en los laboratorios del Centro de Investigacion
Tecnoldgico de Alimentos (CITAL), Centro de Investigacién de Ciencia en Alimentos (CICAL),
Ciencias quimicas y Laboratorio de Procesos, pertenecientes a la EP de Ingenieria de Alimentos
de la Universidad Peruana Unién y en los laboratorios de Nanomateriales de la Universidad
Nacional de Trujillo y la Universidad Nacional de Ingenieria; y el laboratorio de Investigacién

de la facultad de Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria la Molina.

3.2 Materiales e insumos

3.2.1. Materia prima

- Mandioca (Manihot esculenta) fue adquirida en el mercado mayorista de la
provincia de Cafiete del departamento de Lima.

- Bentonita sédica purificada, adquirido en PROMART.

3.2.2. Insumos

- Aceite esencial de Romero marca SATVYKA.
- Glicerol, adquirido marca FRUTELLO.

- Goma arabiga marca POLIFOOD PERU.

3.2.3. Materiales

Matraces de Erlenmeyer de 125 ml.

Vaso precipitado de 50 ml, 100 mly 600 ml

Pipetas de 1ml, 2ml, y 10 ml.

Probeta de 100 ml.
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- Placas petri medianas.

- Varillas.

- Tubos de ensayo de 7 mly 20 ml.
- Propipetas.

- Fiolas de 50 ml.

- Morteros de porcelana.

- Tamicez 150 um.

- Crisoles.

- Gradillas.

3.2.4. Equipos

- Balanza analitica (Marca: PIONNER / Modelo: item PA21).

- Centrifuga (Modelo H-2050R).

- Estufa digital (Marca: MMM ECOCELL / Modelo 25195).

- Secador de bandejas (Marca: MEMMERT / Modelo D91107).

- Bafio maria (Marca: MEMMERT / Modelo WNW 10 / Serie L311005).
- Microscopio electronico de barrido (Marca: ZEISS / Modelo EVO MAL0).
- Multicalorimetro diferencial de barrido (Modelo: TA Instrumentos).

- Agitador orbital (Marca: ELMI / Modelo: Shaker S-3).

- Difractometro (DR-X) (Marca: BRUKER / Modelo: D8 Advance).

- Agitador (Marca: SILVERON / Modelo: LMS-A).

- Incubadora (Marca: BIDER).

- Texturometro ( Modelo: TA XT Plus).

- Licuadora (Marca: Oster).

- Termdémetro.
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3.2.5. Reactivos

Hidroxido de sodio

Cloruro de calcio

Etanol

- Lugol

3.3  Metodologia

3.3.1. Almidon

3.3.1.1. Extraccion del almidon de mandioca (Manihot esculenta)

a) Extraccion via tecnologia humeda

La extraccion de almidon nativo se basé a la metodologia de Torres, Montero y Duran
(2013). Las raices de mandiocas fueron recepcionadas frescas, fueron lavadas eliminando las
impurezas que se encontraban en la cascara con la ayuda de agua potable; luego se procedio a
cortar en formas de laminas y cubos de 1,0 cm de espesor aproximadamente, seguidamente se
trituraron en una la licuadora a 650 rpm por 3 minutos con agua destilada en una proporcion de
1:3 p/v. Esta solucion se filtré en una tamiz 125 um vy la fibra retenida se elimind. El filtrado fue
sometido a centrifugacion durante 15 min a 3500 rpm. Cuando se observo la separacion de fases,
el sobrenadante se elimino.

Todos lo extraido se lavaron 3 veces con agua destilada hasta que la lechada quedo
limpia. Posteriormente el almidon recuperado se procedi6 a secar en una estufa a 45 y 55 °C por
24 horas. Después se realiz6 una molienda en morteros de porcelana y fue tamizado a 150 um.
Por altimo el almidon de mandioca obtenido se almacend en bolsa de polietileno con cierre

hermético hasta su posterior analisis y utilizacion.
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b) Extraccion via seca

Fue empleado la metodologia de Ramirez, (2007). Las raices de mandiocas fueron
recepcionadas frescas, después fueron lavadas eliminando la tierra e impureza que se
encontraban en la cascara con la ayuda de agua potable; luego se procedi6 a cortar en formas de
laminas y cubos de 1 cm de espesor aproximadamente, después fueron secados con aire caliente
en un secador de bandejas, en a 45 y 55 °C hasta alcanzar 13 % de humedad, luego se procedio
a triturar en morteros de porcelana, después se realiz6 una molienda en morteros de porcelana y
fue tamizado a 150 um. Por ultimo el almidon de mandioca obtenido se almacend en bolsa de
polietileno con cierre hermético hasta su posterior uso.

En la figura 5 se muestra los flujogramas de los dos tipos de extraccion de tecnoldgicas

almiddn de mandioca.

A. Extraccion de almidon via himeda B. Extraccion de almidon via seca
| REl:Efcifm }—b Cormos frescos de yuca | Recepcidn I_, Cormas frescos de mandioca
| Lavado ’—P Eliminacion de impurezas l Cormos |lavados, pelados

l Acondicionado [ yseros
| Cortado gut;-as [3;3 cm) y laminas Cubos (3x Scm) y laminas
lr & & e de espesar | Cortado de 1 cm de espesar
| Licuado ’—P 1/3 p/v con H20 destilada secado | 45y55°Cx24h
l l Humedad 13 %
3 5 -4 horas
| Sedimentado ’_’ Molienda — 100 um
| Centrifugado '_’ 4300 rpm x 15 min Almacenado | Bolsasde polietileno
| Secado ’_. 45y5S5°Cx24h
| Molienda ’—P 100 um
| Almacenado |—p Bolsas de polietileno

Figura 5. Tipos de extraccion tecnoldgica de almidon A) via humeda B) via seca
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3.3.1.2. Determinacion las propiedades fisicoquimicas, funcionales,

morfoldgicas y térmicas del almidén nativo.

A. Caracterizacion fisicoquimico de almidén

Se determind de acuerdo a los métodos oficiales descritos por la AOAC (2005),
comprendiendo los siguientes andlisis: humedad (método 925.10), proteina cruda (1920.152),
grasa cruda (método 920.39), fibra cruda (método 985.29), cenizas (método 923.03) y
carbohidratos determinado por diferencia.

La determinacion de amilosa y amilopectina se realiz6 con el método de Anchundia et

al., (2016), descrito en el anexo 1.

B. Caracterizacion funcional de almidon
a) Poder de hinchamiento (PH) e indice de solubilidad de agua (ISA)

En los tubos de centrifuga previamente tarados, se prepard 40 ml de suspension de
almiddn al 1 % (p/v) a base seca; los tubos fueron incubados en bafio maria, por 30 minutos a
60 °C. Despues del tiempo transcurrido las muestras fueron retiradas de bafio maria para ser
centrifugadas a 2500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante se decanté y se pesé los granulos
hinchados. Del sobrenadante se tomd 10 ml de muestra que fueron secados en una estufa a 120
°C durante 4 horas. Por ultimo transcurrido el tiempo se sacaron la muestra y se dejo enfriar en

un desecador (Rios, 2014). A continuacién se presenta la ecuacion para determinar PH e ISA

(Ec. 9y 10):
iy P del almidé lubl 400
% Solubilidad = == MEN010% X oo (EC9)
Peso de la muestra (b.s)
Poder de hinchamiento (Lg_ua,) =
g almidén
Peso de sedimentado x 100 o (EC. 10)

Peso de la muestra (b.s)—(100-%solubilidad)"" """ """
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b) Indice de absorcion de agua (IAA)

La capacidad de absorcion de agua se determind por el método actualizado por
Aristizabal y Sdnchez, (2007); Rodriguez-Sandoval, Lascano, y Sandoval, (2012). Se prepararon
40 mL de una suspensién de almidon al 1% (b.s), en agua destilada a 30 °C. Se calentaron a una
velocidad de 1,5 °C/min hasta alcanzar 60 °C y se mantuvieron a esas temperaturas durante 30
minutos con agitacion. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se centrifugd a 2500 rpm,
durante 15 minutos. EIl gel resultante se peso, la capacidad de absorcién de agua para cada

temperatura se calculé como el peso (g) del gel por g de muestra seca (Ec. 11).

Indice de adsorciéon de agua (1AA) = Pesodegel(g) ... (Ec.11)

Peso muestra (g)(b.s)

C. Propiedades morfologicas del almidon
a) Microscopia electronica de barrido (MEB)
Las muestras se fijaron en tiras de aluminio con cintas de doble cara (cinta conductora

de carbono). Finalmente se observaron en el microscopio electrénico de barrido (Pelissari, 2013).

D. Propiedades térmicas del almidén
a) Temperatura de Gelatinizacion
Para determinar la temperatura de gelatinizacion se utilizé dos técnicas:

La primera técnica se utilizd la metodologia de Aristizabal y Sanchez (2007), donde se
peso 10 g de almidon de mandioca para disolver en agua destilada y completar a 100 ml, después
se separ6 50 ml de la muestra y se introdujo a bafio maria a 85 °C. Se agité constantemente la
suspension de almidén hasta que se formd una pasta cremosa y la temperatura permanezca
estable, se apunta la temperatura de gelatinizacion.

La segunda técnica se realizé en un Multicalorimetro diferencial de barrido (MCDSC),

en el mejor tratamiento para el desarrollo de la biopelicula. Se evalué con el método propuesto
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por Linetal., (2013) con ligeras modificaciones. Se pes6 20 mg de muestra (base seca) en una
capsula de aluminio, después se mezclaron con 60 ml agua destilada, y se dejé en reposo por 1
hora a temperatura ambiente antes de realizar el analisis. La muestra de almidon se calentd de

25 °C a 130 °C a una velocidad de calentamiento 2 °C por minuto. Se determind temperaturas

de inicio (To, °C), pico (Tp, °C) y final (Ts, °C).

b) Entalpia de gelatinizacién
Se determiné con el equipo Multicolorimetro diferencial de barrido utilizando la

metodologia de Lin et al., (2013), se midi0 la entalpia (AH, J/g b.s.).

3.3.2. Organoarcilla

3.3.2.1. Modificacion y caracterizacion de la organoarcilla

Para la obtencion de la organoarcilla se utilizé la metodologia basado en los trabajos
realizados por Perugachi, (2006). Se prepardé en una probeta 1 L, 100 g de bentonita natural
previamente secada; se adicion6 700 mL de agua destilada y se agité vigorosamente hasta que
se homogeneizd y luego se aford y se dejo reposar 30 minutos. Después se extrajo de la solucion
400 ml de sobrenadante, luego la solucion extraida se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos y
se secO a 100 °C por 12 horas, transcurrido el tiempo de secado se realiz6 la molienda para su
posterior modificacion organica.

