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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue obtener y caracterizar una biopelicula a partir de residuos de
cacao (Theobroma cacao L.) y aceite esencial de limon (Citrus limon) para el uso en alimentos,
para lo cual se obtuvo pectina por el método de hidrdlisis acida y precipitacién alcohdlica,
mediante 4 tratamientos con 4 repeticiones cada uno, utilizando un disefio factorial 2%, variando
el pH (2 y 3) y tipo de acido (acido clorhidrico y &cido citrico), obteniendo mayor rendimiento en
el tratamiento 2 (T,) de 10,60% con un promedio de 3,71 g de pectina, posteriormente se realiz6
el andlisis sensorial y fisicoquimico de la pectina obtenida. Luego se procedi6 a formular la
biopelicula, mediante el mismo disefio estadistico, utilizando dos variables: porcentaje de pectina
(1% y 3%) y porcentaje de glicerina (0,75% y 1,50%); manteniendo constante el agua destilada y
el aditivo antimicrobiano (aceite esencial de limén), logrando un total de 4 tratamientos con 4
repeticiones; la mezcla se gelatiniz6 a una temperatura de 55°C por 24 horas, y como resultado se
obtuvo que el tratamiento 4 (T4) presentd peliculas translicidas de color marrdn, muy estables y
faciles de desmoldar con un grosor entre 0,10 y 0,17 mm; a continuacion se realizd la
caracterizacion fisico-mecanica, teniendo resultados promedio de humedad (13,21%), porcentaje
de solubilidad (80,70%) y porcentaje de elongacién (41,67%); ademas mediante ensayos de
biodegradabilidad se determind que transcurridos 30 dias las biopeliculas logran degradarse en
41,03% en compost, 9,68% al ambiente y en un 100% en agua, finalmente mediante analisis
microbioldgicos se evidencio que la adicion de aceite esencial de limon mitiga la presencia de
microorganismos. En funcién a sus caracteristicas, la biopelicula puede utilizarse como
recubrimiento de alimentos destinados a coccién por su alta solubilidad. Es recomendable tamizar

bien la pectina al formular las peliculas para evitar grumos.

Palabras clave: <BIOPELICULA>, <CACAO (Theobroma cacao L.)>, <ACEITE
ESENCIAL>, <LIMON (Citrus limon)>, <HIDROLISIS ACIDA>, <PRECIPITACION
ALCOHOLICA>, <ANTIMICROBIANO>, <BIODEGRADABILIDAD>, <COMPOST>
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ABSTRACT

The aim of this work to obtain and characterize a biofilm from cocoa residues (Theobroma cacao
L.) and lemon essential oil (Citrus limon) to be used in food, to this end, pectin was obtained by
the acid hydrolysis method and alcoholic precipitation by means of 4 treatments with 4 repetitions
each, using a 2k factorial design, varying the pH (2 and 3) and acid type (hydrochloric acid and
citric acid), obtaining higher yield in treatment 2 (T2) 10.60% with an average of 3.71 g of pectin,
subsequently the sensory and physicochemical analysis of the pectin obtained was carried out.
Then the biofilm was formulated by using the same statistical design with two variables:
percentage of pectin (1% and 3%) and glycerin (0.75% and 1.50%); keeping the distilled water
and the antimicrobial additive (lemon essential oil) constant, accomplishing a total of 4 treatments
with 4 repetitions; The mixture was gelatinized at 55°C for 24 hours, and as a result, treatment 4
(T4) presented very stable and easy to unmold translucent brown films, with a thickness between
0.10 and 0.17 mm. ; After that, the physical-mechanical characterization was carried out, having
average results of humidity (13.21%), solubility (80.70%) and elongation (41.67%); In addition,
through biodegradability tests it was determined that after 30 days the biofilms is degraded
41.03% in compost, 9.68% in the environment and 100% in water, finally through microbiological
analysis it was evidenced that the addition of essential oil of lemon mitigates the presence of
microorganisms. Depending on its characteristics, biofilm can be used as a coating for foods to
be cooked, due to its high solubility. It is advisable to sift the pectin well when formulating the

films to prevent lumps.

Keywords: <BIOFILM>, <CACAO (Theobroma cacao L.)>, <ESSENTIAL OIL>, <LEMON
(Citrus limon)>, <ACID HYDROLYSIS>, <ALCOHOLIC PRECIPITATION>, <COMPOST>
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INTRODUCCION

Actualmente el planeta se ve afectado por una sobreproduccion de materiales plasticos, estimando
que es suficiente el plastico existente para satisfacer las necesidades futuras de la humanidad, sin
embargo, el desperdicio de este material al no ser reutilizado provoca que se abandone en calidad
de desechos téxicos alrededor de todo el planeta, generando contaminacién ambiental, dafio a la
biodiversidad y a la salud en general de la humanidad (Jiménez 2016, p.1).

De acuerdo con datos del programa de la ONU para el medio ambiente (PNUMA o UNEP segun
sus siglas en inglés), cada afio se descargan en los océanos alrededor de 13 millones de toneladas
de plasticos, incluidas microparticulas que entran en la cadena alimenticia, y afectan la salud de
todos los seres vivos del planeta. Las proyecciones actuales muestran que la produccién mundial
de pléstico se disparara en las proximas décadas, llegando a la asombrosa cifra de 619 millones
de toneladas en 2030 (UNEP 2018).

En la industria de alimentos se utiliza una variedad de empaques de un solo uso, de los cuales un
amplio namero son peliculas plasticas para envolver alimentos con la finalidad de prevenir el
deterioro, alargar la vida de anaquel y proteger al producto de dafios mecanicos, facilitando su
distribucién y comercializacion. Los materiales mas utilizados para elaborar peliculas de
empagues son polimeros a base de petroquimicos por sus ventajas, disponibilidad y bajo costo.
Sin embargo, estos materiales no son biodegradables y ocasionan un serio problema ambiental
por la acumulacion de desechos sélidos. Debido a esto en las Gltimas décadas, se han realizados
estudios en el campo de peliculas y recubrimientos biodegradables (Sanchez Aldana et al. 2015, p.17).
Los empaques a base de biopolimeros son una alternativa al uso de empaques sintéticos, ayudando
asi a mitigar la contaminacion producida por plasticos convencionales de origen petroquimico.
Donde los biopolimeros usados para producir peliculas biodegradables son proteinas, lipidos y

carbohidratos (gomas, almidén, derivados de la celulosa y pectinas) o la combinacién entre estos
(Sanchez Aldana et al. 2015, p.17).
Hoy en dia, existen estudios realizados para el aprovechamiento de residuos agroindustriales del

cacao, tanto en el campo alimenticio, farmacéutico, agricola, entre otros, pero en el campo de la
biotecnologia sobre la obtencién de biopolimeros a partir de esta fuente, existen muy pocas
investigaciones (Aguilar y Espin 2019, p.4). En el sector cacaotero se produce un elevado porcentaje
de residuos, que corresponde a la cdscara, misma que contiene pectina, por lo cual se considera

materia prima idonea para obtener peliculas plasticas biodegradables y amigables con el ambiente.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Antecedentes de la investigacion

Las peliculas biodegradables han sido de gran importancia en los ultimos afios ya que, debido a
la gran generacion de residuos plasticos, han surgido como una alternativa para reducir el volumen
de plasticos de origen petroquimico que provocan contaminacion ambiental (Chapuel y Reyes 2019,
p.15).

En la investigacion: EXTRACCION DE PECTINAS A PARTIR DE LOS SUBPRODUCTOS
DEL BENEFICIO DEL CACACO, realizado por Betancourt y Llano (2009), evaluaron la
posibilidad de obtener pectinas a partir de los subproductos del proceso del beneficio del cacao.
Mediante un disefio de experimentos factorial 2k con punto medio que se llevé a cabo en el
laboratorio de desarrollo de productos del departamento de ingenieria de procesos de la
universidad EAFIT, evaluaron variables de respuesta rendimiento y grado de metilacion para la
pectina obtenida a partir de la mazorca del cacao, los factores del disefio fueron tiempo de coccion
(Tc), tiempo de hidrdlisis (Th) o extraccion y pH de la mezcla antes de la hidrdlisis (con acido
clorhidrico al 10%) cuyos niveles fueron 20 min y 30 min, 20 min y 40 miny 15y 25
respectivamente. La pectina obtenida fue caracterizada, con base en el poder de gelacién,
contenido de cenizas y espectroscopia infrarroja. Estas pruebas definieron la pectina obtenida
Ccomo una pectina “ultra rapid set” (Betancourt y Llano 2009, p.1).

De acuerdo con Aguilar, S. & Espin, L. en su trabajo “PRODUCCION Y CARACTERIZACION
DE UN BIOPOLIMERO OBTENIDO A PARTIR DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
DEL CACAO (CCN-51)" donde se evalu6 los excedentes de cacao como unica fuente de carbono
en el medio de producciéon (F1) y se valor6 el efecto de dos azucares en este medio, F2
(sorbitol:excedentes = 1:1) y F3 (glicerol:excedentes = 1:1), para la produccién del biopolimero.
El biopolimero fue caracterizado mediante analisis como: microscopia electronica de barrido
(SEM), calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia infrarroja (FTIR), traccion,
humedad, calor y dimensionamiento de las membranas. Mediante analisis estadistico se
determino que las variables evaluadas no presentan diferencias significativas, y concluyen que el
cacao tipo CCN-15, es un residuo organico que puede ser aprovechado para la produccion de un
biopolimero (Aguilar y Espin 2019).

En cuanto a peliculas comestibles los autores Sanchez D., Contreras J., Nevarez G. & Aguilar C.
en el articulo “CARACTERIZACION DE PELICULAS COMESTIBLES A BASE DE
EXTRACTOS PECTICOS Y ACEITE ESENCIAL DE LIMON MEXICANO” publicado en el

volumen 13 de la revista Journal of Food en el afio 2015, elaboraron y caracterizaron peliculas



biodegradables a base de extractos pécticos de bagazo o pomaza de limén, incorporados con
glicerol y aceite esencial de limén. Mediante un disefio central compuesto obtuvieron 20 peliculas
por el método de casting. La pelicula seleccionada a base de extracto péctico de bagazo de limén
(1,0% pectina, 075% glicerol, 500 mg/kg aceite esencial de limon) presento una fuerza a la
puncion de 1.48 N-mm* y permeabilidad al vapor de agua de 5.17 x10'! g-s*-m-*Pal. La pelicula
seleccionada se caracterizd en cuanto a humedad, color, espesor, FTIR-ATR, TGA 'y SEM (Sanchez
Aldana et al. 2015, p.17).

En el articulo “PELICULAS BIODEGRADABLES A PARTIR DE RESIDUOS DE CITRICOS:
PROPUESTA DE EMPAQUES ACTIVOS” elaborado por Arévalo K., Aleman M., Rojas M. &
Morales L. en el Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leon, elaboraron peliculas, mediante la técnica de casting o vaciado en
placa, a base de residuos de la industria citricola, pectina, alcohol polivinilico y benzoato de sodio
para estudiar el efecto de éste, asi como del grosor en las propiedades fisico-mecanicas y de
barrera de dichas peliculas. Los empaques presentaron valores de resistencia a la tensién que
fluctuaron entre 5.81y 11.89 MPa, afectandose significativamente con la adicion del conservador,
ya que dicha propiedad se incrementd con su concentracion, en las peliculas elaboradas con
cascara de limon; el grosor presentd el mismo efecto que el conservador, es decir a mayor grosor,
mayor resistencia a la tension, para las peliculas elaboradas. La elongacion fluctu6 entre 3y 5.9%,
incrementandose los valores conforme el incremento del groso. Los valores de permeabilidad al
vapor de agua de las peliculas variaron de 1.61 E g/hmm? a 5.69 E% g/hmm?, encontrandose
un efecto por el grosor. Donde concluyen que fue posible la incorporacion de residuos
agroindustriales, como matriz polimérica, para la elaboracion de empaques activos, los cuales
mostraron propiedades fisico-mecanicas y de barrera, similares a las de otras peliculas
biodegradables, lo que las hace potencialmente Gtiles para su aplicacion en la industria del
empague de alimentos y particularmente como empaques activos (Arévalo et al. 2010, p.124).

En el trabajo presentado por Del Aguila D. & Zegarra D. “EXTRACCION DE PECTINA POR
HIDROLISIS ACIDA Y PRECIPITACION ALCOHOLICA A PARTIR DE LAS CASCARAS
DE CACAO HIBRIDO CCN51 (Theobroma cacao L.) PARA LA FABRICACION DE UN
PROTOTIPO DE EMPAQUE ALIMENTARIO, PUCALLPA, REGION UCAYALI2015”enla
Carrera Profesional de Ingenieria Industrial de la Facultada de Ingenieria y Ciencias Ambientales
de la Universidad Nacional Intercultural de la Amazonia, determinardn las caracteristicas de la
pectina extraida por hidrdlisis acida con &cido citrico y precipitacion de las mismas con alcohol
al 96% v/v, con la finalidad de efectuar el proceso de obtencién de pectina con insumos accesible
y disponibles en los laboratorios; evaluaron tres rangos de pH (3,0; 4,0 y 5,0), un tiempo y
temperatura de hidrolisis de 80 minutos y 90°C respectivamente, para lo cual utilizaron un disefio
estadistico DCA con arreglo factorial 3x3 con 3 repeticiones; en cuanto a la determinacién de

caracteristicas fisicoquimicas: Rendimiento promedio de 4,10%; Grado de esterificacion
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promedio de 42,36%; Solidos solubles 46,52; Tiempo de gelificacion de 41,5 minutos; Acidez
libre de 5,47 meq carboxilos libre/g pectina; Cenizas 3,34% y Humedad de 14,23%. Con la
pectina obtenida elaboraron nueve prototipos de empaques alimentarios, los cuales fueron
analizados estadisticamente mediante un DCA con arreglo factorial de 3x2 con 3 repeticiones,
resultando como el mejor el T (concentracion de pectina del 3% y glicerina del 1,50%), tuvo una
aceptacion de “Me gusta moderadamente” que correspondid a un puntaje promedio de 4 para los

atributos de color, sabor y texturas (muestra de papaya) y olor (muestra de pifia) (Del Aguilay Zegarra
2016).

1.2 Marco tedrico

1.2.1 Residuos agricolas

Desde el punto de vista de la produccion, la fraccion no incluida en la cosecha se puede considerar
como residuo agricola, teniendo en cuenta tanto aquellas partes que normalmente no se pueden
utilizar en un sentido puramente comercial como aquellas que no alcanzan los limites calidad
exigidos, ya sea por razones intrinsecas o0 extrinsecas (enfermedades, déficit nutricional, etc.)
(Vargas et al. 2014, p.19). Los residuos vegetales son los mas habituales en la produccion agricola, ya
que corresponden a la poda de plantas; la extraccién de las mismas cuando la cosecha sélo tiene
en cuenta los frutos o partes de la planta; frutos que sufren dafios y no se pueden comercializar;
deshierbe; y otro tipo de actividad complementaria al desarrollo del cultivo que conduce a la
destruccion de plantas (Chavez Porras y Rodriguez Gonzalez 2016, p.101). De acuerdo con Riera,
Maldonado y Palma (2018, p.234) en la industria del cacao se desperdician grandes cantidades de
materiales significativamente diferenciados, los mismos que corresponden a la céascara y el

mucilago.

1.2.2 Cacao

El cacao es una especie arborea nativa de la cuenca del Amazonas, perteneciente a la familia
Sterculiaceas; es una planta perenne que cuando llega a su etapa desarrollo, produce durante unos
30 afios y alcanza una altura de alrededor de 4 metros (Lutheran World Relief 2013, p.10). Fue el

boténico suizo Carlos Linneo, quien le dio su nombre cientifico en 1753, de Theobroma cacao L.
(Perea 2019, p.20).



Tabla 1-1: Taxonomia del cacao

Reino Plantae

Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales

Familia Sterculiaceae
Género Theobroma

Especie Theobroma cacao L.

Fuente: (Del Aguilay Zegarra 2016, p.29).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Se divide en dos considerables grupos: El cacao Fino y de Aroma, dentro del cual estan las
variedades mas conocidas como: Criollo y Trinitario y; EI Cacao Comun, Basico o a Granel,
principalmente con la variedad conocida como Forastero. Mé&s del 90% del caco producido en el
mundo cada afio puede considerarse como cacao basico o granel, y procede en su mayoria de
Africa y Brasil, con la variedad forastero. El cacao fino y de aroma tiene un perfil de aroma y
sabor unico, que le dan precisamente ese nombre, y es la primera opcion para los fabricantes de
chocolates; sin embargo, solo representa el 5% de la produccién mundial. El cacao criollo se
cultiva desde México hasta Brasil y en Indonesia, Papta Nueva Guinea y Sri Lanka; el forastero,
de cuyas variedades se produce el cacao basico para generar hibridos es de mayor productividad
y calidad, se cultiva en las costas del Golfo de Guinea en Africa Occidental y América Central y
Suramérica; vy el trinitario, cruce entre el criollo y forastero, se cultiva en las Antillas (Del Aguilay
Zegarra 2016, pp.28-29).