Se prepard 600 ml de una solucion agua/etanol (4/1, v/v) calentado a 60 °C, después se
adiciono 7,5 de arcilla purificada dentro de la solucion y fue agitada por 2 horas a 60 °C. Luego
se agregd 10 g de sales cuaternarios de amonio (Arquard HTL8-MS), agitando hasta que se logré
un completa homogeneizacion; después se mezcldé durante 1 hora en un procesador ultrasénico.
Se mezcl6 en un agitador orbital por 12 horas a 60 °C, de la muestra resultante se eliminé el
sobrenadante siendo lavado con solucién agua/etanol (1/1, v/v). Posteriormente se centrifugé a

3500 rpm a 10 minutos, el precipitado se secd a 100°C por 12 horas y finalmente se realizé la
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molienda y se almacend la organoarcilla en bolsa de polietileno con cierre hermético hasta su
posterior uso.

Para la caracterizacion de la organoarcilla se utilizo el difractometro, 40 Kv de tension y
corriente de 30 mA. Se recogieron los datos en un rango angular de 5 a 70 ° (20), a una velocidad
de exploracion de 1,2 °/min. La cristalinidad relativa (%) de la pelicula se estimara
cuantitativamente como la relacion del rea cristalina al area total (Nara y Komiya, 1983).

Se utilizo la ley de bragg para determinar los picos cristalinos utilizando la ecuacion 12.

2dSen Oy =nA......ccooeiiiiiiiiin e (ECLL2)

Donde 6, es el angulo de Bragg, n se denomina orden de la reflexion y 2d la distancia

que hay de un plano a otro.

3.3.3. Biopelicula

3.3.3.1.  Preparacion de la biopelicula activa

Se peso las cantidades de los insumos de acuerdo a las formulaciones (Tabla 5 y 6), luego
se procedid a mezclar el almidon con 100 ml de agua, partes por cien (g/100g) destilada en un
vaso precipitado utilizando un bafio maria, habiendo llegado a la suspension gelatinizada, se
agreg0 el emulsionante (goma arabiga), organoarcilla y plastificante (glicerol), con una agitacion
continua (Anexo 4), durante su enfriamiento a temperatura 25 °C se agregd aceite esencial de
romero como agente antibacteriano. Se realizo la solucion filmogénica por proceso tecnologico
de casting en superficies planas 24 x 37,5; se esparcié 400 ml de la solucion secado a 40 °C x
24 h en la estufa digital hasta su evaporacion peso constante. Finalmente se almacené a 22 °C y

60 %HR (Villaman, 2007).
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3.3.3.2.  Caracterizacion de la biopelicula activa

a) Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de las biopeliculas se determinaron con un equipo universal
(Stable Micro Systems, TA.XT plus, Haslemere, England). Para cada tratamiento, se cortaron
muestras rectangulares (25 mm por 100 mm). Estas se montaron en unas pinzas para ensayos de
tension. La separacion inicial de las pinzas y la velocidad de elongacién de la biopelicula fueron
50 y 75 mm*min? respectivamente. Las curvas fuerza-distancia obtenidas en el ensayo se
transformaron en curvas de tension (o)-deformacion de Henky (¢H) que permitieron obtener los
parametros modulo de elasticidad (EM) y tension de fractura (TS); los datos fueron tratados en
el software EXPONENT (ASTM, 1992).

b) Permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Se realizé por el método ASTM-E96/E96M-2005 utilizado el método desecante para la
medicion de la permeabilidad al vapor de agua (PVA) para cada una de las formulaciones, la
prueba consistié en utilizar las biopeliculas de muestra, de grosor conocido, como cierre de un
tubo de ensayo que contiene el desecante (Cloruro de Calcio [CaCl;]) luego se colocé las
unidades de prueba en una atmésfera controlada, que se compone de un desecador de vidrio con
un medidor de humedad relativa y temperatura (termohigrometro), la humedad relativa se logro
agregando silicagel en el fondo del desecador. Cada tratamiento se pesaron periédicamente, hasta
alcanzar el peso limite, equivalente al 10 % del peso inicial del desecante; los aumentos de peso
se represento graficamente como una funcion de tiempo, utilizando regresion lineal, se calculd
la pendiente, misma que al dividirse entre el area de la pelicula resulté el WVT (indice de

transferencia al vapor de agua).

WVT = Bt e (E13)

Area

Donde:
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WVT = indice de transferencia al vapor de agua

Pendiente= diferencia de masa a través de tiempo (Regresion lineal)

A = Area de pelicula expuesta, (m?)

La permeanza es el cociente que resulta de la division de WVT entre la presion de vapor

de agua a una temperatura dada y la diferencia de las humedades relativas.

wvT wvT
_PA2 = et eeeeee cen e
PA; S (R1—Rz)

Permeanza = vevereennnn(EC.14)

Donde

PA, = presion sobre la pelicula , KPa

PA: = presion a la cual esta sujeta la pelicula al interior de tubo KPa

S = Presion de vapor saturacion a la temperatura experimental KPa

R1 = Humedad relativa de la camara, en fraccion

R2 = Humedad relativa interna de tubo de prueba, en fraccion.

El resultado de la ecuacion 14 se multiplica con el espesor de las biopeliculas y
proporciona la permeabilidad al vapor de agua.

PVA = Permeanza X eSPeSOr .......cc.cevvenreneenianannnnn. (Ec.15)

Donde:

PVA = permeabilidad al vapor de agua, g mm/h m? KPa
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¢) Solubilidad de agua
Se recorto rectangulos de 3x4 cm de los peliculas y se almacenaron en un desecador por
24 horas. Los pesos de las peliculas cortadas fueron registradas y posteriormente se colocaron
en un vaso precipitado con 100 ml de agua destilada y agitacion continua 125 rpm en el agitador
orbital por una hora a 50 °C. Después se filtro las piezas de las peliculas y se secaron en la estufa
digital a 60 °C hasta llegar a un peso constante (Arévalo et al., 2018). Luego estas fueron pesadas
y por ultimo se determind el porcentaje de materia soluble (%) el cual se calculé de la siguiente

manera (Ec. 16):

Peso inicial seco—peso final seco

Solubilidad (%) =

Peso inicial seco

d) Actividad Antimicrobiana
Se aplicé el método de Hanusova et al., (2012) donde las peliculas (en disco de un 2cm)
fueron puestas en el agar PLATE COUNT AGAR (PCA) inoculando 1/10 p/v de enterobacterias
y Staphylococcus aureus e incubado a 37 °C por 48 horas. La actividad inhibidora se cuantifico

por medicion del diametro del disco mas el diametro total.

3.4 Disefio estadistico

a) Extraccion de almidon de mandioca .

El modelo del disefio estadistico utilizado en la extraccién de almidon fue un arreglo
ortogonal Taguchi L4 (2%) con tres variables independientes (tipo de extraccion, temperatura de
secado y tipo de geometria) y las variables respuesta (temperatura de gelatinizacion, solubilidad
de agua, poder de hinchamiento e indice de absorcion de agua) como se describe en la tabla 3 y

4.
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Tabla 3. Parametros y niveles del disefio ortogonal taguchi L4 (2°)

Factor Nivel 1 Nivel 2

Tipo de extraccion Via Seca* Via himeda*

Temperatura de
secado (°C)

45 55

Tipo de geometria Laminas** Cubos**

*Nivel mayor y menos de acuerdo a la concentracion de agua (%).
** Nivel mayor y menos de acuerdo al volumen de la geometria.

Tabla 4. Disefio ortogonal taguchi para variables independientes y dependientes

Variables independientes codificadas Variables

Tratamiento dependientes

Tipode Temperatura Tipode |TG SA PH IAA

extraccion (°C) geometria | (°C) (%) (%) (%)
1 1 1 1 - - - -
2 1 2 2 - - - -
3 2 1 2 - - - -
4 2 2 1 - - -

TG: Temperatura de gelatinizacion, SA: Solubilidad de agua, PH: Poder de hinchamiento, IAA: Indice de absorcion de agua

b) Desarrollo de biopeliculas activas
Para el desarrollo de las biopeliculas activas se empled el disefio factorial
fraccionado 3*! (Montgomery, 1991) que consta de 9 tratamientos. En la tabla 5 se
muestran las variables independientes: concentraciones de organoarcillas (g/100g), aceite

esencial de romero (g/100g) y almidon de mandioca (g/100g).
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Tabla 5. Parametros y niveles del disefio factorial fraccionado (DFF) 331

Niveles
Unidades
Factores -1 0 1
Organoarcilla (g/100g) 9/100g 0,2 04 06
Aceite esencial de romero (g/100g) 9/100g 0,1 02 03
Almidon de Mandioca (g/100g) 9/100g 5 6 7

Concentracion de glicerol se fijé 2 g/100g y goma ardbiga 1 g/100g .

Las variables respuesta (dependiente): propiedades mecanicas (PM), la permeabilidad

de vapor de agua (PVA), solubilidad de agua y actividad antimicrobiana (AA).

Tabla 6. Variables independientes y dependientes del disefio factorial fraccionado 3

Trat Variables independientes Variables

Codificados Reales dependientes

X1 X2 Xz | Organoarcilla Aceite Almidon

(9/100g)  (g/100g) (g/100g) | PM PVA %S AA

1 (-1 -1 -1 0,2 0,1 5 - - - -
2 |-1 0 1 0,2 0,2 7 - - - -
3 /-1 1 O 0,2 0,3 6 - - - -
4 |0 -1 1 0,4 0,1 7 - - - -
5 0 0 O 0,4 0,2 6 - - - -
6 0O 1 -1 0,4 0,3 5 - - - -
7 1 -1 0 0,6 0,1 6 - - - -
8 1 0 -1 0,6 0,2 5 - - - -
9 1 1 1 0,6 0,3 7 - - - -
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PM: Fuerza de ruptura (MPa) y Elongacion (%) AA: Enterobacterias (UFC/g) y S.aureus (UFC/g)

Los experimentos fueron ejecutados en orden aleatorio y el tratamiento de datos por andlisis
de varianza y normalidad para comparar el efecto de los tratamientos en la obtencion de la
biopelicula con relacion a las variables dependientes. La variable dependiente (Y) se generd en
modelos de funcion lineal, cuadrética e interaccion dependiendo al modelo estadistico

(Rodrigues y lemma, 2014)

3.4.1 Andlisis estadistico

a) Extraccion de almidon de mandioca.

Los resultados del disefio ortogonal de Taguchi L4 (2%) fueron analizados en el programa
MINITAB version 18, donde se determino el analisis de varianza (p < 0.05) a un intervalo de
confianza de 95%, también se realiz6 Tukey y las grafica de efecto principal.

b) Desarrollo de biopeliculas activas.

Los resultados del disefio factorial fraccionado 3% fueron analizados en el software
STATISTICA version 13.4. Para evaluar el ajuste del modelo de regresion por cada variable
dependiente se determind el coeficiente de determinacion (R?) y la prueba de falta de ajuste.

Se gener0 el andlisis de varianza para establecer los términos del modelo y los factores
significativos sobre cada variable (propiedades mecanicas, permeabilidad, solubilidad y
actividad antimicrobiana), consiguiendo los valores de los grados de libertad, suma de cuadrados,
media de cuadrado, y el P-valor a un intervalo de confianza de 95% (p < 0.05), también se
generaron graficos de contorno y superficie de respuesta tridimensional estos graficos fueron

usados para mostrar la relacion entre la respuesta y los niveles de cada variable independiente.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Almiddn

4.1.1. Extraccién del almidon de mandioca (Manihot esculenta)

Se analizaron los resultados obtenidos de la aplicacion de la metodologia Taguchi en el
proceso de obtencion de almidon de mandioca, tomando como variables indepeniente el tipo de
extraccion, temperatura de secado y tipo de geometria, que afecta a la variable de TG, al realizar
el anova se observo que influye el tipo de extraccion sobre esta variable de respuesta, sin embargo
la temperatura de secado y geometria no influyé como muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Propiedades funcionales y analisis de varianza del almidén de mandioca

Tratamiento TG (°C) SA (%) PH(%) IAA (g gel/g m)
1 59,60 + 0,53 0,86 + 0,03 12,98 + 0,77 12,70 + 0,76
2 61,00 + 0,50** 0,84 + 0,01 12,14 + 0,94 11,88 * 0,92
3 61,83 + 0,58 0,85 + 0,06 12,88 + 0,99 12,60 + 0,96
4 62,67 + 0,58 0,80 + 0,02 18,22 + 0,75 17,86 + 0,75
R2 p <0,05 p>0,05 p>0,05 p=>0,05

Promedio =61,2750 Sigma = 1,56038
Efecto
P- valor P- valor P- valor P- valor

{1} Tipo de

extraccion 0,0021 0,0826 0,0725 0,07238

{2} Temperatura

de secado (°C) 0,0603 0,6259 0,5684 0,5695

{3} Tipo de

geometria 0,2617 0,9522 0,9941 0,9947

Temperatura de gelatinizacion (TG), solubilidad de agua (SA), poder de hinchamiento (PH) e indice de agua (IAA)
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En la figura 6 se observa que el tipo de extraccion por via hiUmeda es mayor que por via
seca, similar al analisis de varianza, también se aplicé la prueba Tukey (Tabla 7), que confirma
que el mejor tratamiento es el 4, ya que obtuvo el valor mas alto de temperatura de gelatinizacion;

independientemente de las otras variables de respuesta.

26—
62.4 |
62.2 |
62.0 |
61.8 |
616 |
61.4 |
61.2 }
61.0 |
60.8 |

60.6 |

Media de temperatura de gelalinizacion

604 |
602 |
Ol S B B

59.8

Seco Hlameda 45°C 55°C Laminas Cubos
Tipo de extraccion Temperatura de secado Tipo de geometria

Figura 6. Gréfica de efecto principal para la temperatura de gelatinizacion

4.1.2. Caracterizacion de las propiedades del almidon

4.1.2.1 Propiedades fisicoquimicas

En la tabla 8 se encuentran los valores obtenidos de las propiedades fisicoquimicas de
almidén de mandioca. El contenido de humedad fue de 4,62 %. Segln Arévalo et al., (2018),
Novelo y Betancur (2005) reportaron valores mayores tales como 11,81 y 12,72 %
respectivamente. Los resultados pueden ser influenciados desde el manejo de las postcosecha

previo al almacenamiento, también influye el periodo de cosecha y su variedad. Segun Trujillo
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(2014) corrobora que, el rango estandar de la humedad es de 10 a 13 %, si resulta menor a 10 %
es mejor para evitar el deterioro del almidon durante su almacenamiento y si es mayor a 13 % se
expone al crecimiento de hongos y levaduras.

El contenido de proteina fue de 1,91 % en base seca a comparacion de Trujillo (2014)
presentd 1,2% de proteina en su almidon; dicha investigacion realizd su extraccion por via
himeda con agua destilada, su valor obtenido con este trabajo es similar a lo reportado, mientras
que Arévalo et al., (2018) y Novelo et al, (2005) que obtuvieron valores inferiores de 0,5y 0,16
%, respectivamente, debido a que trabajaron con bisulfito de sodio y cloro, estos reactivos
producen una degradacion de las moléculas de las proteinas.

La cantidad de grasa expresada fue de 1,15 % en base seca, este resultado fue similar con
Trujillo (2014) que reporta 1,22 % de grasa en base seca. Segun Vargas y Hernandez (2012)
obtuvieron un porcentaje menor de 0,62 % de grasa de almidén de mandioca, debido a la variedad
de yuca y tipo de extraccion.

El contenido de cenizas expresado en base seca fue de 0,13 %, este resultado es menor
segun los siguientes autores Novelo y Betancur (2005) y Arévalo et al., (2018) que obtuvieron
0,34y 0,20 % respectivamente de ceniza en base seca. Las cenizas estan compuestas por algunas
minerales tales como hierro, magnesio, potasio, sodio y calcio, a mayor contenido de cenizas hay
mas probabilidades que estos minerales estan presentes (Repo-Carrasco, Espinoza y Jacobsen,
2003).

Se encontrd 0,57 % de fibra en base seca en el almidon de mandioca, mientras que
Trujillo (2014) report6 un valor inferior de 0,008 % de fibra. Ambos valores obtenidos de fibra
son muy bajos, en comparacion con Hernandez et al., (2008) que reportd 1,01 % de fibra. Existen
diferentes factores que afectan el contenido de fibra tales como la fuente de obtencion y el estado

de madurez (a mayor madurez mayor contenido de fibra) (Jiménez y Martinez, 2016).
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El contenido de carbohidratos es el principal componente de los almidones, el valor
obtenido en este estudio fue de 92,18 % en base seca, este resultado fue relativamente mayor
segun Vargas y Herndndez (2012) que obtuvieron 86,9 % de carbohidrato, esto indica que el
contenido energético presente en el almiddn de yuca es alto.

Tabla 8. Composicion fisicoquimica del almidon nativo de mandioca

Componentes Valores (g/100g b.s)
Humedad (g/100g) 4,62 + 0,1036

Proteina 191 + 0,4605
Grasa 1,15 + 0,0011
Ceniza 0,13 + 0,0289
Fibra 0,57 = 0,3262
Carbohidrato 92,18 + 0,2124

En la siguiente tabla 9 se muestra el contenido de amilosa y amilopectina del almidon de
mandioca 22,13 y 69,48 %, respectivamente. Hernandez et al., (2008) reportaron que el
contenido de amilosa en almidones de diferentes variedades de mandioca fue de 15,9 a 22,4 %.
Defloor, Dehing y Delcour (1998) cuantificaron los contenidos de amilosa de diferentes
genotipos de almidén de mandioca, los resultados del contenido promedio de amilosa varié entre
17,9 a 23,6 %, tanto en la estacion seca como en la himeda. Oladunmoye et al., (2014) reportaron
que el contenido de amilosa fue 19,49 % en tubérculos fresco. Guizar (2009) reportd que los
almidones ricos en amilosa presentan buenas propiedades mecéanicas (tension, deformacion,
rigidez y elasticidad) y son menos solubles. Estas diferencias de valores obtenidos en amilosa y
amilopectina podrian estar relacionadas con las variedades, condiciones de crecimiento y método

de cuantificacion (Mali et al., 2002).

42



Tabla 9. Contenido de amilosa y amilopectina del almidon de mandioca

Cuantificacion
Amilosa (%) 22,13 0,98
Amilopectina (%) 69,48 + 0,98

+

4.1.2.2. Propiedades tecnofuncionales

La tabla 10 presenta las propiedades tecnofuncionales del mejor tratamiento. El almiddn
de mandioca present6 una TG de 62,83 °C similar a otras fuentes de almidon, en un rango de 49
a64 °Cyde62a73°C (Moorthy, 2004) y 62 °C reportado por Karam et al., (2006); la variacion
de la temperatura depende de la cantidad de agua, pH, grasa y proteina presente en el almidén
(Pefa, 2017).

Tabla 10. Propiedades funcionales de almidon de mandioca

T° G (°C) % (ISA) % (PH) IAA (g gellg)
62,83 + 0,29 087 £+ 0,01 11,68 0,25 12,43 £ 0,24

A medida que se gelatiniza los granulos de almiddn se hinchan por la accion del calor, a
una temperatura critica formando un gel o pasta, los granulos pequefios generalmente gelatinizan
mas lentamente y a temperaturas mas altas que los granulos mas grandes, relativamente no se
cumplié en este presente estudio ya que presentd una TG de 62,83 °C a pesar de tener granulo
pequefios (4,94 — 14,84 um), esto se debe a la variedad de mandioca y al estado de madurez del
tubérculo (Novelo y Betancur, 2005).

La solubilidad del almidén ilustran las interacciones de las cadenas poliméricas que
comprenden las fracciones de granulos amorfos y cristalinos (Arévalo et al., 2018). La
solubilidad de agua obtenido en el presente trabajo fue 0,87 %, Garcia, Pinzon y Sanchez (2012)
reportaron valores de 2 - 3,3 % de solubilidad y segin Araujo de Vizcarrondo (2004) indica que
los valores deben variar entre 0,27-12,32 %, esto demuestra que existe una buena asociacion

entre los polimeros del almidon de mandioca (amilosa y amilopectina). Al presentar una alta
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solubilidad indica que la estructura interna del almidén se encuentra débil (Novelo y Betancur,
2005).

El poder de hinchamiento es uno de los parametros importantes especialmente en la
caracterizacion de almidones, muestran el hinchamiento de los grénulos a una temperatura
determinada (Charles et al., 2007), en un rango bajo afecta la calidad del uso de almidon de
mandioca en la industria alimentaria (Moorthy, 2002); la muestra analizada en este trabajo de
investigacion presentd una alto poder de hinchamiento de 11,68 % a 60 °C, lo que puede
atribuirse a la ruptura de los granulos de almidén a temperatura alta y la consecuente liberacién
de toda la amilosa de la red de amilopectina; trabajos realizados por Charles et al., (2007),
Nuwamanya et al., (2009) mencionan que a altas temperaturas (70 y 80 °C) el valor de poder de
hinchamiento incrementa en 2 veces mas los valores obtenidos a 30 °C, rangos de 7,87 - 10,77
% a 60 °C y 16,16 - 20,79 % a 80 °C.