En Ecuador el cacao se produce en 14 provincias. Alrededor del 80% de la produccion se
concentra en la cuenca del rio Guayas, por la fertilidad de los suelos. Sin embargo, existen otras
partes del pais que ofrecen un cacao diferente con otras cualidades, por ejemplo, la provincia de
Napo, que produce volumenes relativamente menores y no figura como provincia productora de
cacao, pero tiene un cacao diferente. El Napo ofrece un gran potencial para la produccion de cacao
Fino y de Aroma. En los ultimos afios, en las provincias de Napo, Orellana y Sucumbios, la
superficie sembrada ha aumentado en al menos 14.000 hectareas de cacao, de las cuales el 75%
corresponde al tipo Nacional. Por lo cual, se podria decir que el potencial productivo que puede

ofrecer esta region es muy superior al volumen actual (Vassallo 2015, p.49).

1.2.2.1 Especies mas comunes de cacao



- Criollos

Proviene originalmente de Centroamérica, Colombia y Venezuela. Se caracteriza porque sus
frutos poseen una céscara suave, de esta variedad se produce el cacao fino o de mejor calidad.
Este tipo presenta un cotileddn de color entre marfil pardusco y castafio muy claro, con un olor
de cacao dulce y un delicado aroma caracteristico (Del Aguila y Zegarra 2016, p.31).

Figura 1-1. Cacao criollo
Fuente: (Calderon 2017, p.4).

- Forasteros

Es procedente de Sudamérica y se cultiva en las regiones cacaoteras de Africa y Brasil. Se
diferencia porque sus frutos presentan una céscara dura y mas o menos lisa. Sus semillas o

almendras son de color morado y sabor amargo (Del Aguila'y Zegarra 2016, p.31).

Figura 2-1. Cacao forastero
Fuente: (Nizama 2015, p.13).

- Trinitarios

Deriva de un cruce entre el cacao Criollo y Forastero. Sus mazorcas generalmente son de muchas
formas y colores; las semillas son mas grandes que las del cacao criollo y forastero; las plantas
son fuertes, de tronco grueso y hojas grandes. Actualmente, la mayoria de las plantaciones de

cacao en el mundo son trinitarios (Del Aguila'y Zegarra 2016, p.32).
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Figura 3-1. Cacao trinitario

Fuente: (Lutheran World Relief 2013,
p.11).

1.2.2.2 Desechos del sector cacaotero

Econémicamente en el sector cacaotero sélo se aprovecha la semilla, de manera que la pulpa y
las céascaras se destinan en terrenos cercanos a las plantaciones de cacao, generando la aparicion
de malos olores, deterioro del paisaje, y también de problemas medio ambientes como la
contaminacién de suelos y fuentes de agua adyacentes en época lluviosa por las escorrentias del
agua lluvia que se generan. Los desechos que principalmente se generan en la zona cacaotera
corresponde a la cascara, que ademas se considera fuente de propagacion del hongo Phytotophora
spp; con el fin de dar una solucién a los problemas que generan este tipo de desechos, varios
estudios han demostrado que las cascaras de cacao son fuente de polimeros Utiles, desde espumas

de poliuretano para uso horticola hasta pectinas (Franco Castillo et al. 2010, p.50).

Tabla 2-1: Composicion quimica de la cascara de la mazorca de cacao

Componente % plp
Humedad 85,000
Proteina 1,070
Minerales 1,410
Grasas 0,020
Fibras 5,450
Carbohidratos 7,050
Nitrdgeno (N) 0,171
Fosforo (P) 0,026
Potasio (K) 0,545
Pectinas 0,890

Fuente: (Ortiz Valbuena y Alvarez Leon 2015, p.68).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.



1.2.3 Pectina

Las pectinas se encuentran dentro de los principales componentes de la pared celular en los
vegetales y ademas son una parte importante de los constituyentes caracteristicos de los frutos
citricos. Estas macromoléculas son polisacaridos con una alta capacidad hidrofilica, ya que
pueden absorber agua hasta quinientas veces su propio peso. La pectina hace referencia a
sustancias pécticas, que pueden tomar coloraciones blancas, amarillas, grises claros o marrones
claros (Pilligua 2017, p.11).

Las pectinas son polisacaridos de alto peso molecular que forman polimeros de unidades de acido
D-galacturénico unidas por enlaces glicosidicos o(1-4), cuyos grupos carboxilo estan
parcialmente esterificados con metanol y en algunos casos con etanol, las cadenas de la pectina
estan interrumpidas por unidades de L-ramnosa unidas por enlaces glicosidicos  a(1-2), aunque
también se pueden encontrar unidades de galactosa, arabinosa, glucosa y xilosa, generalmente en

formas de cadenas laterales cortas (Rengifo y Macfas 2019, p.7).

COOH OH COOCH3 OH
(o} o
\ OH OH OH OH /
o] (o] O O o o O
OH COOCH3 OH COOH

Figura 4-1. Estructura molecular basica de la pectina
Fuente: (Zegada Franco 2015, p.66).

1.2.3.1 Propiedades fisicoquimicas de las pectinas

Como polimeros del &cido galacturénico, las pectinas tienen muchas propiedades fisicas y
quimicas Unicas, debidas principalmente al grupo carboxilico presente en las unidades de la
cadena (Calderon 2017, p.23).

- Solubilidad

El agua es el mejor solvente para las pectinas, aunque también es soluble en formamida,
dimetilformamida y glicerina. La pectina es insoluble en solventes organicos y en soluciones de
detergentes cuaternarios, polimeros, proteinas y cationes polivalentes; estos agentes se emplean
para precipitar la pectina de las soluciones después de un proceso de hidrolisis por tratamiento de

materia prima. La pectina debe estar completamente disuelta para que sea utilizada en su totalidad



y no forme geles irregulares, y se debe comenzar a disolver sin permitir la formacién de grumos

los cuales son dificiles de romper después de formados (Ferreira 2007, pp.19-20).

- Viscosidad

Las soluciones de pectina exhiben un comportamiento de fluido no Newtoniano, pseudoplastico
caracteristico de la mayoria de polisacéridos. La viscosidad depende del grado de polimerizacién
de la pectina, del pH de la solucidon, del peso molecular, de la presencia de electrolitos, de la

temperatura y de la concentracion de la pectina (Calderon 2017, pp.23-24).

- Pureza

En cuanto a la pureza, la pectina debe tener un minimo del 78% de &cido anhidrourénico, asi

mismo debe estar libre de humedad y cenizas (Del Aguila y Zegarra 2016, p.37).

- Acidez

La pectina es un acido con pH aproximado de 3,5; un porcentaje alto de grupos &cidos disociados
respecto a los no disociados hace a la pectina mas hidrofila, por lo tanto, la tendencia a gelificar
aumenta considerablemente al bajar el pH. Esto se hace especialmente evidente en pectinas de

alto metoxilo las cuales requieren normalmente un pH por debajo de 3,5 para gelificar (Cobefias y
Guerrero 2018, p.21).

- Reologia

Las dispersiones de pectina se comportan de manera muy similar que la de otros biopolimeros en
términos de comportamiento de velocidad de deformacion de viscosidad aparente. Los geles de
pectina poseen las propiedades de los liquidos viscosos y las propiedades de los solidos elasticos
(viscoelasticidad). De ahi que sus propiedades reoldgicas son expresadas en términos de médulos

elésticos y viscosidades newtonianas (Del Aguila y Zegarra 2016, p.39).

1.2.3.2 Clasificacién de las pectinas

De acuerdo con Nizama (2015, p.31) las pectinas se pueden clasificar segln su contenido de
metoxilos; siendo estas, pectinas con un contenido alto de metoxilos y pectinas con un contenido
bajo de metoxilos, ademas por su grado de gelificacion que pueden ser de gelificacion rapida y

lenta. Desde el punto de vista de la tecnologia alimentaria la propiedad mas importante de las
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pectinas es su aptitud para formar geles; por lo que concierne a la pectina en si misma, el caracter
del gel depende esencialmente de dos factores: longitud de la molécula péctica y su grado de

metilacion (Del Aguila y Zegarra 2016, p.43).

Tabla 3-1: Clasificacion de las pectinas

Clasificacion de las pectinas

Pectinas de alto metoxilo: contienen entre el 50% y
80% de los grupos carboxilicos esterificados con
metoxilo, lo cual le permite ser soluble en agua.

. o Pectinas de bajo metoxilo: son aquellas que estan
Segun el grado de metoxilacion . i
esterificadas con un porcentaje menor al 50% por grupos
metoxilos; tienen la propiedad de formar gel cuyo
soporte estd constituido por una estructura reticular de

pectinatos de calcio.

Pectinas de gelificacion rapida: tienen un grado de
metilacion de por lo menos el 70%, que forman geles
con adicion de azlcar y acidos a pH de 3,0 - 3,4,y a
temperaturas superiores a los 85°C. Esta pectina produce
el espesamiento o gelificacion al poco tiempo de ser

Segun el grado de gelificacion
agregada.

Pectinas de gelificacion lenta: tienen un grado de
metilacion entre el 50 — 70%, forman geles con azlcar y

&cido a pH 6ptimo entre 2,8 — 3,2 y su gelificacion puede

empezar a temperaturas menores a 85°C.

Fuente:(Rengifo y Macias 2019, p.8) (Del Aguila y Zegarra 2016, pp.41-44).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

1.2.3.3 Fuentes de pectina convencionales y no convencionales

La pectina se encuentra presente en todos los tejidos vegetales, aungque por su contenido solo

algunas variedades son adecuadas para su extraccion comercial (Zegada Franco 2015, p.65).

a) Fuentes convencionales

Los residuos de manzana y las cortezas de citricos son las materias primas tradicionalmente
usadas para la extraccion industrial de pectinas. Ambos materiales contienen altas cantidades de
sustancias pécticas y estan disponibles en abundancia como residuos de la produccion de jugo.
Sin embargo, estos frutos producen pectinas ligeramente diferentes, lo cual hace que la una o la
otra sea mas adecuada para aplicaciones especificas, aunque ambas tienen buen reconocimiento

de deseabilidad y propiedades comercialmente atractivas. Los orujos de manzana secos
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generalmente contienen entre un 15 a 20% de pectina, mientras que las cortezas de citricos secos

rinden de un 30 a un 35% de pectina (Nizama 2015, p.32).

b) Fuentes no convencionales

De acuerdo con Nizama (2015, p.33) existe un interés general en el uso de desperdicios de
productos obtenidos de bioindustrias, para minimizar los problemas ambientales y aprovechar las
grandes cantidades de biomasa para elaborar productos con valor agregado. Por tanto, la busqueda
de otras fuentes de pectina, ha atraido el interés en los Gltimos afios, por lo cual existen algunos

estudios con las siguientes fuentes no convencionales:

- Orujo de oliva, pulpa de tomate, desperdicios del almidon de papa y semillas de linaza.

- Frutos de mora de castilla (Rubus glaucus), de uchuva (Physalis peruviana) y residuos
de la industrializacion de pifia (Ananas comosus)

- Maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa L.)

- Céscara de platano (Musa AAB)

- Auyama (Cucurbita maxima)

- Céscara de cacao (Theobroma cacao)

- Remolacha azucarera

- Mango (Mangifera indica)

- Guayaba (Psidium guajava)

- Soya (Glycine max)

- Girasol (Helianthus annuus)

— Céscara de banano (Musa supientum)

- Morera (Morus alba L.)

- Melocoton (Prunus persica)

1.2.3.4 Métodos de extraccion de pectina

A escala industrial el mas utilizado es la hidrélisis acida. Por esta razon se prueba este método
con algunas modificaciones hasta obtener un proceso sencillo y acorde a nuestro medio, asi se
trabaja utilizando varios &cidos como el sulfurico, clorhidrico, tartarico y citrico. La ventaja
principal de la hidrolisis es su alto rendimiento en comparacion con otros métodos de extraccion

gue poseen buena calidad, pero bajo rendimiento, aparte de ser de muy alto costo de produccion
(Pilligua 2017, p.15).
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- Hidrélisis acida

Este es el método méas comun, el cual consiste en someter al sustrato a una cocciéon en medio
acido, posterior filtracion y purificacion, con lo cual se logra separar la pectina presente del resto
de compuesto de las cascaras, para luego secarla y molerla hasta tener un fino polvo listo para
comercializarlo. Generalmente se proponen valores de temperatura para la extraccion de pectina
con HCI (acido clorhidrico) que varian de 85 a 90°C, pH de 1,6 a 2,0 y tiempos de extraccion de

30 a 60 minutos (Pilligua 2017, p.15).

- Accibén enzimatica

Las pectinas pueden separarse de forma natural de los tejidos vegetales denominada protopectina
cuando la fruta estd extremadamente madura y cuando las enzimas actGan naturalmente sobre
éstas. Las enzimas pécticas que intervienen en este proceso son las desesterificantes (pectina
estereasas) y las desdepolimerizantes; donde, las primeras catalizan la hidrolisis de los ésteres
metilicos del &cido poligalacturdnico, liberando metanol al medio y convirtiendo las pectinas en
acidos pécticos y las segundas son un grupo mas numeroso de enzimas capaces de desdoblar las
cadenas de &cido poligalacturénico de diverso grado de esterificacion de unidades de menor
tamafio (Pilligua 2017, p.16).

Este proceso aporta significativos beneficios en la industria alimentaria por los efectos
fisicoquimicos u organolépticos que produce, tales como la disminucién de la viscosidad, mejora
de la filtrabilidad, disminucion de la tendencia a la cristalizacién, clarificacién y estabilizacion de
los liquidos con vistas a su conservacion, insolubilizacion de macromoléculas por formacion de

coagulos, mejora en la fermentabilidad mejora de la estabilidad bacterioldgica entre otros (Rengifo
y Macias 2019, p.10).

- Extraccién asistida por microondas

Las condiciones de extraccion empleadas en el método convencional provocan la degradacion
térmica de proteinas, lo cual genera pérdidas de cantidad y calidad de la pectina extraida. Debido
a esto, se han establecido nuevos métodos en donde la pectina puede extraerse en menores tiempos
y con mejor calidad y rendimiento. Tal es el caso de la extraccién asistida con microondas, que

ha mostrado obtener mayor rendimiento y calidad de pectinas en menor tiempo (Cobefias y Guerrero
2018, pp.25-26).

1.2.3.5 Aplicaciones de la pectina
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Las pectinas tienen una variedad de aplicaciones en diferentes industrias, por ejemplo, en la
industria alimentaria es utilizada para elaborar compotas y mermeladas, asimismo se emplea
como gelificante de pudines, estabilizante de emulsiones y suspensiones, agente estabilizante en
helados y soluciones para recubrir carnes y salchichas enlatadas. En la industria farmacéutica se
utilizan por su capacidad de proteccion y regulacion del sistema gastrointestinal, su accion
desintoxicante, anti colesterol, inmunoldgica, antihemorragica, anti cancerigena y cicatrizante. La
pectina también se utiliza en la elaboracion de peliculas para cubrir papel dandole suavidad. La
mezcla de pectina y alcohol polivinilico, es usada en la fabricacion de peliculas biodegradables,
reemplazando los plasticos derivados del petréleo, las cuales se pueden reciclar y son permitidas

para formas farmacéuticas de liberacion prolongada (Lama Guadiamus 2018, p.28).

1.24 Aceites esenciales

Un aceite esencial es un liquido aromético de aspecto fluido o espeso y color variable segun las
plantas de las que estos son extraidos, son producidos por células especiales que se encuentran en
las hojas, como en las flores, la madera, las raices o semillas (Epinel 2020, p.19). 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 cosmeética, alimentaria como en los condimentos, saborizantes y conservantes y en la
industria farmacéutica como antimicrobiano u antiflngicos (Sanchez y Valdez 2019, p.17). De acuerdo
con Rodriguez (2011, p.161) la aplicacion de aceites esenciales de mandarina, cidra, limény lima,
aumentaron la vida atil de la ensalada de frutas y redujeron la carga microbiana, sin alterar las

caracteristicas sensoriales del producto.

1.2.4.1 Aceite esencial de limén (Citrus limon)

El aceite esencial de limén (Citrus limon) es uno de los aceites mas ricos en vitaminas, contiene
sobretodo vitamina C y caroteno, que es una forma de vitamina A. Contiene tambien terpenos
(limoneno, felandreno, pineno, sequiterpenos, citrol, citronelol, linelol), acetatos de linalol y

geraniol, aldehidos, etc. (Epinel 2020, p.24).

1.2.4.2 Actividad antimicrobiana del aceite esencial de limoén (Citrus limon)

De acuerdo con Scalvenzi et al. (2016, p.48) el aceite esencial de limén (Citrus limon) logra
inhibir en un 70% la actividad fungica del hongo C. cladosporioides y en un 72% F. solani, ambos
a la concentracion de 500 puL/mL. Ademas Epinel (2020, p.18) comprob6 en su investigacion que

el aceite esencial Citrus limon tiene un efecto antibacteriano ante la bacteria E. coli, que son Gram
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negativas y en S. aureus que son bacterias Gram positivas; aunque en su estudio indica que el
efecto antibacteriano es menor en E. coli ante S. aureus. En un estudio realizado por Hilvay (2015,
p.58) para la conservacion de la carne cuy se demostré que los aceites esenciales de limon,
albahaca y orégano permitieron el almacenamiento de hasta 40 dias conservando el color y olor
caracteristico de la carne, ademas que mitigaron el crecimiento de microorganismos

(Staphylococus aureus).

1.25 Biopeliculas

De acuerdo con datos preliminares se conoce que las primeras biopeliculas eran derivadas de
materiales organicos, aunque en sus inicios no fueron llamadas biopeliculas. El pionero en crear
una biopelicula, fue John Wesley Hyatt Jr. en 1869, sintetizando laminas plasticas a base de
celulosa de algodon como un sustituto del marfil. Después de unos afios se cre6 el celuloide,
utilizado todavia para la fabricacion de peliculas fotograficas y de filmacién. Ademas de la
celulosa también deriva el celofan, fabricado en 1912 y actualmente utilizado (Humpiri 2018, pp.28-
29).