El indice de absorcion de agua fue de 12,43 g gel/g almidon. Segun Garcia et al., (2012)
y Aristizabal et al., (2007) reportaron valores entre 0,82-15,52 y 10,7-11,1 g gel / g almidon de
mandioca respectivamente, ya que al suministrar calor a la suspension acuosa del almidon, los
granulos se hinchan aumentando su tamafio, esto indica que ha mayor contenido de absorcion de
agua sera un almidén de calidad.

Las propiedades funcionales del almidén de mandioca dependen de la relacion de
amilosa/amilopectina como también de los factores genéticos (diferentes variedades de
mandioca), por el tiempo y época de cosecha entre otras (Jiménez y Martinez, 2016), es por eso

la diversidad de resultados comparados con otros investigadores.

44



4.1.2.3. Propiedades morfoldgicas
Mediante anélisis de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), se identificd la forma

y tamafio del almidon de mandioca, como se muestra en la figura 7.

Figura 7. Micrografias del grano de almidén de mandioca obtenidas por MEB. A)X500, B)
X1000, C)X5000 D)X10000

Las micrografias presentan formas esféricas y ovoides, se observaron diferentes
morfologias superficiales en los diferentes granulos, que iban desde unos pocos granulos de
superficie rugosa hasta unos granulos de superficie predominantemente lisos. Algunos granulos
tenian poros superficiales o fisuras, otros presentaron terminales truncadas como si hubiesen
recibido cortes en direcciones aleatorias en solo uno de sus extremos, este resultado coincide con
la morfologia reportada por los autores Medina y Salas (2007), Jiménez y Martinez (2016).

La morfologia de los granulos dependen de la estructura de la amilopectina, en este
trabajo de investigacion presentan granos esféricos y pequefios esto significa que tienen mayor

namero de amilopectina con ramificaciones de cadenas cortas. Sin embargo Casarrubias et al.,
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(2012), encontraron granulos alargados de almidon de mandioca esto se debe a la presencia de
amilopectina con pocas ramificaciones alargadas.

El tamafio de los granulos en las lineas parentales oscil6 entre 4,94 a 14,84 um. Moorthy
(2002) y Nuwamanya et al., (2009) reportaron tamafios de granulos de almidon de mandioca de
3-43umy 8, 14 - 10,77 um, respectivamente. Segun lo reportado por Medina y Salas (2007)

los promedios reportados fueron 15 um para la yuca, 12,2 um para el maiz y 34, 55 um para la

papa.

4.1.2.4. Propiedades térmicas

En la figura 8 se muestra el termograma DSC de almidon de mandioca donde se
representa la transmision térmica de gelatinizacion.

El proceso empieza a 52,98 °C que representa la temperatura inicial (T,), donde el
almidén empieza a perder su ordenamiento molecular, los puentes de hidrdégenos de la zona
amorfa se rompen y permite que el agua se asocie con los grupos hidroxilos. La temperatura pico
(Tp), fue de 59,8 °C donde se registran los valores mas altas de absorcion de calor de almidon en
el cual los granulos de almidon estan completamente hidratados. La temperatura final (Tr) fue de
67,64 °C cuyo valor se representa a medida que el proceso llega a su fin, es cuando el granulo
de almiddn esta completamente desintegrado (Tabla 11).

Segun Charles et al., (2005) en 5 variedades de yuca analizadas presentd un rango de To
de 59,7 a 64,4 °C, en Ty fue de 64,4 a 69,9 °C y en Tsfue de 71,6 a 75,7 °C, respectivamente.
Mientras que Novelo y Betancur (2005) presentaron las siguientes temperaturas; T, de 57,6 °C,
Tp fue de 65,2 °C y Trfue de 75,4 °C. La diferencia de temperatura se debe a la morfologia de

grano y sus concentraciones de amilosa y amilopectina.
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Tabla 11. Temperatura y entalpia de gelatinizacion de almidon de mandioca

To (°C) Tp (°C) T:(°C) AH (J/g, b.s)
52,98 +0,03 59,8 0,07 67,64 +£0,2 10,52 + 0,11

La diferencial de entalpia de gelatinizacién (AH) indica la pérdida de orden molecular (region

cristalina) que ocurre en el granulo de almidén durante su gelatinizacion. El valor obtenido en la

AH del almidén de mandioca fue de 10,52 J/g. Este resultado es relativamente mayor a los

reportados de Novelo y Betancur (2005) y menor segun lo reportado por Charles et al., (2005);
quienes reportaron 9,60 y 12,8 a 13,7 J/g respectivamente. La diferencia hallada es por el
contenido de amilosa y amilopectina, los valores bajos AH estan relacionados con los niveles

mas altos de amilosa.

Flujo de calor Endotermico [Sin escala)

45 50 55 60 65 70 15
Temperatura [°C)

Figura 8. Termograma por DSC de almidon de mandioca.

47



4.2 Organoarcilla

4.2.1 Obtencion y caracterizacion de la organoarcilla.

La organoarcilla fue caracterizada a través de su difractograma, que se presentan en la
figura 9, las distancias interplanares de los picos caracteristicos de las arcillas (principales y

secundarias).
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Figura 9. DRX de la organoarcilla (OA)

El perfil de difraccion obtenido fue tratado con la ley de Bragg, el pico a determinar fue
encontrado enelrango de 7y 8 °.
2dsenf; =n A

_09x1,716

2 sen (7'252)

d= 11,774 = 1,117 nm
La figura 9 muestra un pico caracteristico en 20= 7,52 ° (dyo,= 11,768 A 0 1,17 nm),
que corresponde al plano (001) de la organoarcilla (organofilicos), el pico de caracterizacion de

la organoarcilla se desplazé a angulos inferiores. El aumento es espaciado entre capas
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interlaminares de las galerias de silicato de 18,5 A a 44,14 A confirma la penetracion de las
cadenas, en las capas de silicato y el desarrollo de una estructura intercalada. Ademas, la
reduccion en la intensidad del pico de caracterizacion de la arcilla organica, sugiere la formacion
de una estructura parcialmente exfoliada de plaquetas orgéanicas.

Los MMT Corral Na+ present6 un pico principal alrededor de 26= 6,5°, dyy,= 13,6 A,
Los picos secundarios presentados por esta arcilla son caracteristicos de los argilominerales, en
la mayoria de los casos, la arcilla Corral Na+ puede estar constituida por una mezcla de
argilominerales (Albers, Melchiades, Machado, Baldo, y Boschi, 2002).

Para examinar los cambios en la composicion de la montmorillonita organofilica
(OMMT) con tratamiento térmico; (Lee, Lim, y Ok Park, 2000) realizaron analisis elemental de
peso de la OMMT antes y despues del tratamiento térmico en condiciones de temperatura
ambiente, la muestra fue extraida con dimetil di (sebo hidrogenado) cloruro de amonio M20A y
M30B, las cuales con el transcurso del tiempo muestran la disminucién de todos los elementos
constituyentes, lo que indica que la descomposicion térmica ocurrié. Notablemente, estas
disminuciones fueron aproximadamente proporcionales a la cantidad inicial de cada elemento.
Esta descomposicion, confirma claramente que las desorciones térmicas de los iones organicos,
que pueden ser los iones parcialmente descompuestos o completos, se producen con el
tratamiento térmico, lo que resulta en la disminucion del espaciado entre capas.

En estudios anteriores sobre complejos organicos/inorganicos intercalados con iones
organicos, se informé que la disminucion del espaciado entre capas con el aumento de la
temperatura se debia a la liberacion de moléculas organicas por descomposicion térmica de este
complejo: desorcion térmica del ion organico y la descomposicion térmica de la propia molécula

organica (Ahmed y Dutta, 2002; Suarez et al., 1998).
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4.3 Biopeliculas

4.3.1. Caracterizacion de la biopelicula activa.

Los pardmetros seleccionados en la tabla 5 y 6, posibilitaron la obtencion de biopeliculas a
base de almidén de mandioca, glicerol, goma ardbiga, aceite esencial y organoarcilla. Las
biopeliculas se muestran en el anexo 3.

4.3.1.1. Propiedades mecénicas

a. Fuerza de ruptura (MPa)

El modelo estadistico fue obtenido a través de la codificacion y normalizacion de los
niveles establecidos (en los valores -1, 0, +1), que relaciona la variable respuesta con las variables
independientes (contenido de organoarcilla (OA), aceite esencial de romero (AR) y almidon de
mandioca (AM)).

En la tabla 12 las biopeliculas presentaron valores de fuerza a la ruptura de 1,4 a
5,11 MPa. La biopelicula que presentd el menor valor de fuerza de ruptura (1,4 MPa) fue el
tratamiento 2 que solo tenia 0,2 g/100g de organoarcilla y el tratamiento 4 con 0,4 g/100g de
organoarcilla present6 5,11 MPa. Los resultados del % de elongacion fueron de 29,4 a 77,7 %;
los tratamientos 2 y 3 presentaron los mejores resultados compuestos por 0,2 ¢g/100g de

organoarcilla.
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Tabla 12. Propiedades mecénicas de las biopeliculas

Propiedades mecanicas

T  Espesor (mm) Fuerza de ruptura % El ..
% Elongacion

N/m?(MPa)
1 0,17 =+ 0,01 16 + 0,0 74,1 £ 0,8
2 025 £ 0,01 1,4 £ 0,7 77,7 £ 0,6
3 0,21 £ 0,00 24 + 05 76,4 £ 0,5
4 0,18 =+ 0,01 51 + 04 38,1 £ 0,3
5 0,19 = 0,01 1,5 £ 0,2 725 £ 0,7
6 046 = 0,04 15 £ 04 294 + 0,1
7 026 £ 0,01 16 £ 0,0 61,2 £ 0,5
8 025 =+ 0,02 15 + 0,1 75,4 + 0,6
9 0,22 =+ 0,01 19 + 0,1 31,8 £ 0,3