Las biopeliculas se pueden definir como una capa delgada o varias de un material que puede ser
consumido por los seres vivos y a su vez pueden actuar como barrera a la transferencia de agua,
gases y solutos de alimentos (Escobar 2020, p.24). De acuerdo con Gonzélez Cuello, Moron Alcazar
y Taron Dunoyer ( 2016, p.186) las biopeliculas son elaboradas a base de compuestos totalmente
biodegradables, con la capacidad de ser utilizadas para el empaque de varias matrices
alimentarias. Ademas, las biopeliculas pueden disminuir el dafio mecanico que se produce durante
el acondicionamiento del producto, esto debido a la formacion de una capa continua y sélida sobre
la superficie del alimento. Se forman mediante la técnica casting, la misma que consiste en verter
la solucion sobre un molde, para seguido se esto evaporar el solvente a una temperatura controlada
para formar una pelicula rigida (Fonseca 2020, p.10).

De acuerdo con mundoPLAST (2020) el instituto aleman nova-Institute mediante un estudio que
realizo en el 2019, indica que la produccion de biopeliculas en ese afio crecié un 3% interanual
hasta los 3,8 millones de toneladas. Cantidad que refleja el 1% del total de polimeros producidos

a base de fuentes fésiles.

1.25.1 Importancia de las biopeliculas

A través de diversos estudios que se han realizado en la actualidad se conoce que las biopeliculas
pueden emitir hasta un 70% menos de carbono que los plasticos que se derivan del petr6leo; donde
la produccion de peliculas biodegradables contribuiria a reducir la dependencia del petréleo,

mostrandose como un avance tangible hacia una economia basada en la sostenibilidad. Ademas,
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se conoce que su biodegradacion es considerablemente mas rapida; propiedad que de ser necesario

se podria regular (Humpiri 2018, p.29).

1.2.5.2 Clasificacion de las biopeliculas

Las biopeliculas también conocidas como polimeros renovables, se pueden clasificar de acuerdo
a dos tipos: los que se originan directamente de organismos vivos y los que necesitan ser
sintetizados pero su procedencia es de un recurso renovable. Dentro del primer grupo se incluye
a las proteinas (colageno, queratina, gelatina, gluten de maiz o de trigo, proteinas de leche o de
soya); polisacaridos (almidon, derivados de la celulosa, quitosano, alginatos, carragenatos y
pectinas) y lipidos (ceras, acidos grasos y monoglicéridos). En el segundo, grupo esta el acido
polilactico (PLA), y ciertos poliésteres (polihidroxialcanatos o PHA) metabolizados por bacterias.
El PLA es un biopolimero sintetizado a partir de productos agricolas con un alto contenido en

almidén como el maiz, trigo arroz, entre otros (Monroy 2019, pp.25-26).

1.2.5.3 Composicion de las biopeliculas

Los principales componentes de las biopeliculas pueden ser polisacéridos, proteina y lipidos,
solos o combinados, ademas en las formulaciones se incluyen plastificantes y gelificantes con la

finalidad de ayudar a mejorar las propiedades finales de la pelicula (Fonseca 2020, p.10).

a) Polisacaridos

Entre los polisacéaridos que se utilizan para formar biopeliculas se incluye la celulosa, pectinas,
almidén, almidones modificados quimicamente, alginatos, quitosano, carragenina y gomas

vegetales (Fonseca 2020, p.11).

b) Plastificantes

Los plastificantes son sustancias que dentro de sus propiedades presenta un punto de fusién alto
y volatilidad relativamente baja, se usan en la elaboracién de peliculas o recubrimientos a base de
polimeros con el fin de ablandarlos, otorgandoles asi mayor flexibilidad. Dentro de los
plastificantes méas utilizados estan el glicerol, sorbitol 0 una mezcla de estos dos afiadidas en la
solucidn filmogénica (Sanchez y Valdez 2019, p.17). El glicerol o propan 1,2,3-triol (C3H803) es el
plastificante mas conocido, el mismo que se utiliza con el propésito de reducir la naturaleza fragil,
ayudando asi a mejor la flexibilidad de la pelicula, pero se puede ver afectado por la permeabilidad

de vapor de agua y gases, debido a que es muy hidréfilo e higroscopico, posee bajo peso
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molecular, es buen modificador de interacciones entre macromoléculas y también interviene en

el aumento de la movilidad de las cadenas de los polimeros (Chapuel y Reyes 2019, p.32).

C) Aditivos

Dentro de los aditivos mas importantes estan los conservantes y antioxidantes:

- Conservantes

Son sustancias que se utilizan como aditivos, se afiaden a los alimentos con la finalidad de
conservarlos y minimizar la presencia de agentes patogenos (bacterias, levaduras y mohos). Los
conservantes que destacan son: sorbato de potasio y acido acético (Chapuel y Reyes 2019, pp.33-34).
Ademas en la actualidad se ha implementado el uso de aceites esenciales como antimicrobianos,
cuyos mayores constituyentes son los terpenoides (citral, citroneal, geranio, nerol y linalol) puesto

que su actividad antifungica est& asociada al contenido de fenoles monoterpenos que contienen
(Fonseca 2020, p.12).

- Antioxidantes

Son sustancias que se utilizan como aditivos alimentarios, que tienen la propiedad de prolongar
la vida atil de los alimentos, evitando que se deterioren a causa de la oxidacion. Dentro de los

principales antioxidantes se encuentran: acido citrico, acido ascérbico y metabisulfito de sodio
(Chapuel y Reyes 2019, pp.35-36).

1.2.5.4 Propiedades de las biopeliculas

a) Propiedades fisicas mas representativas:

- Color: entre los aspectos que influyen directamente en el color de las peliculas estan
considerados el tipo y la concentracién del material que se agrega. Las caracteristicas
de color y la opacidad se las relaciona con el aspecto visual de la pelicula. Mientras que
la transparencia y opacidad del polimero es debido a la morfologia o la estructura
guimica que esta relacionada con el peso molecular del material (Escobar 2020, p.31).

- Espesor: es una propiedad importante puesto que a medida que aumenta el espesor, la
transparencia de masa se eleva y esto a su vez provoca que la presion parcial del vapor

de agua de equilibrio aumente en la parte inferior de la cubierta (Chapuel y Reyes 2019,
p.39).
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- Solubilidad en agua: cuando las biopeliculas son utilizadas como medio para preservar
alimentos, la solubilidad en agua es un factor muy importante a considerar puesto que
determinara la biodegradabilidad de la misma; si el fin es el almacenamiento, una baja
solubilidad es lo mas adecuado, sin embargo si el objetivo es el uso de recubrimientos
en alimentos destinados a coccién es favorable un valor de solubilidad alto, por ende
esta propiedad es de suma importancia al momento de evaluar la aplicacion correcta de

las biopeliculas (Anchundia, Santacruz y Coloma 2016, p.398).

b) Propiedades mecéanicas mas representativa:

- Elongacion a la ruptura: es la capacidad que posee una pelicula para flexionarse o
estirarse, hasta que se rompa (Chapuel y Reyes 2019, p.40).

- Resistencia a la traccidn: generalmente se mide aplicando un esfuerzo a una probeta, y
se define como la medida de la capacidad de resistencia de un polimero a los esfuerzos

de estiramiento (Garcia 2015, p.27).

C) Propiedad funcional mas representativa:

Permeabilidad al vapor de agua: esta propiedad permite medir la cantidad de vapor de agua que
se transfiere a un material, la misma que depende de la parte hidrofébica de los elementos que
conforman la pelicula o recubrimiento comestible; por medio del movimiento del vapor del agua
en los polimeros, se puede constatar el traspaso de humedad desde el producto al medio ambiente,

lo més pausado posible (Chapuel y Reyes 2019, p.40).

d) Propiedad biodegradable mas representativa:

Biodegradabilidad: se define como la capacidad que tiene un material para descomponerse en
didxido de carbono, metano, agua y componente organicos o biomasa, cuyo principal mecanismo
es la accion de enzimas microbianas, esta propiedad se mide mediante ensayos estandarizados,

que se prueban en periodos y condiciones de almacenamiento especificos (Solano-Doblado, Alamilla-
Beltran y Jiménez-Martinez 2018, p.31).

1.2.5.5 Factores que influyen en las propiedades de las biopeliculas

De acuerdo con Escobar (2020, pp.24-26) las propiedades de las biopeliculas elaboradas con

polimeros dependen de las caracteristicas de sus componentes:
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- Efecto del espesor

El espesor de las peliculas influye sobre las propiedades de barrera de las mismas, puesto que
determina la distancia que debe recorrer el permeato (vapor de agua y gases) para propagarse de

un lado a otro de la pelicula.

— Efecto del plastificante

Los plastificantes son considerados como los principales componentes que alteran las propiedades
mecanicas Yy de barrera de las biopeliculas, debido a que interfieren en la union que se da entre las
cadenas del polimero reduciendo asi su cohesion. Estos incrementan la movilidad que se produce
entre las cadenas de polimeros y, por ende, la flexibilidad y elasticidad del mismo, ademas
aumentan el volumen libre y la permeabilidad y a su vez disminuyen la temperatura de transicion
vitrea. En general, al aumentar la concentracion del plastificante se incrementa el efecto del
mismo sobre las propiedades mecanicas y barrera al vapor de agua y al oxigeno, aumentando

ademas la flexibilidad, elongacién y la permeabilidad de la pelicula.

- Efecto de la temperatura durante el secado

La temperatura de secado afecta a las propiedades de barrera de las peliculas y la permeabilidad
al vapor de agua. Ademas, se conoce que la temperatura modifica la capacidad que tienen las
peliculas para absorber agua, por lo tanto, altera las propiedades mecéanicas y de barrera de las

mismas.

1.2.5.6 Aplicaciones de las biopeliculas

Las biopeliculas surgen como reemplazo de los plasticos de origen petroquimico en diversos usos,
debido a su répida degradacion y a su contaminacién practicamente nula. La biodegradabilidad
de las biopeliculas ha permitido que se utilicen en la manufactura eco-amigable, haciéndolos
competente como una alternativa de productos no sustentables (Aguilar y Espin 2019, p.26). De
acuerdo con Ospina ( 2015, pp.5-6) una de las aplicaciones recientes de los biopolimeros es la
produccion de empaques biodegradables con atmdsfera modificada que consiste en el uso de &cido
polilactico, los cuales presentan permeabilidad a gases, aumentando el tiempo de vida util de
frutas y verduras frescas, conservando la frescura, color y aromas de las mismas.

Actualmente las biopeliculas se utilizan como recubrimiento en alimentos frescos y vegetales;
carnes, aves, pescados (congelados y ahumados); lacteos (helados y queso), granos (panificacion

y botanas), confiteria y frutos secos (nueces). El potencial de las biopeliculas dependera de la

18



aplicacion especifica, el tipo de alimento que se desee recubrir y sus principales mecanismos de

deterioro (Escobar 2020, p.29).

1.2.6 Recubrimientos comestibles

Los recubrimientos son definidos como peliculas elaboradas a partir de biopolimeros y
plastificantes comerciales, cuyo propdsito es proteger el alimento manteniendo la transparencia,
flexibilidad, dureza y mejorando las propiedades mecanicas y de barrera (Fonseca 2020, p.10). Un
recubrimiento se aplica sobre la superficie de un alimento, ya sea por inmersion en una disolucion
0 por aspersién (Solano-Doblado, Alamilla-Beltran y Jiménez-Martinez 2018, p.31). Se considera como un
recubrimiento ideal, aquel que puede prolongar la vida de almacenamiento de frutas y hortalizas

frescas sin causar anaerobiosis y disminuyendo su descomposicion sin afectar su calidad (Fonseca
2020, p.11).

1.2.7 Diferencia entre biopeliculas y recubrimientos comestibles

Tanto las biopeliculas como los recubrimientos comestibles son elaborados con sustancias
poliméricas naturales de composicion heterogénea. Las cuales, pueden ser ingeridas sin riesgo
para el consumidor, aportandole algunos nutrimentos tales como: proteinas, almidones
hidrolizados, gomas, pectinas, carrageninas y alginatos, entre otros, por lo que pueden ser
comestibles o simplemente ser biodegradables. Por lo tanto, los términos pelicula y recubrimiento
se utilizan indistintamente para indicar que la superficie de un alimento se encuentra recubierta
por una capa relativamente fina, de un material con una cierta composicion. Sin embargo, las
peliculas (también denominadas films) son estructuras independientes que han sido previamente
elaboradas y posteriormente aplicadas sobre el alimento, mientras que los recubrimientos son
finas capas de material formadas directamente sobre la superficie del producto alimentario con la

intencion de protegerlo o mejorarlo de alguna manera (Monroy 2019, p.22).
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CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

Objetivos

General

Obtener y caracterizar una biopelicula a partir de residuos de cacao (Theobroma cacao

L.) y aceite esencial de limén (Citrus limon) para el uso en alimentos.

Especificos

Extraer pectina mediante hidrdlisis acida y precipitacion alcohdlica de la cascara de
cacao.

Caracterizar la pecina obtenida de la cascara de cacao mediante diferentes ensayos.
Establecer las proporciones adecuadas de pectina, glicerina y aceite esencial de limén
para obtener una biopelicula de calidad.

Analizar las propiedades fisico-mecanicas y microbioldgicas de la biopelicula obtenida.

Hipotesis y especificacion de variables

Hipotesis general

Los residuos de cacao son una fuente 6ptima de extraccion de pectina para la obtencién de una

biopelicula con aceite esencial de limén para mitigar el ataque de microorganismos y sea posible

su uso en alimentos.

222

Hipatesis especificas

Es factible extraer pectina de la céscara de cacao (Theobroma cacao L,) mediante el
proceso de hidrélisis acida y precipitacion alcohodlica.

La variacion de pH y acido empleado en la hidrélisis acida influird en la cantidad de
pectina obtenida.

La modificacion del porcentaje de pectina y glicerina influira en la elasticidad de las

biopeliculas obtenidas.
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- Las propiedades microbioldgicas de la biopelicula se veran afectadas por el porcentaje

de aceite esencial utilizado en la formulacion.

2.2.3 Identificacion de variables

Tabla 1-2: Variables dependientes e independientes

Variables dependientes Variables independientes

Extraccidon de pectina —  Niveles de pH

— Tipos de acido

Obtencion de la biopelicula —  Porcentaje de pectina

—  Porcentaje de glicerina

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Operacionalizacién de variables

Tabla 2-2: Operacionalizacion de variables en la extraccién de pectina y obtencidn de la biopelicula

Variable

Tipo de variable

Definicién operacional

Categorizacion

Indicadores

Meétodo/ Técnica/

Instrumento de medicion

Extraccion de pectina

Dependiente

Proceso que consiste en dos etapas, la primera es
la hidrdlisis acida, etapa donde se especifican
condiciones de pH, temperatura y tiempo y la

segunda etapa es la de precipitacion alcohodlica.

Ensayos de laboratorio

Porcentaje de metoxilos

Analisis volumétrico

Niveles de pH

Independiente

Medida de acidez o alcalinidad de una
disolucion, indica la concentracion de iones de
determinadas

hidrogeno  presentes  en

soluciones.

Hidrélisis acida

pH=2
pH=3

pH-metro

Tipos de 4cido

Independiente

Acido citrico: es un A4cido organico
tricarboxilico de formula molecular CsHgO7 que
esta presente en la mayoria de las frutas, sobre
todo en los limones y naranjas.

Acido clorhidrico: también conocido como
&cido muriatico o sal fumante es una disolucion

acuosa del gas cloruro de hidrégeno (HCI).

Hidrolisis acida

Acido clorhidrico

Acido citrico

Visual

Obtencién de la

biopelicula

Dependiente

Las biopeliculas se formula a partir de
polisacaridos, combinado con plastificantes,
gelificantes y aditivos que ayuden a mejorar las
propiedades finales de la pelicula.

Formulacién con disefio
factorial 2k

Estabilidad

Pruebas fisico-mecanicas
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Polimero del é&cido D-galacturénico unidos

Balanza, espatula y vidrio

Porcentaje de pectina Independiente mediante enlaces a(1-4), con un ndmero Polisacérido Gramos loi
reloj
variable de esteres metilicos.
Porcentaje de Alcohol conformado por 3 grupos hidroxilo. Su . L
Plastificante Mililitros Probeta

glicerina

Independiente

formula molecular es C3HgOs.

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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2.25 Matriz de consistencia

Tabla 3-2: Matriz de consistencia

ASPECTOS GENERALES

Problema general

Obijetivo general

Hipétesis general

La alta produccion de empaques sintéticos de un solo uso en
la industria de alimentos, genera la necesidad de elaborar
nuevos productos a partir de fuentes renovables,
principalmente biopeliculas que ayuden alargar la vida de
anaquel de los alimentos y sean una opcion amigable para el

ambiente.

Obtener y caracterizar una biopelicula a partir de residuos de
cacao (Theobroma cacao L.) y aceite esencial de limoén (Citrus

limon) para el uso en alimentos.

Los residuos de cacao son una fuente dptima de extraccion de
pectina para la obtencion de una biopelicula con aceite
esencial de limén para mitigar el ataque de microrganismos y
sea posible su uso en alimentos.

ASPECTOS ESPECIFICOS

Problemas especificos

Objetivos especificos

Hipotesis especificas

Variables de las hipotesis

especificas

Técnicas de recoleccién de datos

(Se extraera pectina mediante
hidrolisis acida y precipitacion

alcohélica de la céscara de cacao?

Extraer pectina mediante hidrdlisis
acida y precipitacion alcoholica de

la cascara de cacao.

H1: Es factible extraer pectina de la
cascara de cacao (Theobroma cacao
L.) mediante el proceso de hidrélisis

acida y precipitacion alcohdlica.

¢Influird el pH y el tipo de &cido
empleado en la cantidad de pectina
obtenida mediante hidrdlisis acida

de la cascara de cacao?

Caracterizar la pecina obtenida de la

cascara de cacao  mediante

diferentes ensayos.

H2: La variacion de pH y 4cido
empleado en la hidrdlisis acida
influird en la cantidad de pectina

obtenida.

Variables dependientes:
— Caracterizacion de la pectina

— Formulacién de la biopelicula

— Humedad

Cenizas

Peso equivalente

— Porcentaje de metoxilos
Grado de esterificacion
— Solubilidad

Resistencia a la traccién

— Transmision al vapor de agua

Espesor
— Transparencia
— Estabilidad
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— Coliformes totales
— Coliformes fecales

— Mohos y levaduras

¢Influird el porcentaje de pectina y
glicerina en la estabilidad de las

Establecer las proporciones

adecuadas de pectina, glicerina y

H3: La modificacion del porcentaje
de pectina y glicerina influiré en la

biopeliculas? aceite esencial de limon para | elasticidad de las biopeliculas
obtener una biopelicula de calidad. | obtenidas.
¢Intervendra la adicion de aceite | Analizar las propiedades fisico- | H4: Las propiedades

esencial de limén en las propiedades
microbiol6gicas de las biopeliculas?

mecanicas y microbioldgicas de la
biopelicula para conocer la calidad
del producto obtenido.

microbioldgicas de la biopelicula se
veran afectadas por el porcentaje de
aceite esencial de limon utilizado en

la formulacién.

Variables independientes:

— Niveles de pH
— Tipos de &cidos
— Porcentaje de pectina

— Porcentaje de glicerina

- pH=2

- pH=3

— Acido citrico

— Acido clorhidrico
— Secado natural

— Tiempo de secado

— Temperatura de secado

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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2.3 Tipo y disefio de investigacion

2.3.1  Tipo de investigacion

2.3.1.1 Segun el método de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que, se manipulan las variables
independientes, para analizar el comportamiento del producto y el cambio que ocasionan a las
variables dependientes del proceso, y asi definir a partir de los resultados, las mejores condiciones

de obtencidn de pectina y elaboracion de la biopelicula.

2.3.1.2 Segun el objeto de investigacion

La investigacion es tedrica porque recopila datos tedricos para generar nuevos conceptos
generales relacionados con la pectina extraida de las cascaras de cacao y el aceite esencial de
limon en el uso de formulaciones para la obtencion de biopeliculas con propiedades

antimicrobianas.

2.3.1.3 Segun el nivel de profundizacion en el objeto de estudio

Es una investigacion descriptiva porque describe las propiedades fisico-quimicas a estudiar de la
pectina de la cascara de cacao, ademas es exploratoria debido a que permite la manipulacion, en
situacion controlada, de una variable experimental del proceso de formulacion de la biopelicula,
para detallar que cambios generan en las propiedades fisco-mecénicas y microbioldgicas de las
mismas.

2.3.1.4 Segun la manipulacion de variables

Es una investigacién experimental ya que se manipula una o mas variables independientes para
verificar el efecto que la manipulacién ejerce sobre una o mas variables dependientes, dentro de
los pardmetros elaborados por el investigador.

2.3.1.5 Segun el tipo de inferencia

La investigacion es de tipo deductiva porque se pretende establecer una composicién adecuada

para la formulacion de biopeliculas variando la concentracion de pectina, glicerina, con la
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finalidad de obtener biopeliculas que puedan ser utilizadas como recubrimientos alimenticios,

conservando las propiedades organolépticas y microbioldgicas de los mismos.

2.3.1.6  Segun el periodo temporal

Es una investigacion transversal porgque el estudio se realizara en un periodo de tiempo

determinado para dar solucion al problema planteado.

2.3.1.7 Segun la condicién de estudio

La investigacién es practico-documental ya que se la realizara basandose en estudios similares
obtenidos de revistas, libros, articulos y tesis que permitan realizar los objetivos planteados por

el investigador.

2.3.2 Disefio experimental de la investigacion

2.3.2.1 Disefio factorial 2 para la obtencién de pectina

El proceso de extraccién de la pectina se realiz6 utilizando como agentes de extraccion el acido
citrico y acido clorhidrico y niveles de pH 2 y 3, aplicando un disefio factorial 22, obteniendo un
total de 4 tratamientos con 4 repeticiones cada uno, los datos obtenidos se analizaran mediante
analisis estadisticos con la finalidad de observar el efecto de las variables independientes sobre la
variable respuesta cantidad de pectina (rendimiento).

Para cada tratamiento se pesara 35 g. de pectina y se mezclard con 560 ml de agua acidula
tomando en cuenta las variables a = acido clorhidrico, b = acido citrico, c=pH 2y d =pH 3, con

un tiempo de hidrdlisis de 90 min y temperatura de proceso de 90 °C.

Disenio factorial 2k para la
[ Variable 1 ]-— obtencidn de pectina de la cdscara —Ir[ Variable 2
de cacao

-8 E B
[ Tipo de acido ] Nivel de pH ]

1@{ a

Graéfico 1-2: Disefio factorial 2% para la obtencién de pectina de la cascara de cacao
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Los resultados que se obtendran sera en gramos de pectina, datos que se utilizaran para calcular
el rendimiento y asi determinar el tratamiento mas idoneo para la extracciéon de pectina de la
céscara de cacao.

El rendimiento se calculard mediante la siguiente ecuacion:

o peso en gramos de pectina
%Rendimiento = * 100%
peso en gramos de polvo de cacao

Ecuacién 1-2: Porcentaje de Rendimiento
Fuente: (Nizama 2015, p.56).

2.3.2.2 Disefio factorial 2 para la elaboracién de las biopeliculas

La elaboracion de las biopeliculas se realiz6 mediante un disefio factorial 2%, en el cual se empled
dos variables con un valor minimo y maximo; la primera variable corresponde al porcentaje de
pectina (CP) con un valor minimo de 1% (CP1) y un maximo de 3% (CP2) y la segunda variable
fue porcentaje de glicerina (CG) con valores minimo y méaximo de 0,75% (CG1) y 1,50% (CG2)
respectivamente, teniendo en total 4 tratamientos con 4 repeticiones cada uno.

Diseifio factorial 2k parala
elaboracidon de las biopeliculas

CP1:CG1
. CP1.CG2 .
Porcentaje de Porcentaje de
pectina glicerina
1 CPZ CG1
CpP2 }—[: CG2

CP2:CG2

Variable 2 —

 J

— Variable 1 ]

Gréfico 2-2: Disefio factorial 2k para la elaboracion de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.4 Unidad de andlisis

Para esta investigacién se tiene 2 unidades de analisis, la extraccion de pectina de la céscara de
cacao (Theobroma cacao L.) y el uso del aceite esencial de limén (Citrus limon), como materia

prima principal para la elaboracién de una biopelicula, con el objetivo de sustituir los
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recubrimientos sintéticos de un solo uso de la industria de alimentos, alargando la vida de anaquel

de productos poco procesados.

25 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio para esta investigacion corresponde a muestras de cacao (Theobroma
cacao L.); que crecen en lugares calidos como la ciudad de Tena; se efectuara un muestreo para
seleccionar a los mejores ejemplares, siendo su principal caracteristica el grado de madurez en el

gue se encuentran, libre de manchas de descomposicién.

2.6 Tamarfio de muestra

Para esta investigacion el tamafio de muestra inicial para la obtencidn de pectina de la cascara de
cacao sera de 70 mazorcas de cacao procedentes de la granja del MAGAP ubicada en la via a
Pano en la ciudad de Tena provincia de Napo, mientras que el aceite esencial de limén (250 ml)
se obtuvo en la botica Bristol, ubicada en la ciudad de Riobamba (Larrea 22-34 y lera

Constituyente, frente al Parque Sucre).

2.7 Seleccion de la muestra

El tipo de muestra estudiada en la investigacién es no probabilistico, porque se desconoce la
cantidad de pectina que se obtendra, para los correspondientes analisis y elaboraciéon de la
biopelicula. Asi mismo el analisis de seleccion de muestra de cacao, es al azar, se lo realizé en la
region amazénica, ciudad Tena, provincia de Napo debido a la alta produccion agricola que tiene

este producto.

2.8 Técnica de recoleccion de datos

2.8.1 Informacién de recoleccion de datos

La presente investigacion, se basara en la recopilacién de informacién brindada por estudios
relacionados con la obtencion de empaques o peliculas biodegradables a partir de fuentes
renovables, ademas del poder antimicrobiano que ejercen los aceites esenciales en la formulacién
de biopeliculas, con el fin de analizar los diferentes métodos de extraccion de pectina para su
posterior uso en la elaboracion de los biopeliculas activas con aceites esenciales. También se
tendra nocion de las diferentes pruebas de caracterizacion que determina la calidad de la

biopelicula en base a las normas establecidas.
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2.8.2

2821

2.8.2.2

Materiales y reactivos

Materiales

Secador de bandejas eléctrico tipo armario
Molino Thomas

Balanza analitica y digital

Reverbero

Bafio maria

Agitador magnético

Estufa

Mufla

Probetas de 100 y 500 ml

Vasos de precipitacion de 500 y 1000 ml
Balon de aforo de 1000 ml

Varilla de agitacion

Espétula

Vidrio reloj

Moldes

Cajas Petri

Cépsulas

Crisoles

Piseta

Termometro

Cronoémetro

Reactivos

Acido clorhidrico 1N
Acido citrico 1%

Agua destilada

Alcohol al 60 y 96%
Glicerina

Aceite esencial de limon

Pectina de la cascara de cacao
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2.8.3 Técnicas para la obtencidn de la biopelicula

2.8.3.1 Extraccion de pectina

— Obtencién de polvo de la cascara de cacao

Mazorcas .
RECEPCION
de cacao
) Mazorcas negras
SELECCION
0 en mal estado
LAVADO
CORTADO
Granos de cacao
DESPULPADO ;
y mucilago
TROCEADO
T=85-95°C
BLANQUEADO .
t=10 min
ESCURRIDO 0 °Brix
T=55°C
SECADO
t=36-38h
humedad = 6%
MOLIENDA
ALMACENADO T=20-25°C

Grafico 3-2: Diagrama de flujo de obtencidn de polvo de la cascara de cacao
Fuente: (Nizama 2015, p.49).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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- Extraccion de pectina mediante hidrolisis &cida y precipitacion alcoholica

Polvo de cascara - pH=2y3
de cacao ACIDULACION 4 4cidos = HCl y 4cido citrico
relaciéon = 1:16
\ 4 _
HIDROLISIS J T=9%°%
_ t=90min
v
FILTRACION
ENFRIAMIENTO 4 T=10°C
\ 4 Alcohol al 96%
PRECIPITACION | 4 relacién = 1:1
| t=12-16h
\4
FILTRACION
\ 4
LAVADO ~|: Alcohol al 60 %
\ 4
FILTRACION
\ 4
ENFRIAMIENTO «[ T=4°C
4 T=40°C
SECADO -
t=4h
v
MOLIENDA
\ 4
ALMACENADO <|: T=20-22°C

Gréfico 4-2: Diagrama de flujo de la extraccion de pectina mediante hidrolisis &cida

precipitacion alcohdlica
Fuente: (Nizama 2015, p.49).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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2.8.3.2 Elaboracion de la biopelicula

Agua destilada, aceite

esencial de limén T=80°C
Pectina (1 y 3%) — MEZCLADO Agitacién = 1000 RPM
Glicerina (0,75 y 1,50%) V=75ml
Moldes y
. . MOLDEADO
cajas Petri
SECADO T=55°C
t=24h

ENFRIAMIENTO Y
DESMOLDADO

Andlisis fisico

CARACTERIZACION Analisis mecanico
Anélisis microbiol6gico

Grafico 5-2: Diagrama experimental para la formulacion de las biopeliculas

Fuente: (Del Aguilay Zegarra 2016, p.67).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Ensayos de caracterizacion de la pectina

2.8.4.1 Determinacion del porcentaje de humedad de la pectina

Tabla 4-2: Célculo del porcentaje de humedad de la pectina

Método de secado a la estufa a presion atmosférica

Procedimiento:

Realizar la prueba por triplicado.

Tarar las capsulas, etiquetarlas y pesarlas.

Pesar 1 g de muestra (Peso inicial) en cada una de las capsulas de peso conocido.

Colocar las capsulas con muestra en la estufa a una temperatura de 105 °C por 24 h o hasta obtener un
peso constante.

Enfriar las capsulas en un desecador por un periodo minimo de 30 min.

Pesar las capsulas con la muestra seca.

Realizar la restra entre el peso de la capsula con la muestra seca — peso de la capsula (Peso final).
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Célculos:

Peso inicial — Peso final
% Humedad = Peso inicial * 100

Ecuacion 2-2: Porcentaje de humedad de la pectina

Norma:
AOAC, 2000

Fuente:(Calderon 2017, p.41).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.2 Determinacion del porcentaje de cenizas de la pectina

Tabla 5-2: Célculo del porcentaje de cenizas de la pectina

Meétodo de calcinacion

Procedimiento:

— Realizar la prueba por triplicado.

—  Tarar los crisoles, etiquetarlos y pesarlos (Peso del crisol).

—  Pesar 1,5 g de muestra (Peso de la muestra seca) en cada uno de los crisoles de peso conocido.

— Incinerar la muestra en un reverbero hasta que no emita humo y las paredes del crisol estén blancas.

— Introducir los crisoles con las muestras incineradas a la mufla a una temperatura de 550 °C durante un
periodo de tiempo de 4 horas.

—  Pasar los crisoles a un desecador para que se enfrien hasta temperatura ambiente.

—  Tomar su peso en la balanza analitica (Peso del crisol con la muestra calcinada).

Célculos:

% Ceni Peso del crisol con la muestra calcinada — Peso del crisol % 100
enizas =
’ Peso de la muestra seca

Ecuacion 3-2: Porcentaje de cenizas de la pectina

Norma:
AOAC, 2000

Fuente: (Cobefias y Guerrero 2018, pp.33-34).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.3 Caracterizacion fisicoquimica de la pectina
Se realizd en funcion de la metodologia reportada por Owens et al. (1952) citada por Mendoza
Vargas, Jiménez Forero y Ramirez Nifio (2017, p.133) y Nizama (2015, pp.92-94), aplicandola

al tratamiento més efectivo (mayor rendimiento de extraccion), realizando 3 réplicas.

2.8.4.3.1 Determinacion del peso equivalente y de la acidez libre de la pectina

34



Tabla 6-2: Calculo del peso equivalente y la acidez libre de la pectina

Meétodo volumétrico

Procedimiento:

Pesar 0,5 g de pectina en un matraz Erlenmeyer de 250 ml y humedecer con 5 ml de etanol.
Agregar 100 ml de agua destilada y agitar hasta que la pectina se disuelva completamente.
Agregar 5 gotas de rojo fenol.

Titular hasta el cambio de color del indicador (pH 7.5), el cambio debera persistir por lo menos 30 s.

Célculos:

mg componente acido

P ivalente =
eso equivalente meq A

Ecuacidn 4-2: Peso equivalente de la pectina

Fuente: (Mendoza Vargas, Jiménez Forero y Ramirez Nifio 2017, p.133).
Donde,

- meq A: meq de NaOH utilizados en la titulacion

- componente &cido: mg de pectina

meq A

Acidez libre = —
g componente acido

Ecuacion 5-2: Acidez libre de la pectina

Fuente:(Mendoza Vargas, Jiménez Forero y Ramirez Nifio 2017, p.133).
Donde,

- meq A: meq de NaOH utilizados en la titulacion

- componente cido: g de pectina

Norma:

Método de Owens et al (1952)

Fuente: (Nizama 2015, p. 92).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.3.2 Determinacion del porcentaje de metoxilo de la pectina

Tabla 7-2: Calculo del porcentaje de metoxilo de la pectina

Meétodo volumétrico

Procedimiento:

Neutralizar la solucion utilizada en el calculo del peso equivalente y acidez libre, afiadiendo 25 ml de
NaOH (0,25 N).

Tapar y agitar vigorosamente, para dejar reposar por 30 minutos.

Agregar 25 ml de HCI (0,25 N) y agitar hasta que el color rosado desaparezca.

Adicionar 3 gotas de fenolftaleina y titular con solucion de NaOH (0,1 N) hasta el cambio de color.

Célculos:

. meq B x 31
% Metoxilo = —— x 100
mg componente acido

Ecuacidn 6-2: Porcentaje de metoxilo de la pectina
Donde,
- meq B: meq de NaOH utilizados en la segunda titulacion

- 31: corresponde al peso molecular del metoxilo (CH30) expresado en mg/meq
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- Componente acido: peso de la muestra en mg

Norma:

Método de Owens et al. (1952)

Fuente: (Nizama 2015, p.92).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.3.3 Determinacidn del grado de esterificacion de la pectina

Tabla 8-2: Célculo del grado de esterificacion de la pectina

Meétodo volumétrico

Procedimiento:

—  Relacionar los miliequivalentes (meq) de NaOH gastados en la segunda titulacion y la suma de los

miliequivalentes de NaOH gastados en la primera y segunda titulacion.