En la tabla 13 se presenta el anélisis de varianza para los factores (organoarcilla, aceite
esencial, almidon) y las interacciones, donde se observo que todas los factores son significativas
e incluyendo la interaccion cuadratica, al nivel de confianza de 95 % (p < 0,05). Los factores
cuadraticos, son considerados en un delineamiento de planificacion experimental con la finalidad
de incrementar la curvatura de una superficie, para ubicar los puntos de maximo y minimo. Este
modelo present6 un coeficiente de determinacion (R?) de 72 % de la variabilidad de los resultados

que son explicados con los factores estudiados.
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Tabla 13. Anélisis de varianza de fuerza de ruptura (MPa)

R:0,7227 R-Adj:0,5286

Factor

SC GL CM F-valor P-valor
(1) Organoarcilla (g/100g)(L) 1,000 1 0,952 7,853 0,00021
Organoarcilla (g/1009)(Q) 4,884 1 4,884 40,287 0,00013
(2) Aceite esencial (g/100g)(L) 2,394 1 2,394 19,748 0,00161
Aceite esencial (g/100g9)(Q) 3,920 1 3,920 32,338 0,00030
(3) Almidén (g/100g)(L) 15,618 1 15,618 128,826 0,00000
Almidon (g/1009)(Q) 1,702 1 1,702 14,039 0,00458
1Qpor2Q 2,993 1 2,993 24,687 0,00077
Falta de ajuste 10,716 1 10,716 88,394 0,00001
Puro error 1,091 9 0,12123
Total SS 42,582 17,000

Donde: SC: Suma de cuadrados ,Gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, los términos en rojo son significativos bajo un pv<0,05

La interaccion de la organoarcilla y aceite de esencial influye sobre la fuerza de ruptura,
ya que el aceite disminuye el poder que tiene la organoarcilla para mejorar esta propiedad
mecanica en la estructura de la biopelicula (Chivrac, Pollet, Dole, y Avérous, 2010). En la figura
10, se observo que la mayor fuerza de ruptura se da en concentraciones menores de aceite de

romero 0,10 g/100 g y concentraciones mayores de organoarcilla de 0,40 a 0,6 g/100 g.
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Figura 10. Gréficas de superficie de respuesta y contorno de fuerza de ruptura (MPa).

Los coeficientes de regresion para el modelo polinomial y la grafica de Pareto se
encuentran en el anexo 5 y 6 respectivamente. La ecuacion ajustada para el modelo matematico
es representada en la ecuacion 17, donde la interaccidn cuadréatica entre la organoarcilla y el

aceite de romero presentaron un efecto negativo reduciendo en 132,398 MPa la fuerza de ruptura

de las biopeliculas.

Ecuacion de la figura 10 (A1-) :

Fuerza de ruptura = 21,129 + 20,692 OA — 21,446 0A? — 44,067 AR +

123,714 AR? — 7,984 AM + 0,772 AM? — 132,398 OA%AR? .... (Ec.17)
Donde:

OA: Organoarcilla (g/100g)
AR: Aceite esencial de romero (g/100g9)

AM: Almiddn de mandioca (g/100g)

El analisis de varianza para la variable respuesta de elongacion % se muestra en la tabla
14, este modelo presentd un coeficiente de determinacion (R?) de 95 % de la variabilidad de los
resultados que son explicados con los factores mencionados.
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La organoarcilla y el aceite esencial son factores significantes ya sea lineal o cuadratica,

estas influyen en el % de elongacion (p < 0,05) al igual que el almidén cuadratico.

Tabla 14. Anélisis de varianza de elongacion (%)

FACTOR R:0,9563 R-Adj:0,9258

SC GL CM F-valor P-valor
(1) Organoarcilla (g/100g)(L) 684,785 1 684,785 33,791 0,00026
Organoarcilla (g/100g9)(Q) 1049,22 1 1049,22 51,774  0,00005
(2) Aceite esencial (g/100g)(L) 595,841 1 597,841 29,501 0,00042
Aceite esencial (g/100g)(Q) 1820,16 1 1820,16 89,817  0,00001
(3) Almidén (g/100g)(L) 31,493 1 31,493 1,554  0,24401
Almidén (g/100g)(Q) 4327447 1 4327447 214  0,00000
Falta de ajuste 222,814 2 111,407 5497  0,02754
Puro error 182,387 9 20,267
Total SS 8916,147 17

Donde: SC: Suma de cuadrados ,Gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, los términos en rojo son significativos bajo un pv<0,05

Los coeficientes de regresion para el modelo polinomial y la grafica de Pareto se
encuentran en el anexo 7 y 8 respectivamente. La ecuacion ajustada para el modelo matematico
es presentada en la ecuacién 18, donde los coeficientes significativos corresponden a los valores

cuadraticos y lineales de la organoarcilla y aceite esencial de romero.

%E = —1084,321 — 361,688 OA + 404,896 0A% — 782,683 AR — 2133,167 AR? +
393,080 AM — 32,892 AM? ... ...... (Ec.18)

Donde:

OA: Organoarcilla (g/100g)

AR: Aceite esencial de romero (g/100g)

AM: Almidén de mandioca (g/100g)
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Rocha et al., (2014) mencionaron que uno de los factores que mas afectan a las
propiedades mecénicas y/o fisicas de las peliculas hidrofilicas es el contenido del plastificante
ya que el glicerol ejerce mayor influencia, esto significa que cuanto mayor sea el contenido de
glicerol en la biopeliculas, tendran mayor flexibilidad y menor resistencia de traccion; en el
presente trabajo de investigacion se estandarizo el contenido del plastificante, con la finalidad de
ver la interaccion de la organoarcilla en la fuerza de ruptura (MPa) y elongacion (%) de las
biopeliculas.

El porcentaje de elongacion se incrementa cuando el contenido de organoarcilla es mayor
y al ser agregado al material, parte de esta rigidez que posee es transferido a la matriz del almidon,
lo cual coincide a lo reportado por muchas investigaciones, las propiedades mecanicas mejoran
con el aumento de MMT-OM, ya que contribuye a una mejor compatibilidad con la matriz
polimérica (Chen y Evans, 2005).

La montmorillonita organicamente modificada (MMT-OM) tiene una estructura
hidrofilica, de buena afinidad con las cadenas de almidones y un alto grado de agregacién en una
matriz de almiddn plastificado. EI uso del plastificante como un compatibilizador érgano-
modificado ayuda a la interaccion entre las moléculas de arcilla y almiddn, de esta forma actdan
como refuerzo en las propiedades mecéanicas de las peliculas (Carvalho, Avérous y Tadini, 2011).

La adicion de aceite esencial de romero en la matriz de la biopelicula influenci6 en la
fuerza de ruptura (MPa) y elongacion (%) a 0,2 g/100g, los rangos mas bajos que oscilan de 1,4
a 1,5 MPa y valores altos de 72,5 a 77,6 % respectivamente. Suput et al., (2016) report6 que la
adicién de aceites esenciales (Comino negro [0,5 - 1y 2 %] y orégano [0,5 - 1y 2%]) ambos
disminuyeron la fuerza de ruptura (MPa) de 10,02 a 2,3 MPa y 10,65 a 2,12 MPa
respectivamente, esto indica la pérdida de movilidad macromolecular; mientras que la
elongacion (%) se incremento de 38 a 52% y 32 a 61% respectivamente. A mayor concentracion

de aceite los valores de fuerza de ruptura (MPa) disminuyen y los valores de elongacion (%)
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aumentan, estos resultados son comunes en la incorporacion de aceites esencial en matrices de
biopolimeros.

Pelissari, Grossmann, Yamashita, y Pineda (2009), observaron una disminucion en la
fuerza de ruptura y un aumento en la elongacion en peliculas a base de almidon de mandioca y
aceite esencial de orégano, las concentraciones de aceite fueron de 0,1, 0,5y 1%, donde observo
un aumento en de alargamiento a la ruptura de 27,18, 40,73 %, y alcanzando un méaximo de 48,4
% para 1 % de aceite esencial de orégano, lo que ratifica la relacion de los resultados obtenidos.

4.3.1.2. Permeabilidad de vapor de agua (PVA)

En la tabla 15 se aprecian los resultados de la PVA de las biopeliculas los cuales estan
entre 1,01 - 2,89 x 10° g/hMPa. Los tratamientos que presentaron menor PVA fueron 9,7 y 5 de
1,2; 1,5y 1,6 x 10° g/hMPa respectivamente, los que obtuvieron valores promedios fueron los
tratamientos 2, 8y 1 de 1,9; 2,2 'y 2,9 x 10~ g/hMPa respectivamente y por ultimo los valores
mayores en PV A fueron los tratamientos 6, 4y 3 de 3,5; 4,6 y 5,2 x 10”° g/hMPa respectivamente.

Los 9 tratamientos alcanzaron 0,16 a 0,49 mm de espesor, segun Vicentini (2003) reporto
9,5x10%a 3,83 x 10® g/hMPa de PVA con espesor que varia de 0,017 a 0,090 mm . La PVA,
puede variar con el espesor de las biopeliculas debido a los cambios estructurales causados por
el hinchazén de la matriz hidrofébica, afectando la estructura de las biopeliculas y provocando
tensiones internas que pueden influir en la permeabilidad; es por ello que a menor espesor de la

pelicula menor seré su permeabilidad de vapor de agua.

En la tabla 16, se presenta el analisis de varianza para la permeabilidad de vapor de agua, donde
se observé que el Unico factor significante es el almidon ya sea lineal o cuadréatico. Este modelo

present6 un coeficiente de determinacion (R?) de 58 % de variabilidad de los resultados que son
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Tabla 15. Permeabilidad de vapor de agua y % solubilidad

Permeabilidad de vapor de

% Solubilidad
agua 10 (g/h MPa)

1 29 + 04 540 + 0,0
2 19 + 08 589 + 0,1
3 52 = 05 373 = 02
4 46 + 07 641 + 03
5 16 + 04 488 + 0,0
6 35 + 0,8 751 + 072
7 15 + 0,3 578 + 0.2
8 22 + 02 476 + 04
9 12 £ 0,3 562 + 0,2

explicados con los factores mencionados. El coeficiente R? es la relacion de la variacion
explicada a la variacion total, un valor R? superior a 0.8 muestra un mejor ajuste al modelo de

regresion de la variable respuesta (Sin et al., 2006).