Calculo:

% Grado de esterificacion = L‘]B X 100
meq A+ meq B
Ecuacion 7-2: Porcentaje de grado de esterificacion de la pectina
Donde,

- meq A: meq de NaOH gastados en la primera titulacion

- meq B: meq de NaOH utilizados en la segunda titulacion

Norma:

Método de Owens et al. (1952)

Fuente: (Mendoza Vargas, Jiménez Forero y Ramirez Nifio 2017, p.133).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.3.4 Determinacion del porcentaje de &cido anhidrido galacturénico de la pectina

Tabla 9-2: Calculo del porcentaje de acido anhidrido galacturdnico de la pectina

Meétodo Volumétrico

Procedimiento:

— Relacionar los miliequivalentes de NaOH utilizados en la primera y segunda titulacién, el peso molecular

del AAG con el peso del componente acido

Célculos:

176 * 100 * (meq A + meq B)
mg componente acido

%AAG =

Ecuacidn 8-2: Porcentaje de acido anhidrido galacturénico de la pectina

Donde,

- 176: corresponde al peso molecular del &cido anhidrido galacturénico (mg/meq)
- meq A: meq de NaOH utilizados en la primera titulacion

- meq B: meq de NaOH utilizados en la segunda titulacion

- componente acido: peso de la pectina (mg)
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Norma:

Método de Owens et al. (1952)

Fuente: (Mendoza Vargas, Jiménez Forero y Ramirez Nifio 2017, p.133).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.4 Determinacion de la solubilidad de la pectina

Tabla 10-2: Determinacion de la solubilidad de la pectina

Meétodo cualitativo

Procedimiento:

—  Disolver la pectina en agua caliente a 80 °C a una concentracion de 2 a 5%

— O enagua fria a una concentracion de 0,5%

Calculos:

Medicion cualitativa (Observar la formacion de una solucién coloidal opalescente)

Norma:

(Nizama 2015, p.94).

Fuente: (Nizama 2015, p.94).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.4.5 Determinacion del pH de la pectina

Tabla 11-2: Determinacion del pH de la pectina

Método potenciométrico

Procedimiento:

—  Disolver en agua fria a una concentracion de 0,5% y medir con un pH-metro

Célculos:

Observar resultados reflejados por el pH-metro

Norma:

(Nizama 2015, p.94).

Fuente: (Nizama 2015, p.94).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.85 Ensayos de caracterizacion de la biopelicula

2.8.5.1 Determinacion del porcentaje de humedad de la biopelicula

Tabla 12-2: Célculo del porcentaje de humedad de la biopelicula

Método de secado a la estufa

Procedimiento:

— Realizar la prueba por triplicado.

—  Recortar muestras de 3x3 cm por cada tratamiento.
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—  Pesar y colocarlas en una estufa con recirculacion de aire a 105 °C por 24 h o hasta peso constante.

—  Enfriar en un desecador hasta llegar a temperatura ambiente, y pesar.

Célculos:

% H dad = Peso inicial de la pelicula — Peso final de la pelicula < 100
o Humedad = Peso inicial de la pelicula

Ecuacion 9-2: Porcentaje de humedad de la biopelicula

Norma:

(Nufiez 2014, p.37).

Fuente: (Nufiez 2014, p.37).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.,5.2 Determinacidn del porcentaje de solubilidad de la biopelicula

Tabla 13-2: Calculo del porcentaje de solubilidad de la biopelicula

Meétodo cualitativo

Procedimiento:

—  Cortar muestras de 2,5x2,5 cm de cada una de las formulaciones.
—  Pesarlas en una balanza analitica y colocarlas en vasos de precipitacion con 80 ml de agua destilada.
—  Colocar en el agitador mecanico a 100 rpm por un tiempo de 1 h a temperatura ambiente.

—  Filtrar las biopeliculas y secarlas en la estufa a 60 °C hasta obtener un peso final constante.

Célculos:

% Solubilidad — Peso inicial biopelicula — Peso final biopelicula % 100
o ooluptiidad = Peso inicial biopelicula

Ecuacion 10-2: Porcentaje de solubilidad de la biopelicula

Norma:

(Chapuel y Reyes 2019, pp.66-67).

Fuente: (Chapuel y Reyes 2019, pp.66-67).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.5.3 Determinacidn de propiedades mecanicas de traccion de la biopelicula

Tabla 14-2: Célculo de la resistencia a la traccion

Ensayo mecanico

Procedimiento:

—  Cortar probetas de cada uno de los tratamientos.
—  Colocar cada uno de los extremos de la probeta en las mordazas de la maquina.

—  Encender la maquina hasta que la probeta se rompa.

Célculos:

Fuerza necesaria para romper la muestra (N)

Resistencia a la traccion = - — 3
Area de la seccion transversal (m?)

Ecuacion 11-2: Resistencia a la traccion de la biopelicula
Fuente: (Garcia 2015, p.27).
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Norma:

NTE INEN 2635 (2012): Método de Ensayo para las propiedades de Traccion de Laminas Plasticas Delgadas.

Fuente: (INEN 2012, pp.2-3).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.5.4 Determinacion del grado de transmision de vapor de agua

Tabla 15-2: Célculo de la permeabilidad del vapor de agua

Meétodo desecante

Procedimiento:

—  Realizar las pruebas por triplicado.

— Activar silica gel a una temperatura de 200 °C por 4 horas.

—  Llenar las % partes de los tubos de ensayo que se van a utilizar, tomando los datos del diametro interno
de la boquilla que estara en contacto con la biopelicula.

—  Cortas muestras de 2,5x2,5 cm por cada tratamiento a analizar, y medir el espesor de cada una.

—  Colocar las muestras en la boca del tubo de ensayo sellandolos completamente con cinta.

—  Pesar cada uno de los tubos de ensayo ya sellados, y colocarlos en un desecador con un ambiente de
humedad relativa entre 60 — 65% en cuya base estara una solucion de cloruro de sodio saturada.

—  Pesar cada hora por un periodo de tiempo de 6 h consecutivas.

Célculos:

Ecuacion 12-2: Permeabilidad al vapor de agua

Fuente: (Sanchez Aldana et al. 2015, p. 19)

Donde,

PVA — permeabilidad al vapor de agua (g-s>-m-Pat)

vta — pendiente de la velocidad de transferencia de vapor de agua (g-s™) obtenida de la recta (tiempo vs ganancia de
peso)

e — espesor de la biopelicula (m)

A — area de transferencia de vapor de agua (m?)

APv — diferencia de presion de vapor de agua entre la atmésfera de la silica y la del desecador (31672,2 Pa)

Norma:

(Pastuizaca 2020, pp.33-34).

Fuente: (Pastuizaca 2020, pp.33-34).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.5.5 Pruebas microbioldgicas de las biopeliculas

Tabla 16-2: Determinacion de las propiedades microbioldgicas de la biopelicula

Meétodo cuantitativo

Procedimiento:

— Recortar en cuadritos muy pequefios una muestra de 5 g de cada tratamiento a analizar.
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Célculos:

Resultados del laboratorio SACMIC ubicado en la ciudad de Riobamba a cargo de la Dra. Gina Alvarez

Norma:

AOAC 997.02 Ed 20,2016

Fuente: (Chapuel y Reyes 2019, pp.73-74).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

2.8.5.6 Ensayo de biodegradabilidad de las biopeliculas

Tabla 17-2: Célculo del porcentaje de biodegradabilidad

Meétodo cualitativo

Procedimiento:

—  Recortar muestras de plastico de dimensiones de 3x3 c¢m, las cuales se evaluaran en agua, compost y aire.
—  Para cada uno de los ensayos se considera un periodo de tiempo de 15 dias, tomando fotografias cada 5
dias.

—  Calcular el area de las muestras con la ayuda del programa “Imagen J”

Calculos:

. . Area inicial — Area final
% Biodegradabilidad = - — X 100
Area inicial

Ecuacion 13-2: Porcentaje de biodegradabilidad
Donde
Avrea inicial — corresponde al area de la muestra de la biopelicula en el dia 1

Avrea final - corresponde al rea calculada en cada intervalo de tiempo.

Norma:

(Charro 2015, pp.33-34).

Fuente: (Charro 2015, pp.33-34).
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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CAPITULO 1l

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Analisis y Discusion de Resultados

3.11 Andlisis fisico de las mazorcas de cacao

Luego de la recepcion de las mazorcas de cacao en el laboratorio de Procesos Industriales de la
ESPCOH, se procedi6 a realizar el andlisis de las caracteristicas fisicas de las muestras, donde se
eligieron 5 ejemplares aleatoriamente, para ello se empezé lavando los frutos con una solucién de
hipoclorito de sodio a una concentracion de 30 ppm con el fin de eliminar cualquier tipo de
sustancia extrafia (gérmenes, tierra, agroguimicos, etc.), posteriormente se determiné el peso del
fruto fresco con el uso de una balanza, se tomaran las medidas del largo y didmetro, midiendo
cada fruto con ayuda de un flexémetro, y por ultimo visualmente se caracteriz6 su color y su

forma.

Tabla 1-3: Anélisis fisico de la mazorca de cacao

ANALISIS FiSICO DE LA MAZORCA DE CACAO

N° PESO LONGITUD DIAMETRO

CASCARA (g) (cm) (cm) COLOR FORMA
1 288,55 18,50 7,10 Amarillo Eliptica
2 300,87 21,90 7,60 Amarillo Eliptica
3 296,72 20,20 7,40 Rojizo -anaranjado Eliptica
4 285,49 19,90 7,20 Rojizo - anaranjado Eliptica
5 331,42 22,70 8,10 Rojizo Eliptica

PROMEDIO 300,61 20,64 7,48

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En funcion a los resultados expresados en la tabla 1-3 se puede juzgar de acuerdo al color de cada
muestra que para la obtencion de la pectina se trabajé con las variaciones criollo (amarillo),
trinitario (rojizo) de acuerdo a lo reportado por Calderon (2017, p.4) y el clon CCN-51 (rojizo -
anaranjado) segun lo expresé por Del Aguilay Zegarra (2016, p.29), la forma de cada uno de los
especimenes es eliptica, caracteristica de la mazorca de cacao. Los valores de longitud estan en
un rango de 18,50 — 22,70 cm con un diametro que oscila entre 7,10 — 8,10 cm, valores muy
préximos a los manifestados por Castillo, Alvarez y Contreras (2018, p.5) los mismos que estan
entre 18,20 — 22,10 cm para la longitud y 8,18 -9,19 cm para el didmetro; pero se tiene valores

mayores de longitud en relacion a lo citado por Nizama (2015, p.42) con un tamafio entre 14,5 —
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16,1 cm, mientras que los valores de diametro que reporta el mismo autor estan dentro del rango
obtenido, van desde 7,0 a 8,3 cm. El peso de la cascara de los frutos tiene valore entre 288,5 —
331,42 g, mismos que son muy similares en comparacion a los establecidos por Castillo, Alvarez
y Contreras (2018) y Nizama (2015) que estan entre 270,1 — 440,1 g y 281,3 - 340,0 g

respectivamente.

3.1.2 Anadlisis del rendimiento de la pectina de la cascara de cacao

Mediante el uso del disefio experimental factorial 2%, se procedié a realizar el calculo del
porcentaje de rendimiento de la pectina obtenida, en funcién a la cantidad de polvo de cascara de
cacao que se utilizd, obteniendo un total de 4 tratamientos con cuatro repeticiones cada uno,
donde el T: y T, representan a los tratamiento con éacido clorhidrico y un pH de 2 y 3
respectivamente, mientras que Ts y T4 corresponden a los tratamiento con acido citrico y un pH

de 2 y 3 respectivamente; obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 2-3: Resultados del rendimiento de la pectina obtenida de la cascara de cacao (Theobroma

cacao L.)
PESO (9)
, Polvo de la Promedio | Rendimiento | Rendimiento
TRATAMIENTO | REPETICION ) .
céscara de Pectina de la % promedio %
cacao pectina
acl 2,46 7,03
ac2 2,63 7,50
T1 2,41 6,87
ac3 2,15 6,14
ac4 2,38 6,81
adl 3,92 11,19
ad2 3,54 10,10
T2 3,71 10,60
ad3 3,75 10,72
ad4 3,64 10,40
35
bcl 2,91 8,30
bc2 2,85 8,14
T3 2,89 8,26
bc3 2,90 8,29
bc4 2,91 8,32
bdl 2,41 6,89
bd2 2,23 6,37
T 2,33 6,67
bd3 2,24 6,41
bd4 2,45 6,99

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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La tabla 2-3 representa la cantidad en g que se obtuvo de pectina en funcion al peso que se utilizd
de polvo de la cascara de cacao, para asi calcular el porcentaje de rendimiento; para esto en el
proceso de hidrélisis se empled 35 g de polvo de cacao con 560 ml de agua acidulada (con acido
clorhidrico y acido citrico de acuerdo el tratamiento) lo que corresponde a una relacién 1:16, es

decir que por cada gramo de pectina se adicionara 16 mililitros de agua acidulada.

Anadlisis del rendimiento de la pectina
12

10

T1 T2 T3 T4

= Rendimiento promedio % m Cantidad de pectina promedio obtenida (g)

(o}

SN

N

Gréfico 1-3: Analisis del rendimiento de la pectina
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En el grafico 1-3 se observa los resultados promedio obtenidos en el proceso de extraccién de la
pectina a partir de la cascara de cacao (Theobroma cacao L.), los mismos que fueron 2.41, 3.71,
2.89 y 2.33 g de pectina para los tratamientos 1 (T1), 2 (T2), 3 (T3) y 4 (T4) respectivamente,
teniendo valores de rendimiento de 6.87, 10.60, 8.26 y 6.67% para cada uno de los tratamientos.
De acuerdo con los datos obtenidos se tiene que el tratamiento que ofrece un mejor rendimiento
es el T, (acido clorhidrico y pH 3) y el tratamiento que presente el rendimiento méas bajo es el T,
(&cido citrico y pH 3) con valores muy similares a T, (acido clorhidrico pH 2), mientras que T3
(&cido citrico y pH 2) refleja un valor de rendimiento intermedio en comparacién entre los 4
tratamientos.

En el estudio de “Extraccion de pectina por hidroélisis acida y precipitacion alcoholica a partir de
cascaras de cacao hibrido CCN51 (Theobroma cacao L.) para la fabricacion de un prototipo de
empaque alimentario” realizado por Del Aguila'y Zegarra (2016, p.84), el autor reporta que en la
extraccion de pectina a partir del proceso de hidrdlisis con HCl y un pH 3 a una temperatura de
90°C y un tiempo de 80 min, obtiene un rendimiento de 10,39 % valor que es muy préximo al
obtenido en T, en el mismo que se obtiene un 10,60% trabajando con HCl y pH 3 a una

temperatura de 90°C y un tiempo de 90 min; mientras que el porcentaje que reporta para la
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hidrolisis con &cido citrico a la mismas condiciones es de 12,61% observando que existe una
diferencia muy significativa al valor obtenido en T4 que fue de 6,67%. Pero en comparacién con
la investigacion de “Obtencidén y caracterizacion de pectina a partir de cascara de cacao
(Theobroma cacao L.) variedad CCN-51 " realizada por Calderon (2017, p.47), en el cual trabaja
con valores de pH de 1.5, 2.5 y 3.5 obtiene valores de rendimiento de 1,62% como minimo y de
2,21% como maximo, que al comparar con los rendimientos que se alcanzaron en la
experimentacion se puede verificar que los valores que se obtuvieron mejoraron y son altos.
Segun los resultados del trabajo de “Obtencion y caracterizacion de pectina a partir de cascara de
cacao (Theobroma cacao L.)” de Nizama (2015, p.71), en el cual trabaja con las mismas variables
de 4cido y pH a una temperatura de 95°C con un tiempo de hidrélisis de 90 min, reporta valores
de rendimiento entre 5.73 — 8.78 %, valores que estan dentro del rango de los resultados que se
obtuvo en el presente estudio.

Una alternativa para mejorar el rendimiento y obtener mejores resultados seria variar el tipo de
acido que se emplea en el proceso de hidrolisis puesto que en el estudio de “Caracterizacion de la
pectina obtenida de la cascara de cacao (Theobroma cacao L.) mediante variacién del acido y
temperatura” realizado por Cobefias y Guerrero (2018, p.41), obtiene un porcentaje de
rendimiento de 29,69 % al trabajar con &cido lactico a una temperatura de 95°C, que en

comparacion con los datos obtenidos es un valor relativamente alto.

Figura 1-3: Pectina obtenida de la cascara de cacao en cada uno de los tratamientos
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

3.1.3  Andlisis de la varianza (ANOVA) para el rendimiento de la obtencion de la pectina

El experimento factorial nos permite observar la influencia de cada variable independiente sobre
la variable dependiente y la interaccion entre estas variables. Por lo tanto, deben definirse los
factores y el nivel del experimento. Un factor es cualquier influencia que pueda afectar la variable
de respuesta y esta controlada por el experimentador. El nivel es la categoria o intensidad
previamente determinada de cada factor. En un disefio factorial, se requieren al menos dos

repeticiones para analizar las observaciones de los principales efectos e interacciones, de modo

44



gue se puedan contrastar las hipétesis propuestas anteriormente. Para resolver este tipo de
problemas, utilizamos el modelo de andlisis de varianza (ANOVA). (Del Aguila y Zegarra 2016, p.79)
Los resultados obtenidos en la Tabla 2-3, se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA),
donde el estudio permite investigar si existe diferencia significativa entre los tratamientos, para

lo cual se plantean las siguientes hipotesis:

— Hipotesis nula: no existen diferencias significativas

— Hip6tesis alternativa: si existen diferencias significativas

Tabla 3-3: Analisis de la varianza (ANOVA) para el rendimiento de la obtencion de pectina

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Muestra 6,477025 1 6,477025  40,05890993 3,77943E-05  4,747225347

Columnas 4,558225 1 4558225  28,19157325  0,000185422  4,747225347

Interaccion 28,4089 1 28,4089  175,7025126 1,58427E-08  4,747225347

Dentro del

grupo 1,94025 12 0,1616875

Total 41,3844 15

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Una vez obtenidos los resultados en el andlisis de varianza (ANOVA), comparamos el valor de la
probabilidad de interaccion con el valor del error con el que se trabajo que fue de 0.05, si el valor
es menor al error existe diferencias significativas y si el valor es mayor al error no existen
diferencias significativas, como el valor obtenido es menor al error se puede determinar que si
existen diferencias significativas, por lo cual se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis
alternativa.

Al existir tratamientos diferentes, se procede a realizar la Prueba Tukey, a fin de determinar el

tratamiento mas significativo de la investigacion.

3.14 Prueba de diferencia significativa honesta (DSH) de Tukey para el rendimiento de la

obtencion de la pectina

La prueba de diferencia significativa honesta (DSH) de Tukey, consiste en realizar multiples
comparaciones luego de haber rechazado la hipdtesis nula en ANOVA. La prueba se realiza para
determinar en qué tratamiento se encuentran las diferencias significativas. Para poder realizar esta

prueba se deben tener tamafios muestrales iguales.
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Tabla 4-3: Resultado del valor DSH de la pectina de la cascara de cacao

DSH 0,84
Multiplicador 4,20
Mse 0,16
n 4,00

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Al aplicar el método se sefiala con un “*” los pares de tratamientos con diferencia significativa.

Tabla 5-3: Resultados de la prueba de diferencia significativa honesta (DSH) de Tukey para el

rendimiento de la pectina

T1 T2 Ts Ta
T1 3,73* 1,39* 0,20
T2 2,34* 3,94*
Ts 1,60*
Ta

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Los valores obtenidos en la tabla 5-3 se compararon con el valor de 0,84 que es la diferencia
honestamente significativa (HSD) que se obtuvo a partir de los datos presentados en el anélisis
de la varianza ANOVA vy las tablas estadisticas para pruebas Tukey, donde valores mayores al
HSD presentan diferencias significativas y valores menores no presentan diferencias
significativas, en funcion a esto, se puede observar que existen diferencias significativas entre los
tratamientos T1y T2, T1y T3, T2y T3y entre T3 y Ta, mientras que al comparar los tratamientos
T1y T4 se observa que no presentan diferencias significativas, por lo cual se aceptan cualquiera
de los dos tratamientos, pese a que son los dos tratamientos en los cuales se obtuvieron menores
rendimientos, esto debido a que guardan una muy estrecha diferencia. En funcion a costos de
produccion entre el tratamiento T1 y T4 Se escogeria Ta, ya que el precio del &cido citrico es mucho
méas econdmico en comparacién con el acido clorhidrico, pero en funcion a porcentaje de
produccidn se escoge el tratamiento T, debido a que es el tratamiento en el cual se obtiene mayor

rendimiento para la produccién en masa.

3.15 Analisis sensorial de la pectina de la cascara de cacao (Theobroma cacao L.)

Una vez obtenido el tratamiento méas idéneo se procedié a realizar el analisis sensorial de la

pectina, determinando los siguientes resultados:
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Tabla 6-3: Caracteristicas sensoriales de la pectina

Caracteristicas de la pectina
Olor Inodoro
Sabor Insipido
Color Marrén claro
Textura Granular

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Mediante los resultados de la tabla 6-3 se tiene los datos sensoriales que presenta la pectina
obtenida a partir de la cascara de cacao, los mismos que fueron medidos mediante los sentidos
(olfato, gusto, vista y tacto), teniendo como resultados una pectina inodora e insipida, de color
marrdn claro con textura granular.

Comparando con otros estudios de caracterizacion de pectina de la cascara de cacao donde los
autores Nizama (2015, p.72) y Cobefias y Guerrero (2018, p.9) coinciden con el parametro de
color, el mismo que reportan como marrén claro, mientras que para la caracteristica de olor
Nizama (2015, p.60) expone que la pectina presente un olor a granos de cacao; pero Betancourt
y Llano (2009, p.42) citan que obtienen una pectina de color crema, tonalidad que es muy parecida
a la que se obtiene en los resultados del presente estudio y de sabor insipida e inodora, también
expone que la textura es en polvo libre de fluidez, que se consideraria como una textura granular

fina.

Figura 2-3: Pectina extraida en el tratamiento 2
Realizador por: Cérdova, L. 2021.

3.16 Caracterizacion fisicoquimica de la pectina de la cascara de cacao
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Tabla 7-3: Resultados del porcentaje de humedad de la pectina

NUmero de Peso inicial de la Peso de la muestra Humedad
L Humedad (%) )
repeticion muestra seca promedio (%)

R1 1,0058 0,9131 9,22

R2 1,0352 0,9352 9,66 9,39
R3 1,0077 0,9142 9,28
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
Porcentaje de humedad
11,00
9,00
7,00
5,00
3,00
1,00
R1 R2 R3

Gréfico 2-3: Porcentaje de humedad de la pectina de la céscara

de cacao (Theobroma cacao L.)

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Tabla 8-3: Resultados del porcentaje de cenizas de la pectina

Ndmero de Peso inicial de la Peso de la muestra . Cenizas promedio
repeticion muestra calcinada Ceniza (%) (%)
R1 1,5142 1,3960 7,81
R2 1,5043 1,3838 8,01 8,19
R3 1,5057 1,3739 8,75
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
Porcentaje de ceniza
11
9
7
5
3
1
R1 R2 R3

Grafico 3-3: Porcentaje de cenizas de la pectina de la céscara de

cacao (Theobroma cacao L.)

Realizado por: Cordova, L. 2021.
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De acuerdo con los resultados obtenidos se tienen rangos para el porcentaje de humedad y cenizas
que estan entre 9,22 — 9,66 % y 7,81 — 8,75 % respectivamente, 10s mismos que se encuentran
dentro de los pardmetros estandarizados por la Food Chemicals Codex (1981) citada por Nizama
(2015, p.27), que establece que el limite médximo de humedad para pectinas comerciales es de
12% mientras que el limite méaximo de cenizas es de 10%; en comparacion con el estudio realizado
para pectinas de cascarilla de cacao, citado por Suarez y Orozco (2014, p.89), los datos obtenidos
en el presente estudio son bajos puesto que en la investigacion los autores reportan valores de
12,69 y 15,04% para humedad y ceniza respectivamente, mientras que al comparar con las cifras
expresadas por Calderon (2017, pp.51,58) las cuales estan entre 7,82 — 10,11 % para humedad y
7,42 — 9,76 % para cenizas, se puede observar que se obtuvieron datos muy similares a los que se
consiguieron en la experimentacion; mientras que al comparar con los valores reportados para
otro tipo de pectina, en el estudio de caracterizacion de una pectina extraida de mango de azlcar
por Barreto et al. (2017, p.79) que reporta valores de 4,51+ 0,80 % para humedad y 1,71 + 1,13
para cenizas, se puede evidenciar que los datos obtenidos para cada uno de los analisis estan por

encima de los citados previamente.

Tabla 9-3: Resultados del volumen utilizado en la titulacion para el célculo de las propiedades

fisicoquimicas

Numero de Volumen (ml) Miliequivalentes

repeticion 1ra titulacion 2da titulacion 1ra titulacion 2da titulacion
R1 1,20 3,10 0,12 0,31
R2 1,10 3,10 0,11 0,31
R3 1,20 3,20 0,12 0,32

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Tabla 10-3: Resultado de las propiedades fisicoquimicas titulables de la pectina de la cascara de

cacao
Peso o % Acido
Ndmero de . % Grado de . Acidez libre .
L % Metoxilos o equivalente anhidrido
repeticion esterificacion (meqg/q) .
(mg/meq) galacturonico
R1 1,92 72,09 4166,67 0,24 15,14
R2 1,92 73,81 4545,45 0,22 14,78
R3 1,98 72,73 4166,67 0,24 15,49
Promedio 1,94 72,88 4292,93 0,23 15,14

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En la tabla 10-3 se reportan los valores obtenidos de porcentaje de metoxilos (%), grado
de esterificacion (%), peso equivalente (mg/meq), acidez libre (meqg/g) y porcentaje de

acido anhidrido galacturénico (%), que fueron calculados mediante el método
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volumétrico de Owens et al. (1952) los cuales se compararon con el estudio de extraccién
enzimatica de pectina de la cascara de cacao realizado por Mendoza Vargas, Jiménez
Forero y Ramirez Nifio (2017, p.195) , teniendo unos datos muy semejantes a los
reportados por los autores que son 1,58 % 72%, 5091,4 mg/meq, 0,20 meqg/g y 12,5%
para cada uno de los ensayos antes mencionados respectivamente; donde el valor con mas
diferencia que se tiene es en el peso equivalente; pero en comparacion con los valores
obtenidos por Suarez y Orozco (2014, p.69) para pectinas de cascara de cacao obtenidas
a una temperatura de 95°C, pH 3 y un tiempo de 95 min, se observa que existe una gran
diferencia, puesto que los autores reportan un valor de 2482,67 mg/meq para el peso
equivalente, mientras que los otros datos mantienen una ligera diferencia, mismos que
son de 2,5 % para el contenido de metoxilo, 66,67% para el grado de esterificacion, 0,4

meq/g para la acidez libre y 21,27% para el contenido de &cido anhidrido galacturonico.
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Grafico 4-3: Porcentaje de metoxilos de la pectina de la cascara

de cacao (Theobroma cacao L.)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Los valores expresados en el grafico 6-3, en el cual se observa que el porcentaje de metoxilos se
encuentra en un rango de 1,92 — 1,98 % indican que se obtuvo una pectina de bajo metoxilo; ya
que segln lo establecido por la United States Pharmacopeia Convention (USP), para pectinas
comerciales (2010) citado por Calderon (2017, p.65); establece como porcentaje minimo para

pectinas de alto metoxilo 6,7% y valores menores corresponden a pectinas de bajo metoxilo.
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Gréfico 5-3: Porcentaje de esterificacion de la pectina de la

cascara de cacao (Theobroma cacao L,)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En funcidn a los resultados obtenidos para el porcentaje del grado de esterificacion de la pectina
de la céscara de cacao de 72,09 — 73,81 %, se clasifica dentro del grupo de las pectinas de
gelificacion lenta puesto que el valor es inferior al 77% de acuerdo con lo reportado por Mendoza

Vargas, Jiménez Forero y Ramirez Nifio (2017, p.135).
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Gréfico 6-3: Peso equivalente de la pectina de la cascara de

cacao (Theobroma cacao L.)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En la gréfica 6-3 se representan los valores del peso equivalente de cada una de las repeticiones
realizadas a la pectina de la cascara de cacao, los cuales estan entre el rango 4166,67 - 4545,45
mg/meq, donde se evidencia que los valores obtenidos son muy similares entre ellos, teniendo

que en la repeticion 1y 2 se tienen los mismos resultados.
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Acidez libre (meq/g)
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Grafico 7-3: Acidez libre de la pectina de la cascara de cacao

(Theobroma cacao L.)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

El grafico 7-3 representa la acidez libre de la pectina, misma que se encuentra en los rangos de
0,22 — 0,24, reflejandose una similitud muy estrecha entre los resultados puesto que en la

repeticion 1y 3 se obtienen los mismos resultados.
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Grafico 8-3: Porcentaje de acido anhidrido galacturonico de la

pectina de la c&scara de cacao (Theobroma cacao L.)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En el gréfico 8-3 se representa el porcentaje de acido anhidrido galacturénico, donde se observa
que los resultados obtenidos estan en el rango de 14,78 — 15,49 %, existiendo una estrecha relacion

entre las tres repeticiones, con una similitud marcada entre los tratamientos R1 y R3.
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Tabla 11-3: Resultados de la solubilidad y pH de la pectina de la céscara de cacao

NUmero de repeticion Solubilidad pH
R1 Positiva 3,86
R2 Positiva 3,13
R3 Positiva 3,79
Promedio 3,59

Realizado por: Cordova, L. 2021.

Solubilidad

= Soluble = Insoluble

Grafico 9-3: Solubilidad de la pectina de la céscara de cacao

(Theobroma cacao L.)
Realizado por: Cordova, L. 2021.

El grafico 9-3 muestra los resultados del ensayo de solubilidad que se realiz6 de manera
cualitativa en el mismo que se obtuvo una solubilidad positiva para las tres repeticiones, que va

acorde con lo reportado por Nizama (2015, p.85).
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Graéfico 10-3: Resultados de pH de la pectina de la cascara de

cacao (Theobroma cacao L.)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

El gréfico 10-3 indica los valores obtenidos en la medicion de pH, mismos que estan en un rango
de 3,13 - 3,86, con un valor promedio de 3,59 evidenciando que las repeticiones guardan mucha

relacion entre si, en especial los valores de R1 y R2; al comparar el promedio con el valor
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reportado por Nizama (2015, p.85) de 3,00 para pH se observa que existe mucha proximidad
entre los dos estudios.
Una vez realizados los ensayos por triplicado de caracterizacion fisicoquimica de la pectina de la

cascara de cacao se obtuvieron los siguientes resultados promedio:

Tabla 12-3: Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas de la pectina

Caracteristicas fisicoquimicas de la pectina

Humedad (%) 9,40
Cenizas (%) 8,19
Metoxilo (%) 1,94
Grado de esterificacion (%) 72,88
Peso equivale (mg/meq) 4292,93
Acidez libre (meq/g) 0,23
Acido anhidrido galacturonico (%) 15,14
Solubilidad Positiva

pH 3,59

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Figura 3-3: Determinacion del porcentaje de humedad

y cenizas de la pectina
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Figura 4-3: Titulacién para determinacién de propiedades fisicoquimicas de la pectina
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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3.1.7

Figura 5-3: Determinacién de la solubilidad y pH

de la pectina

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Tabla 13-3: Variables del proceso de formulacion de las biopeliculas

Analisis del disefio experimental para la formulacion de las biopeliculas

Variables
) CpP1 1,00%
Pectina (CP)
CP2 3,00%
o CG1 0,75%
Glicerina (CG)
CG2 1,50%
Constantes
Agua (ml) 75,00
Aceite esencial de limén (ml) 2,25
Realizado por: Cordova, L. 2021.
Tabla 14-3: Ensayos preliminares para determinar la formacidon de las biopeliculas
. ) o ) Forma de Facil de -
Tratamiento | Variables Repeticion | Transparencia . Estabilidad
la pelicula | desmoldar
R1 Translucida Si No Muy fina, fragil
R2 Translucida Si No Muy fina, fragil
TP1 CP1:CG1 _ _ _ _
R3 Translucida Si No Muy fina, fragil
R4 Translucida Si No Muy fina, fragil
R1 Translcida Si No Quebradiza
R2 Transllcida Si No Quebradiza
TP2 CP1:CG2 _ _ i
R3 Translcida Si No Quebradiza
R4 Transldcida Si No Quebradiza
R1 Translucida Si Si Estabilidad baja
R2 Translicida Si Si Estabilidad baja
TP3 CP2:CG1 _ _ _ _ _
R3 Translicida Si Si Estabilidad baja
R4 Translicida Si Si Estabilidad baja
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R1 Translucida Si Si Muy estable

R2 Translcida Si Si Muy estable
TP4 CP2:CG2 i i i

R3 Translicida Si Si Muy estable

R4 Translucida Si Si Muy estable

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Una vez realizados los ensayos preliminares para la obtencién de la formulacion de las
biopeliculas se consigue que el tratamiento TP4 es el que ofrece mejores resultados, puesto que
se obtienen biopeliculas muy estables, resistentes y faciles de desmoldar; al igual que en el
tratamiento TP3 donde se lograron peliculas desmoldables, pero con una estabilidad muy baja en
cuestion de fragilidad, mientras que en el tratamiento TP1 y TP2 se observaron peliculas
guebradizas, imposibles de desmoldar, mismas que se adherian a las cajas Petri. Todas las

formulaciones fueron de color marrén, con una apariencia translucida.