Los coeficientes de regresidn para el modelo polinomial y gréafica de Pareto se encuentran
en el anexo 9 y 10 respectivamente. La ecuacidn ajustada para el modelo matematico es

presentada en la ecuacion 19:
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Tabla 16. Analisis de varianza de permeabilidad al vapor de agua (PVA)

Factor R:0,5867 R-Adj:0,3532

SC GL CM F-valor P-valor
(1) Organoarcilla (g/100g)(L) 0,000 1,000 0,000 0,647 0,442
Organoarcilla (9/100g9)(Q) 0,000 1,000 0,000 0,011 0,918
(2) Aceite esencial (g/100g)(L) 0,000 1,000 0,000 0,108 0,750
Aceite esencial (g/100g)(Q) 0,000 1,000 0,000 0,170 0,690
(3) Almiddn (g/100g)(L) 0,000 1,000 0,000 10,849 0,009
Almidon (g/1009)(Q) 0,000 1,000 0,000 5966 0,037
Falta de ajuste 0,000 2,000 0,000 1,888 0,207
Puro error 0,000 9,000 0,000
Total SS 0,000 17,000

Donde: SC: Suma de cuadrados ,Gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, los términos en rojo son significativos bajo un pv<0,05

PVA = 0,0004 — 0,00012 AM — 0,00001 AM? ....................(Ec. 19)
Donde:
OA: Organoarcilla (g/100g)
AR: Aceite esencial de romero (g/100g)

AM: Almidon de mandioca (g/100g)

Souza, Benze, Ferrdo, Ditchfield, Coelho y Tadini (2012) analizaron peliculas a base de
almiddén de mandioca, con concentraciones de glicerina (0.75 y 1.25%) y organoarcilla (0, 0.5y
0.10%), mediante el analisis de varianza indicaron que el glicerol y la organoarcilla influyeron
significativamente en la PVA (P < 0.05), disminuyendo la PVA cuando la organoarcilla esta

presente.

Segun Flores et al., (2007) y Olivato et al., (2011) estudiaron peliculas de almiddn de
mandioca y sorbato de potasio, reportaron valores encontrados de PVA de 5,3 x 10° g/hMPa y
5,45 x 10° g/hMPa respectivamente, las cuales contenian de glicerol (10% m/m), los resultados

mencionados se muestran ligeramente mayores a los obtenido en el presente trabajo; no obstante
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los mismos autores afiadieron 1 % de &cido citrico (agente compatible), en sustitucion del glicerol
y obtuvieron valor de 3,6 x 10° g/hMPa para PVA, inferior a los obtenidos en el presente estudio
para las biopeliculas con aceite esencial de romero.

Oliveira (2009), también realizé la prueba de PVA a sus biopeliculas con y sin adicién
de organoarcilla y plastificante (glicerol) con 0,20 y 0,30 g de glicerol/g fécula seca en periodos
de agitacion de 20, 40 y 60 min, reportando que a mayor contenido de plastificante (glicerol)
aumenta la PVA. La concentracién de organoarcilla fue de 0,01 g /g fécula seca, los periodos de
agitacion de la suspension acuosa de organoarcilla no afectaron significativamente los valores
de PVA de las peliculas, en comparacion con los valores encontrados para las peliculas sin
organoarcilla.

Uno de los factores importantes que afecta la PVA es el plastificante (glicerol), su
presencia disminuye las fuerzas intermoleculares en las cadenas del polimero, generando mayor
movilidad molecular y asi aumentando su PVA (Villada y Joaqui, 2013), pero segun los datos
obtenidos en este trabajo el glicerol fue igual para todos y no hay significancia. Sin embargo el
aumento en la concentracion de organoarcilla reduce la PVA en aproximadamente un 50%
(Oliveira, 2009).

Park et al., (2003) y Chen, Evans (2005) mencionan que la reduccion de la PVA en
peliculas compuestas de almiddn y organoarcilla al ser comparadas con peliculas de almidon,
asocian este efecto a una reduccion del coeficiente de difusion efectivo, debido a la presencia de
la organoarcilla.

Suput et al., (2016) reportaron que la adicion de aceites esenciales (Comino negro [0,5 -
1y2 %]y orégano [0,5 - 1y 2%]), disminuyen la PVA, esto se produce a través de la parte
hidrofilica de la pelicula, entonces a mayor concentracién de aceite se tendrd una mejor
propiedad de barrera (PVA). Kechichian et al., (2010) también reporta que la adicién de

ingredientes antimicrobianos (Canela y clavo en polvo) influye significativamente en la matriz
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de la pelicula biodegradable de mandioca como barrera de vapor de agua. Los aceites esenciales
son mezclas altamente complejas e hidrofdbicas, el aumento de la hidrofobicidad de la pelicula
reducird la absorcion de agua, esto tambien ocurre en la PVA disminuye con un aumento de la
fraccion del compuesto hidrofobico. Entonces la PVA depende de la relacion hidrofilico-
hidrofdébica de los constituyentes de la pelicula (Pelissari et al., 2009).

4.3.1.3. Solubilidad de agua

En la tabla 15, se muestran los resultados de solubilidad de los 9 tratamientos de
biopeliculas que presentaron valores de 37,3 a 75,1 %. Los tratamientos que presentan menor
solubilidad en agua fueronel 3,8y 5 de 37,3; 47,6 y 48,8 % respectivamente, los que obtuvieron
valores promedios fueron los tratamiento 1, 9y 7 de 54; 56,2 y 57,8 % respectivamente y por
altimo los valores mayores fueron los tratamiento 2, 4 y 6 de 58,9; 64,1 y 75,1 %
respectivamente. Las biopeliculas que presentan una alta solubilidad tienen una baja resistencia
al agua (Vicentini, 2003).

Para evaluar el impacto de los factores en la solubilidad de agua se realiz6 un analisis
varianza mostrado en la tabla 17, donde se observa que la interaccion cuadratica de la
organoarcilla y el aceite esencial de romero son significativas, eso quiere decir que influye en el
resultado de la solubilidad. Este modelo present6 un coeficiente de determinacion (R?) de 65 %

de la variabilidad de los resultados que son explicados con los factores estudiados.

En la figura 11 [A1 y A2]), se observa una tendencia de valores minimos de solubilidad

en agua (37,31%) para contenidos de organoarcilla (< 0,62 g/100g), aceite de romero (0,14 -

0,24 ¢/100g).
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Tabla 17. Analisis de varianza del indice de solubilidad de agua

R: 0,65268 R-adj: 0,40955

Factor SC GL CM F-valor  P-valor
(1) Organoarcilla (g/100g)(L) 42,563 1,000 42,563 10,003  0,011499
Organoarcilla (g/100g)(Q) 457,960 1,000 457,960 107,629  0,000003
(2) Aceite esencial (g/100g)(L) 18,253 1,000 18,253 4,290  0,068232
Aceite esencial (g/100g)(Q) 127,690 1,000 127,690 30,009 0,000391
(3) Almiddn (g/100g)(L) 2,168 1,000 2,1675 0,5094  0,493490
Almidon (g/100g)(Q) 113,251 1,000 113,2513 26,6160 0,000596
1Q por 2Q 57,760 1,000 57,760 13,575 0,005041
Falta de ajuste 610,613 1,000 610,613 143,505 0,000001
Puro error 38,295 9,000 4,2550
Total SS 1868,325 17,000

Donde: SC: Suma de cuadrados ,Gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, los términos en rojo son significativos bajo un pv<0,05

Los coeficientes de regresion para el modelo polinomial y grafica de Pareto se encuentran
en el anexo 11 y 12 respectivamente. La ecuacion ajustada para el modelo matematico es
representada en la ecuacion 20, la interaccion cuadrética, entre la organoarcilla y el aceite
esencial de romero presentaron un efecto negativo reduciendo en 581,633 % la solubilidad de
las biopeliculas.

Ecuacion de la figura 11 (A1-):
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%S = 554,981 + 223,417 0A — 240,357 0A? — 238,333 AE + 673.571 AE*

— 178,593 AM + 14,970 AM? — 581,633 0A%AR? ... ... ... (Ec.20)

Donde:
OA: Organoarcilla
AR: Aceite esencial de romero

AM: Almidén de mandioca

Resultados similares de biopeliculas a base de almidon de mandioca, sorgo y glicerol
oscilaron de 30,19 a 57,78 % de solubilidad (Arévalo et al., 2018). Las peliculas basadas en
almidén de mandioca, glicerol y proteina de soya mostraron solubilidad de 14,84 a 60,96 %
(Oliveira, 2009). En biopeliculas de almidon de mandioca doblemente modificado presentaron
valores de solubilidad de 20,43 a 45,71 % segun Trujillo (2013).

Los procesos que conducen a la descomposicion del almiddn y la liberacion de amilosa
en solucién también afectan positivamente la solubilidad del almidon, como el calentamiento y
el tratamiento quimico, mientras que los tratamientos que refuerzan la estructura cristalina
reducen la solubilidad del almidon (Jyothi, Kiran et al., 2007; Lertphanich et al., 2013).

La solubilidad involucra a las moléculas de agua en la matriz polimérica, seguido de una
ruptura brusca de las fuerzas de Van der Walls en las cadenas poliméricas. La solubilidad esta
relacionada con la PVA, mientras mayor sea esta menor serd el % solubilidad (Aguilar et al.,
2012).

En la pelicula la solubilidad es una caracteristica fisica importante que determina su
biodegradabilidad, cuando se utiliza como un medio para proteger y conservar los alimentos
(Frutos y hortalizas). Se requiere tener una baja solubilidad en las biopeliculas durante el periodo
de almacenamiento, por otra parte tener una alta solubilidad podria beneficiar a los productos

que requieren hidratacion antes de su consumo (Anchundia et al., 2016).
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4.3.1.4. Actividad antimicrobiana

Se realizé el estudio antimicrobiano a las biopeliculas, para identificar el poder de
inhibicion del aceite esencial de romero, utilizando el método de difusion en disco, contra las
bacterias gram negativas (Enterobacterias) y gram positivas (Staphylococcus Aureus),
microorganismos comunes en la industria alimentaria; el aceite esencial de romero no se difundio
en el agar adyacente a la biopelicula, solo se inhibid el crecimiento de los microorganismos que
estan en contacto con la zona activa, de este modo se pudo determinar la cantidad minima
necesaria de aceite esencial de romero para desarrollar biopeliculas con propiedades
antimicrobianas.