TP1 TP2 TP3 TP4

Figura 6-3: Ensayos de formulacion de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

3.1.8 Resultados de humedad de las biopeliculas

Una vez obtenida la formulacion de iddnea se realizd 3 réplicas para cada uno de los distintos
ensayos de caracterizacién de las peliculas de bioplastico, entre ellos estd el porcentaje de

humedad teniendo los siguientes resultados:

Tabla 15-3: Resultados del porcentaje de humedad de las biopeliculas

. Nidmero de Peso inicial de Peso de la Humedad
Tratamiento L o o Humedad (%) .
repeticion la biopelicula | biopelicula seca promedio (%)
R1 0,328 0,283 13,72
TP4 R2 0,330 0,289 12,42 13,21
R3 0,326 0,282 13,50

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Porcentaje de humedad de las biopeliculas
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Gréfico 11-3: Porcentaje de humedad de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

El grafico 11-3 refleja los resultados de la humedad de la biopelicula obtenida en el tratamiento
TP4, donde se consigue un contenido de humedad de 13.72, 12.42 y 13.50% para las tres réplicas
realizadas respectivamente, se puede observar que las biopeliculas tienen una humedad muy
uniforme debido a que fueron sometidas a la misma temperatura de secado (55°C) y de igual
manera el tiempo de exposicion a la estufa fue el mismo (24 h). Los valores obtenidos estan dentro
del limite méaximo de aceptacion de 13,5 % establecido por la AOAC (1995) citado por Fonseca
(2020, p.25). Comparando con el resultado del estudio de peliculas comestibles a base de extractos
pécticos y aceite esencial de limdn mexicano, reportado por Sanchez Aldana et al. (2015, p.24)
que fue de 11.18 %, se puede evidenciar que se obtienen datos muy cercanos, al igual que el valor
de 12.56 % expresado por Del Aguila'y Zegarra (2016, p.94) en su estudio para obtencion de un
prototipo de empaque alimentario a partir de pectina de cascara de cacao, con el cual existe una
estrecha relacién. Ademas, al comparar con los resultados obtenidos en investigaciones con otras
materias primas, como en el estudio de “Obtencion de una pelicula de bioplastico a partir del
colageno de las patas de pollo” realizado por Nufiez (2014, p.58) en el cual obtiene valores de
contenido de humedad entre 17,43 — 45,86 % y con el porcentaje de humedad obtenido en el
estudio de “Obtencion de biofilm a partir del almidon de zanahoria blanca (Arracacia
xanthorrhiza) y de camote (Ipomoea batatas) como alternativa al uso de material plastico
derivado de petroleo” reportado por Parra (2019, p.51) donde reporta valores de 15,49 -31,08 %
para films a partir de zanahoria blanca y rangos entre 17,76 — 37,87 % para films de camote; se
evidencia que se obtienen mejores resultados de humedad al formular biopeliculas con extractos

pécticos.
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3.1.9

Figura 7-3: Caracterizacion del porcentaje de humedad de

la biopelicula

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Resultados del porcentaje de solubilidad de las biopeliculas

Tabla 16-3: Resultados del porcentaje de solubilidad de las biopeliculas

. Ndmero de Peso inicial de Peso de la final Solubilidad Solubilidad
Tratamiento L . ) . ; .
repeticion la biopelicula de la biopelicula (90) promedio (%)
R1 0,280 0,054 80,71
TP4 R2 0,268 0,051 80,97 80,70
R3 0,296 0,058 80,41

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Porcentaje de solubilidad de las biopeliculas
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Gréfico 12-3: Porcentaje de solubilidad de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Al igual que los resultados de humedad, el porcentaje de solubilidad que se obtiene entre las
réplicas guarda una estrecha relacién, puesto que los datos obtenidos son muy similares, por lo
cual se puede deducir en funcion a los datos que las biopeliculas poseen una solubilidad
relativamente alta, debido a esto la aplicacion que se les otorga, es como recubrimiento de
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alimentos destinados a coccién, puesto que de acuerdo con Zamudio (2014, p.40) las peliculas
que se aplican para el almacenamiento de alimentos requieren una baja solubilidad, mientras que
las peliculas con una solubilidad alta son muy ventajosas para el uso como recubrimiento de
alimentos destinados a coccion.

Comparando con un estudio similar donde usan pectina de la cascara de cacao para la obtencién
de biopeliculas se obtiene resultados muy similares, puesto que Del Aguilay Zegarra (2016, p.94)
obtuvo un valor de solubilidad de 84,23 %, también Escobar et al. (2011, p.35) obtuvo en su
estudio un valor de solubilidad alto, el mismo que fue de 59,5 % para biopeliculas a partir de
suero lactico, al igual que Escobar (2020, p.44) que reporta un valor de 61,44% para biopeliculas
elaboradas con quitosano; mientras que Anchundia, Santacruz y Coloma (2016, p.398) en la
elaboracion de peliculas a partir de almiddn de la cascara de platano obtuvo valores de solubilidad

bajos que oscilan entre 7,21 — 27,57%.

Figura 8-3: Caracterizacién de la solubilidad de la biopelicula
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

3.1.10 Resultados de las propiedades mecanicas de las biopeliculas
Para la determinacion de las propiedades mecanicas se realiza 3 réplicas del tratamiento TP4, que
fue en el que se obtuvo biopeliculas muy estables para elaborar las probetas y se consigui6 los

siguientes resultados:

Tabla 17-3: Propiedades mecénicas de las biopeliculas

Pruebas mecéanicas de las biopeliculas
) L Espesor Tension Carga Esfuerzo Elongacion
Tratamiento | Repeticion . .
(mm) (N/m?) maxima (N) | méaximo (MPa) (%)
R1 0,10 820,00 4,10 3,42 40,00
TP4 R2 0,15 813,33 6,10 3,38 42,50
R3 0,17 811,76 6,90 3,38 42,50

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Gréfico 13-3: Espesor de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

De acuerdo con los resultados expuestos en el grafico 13-3 se tienen los valores de espesor de las
biopeliculas entre 0,10 — 0,17 mm, los mismos que se encuentran dentro del rango que se establece
en laNTE INEN 2636: Terminologia relativa a plasticos degradables, en donde se especifica que
el espesor nominal no debe ser superior a 0,25 mm para que la [&mina de pléstico sea considerada

como una pelicula (INEN 2012, p.5).

Figura 8-3: Medicién del espesor de la biopelicula
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

60



Tension (N/m?)

1000,00
900,00
800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

0,00

R1 R2 R3

Graéfico 14-3: Resultado de la tension de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

El gréfico 14-3 muestra que las biopeliculas presentan una tension que oscila entre 811,76 —
820,00 N/m?, con valores muy similares; mismos que son muy altos en comparacién con los
reportados por Gonzélez Cuello, Morén Alcézar y Taron Dunoyer (2016, p.187) que obtuvo
valores entre 24,51 — 32,34 N/m? para biopeliculas a base de K-Carragenato, mientras que se tiene
similitud con los valores reportados por Parra (2019, p.53) que oscilan entre 598,5 — 821,7 N/m?.

Anélisis de la carga y esfuerzo maximo
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Gréfico 15-3: Analisis de la carga y esfuerzo maximo de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En el gréfico 15-3 se indica los resultados de carga méxima y esfuerzo maximo que estan en un
rango de 4,10 — 6,90 N y 3,38 — 3,42 MPa respectivamente, donde se puede evidenciar que los
valores de R2 y R3 guardan mucha relacion para carga maxima, mientras que para el esfuerzo las
tres repeticiones reportan datos muy parecidos entre si. Se encuentra que los datos de carga
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méaxima obtenidos estan por debajo a los reportados por Llerena y Monzén (2017, p.66) que se
hallan entre 10,98 — 18,04 N para peliculas a base de arroz quebrado, pero guardan relacion con
los datos reportados por Anchundia, Santacruz y Coloma (2016, p.397) mismos que fluctdan entre
4,43 — 6,93 N para peliculas a base de céascara de platano; igualmente se identifica que el esfuerzo
méaximo conseguido es andlogo a los valores obtenidos por Sanchez y Valdez (2019, p.51) los
mismos que estan entre 2,4 — 5,1 MPa para biopeliculas activas a base de almidén de yuca y aceite

esencial de romero.
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Grafico 16-3: Andlisis de la elongacion de las biopeliculas
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

El grafico 16-3 presenta la relacién que guardan las biopeliculas en funcion de la elongacién,
donde se puede observar que las tres réplicas reflejan resultados muy similares, mismos que
fluctian en el rango de 40,00 — 42,50%, que al comparar con los resultados reportados por
Sanchez y Valdez (2019, p.51) de las 29,4 — 38,1 % para biopeliculas activas a base de almidén
de yuca y aceite esencial de romero, se puede evidenciar que se obtiene datos muy similares en

las investigaciones.

NE

Figura 9-3: Pruebas mecanicas de las biopeliculas

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Analisis de la permeabilidad al vapor de agua de las biopeliculas

Tabla 18-3: Datos para permeabilidad al vapor de agua de las biopeliculas

. L Espesor de la Diametro del Peso de la Peso del tubo +
Tratamiento Repeticion
pelicula (mm) tubo (mm) pelicula (g) pelicula (g)
R1 0,10 14,08 0,1307 23,5279
TP4 R2 0,15 13,78 0,1754 22,0196
R3 0,17 13,63 0,2279 30,0291

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Tabla 19-3: Resultados de la medicion de peso para permeabilidad al vapor de agua de las

biopeliculas
. . Peso Tiempo en horas
Tratamiento | Repeticion | =
inicial (g) 1 2 3 5 6
R1 23,5279 | 23,5250 | 23,5279 | 23,5297 | 23,5309 | 23,5300 | 23,5362
TP4 R2 22,0196 | 22,0161 | 22,0188 | 22,0206 | 22,0220 | 22,0236 | 22,0256
R3 30,0291 | 30,0250 | 30,0270 | 30,0278 | 30,0291 | 30,0313 | 30,0344

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Tabla 20-3: Resultados para la permeabilidad al vapor de agua de las biopeliculas

Permeabilidad al vapor de
Espesordela| . Pendiente
Tratamiento | Repeticion p' Area (m2) APv (Pa) agua (g/m-s-Pa)

pelicula (m) (a/s) — -
Repeticiones | Promedio

R1 0,00010 | 0,00015570 | 5,75E-07 1,17E-10
TP4 R2 0,00015 | 0,00014914 5,02E-07 3167,2 1,60E-10 1,52E-10

R3 0,00017 | 0,00014591 | 4,85E-07 1,79E-10

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Gréfico 17-3: Permeabilidad al vapor de agua

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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En funcion a lo representado en la gréafica 17-3 se puede observar que respecto a la permeabilidad
al vapor de agua se obtiene datos similares a los reportados por Sanchez Aldana et al. (2015, p.22)
que es de 5,17 E-11 g/m.s.Pa para biopeliculas a partir de extractos pécticos y valores menores a
los expresados por Arévalo et al. (2010, p.129) de 1,61 E-05 g/m.s.Pa para biopeliculas a partir

de residuos citricos.

Figura 10-3: Permeabilidad al vapor de agua
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

3.1.12 Analisis de la biodegradabilidad de las biopeliculas

3.1.12.1 Andlisis de biodegradabilidad de las biopeliculas en suelo (via anaerobia)

Tabla 21-3: Datos del area de las biopeliculas para biodegradabilidad en suelo

Area Pérdida de area (mm)
Tratamiento | Repeticion inicial
Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30
(mm)
R1 952,010 | 785,801 689,940 637,892 630,942 511,456 499,889
TP4 R2 909,758 | 806,458 | 675,798 | 646,874 | 614,749 | 587,582 | 553,689
R3 932,674 | 865,239 | 837,916 | 801,023 | 674512 | 635152 | 592,730

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

Tabla 22-3: Resultados de biodegradabilidad de las biopeliculas en suelo

) o Biodegradabilidad (%)
Tratamiento | Repeticion
Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30
R1 17,46 27,53 29,21 33,73 46,28 47,49
TP4 R2 11,35 25,72 28,90 32,43 35,41 39,14
R3 7,23 10,16 14,12 27,68 31,90 36,45

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Gréfico 18-3: Tasa de biodegradabilidad de las biopeliculas (via anaerobia)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

El gréafico 18-3 muestra el porcentaje de biodegradabilidad de las biopeliculas en suelo, ensayo
que se realiz6 mediante una recopilacion fotogréfica, las mismas que fueron analizadas con el
programa Imagen J, para analizar la disminucion del area y asi calcular el porcentaje de
biodegradabilidad por diferencia de areas. La prueba se realizé en un periodo de 30 dias, tomando
datos cada 5 dias, obteniendo un rango de biodegradabilidad 36,45 — 47,49 % al finalizar el
experimento, valores similares a los obtenidos por Parra (2019, p.59) que son de 30,64% para
peliculas a base de zanahoria blanca y camote en un periodo de 21 dias, a diferencia del
resultado obtenido por Del Aguilay Zegarra (2016, p.94), que fue de 35,87% en un lapso de 5
dias se observa que el recubrimiento a base de pectina de la cascara de cacao realizado en su
estudio se biodegrada con mayor rapidez, lo que se puede intuir que la adicién de aceite esencial

de limén ayuda a mitigar el pronto ataque de los microorganismos.
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Figura 11-3: Biodegradabilidad de las biopeliculas (via anaerobia)

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

3.1.12.2 Anélisis de biodegradabilidad mediante via aerobia

Tabla 23-3: Datos de peso de las biopeliculas para biodegradabilidad aerobia

. o Peso Pérdida de peso (g)
Tratamiento | Repeticion | =
inicial (g) | Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30
R1 0,304 | 0,296 0,293 0,288 0,281 0,277 0,272
TP4 R2 0,318 | 0,312 0,309 0,304 0,298 0,295 0,289
R3 0,373 | 0,368 0,362 0,358 0,349 0,344 0,338

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Tabla 24-3: Resultados de biodegradabilidad de las biopeliculas (via aerobia)

. o Biodegradabilidad (%)
Tratamiento | Repeticion
Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 Dia 25 Dia 30
R1 2,63 3,62 5,26 7,57 8,88 10,53
TP4 R2 1,89 2,83 4,40 6,29 7,23 9,12
R3 1,34 2,95 4,02 6,43 7,77 9,38

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Gréfico 19-3: Tasa de biodegradabilidad de las biopeliculas (via aerobia)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En el gréafico 19-3 se muestra la tasa de biodegradabilidad de las biopeliculas que fueron expuestas
al aire ambiente, donde se obtuvo valores que oscilan entre 9,12 -10,53 % teniendo una
biodegradabilidad muy similar en las 3 repeticiones; observando que la velocidad de degradacion
en relacion con la de las biopeliculas expuestas al compost es mas lenta, por lo cual se puede

prever que pueden ser utilizadas para conservar alimentos en ambientes secos.
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Figura 12-3: Biodegradabilidad de las biopeliculas (via aerobia)
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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3.1.12.3 Analisis de biodegradabilidad en agua

Tabla 25-3: Resultados de biodegradabilidad de las biopeliculas en agua

. . o Pérdida de peso (g) Biodegradabilidad (%0)
Tratamiento | Repeticion | Peso inicial (g)
Dia5 Dia 10 Dia5 Dia 10
R1 0,345 0,066 0 80,87 100
TP4 R2 0,339 0,054 0 84,07 100
R3 0,316 0,059 0 81,33 100

Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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Gréfico 20-3: Biodegradabilidad de las biopeliculas en agua
Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En funcidn a los resultados presentados en el grafico 20-3 se puede observar que las biopeliculas
se degradan con facilidad al estar en contacto con el agua, puesto que en el dia 5 ya se alcanza un
porcentaje de biodegradabilidad de 80,87 — 84,07% lo cual va de acorde con el porcentaje de
solubilidad mismo que indica que las biopeliculas son muy solubles, y es asi que al llegar al dia
10 se consigue una degradacion completa en las tres repeticiones.
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Figura 13-3: Biodegradabilidad de las biopeliculas en agua

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

3.1.13  Analisis microbioldgico de las biopeliculas

Tabla 26-3: Resultados de las pruebas microbioldgicas

Pruebas microbiolégicas (UFC)

Tratamiento Repeticion ) Coliformes fecales
Coliformes totales ] Mohos y levaduras
(E. coli)
R1 Ausencia Ausencia Ausencia
TP4 R2 Ausencia Ausencia Ausencia
R3 Ausencia Ausencia Ausencia

Realizado por: Cérdova, L. 2021.

En la tabla 26-3 se refleja el resultado de los andlisis microbioldgicos que se realizaron a las
biopeliculas en el laboratorio SAQMIC ubicado en la ciudad de Riobamba, a cargo de la Dra.

Gina Alvarez, para lo cual se prepararon muestras 2 g por cada tratamiento, las mismas que se

entregaron cortadas en cuadraditos muy pequefios; previamente las muestras fueron manipuladas

de tal forma que se pueda evidenciar el poder antimicrobiano que ejerce el aceite esencial de

limén sobre las peliculas de pléstico. Se prueba que todas las muestras del tratamiento TP4
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presentan inhibicion microbiana para cada uno de los ensayos, donde de acuerdo con Epinel
(2020, p.47) expone en su estudio que el aceite esencial de limdn inhibe el crecimiento de E. coli
luego de evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de limon frente a diferentes
antibioticos comerciales; mientras que Scalvenzi etal. (2016, p.48) en la evaluacion de aceite
esencial de limoén en la conservacion de carne de cuy, determina gue el aceite esencial de limén
inhibe el desarrollo de dos patdégenos S. typhimurium y E. coli, ademéas presenta actividad
antifangica inhibiendo el crecimiento de los hongos C. cladosporoides y F. solani. En
concordancia con los estudios citados se ha demostrado que el aceite esencial de limén tiene poder

antibacteriano y antifangico.