En la figura 12 se observo halos de inhibicion de las 9 biopeliculas a diferentes
concentraciones de aceite esencial de romero contra los microorganismos de prueba, los halos
de inhibicion pequefios se observaron para las biopeliculas que contenian menos aceite de romero
(9/100g), hubo menos inhibicion de bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus) y una
mayor inhibicidn de las bacterias gramnegativas (Enterobacterias), los datos cuantificados son

mostrados en la tabla 18.
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Figura 12. Inhibicién de microorganismos

El aumento de concentracion de aceite esencial de romero a 0,3 g/100g origin6 un 100 %
de inhibicion de los microorganismos a prueba, como se muestra en la figura 13, el tratamiento
3y 6 presentaron una alta inhibicion al aumento de los microorganismos (NP UFC/g) en 48 h.
No obstante la aparicidn de staphylococcus y las enterobacterias en la biopelicula (Tratamiento
4) inhibid totalmente el aumento de las enterobacterias, pero si hubo presencia de S. Aureus (1 X
102 40,2 UFC/g); las demas biopeliculas con bajo contenido de aceite esencial de romero no
inhibieron el crecimiento de los microorganismos en la zona adyacente, las cuales aumentaron
significativamente (p<0,05), donde la mayor aparicion fue 4 x 10 UFC/g de enterobacterias y 4

x102 UFC/g de S. Aureus.
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Tabla 18. Actividad antimicrobiana

Actividad antimicrobiana

T Enterobacterias S. aureus (X
(X 10 UFCl/g) 102 UFC/g)

1 3 + 00 4 =+ 06
2 3 + 12 2 = 072
3 1 =+ 00 0 =+ 00
4 0 + 00 1 =+ 02
5 4 + 06 1 =+ 01
6 0O + 00 0 =+ 00
7 2 + 12 1 £ 0.2
8 3 + 12 1 =+ 01
9 2 = 06 1 =+ 01

En la tabla 19, se presenta el analisis para actividad antimicrobiana (enterobacterias),
donde se observd que la interaccion lineal es significativa entre la organoarcilla y el aceite
esencial de romero. Este modelo presento un coeficiente de determinacion (R?) de 87%, de la

variabilidad de los factores estudiados.
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Tabla 19. Analisis de varianza de actividad antimicrobiana (Enterobacterias)

Factor R: 0,87452 R-adj: 0,78669
SC GL CM F-valor P-valor

(1)Organoarcilla (9/100g)(L) 0.06259 1 0.06259  0.10714  0.750906
Organoarcilla (g/1009)(Q) 6.02975 1 6.02975 10.32143 0.010613
(2)Aceite esencial (g/100g)(L) 1.56481 1 1.56481  2.67857 0.136134
Aceite esencial (g/100g)(Q) 20.05049 1 20.05049 34.32143 0.000241
(3)Almidén (g/100g)(L) 0.56333 1 0.56333  0,96429 0.351769
Almidén (g/100g)(Q) 5,51858 1 551858  9,44643  0.013279
1L por 2L 10.09827 1 10.09827 17.28571 0.002456
Falta de ajuste 0.25037 1 0.25037  0.42857  0.529064
Puro error 5.25778 9 0.58420
Total SS 43.89827 17

Donde: SC: Suma de cuadrados ,Gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, los términos en rojo son significativos bajo un pv<0,05

En la figura 13 (A1, A2), se observd que la mayor inhibicion de las enterobacterias se
da en concentraciones mayores de aceite esencial de romero (=0,30 g/ 100 g) y organoarcilla
(=0,50 g/ 100 g). Pelissari et al., (2009) mencionan que la actividad antibacteriana del aceite de

romero en discos de pelicula son buenos para inhibir bacterias gram negativas (Enterobacterias)
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Figura 13. Gréficas de superficie de respuesta y contorno de enterobacterias.
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Los coeficientes de regresion para el modelo polinomial y grafica de Pareto se encuentran
en el anexo 13 y 14 respectivamente. La ecuacion ajustada para este modelo matematico es
presenta en la ecuacién 21, la interaccion lineal entre la organoarcilla y el aceite esencial de
romero disminuye 79,444 (10 UFC/g) de enterobacterias en las biopeliculas.

Ecuacion de la figura 13 (Ai-)

Enterobacterias = E — 51,422 — 40,806 0A + 30,694 0A? AR + 54,167 AR —

223,889 AR? + 19,717 AM — 1,661 AM? — 79,444 OA x AR ... ... ......(Ec.21)

Donde:
AO: Organoarcilla ( g/100g)
AR: Aceite esencial de romero ( g/100g)

AM: Almidon de mandioca (g/100g)

En la tabla 20 se presenta el analisis de varianza realizado para la actividad
antimicrobiana (S. Aureus), donde se observo significancia en la interaccion lineal. Este modelo
presento un coeficiente de determinacion (R?) de 97% de la variabilidad de los resultados con

los factores estudiados.

67



Groan, MseresOofees

Tabla 20. Analisis de varianza de actividad antimicrobiana (S. Aureus)

Factor R: 0,97569 R-adj: 0,95867

SC GL CM F-valor  P-valor
(1)Organoarcilla (g/100g)(L) 2.40606 1 2.406059 43.02985 0.000104
Organoarcilla (g/1009)(Q) 3.00444 1 3.004444 53.73134 0.000044
(2)Aceite esencial (g/100g)(L) 5.53068 1  5.530681 98.91045 0.000004
Aceite esencial (g/100g)(Q) 0.60840 1 0.608400 10.88060 0.009251
(3)Almidén (g/100g)(L) 0.45630 1  0.456300 8,16045 0.018883
Almidén (g/100g)(Q) 0.03380 1  0.033800 0.60448 0.456824
1L por 2L 5.27468 1  5.274678 94.33209 0.000005
Falta de ajuste 0.03067 1  0.030670 0.54851 0.477804
Puro error 0.50324 9 0.055916
Total SS 21.96249 17

Donde: SC: Suma de cuadrados ,Gl: Grados de libertad, CM: Cuadrados medios, los términos en rojo son significativos bajo un pv<0,05

En la figura 14, se observd que la mayor inhibicion de los S. aureus se da en las

concentraciones mayores de aceite esencial de romero (=0,30 g/ 100 g) y organoarcilla ((=0,50

g/ 100 g).
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Figura 14. Graficas de superficie de respuesta y contorno de Staphylococcus aureus
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Los coeficientes de regresién para el modelo polinomial y grafica de Pareto se encuentran
en el anexo 15 y 16 respectivamente. La ecuacion ajustada para el modelo matematico es
representada en la ecuacion 22, la interaccion lineal entre la organoarcilla y el aceite esencial de
romero presentaron un efecto positivo, aumentando en 57,41 (102 UFC/g) la actividad inhibidora
de S. aureus en las biopeliculas.

Ecuacion de la figura 14 (Ai-)
S.Aureus = —31,056 OA + 21,667 0A? — 14,156 AR — 39 AR? + 57,417 OA *
AR oo vev e e (EC.22)
Donde:
OA: Organoarcilla ( g/100g)
AR: Aceite esencial ( g/100 g)

AM: Almidon de mandioca (g/100g)

Abdollahi, Rezaei y Farzi (2012) mencionaron que la actividad antibacteriana del aceite
esencial de romero en discos de pelicula son buenos para inhibir bacterias grampositivas (L.
monocytogenes, S. agalactiae) que sus contrapartes gramnegativas, que suelen ser
considerablemente mas resistentes a los agentes antibacterianos; el presente estudio tuvo una
mayor inhibicion a las bacterias gramnegativas que a las grampositivas, pero ambas presentaron
rangos inferiores a lo reportado por Pelissari et al., (2009) que obtuvieron una mayor
proliferacién de microorganismos en la parte adyacente a la pelicula con aceite esencial de
orégano, donde B. cereus present6 la mayor inhibicion para todas las concentraciones, mientras
que S. enteritidis presentd la mas baja.

Souza et al., (2013) reportaron una actividad antimicrobiana basada en sus peliculas
compuestas de almidén de mandioca, aceite esencial de canela y organoarcilla, donde el

crecimiento de microorganismos mediante el método de difusion de disco, en sus tres contenidos
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diferentes de aceite de canela (0,4 g, 0,5 g y 0,6 g), presentaron una mejor inhibicion en la
biopelicula con mayor contenido de aceite esencial.

La mayoria de los estudios que investigan la accién de los aceites esenciales (AE) contra
los organismos que deterioran los alimentos y los patdgenos transmitidos por los alimentos estan
de acuerdo en general, que los AE son ligeramente mas activos contra las bacterias Gram-
positivas que las Gram-negativas (Burt, 2004). Este resultado puede estar relacionado con la
presencia de una membrana externa adicional que rodea la pared celular en bacterias Gram-
negativas, que restringe la difusion de compuestos hidrofobos a través de su cubierta de

lipopolisacéridos (Zivanovic, Chi, y Draughon, 2005, Suput et al., 2016).
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

La obtencion de almidén de mandioca, permitié tener un polimero apto y de buena
calidad para el uso de biopeliculas activas para aplicaciones alimentarios. Es posible obtener
peliculas biodegradables es buenas condiciones utilizando el almidén de mandioca, reforzado
con organoarcilla y aceite esencial de romero. Se eligié al 4to tratamiento mediante el disefio
estadistico L4 (2%), ya que obtuvo el valor mas alto de temperatura de gelatinizacion y
estadisticamente fue significativo, independientemente de las otras variables de respuesta.

Los valores promedios obtenidos en sus propiedades fisicoquimicas de almidén de
mandioca tales como humedad 4,62%, proteinas 1,91%, grasa 1,15, ceniza 0,13%, fibra 0.57%,
carbohidratos 92,18, amilosa 22,13% y amilopectina 69,48 %.

La morfologia del granulo de almidén de mandioca fue de forma esférica con algunas
terminaciones truncadas, el tamafio de los granulos se encuentra entre 4.944 a 14.84 um. Las
propiedades térmicas que presentd mediante la prueba de DSC fue de 52,98 °C (To), 59,8 °C
(Tp), 67,64 °Cal (Tr) y 10,52 AH.

La caracterizacion de la organoarcilla muestra un pico caracteristico en 26=7,52° (d 1=
11,768 A 0 1,17 nm), con un espacio interlaminar de 1,17 nm la organoarcilla fue un refuerzo
importante para mejorar las propiedades mecanicas en las biopeliculas.

El almidon a concentraciones de 6 a 7 g/100g presentd mejores resultados en las
propiedades mecanicas, solubilidad y permeabilidad de vapor de agua por su estructura
hidrofilica. Las peliculas producidas a partir de soluciones mas concentradas de organoarcilla de
0,4 a 0,6 g/100g ayudan a obtener peliculas homogéneas con mejor resistencia a la fuerza de
ruptura y al % de elongacion. También ayudan a mejorar las propiedades de barrera como la
PVA ysolubilidad. El aceite esencial de romero fue incorporado exitosamente en las biopeliculas

ayudando a potenciar la actividad antimicrobiana contra las enterobacterias y Staphylococcus
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aureus. A mayor contenido de aceite esencial de 0,3 g/100g mejor es la inhibicion de

microorganismos. En las propiedades mecénicas ayuda a incrementar su % de elongacion, pero

disminuye su fuerza de ruptura.

5.2 Recomendaciones

Esta investigacion realizada permite hacer las siguientes recomendaciones, segln los

analisis realizados de sus resultados aln hay aspectos que son necesarios investigar.

Estudiar el efecto reoldgico oscilatorio de las soluciones de las biopeliculas (solucion
filmogenica).

Realizar prueba de temperatura de transicion vitria Tg, Tc y Tm (°C) para verificar el
comportamiento de transiciones de fase del biopolimero.

Realizar microscopia electronica de barrido (MEB) en la biopelicula para justificar las
posibles interacciones de almidon, aceite esencial y la organoarcilla.

Evaluar el tiempo de vida util de las peliculas biodegradables en diversas condiciones de
humedad relativa.

Estudiar el efecto sensorial en alimentos frescos recubiertos con biopelicula activa a base

de almidén de mandioca reforzado con aceite esencial de romero y organoarcilla.
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ANEXOS

Anexo 1.Contenido de amilosa

Contenide de amilosa
El contenido de amilosa aparente se determind por (Anchundia, Santacruz, & Coloma,
2016). Se mezclaron 80 mg de almidén con 10 ml de dimetilsulféxido (DMS0). Se
calentd la mezcla en un bafio maria a 85 "C por 30 min. Luego se transfirieron los
tubos a una estufa a 100 °C por 1 hora. Posteriormente se tomaron 0.5 ml de la
solucién y se afiadid aproximadamente 25 ml de agua destilada y 1 ml de solucidn de
lugel (I./IK) y se aford hasta 50 ml con agua destilada.
Finalmente, por medio de un espectrofotdmetro se determiné la absorbancia a
635 nm y se calculd el valor azul y el porcentaje de amilosa aparente presente

en el almiddn, segln las siguientes ecuaciones:

Valor azul = ————4osorbancia 100
2 x g de selucion x mg almidon

%o de amilosa = (28.414 x valor azul) — 6.218
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Anexo 2. Equipos

|

{ATENCION!
RIESGO
ELECTRICO

Difraccion de rayos X para el
analisis de la organoarcilla

Texturometro
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Anexo 3. Biopelicula de almiddn de mandioca, aceite esencial y organoarcilla
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Anexo 4. Acondicionamiento de las biopeliculas

Trat. 1 Trat. 2

Trat. 9
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Anexo 5. Coeficiente de regresion lineal de fuerza de ruptura (MPa)

Regress (-)95% (+)95%
FACTOR Std, Err t(9) p ) )
Coef, Cnf,Limt Cnf,Limt
Media/Interseccion 21,129 8,317 2,540 0,0317 2,312 39,944
(1) Organoarcilla (g/100g)(L) 20,692 3,517 5,881 0,0002 12,734 28,649
Organoarcilla (g/100g9)(Q) -21,446 4,526 -4,737  0,0011 -31,686 -11,206
(2) Aceite esencial (g/100g)(L) -44,067 7,035 -6,263 0,00015 -59,983 -28,150
Aceite esencial (g/100g)(Q) 123,714 18,105 6,832  0,00007 82,756 164,672
(3) Almidén (g/100g)(L) 7,984 2876  -2,775 0,0215  -14,492 -1,476
Almidén (g/100g)(Q) 0,772 0,241 3,201 0,0108 0,226 1,317
1 Q por 2Q -132,398 26,647 -4,968  0,0007 -192,677 -72,118

Anexo 6. Gréafica de Pareto de fuerza de ruptura (MPa)

(3)Almidon (g/100g)(L) +

Organoarcilla (g/100gHQ) |

Aceite esencial (g/100g)(Q) |

1Qby2Q ¢

(2)Aceite esencial (g/100g}L) +

Almidon (g/100g){(Q) |

(1)Organcarcilla (g/100g)(L) |

6.347186

-5.68662

-4-96861

-2-8023

-4.44389

3:-746885

p=.05
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Anexo 7. Coeficiente de regresion lineal de la elongacién (%)

Regress (-)95%  (+)95%
FACTOR Coef, Std, Err t(9) p CnfLimt CnfLimt
Media/Interseccion -1,080,321 80,703  -13,386 0,000 -1,262,884 -897,758
(1) Organoarcilla (g/100g)(L) -361,688 45,483  -7,952 0,000 -464,578  -258,797
Organoarcilla (9/100g9)(Q) 404,896 56,271 7,195 0,000 277,602 532,190
(2) Aceite esencial (g/100g)(L) 782,683 90,967 8,604 0,000 576,902 988,464

Aceite esencial (9/100g)(Q)
(3) Almidon (g/100g)(L)

Almidén (g/1009)(Q)

-2,133,167 225,084

393,080

-32,892

27,041

2,251

-9,477 0,000 -2,642,343 -1,623,990
14,536 0,000 331,908 454,252

-14,613 0,000 -37,983 -27,800

Anexo 8. Gréfica de Pareto de elongacion (%)

Almidon (gf100g)(Q) +

- -1 4:6-

Aceite esencial (g/100g)(Q) +

Organoarcilla {g/100g}{Q) |

{1)Crgancarcilla {g/100g)}L)

(2)Aceite esencial {g/100g}L) +

(3)Almidon (g/100g)(L) |

8.477187
-7-19545
-5:81302
-5.43147
-1-34661
pI:_05
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Anexn O Cneficiente de rearesidn de PV/A

Anexo 10. Gréfica de Pareto de PVA

(3)Almidén (g/100g)(L) |

Almidén (g/100g)Q) |

(1)YOrganoarcilla (g/100g)(L) t

Aceite esencial (g/100g)Q) t

(2)YAceite esencial (g/100g)L) t

Organocarcilla {g/M100g}Q) +

l—2_44249

-80463

~412644

-3289786

106211

-_3-29 3?2 ]

95

p=.05

oY

_imt

1,0007

1,0001

1,0002

10002

1,0012

00004

100002



Anexo 11. Coeficiente de regresion de ISA

Factor ReRIeSS  dEre t(9) P O3S IS

Coef. Cnf.Limt Cnf.Limt
Media/Interseccion 554,981 49,277 11,2624 0,000001 443,507 666,454
(1)Organoarcilla (g/100g)(L) 223,417 20,841 10,7198 0.000002 176,270 270,563
Organoarcilla (g/100g)(Q) -240,357 26,816  -8,9631 0,000009 -301,020 -179,694
(2)Aceite esencial (g/100g)(L) -238,333 41,682  -5,7178 0,000288 -332,626 -144,040
Aceite esencial (9/100g)(Q) 673,571 107,264 6,2795 0,000144 430,920 916,223
(3)Almidén (g/100g)(L) -178,593 17,043  -10,4784 0,000002 -217,149  -140,037
Almidén (g/100g)(Q) -14,970 1429 10,4748 0,000002 11,737 18,203
1Q por 2Q -581,633 157,8647 -3,6844 0,005041 -938,747 -224,518

Organoarcilla (g/100g)(Q) |

Aceite esencial (g/100g9)(Q) +

Almidén (g/100g)(Q) |

1Qby2Q |

(1)Organoarcilla (g/100g)(L) |

(2)Aceite esencial (g/100g)(L) |

(3)Almidén (g/100g)(L) |

Anexo 12. Grafica de Pareto de ISA

-5.47808

-5.15807

-3.68437

3162773

7137231

42.0712

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Anexo 13. Coeficiente de regresion de enterobacteria (UFC/g)

Regress. -95.% +95.%

Factor Coef. Std.Err. t(9) P Cnf.Limt Cnf.Limt

Media/Interseccion -51,422 18,19732 -2,82581 0,019854 -92,587  -10,257
(1)Organoarcilla

-40,806 8,61637 -4,73582 0.001065 -60,297  -21,314

(9/100g)(L)
Organoarcilla (9/1009)(Q) 30,694
(2)Aceite esencial

54,167
(9/100g)(L)

9,55410 3,21270

17,23273 3,14324

Aceite esencial (9/1009)(Q) -223,889 38,21641 -5,85845

(3)Almidon (g/100g)(L) 19,717

Almidon (g/100g)(Q) -1,661
1L por 2L 79,444

6,48929 3,03834
0,54046 -3,07350
19,10820 4,15761

0,010613 9,082 52,307

0,011866 15,184 93,150

0,000241 -310,340 -137,437
0,014056 5,037 34,396
0,013279  -2,884 -0,439
0,002456 36,219 122.670

Anexo 14. Grafica de Pareto de actividad antimicrobiana (enterobacterias (UFC/g))

Aceite esencial (g/100g)(Q) |

1Lby2L |

Organoarcilla (g/100g)(Q) |

Almidén (g/100g)(Q) |

(2)Aceite esencial (g/100g)(L) r

(3)AImidén (g/100g)(L)

(1)Organoarcilla (g/100g)(L) |

4157609
-3.2127
3.073504
-1.63663
-.981981—
-327327
};=.os

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Anexo 15. Coeficiente de regresion de actividad antimicrobiana (s. aureus (UFC(g))

-95.% +95.%
Factor R. Coef. Std.Err.  t(9) P Cnf.Limt Cnf.Limt
Media/Interseccion 6,1967 5,62984 1,1007 0,299601 -6,5389 18,9322
(1)Organoarcilla (g/100g)(L) -31,0556  2,66571 -11,6500 0,000001 -37,0858  -25,0253
Organoarcilla (g/100g)(Q) 21,6667 2,95582 7,3302 0,000044 14,9801 28,3532
(2)Aceite esencial (g/100g)(L)  -14,1556 5,33142 -2,6551 0,026255 -26,2161 -2,0951
Aceite esencial (g/1009)(Q) -39,000 11,82329 -3,2986 0,009251 -65,7461  -12,2539
(3)Almidén (g/100g)(L) 1,3650  2,00764 0,6799 0,513672 -3,1766 5,9066
Almidon (g/1009)(Q) -0,1300 0,16721 -0,7775 0,456824 -0,5082 0,2482
1L por 2L 57,4167 5,91164 9,7125 0,000005 44,0436 70,7897

Anexo 16. Gréfica de Pareto de actividad antimicrobiana (s. aureus (UFC/g))

(2)Aceite esencial (g/100g)(L) |

1Lby2L |

Organoarcilla (9/100g)(Q) t

(1)Organoarcilla (g/100g)(L)

Aceite esencial (g/100g)(Q) |

(3)Almidén (g/100g)(L) |

Almidén (g/100g)(Q) |

— 9 ;771 24

l|-7.3301 —

-6.55971

777481

[*2]

3:298575

-2.85665

p=.056

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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