3.2 Prueba de Hipdtesis

3.2.1  Hipotesis 1

A partir de la cascara de cacao se obtuvo pectina mediante el método de hidrdlisis acida y
precipitacion alcohélica; empleando un disefio factorial 2% se consigui6 4 tratamientos, donde se
varid el nivel de pH (2 'y 3) y el tipo de acido (acido clorhidrico y &cido citrico); parael T1y T
se empled acido clorhidrico a pH de 2 y 3 respectivamente y los tratamientos Tz y T4 se
hidrolizaron con écido citrico a pH 2 y 3 correspondientemente. La hidrolisis se realiz6 con 35 g
de polvo de cacao y 560 ml de agua acidulada, posteriormente se precipito con alcohol al 96% en

una relacién 1:1, obteniéndose los siguientes resultados:

Cantidad de pectina promedio obtenida (g)

3,5

2,5

15 2,89
2,33

0,5

T1 T2 T3 T4

BTl mT2 =mT3 uT4

Gréfico 21-3: Cantidad de pectina promedio obtenida
Realizado por: Cérdova, L. 2021.
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3.2.2 Hipotesis 2

En funcion a la tabla 2-3 se muestra que la variacion del acido y pH en el proceso de hidrolisis
influyen en la cantidad de pectina obtenida, observandose que al emplear agua acidulada con
acido clorhidrico a pH 3, se obtiene un promedio de 3,71 g de pectina que en funcién con los

demas tratamientos es el que mayor rendimiento presenta.

3.23 Hipotesis 3

Las tablas 14-3 'y 17-3 muestran que la modificacion del porcentaje de pectina y glicerina influyen
en las propiedades mecanicas de las biopeliculas, tal como es la elasticidad; donde se observa que
los porcentajes adecuados para la formulacion de la biopelicula es 3% de pectina 'y 1,5% de

glicerina.

3.24 Hipotesis 4

Con el analisis microbiol6gico de las biopeliculas, se observo que la adicion de aceite esencial de
limén ayuda a mitigar el crecimiento de microorganismos; mediante la tabla 26-3 se muestra que

al agregar el 3% de aceite esencial en la formulacién, las biopeliculas muestran ausencia de

coliformes totales, coliformes fecales, mohos y levaduras.
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CONCLUSIONES

— La obtencién de la biopelicula se realizé a partir de un disefio experimental 2%, variando el
porcentaje de pectina obtenida a partir de la cascara de cacao (Theobroma cacao L.) y
glicerina, obteniendo un total de 4 tratamientos con 4 repeticiones cada uno, de los cuales solo
se aceptd 1 formulacion, misma que fue sometida a las pruebas de caracterizacion mediante
analisis proximal para determinar el porcentaje de humedad, ademaés se evaluo la solubilidad,
las propiedades fisico mecanicas y de barrera, pruebas microbiologicas y ensayo de
biodegradabilidad.

— El proceso de extraccion de la pectina a partir de la cascara de cacao (Theobroma cacao L.) se
realiz6 a partir de hidrélisis acida y precipitacion alcohélica, empleando acido clorhidrico y
acido citrico a pH 2 y 3 para la hidrdlisis en una relacién 1:16 y en la precipitacién alcohdlica
se utilizd etanol al 98% en una relacion 1:1, esto se llevd a cabo mediante un disefio
experimental factorial 2%, donde se trabaj6 con 4 tratamientos y 4 réplicas para cada uno de
ellos, obteniendo que el tratamiento en el que se alcanza un mayor rendimiento fue el T, con
un valor de 10.60%, por lo cual se determina que las mejores condiciones de hidrolisis son el
acido clorhidrico y un pH 3.

— Una vez obtenido el mejor rendimiento se realizo la caracterizacion de la pectina, mediante
analisis proximal se determind el porcentaje de humedad y cenizas, teniendo un resultado de
9.40 y 8.19% respectivamente, valores que estan dentro del rango especificado por el estandar
gue regula las pectinas comerciales, ademas se realizd la caracterizacion fisicoquimica
mediante analisis gravimétrico, donde se determind el peso equivalente, acidez libre,
porcentaje de metoxilo, grado de esterificacion y porcentaje de &cido anhidrido galacturénico,
obteniendo valores de 4292.93 mg/meq, 0.23 meg/g, 1.94%, 72.88% y 15.14%
correspondientemente, calificando asi a la pectina obtenida como pectina de bajo metoxilo y
gelificacion lenta; finalmente cualitativamente se evalud la solubilidad teniendo como
resultado positivo y mediante potenciometria con el uso del pH-metro se determiné el pH que
fue de 3,59.

— La formulacion para las biopeliculas que reporté mejores resultados fue TP4, determinando
asi que los niveles adecuados de pectinay glicerina son de 3y 1.5% para obtener biopeliculas
resistentes, flexibles y faciles de desmoldar, ademas se observo que el aceite esencial de limon
no afecta a las propiedades fisicoguimicas, mecanicas y de barrera de las biopeliculas, pero si
les confiere un poder de accion antimicrobiano y antifungico.

— El andlisis fisico-mecénico determind que las biopeliculas pueden ser usadas como
recubrimientos de alimentos destinados a la coccidn, debido a su alto nivel de solubilidad que

fue de 80,70%, mediante las pruebas microbioldgicas se pudo evidenciar que el aceite esencial
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de limon (Citrus limén) aporta caracteristicas antimicrobianas a las biopeliculas, puesto que

inhiben el ataque de E. coli, de hongos y levaduras.
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RECOMENDACIONES

— Pare experimentar mejores rendimientos en cuanto a la extraccion de pectina, realizar pruebas
de hidroélisis acida, utilizando acido lactico, tal como lo emplean otros investigadores.

— Experimentar con diferentes rangos de temperatura y tiempo de hidrdlisis para analizar la
variabilidad gue se produce en el rendimiento de la pectina.

— Luego del proceso de precipitacion alcohdlica se recomienda recuperar el etanol utilizado para
optimizar los costos.

— Al momento de triturar la pectina obtenida se recomienda realizar el proceso con trituradores
eléctricos con la finalidad de alcanzar mejores resultados.

— Evaluar la viabilidad econémica y técnica para la instalacion de una planta productora de
pectina a partir de los residuos del cacao.

— Para mejorar la propiedad de permeabilidad al vapor de agua y aumentar el tiempo de vida de
las biopeliculas es necesario ensayar con otros tipos de plastificantes, conservando las
propiedades de biodegradabiliad.

— Se recomienda realizar una espectroscopia de masas, espectroscopia infrarroja y
espectroscopia de barrido para tener una idea mas real y clara de como estd configurada la

biopelicula obtenida.
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ANEXOS

ANEXO A: Proceso de obtencién del polvo de la cascara de cacao

Lavado de la materia prima
Cortado

Despulpado

Troceado

Blanqueado

Escurrido
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Secado

Almacenado de las cascaras secas

Molienda

Almacenado del polvo de las céscaras de cacao




ANEXO B: Proceso de obtencién de pectina de la cascara de cacao
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Acidulacion de soluciones
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Precipitacién alcohélica
Filtracion
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f. Molienda
g. Tamizado
h. Almacenado




ANEXO C: Caracterizacion de la pectina

Determinacién de humedad
Incineracion para el ensayo de cenizas
Enfriamiento de muestras

Titulacién con NaOH (0,1 N)

Punto de cambio de la titulacion
Solubilidad y pH
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ANEXO D: Obtencion de las biopeliculas
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Elaboracién de biopeliculas
Método de casting
Formulaciones rechazadas
Formulaciones aceptadas
Lamina de bioplastico




ANEXO E: Caracterizacion de las biopeliculas

Determinacion de humedad

Enfriamiento de muestras

Ensayo de solubilidad

Resultado de la solubilidad

Ensayo de permeabilidad al vapor de agua
Probetas
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g. Pruebas mecénicas de traccion
h. Espesor
i. Muestras para pruebas microbioldgicas




ANEXO F: Pruebas de biodegradabilidad de las biopeliculas
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Determinacion de areas en el programa Imagen J
Biodegradabilidad en suelos

Biodegradabilidad al ambiente
Biodegradabilidad en agua




ANEXO G: Ensayos de traccion de las biopeliculas

-

LABORATORID DE PRUEBAS FISICAS

DATOS CLIENTE

CODIGO: 984563

NOMBRE: LUIS CARLOS CORDOVA COX

CEDULA: 150078433-3

DIRECCION: Francisco de Marcos y José Villamil (Cantén Riobamba)
TELEFONOQ:0982363995

CORREQ ELECTRONICO: luis.cordova@espoch.edu.ec
RESPONSABLE DE ENTREGA: Ing. Julio Lierena

DATOS
GENERALES

REGISTRO: 0051

FECHA DE RECEPCION: 10 de febrero del 2021

FECHA DE EMISION DEL INFORME: 11 de febrero del 2021

# DE MUESTRAS: 4

IDENTIFICACION:
» TP4 - R1. Biopelicula CP2: CG2 (3% pectina, 1,5% glicerina)
« TP4 - R2: Biopelicula CP2: CG2 (3% pectina, 1,5% glicerina)
« TP4 — R3: Biopelicula CP2: CG2 (3% pectina, 1,6% glicerina)

CONDICIONES AMBIENTALES: Especificas del laboratorio

TERMINOS Y CONDICIONES

1. El presente servicio se ajusta a o establecido en las "Politicas y Condiciones del
Servicio de Pruebas del Laboratorio” de las cuales el solicitante declara estar
enterado y de acuerdo al plasmar su firma en el recibo del informe.

2. Este informe solo sera vélido y autentico en papel membretado de la institucion y
debera presentar las firmas del Asesor Técnico y el sello del laboratorio en 1odas
las hojas. En caso de la originalidad de este informe, podra solicitar informacién
al Laboratorio para su validacion.

3. La identificacion de las muestras son responsabilidad del solicitante del servicio
ya que tales datos se toman al momento de elaborar la orden de trabajo.

4. Los resultados de estas pruebas solo corresponden a las muestras recibidas en
el laboratorio de las cuales se guarda una muestra para cualquier aclaracion

Panamericana SurKm  Teléfono: 593(03)2998350 EXT: 350 Dec,, 152
Mail:Laboratorio Itce@gmail co




dentro de los 2 meses a la fecha de la primera emisién del informe, siempre y
cuando exista sobrante y la muestra no haya caducado.

5. Las fechas de inicio y terminacion de los ensayos estan contempladas en el
periodo de tiempo entre la fecha de inicio del servicio y la fecha de emision del
informe.

8. Toda accion relativa a las pruebas y emisidn de un informe se realizara solo en
un plazo no mayor a 60 dias naturales posteriores a la primera emision del
informe.

SE PROHIBE LA REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL DE ESTE INFORME SIN
LA AUTORIZACION  POR ESCRITO DEL  LABORATORIO
CORRESPONDIENTE.

Panamericana Sur Km  Teléfono: 593(03)2998350 EXT: 350 Dec., 152
Mail:Laboratorio Itce@amail.co
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LABORATORID DE PRUEBAS FISICAS

L BIOPELICULA CP2 : CG2 (3% PECTINA, 1,5% GLICERINA

TP4 -R1

HOJA TECNICA: BIOPELICULA CP2:CG2 (3% PECTINA, 1,5% GLICERINA)

METODODE = RESULTADO | NWEL ]

 PRUEBA | UNIDAD ENSAYO | OBTENIDO | SUGERIDO
Tension () | TP4 - R1 [UP6 82000 | 800-1500
E”’;E:f"" | TP4-R1 IUP 6 40,00 40- 80

Panamericana Sur Km  Teléfono: 593(03)2998350 EXT: 350 Dec., 152
Mail:Laboratorio.Itce@gmail.co e




BIOPELICULA CP2 : CG2 (3% PECTINA, 1,5% GLICERINA)

HOJA TECNICA: BIOPELICULA CP2:CG2 (3% PECTINA, 1,5% GLICERINA)

J | METODODE | RESULTADO |  NIVEL
PRUEBA UNIDAD ENSAYO OBTENIDO | SUGERIDO

Tension (Nm?) | TP4-R2 UP6 813,33 800 -1500
Eb‘;ﬁ’b")“" TP4-R2 UP 6 42,50 40-80

Panamericana Sur Km  Teléfono: 593(03)2998350 EXT; 350 Dec., 152

Mail: srcesiong rteafiomslio




BIOPELICULA CP2 : CG2 (3% PECTINA, 1,5% GLICERINA)

TP4 -R3

HOJA TECNICA: BIOPELICULA CP2:CG2 (3% PECTINA, 1,5% GLICERINA)

i METODODE | RESULTADO | NIVEL |
PRUEBA UNIDAD ENSAYO OBTENIDO | SUGERIDO |
; Tensién (Nfm’) | TP4-R3 IUP 6 811,76 800 -1500
| Flongen | TPa-ra UP 6 425 40-80

Panamericana Sur Km

Mail:Laboratorio Iice@gmail.co

Teléfono: 593(03)2998350 EXT: 350 Dec., 152




LABORATORID DE PRUEBAS FISICAS

TERMINOS Y CONDICIONES

7. El presente servicio se ajusta a lo establecido en las *Politicas y Condiciones del
Servicio de Pruebas del Laboratoric” de ias cuales el solicitanta declara estar

antarads v 46 acuarde ai plasmar su firma @n el recibe del informe.
8. Este ihforme dolo 8éra vallde y autenties en papael membretads de ia institusién v

debera presentar las firmas del Asesor Técnico y el sello del laboratorio en todas
las hojas. En caso de |a originalidad de este informe, podra solicitar ir;formacibn
al Laboratorio para su validacion.

9. La identificacion de las muestras son responsabilidad del solicitante del servicio
ya que tales datos se toman al momento de elaborar la orden de trabajo.

10. Los resultados de estas pruebas solo corresponden a las muestras recibidas en
el laboratorio de las cuales se guarda una muestra para cualquier aclaracion
dentro de los 2 meses a la fecha de la primera emision del informe, siempre y
cuando exista sobrante y la muestra no haya caducado.

11.Las fechas de inicio y terminacion de los ensayos estan contempladas en el
periodo de tiempo entre la fecha de inicio del servicio y la fecha de emision del
informe.

12.Toda accion relativa a las pruebas y emision de un informe se realizara solo en
un plazo no mayor a 60 dias naturales posteriores a la primera emision del
informe.

SE PROHIBE LA REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL DE ESTE INFORME SIN
LA AUTORIZACION POR  ESCRITO  DEL  LABORATORIO
CORRESPONDIENTE.

Panamericana Sur Km  Teléfone: 593(03)2998350 EXT: 350 Dec., 152
Mail:Laboratorio.Itce@amail.co




OBSERVACIONES:

» Muestreo realizado de acuerdo con la norma IUP 6.

* Elequipo utilizado para este ensayo de Resistencia a la Tensién del Cuero es un
dinamometro.

» Los resultados de las pruebas en el Laboratorio de Curtiembre son obtenidos de las
muestras proporcionadas por nuestro cliente.

FECHA DE ENTREGA: 11 de Febrero del 2021.

ENTREGO CONFORME

RECIBI CONFORME
LUIS CORDOVA COX

Panamericana SurKm  Teléfono: 593(03)2998350 EXT: 350 Dec., 152
Mail:Laboratorio.Itce@amail.co




ANEXO H: Resultados de las pruebas de traccion

INFORME DE RESULTADOS
ENSAYO DE TRACCION N1
'REALIZADO POR LUIS CARLDS CORDOVA COX
TEMA DE TESIS DBTENCION Y CARACTERIZACION DE UNA

BIOPELICULA A PARTIR DE RESIDUOS DE
CACAD (Theobroma cacoe L.) Y ACEITE
ESENCIAL DE LIMON [Citrus liman) PARA EL
USO EN ALIMENTOS

TIPO DE MATERIAL

BIOPELICULA — CASCARA DE CACAQ

MATERIAL BIOPELICULA CP2:CG2
TRATAMIENTO P4

REPETICION R1

FECHA DE FABRICACION 2021- 01

CARACTERISTICA DE COLOR LAMINA COLOR MARRON

ESPESOR (mm) 0,10

ANCHURA {(mm) 12,00

LONGITUD INICIAL (mm) 25,00

SECCION TRANSVERSAL (mm?) 1,20

CARGA MAXIMA (N} 4,10

ESFUERZO MAXIMO (MPa) 342

PORCENTAJE DE ELONGACION 40,00
Aprobado por

ING. JULIO LLERENA

TECNICO RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE CURTIEMBRE Y FIBRAS AGROINDUSTRIALES




INFORME DE RESULTADOS

ENSAYO DE TRACCION N2
REALIZADO POR LUIS CARLOS CORDOVA COX
TEMA DE TESIS OBTENCION Y CARACTERIZACION DE UNA
BIOPELICULA A PARTIR DE RESIDUOS DE
CACAQ (Theobroma cacao L.} ¥ ACEITE
ESENCIAL DE LIMON {Citrus fimon) PARA EL
USO EN ALIMENTOS
TIPO DE MATERIAL BIOPELICULA - CASCARA DE CACAO
MATERIAL BIOPELICULA CP2:CG2
TRATAMIENTO P2
REPETICION R2
 FECHA DE FABRICACION 2021- 01
CARACTERISTICA DE COLOR LAMINA COLOR MARRON
_ ESPESOR (mm) 015
ANCHURA (mm) 12,00
LONGITUD INICIAL {mm) 25,00
SECCION TRANSVERSAL {mm?) 1,80
CARGA MAXIMA (M) 6,10
_ESFUERZO MAXIMO {MPa) 338
PORCENTAJE DE ELONGACION 42,50
Aprobado por

ING, JULIO LLERENA

TECNICO RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE CURTIEMBRE Y FIBRAS AGROINDUSTRIALES




INFORME DE RESULTADOS
ENSAYO DE TRACCION N°3
REALIZADO POR LUIS CARLOS CORDOVA COX
TEMA DE TESIS OBTENCION Y CARACTERIZACION DE UNA
BIOPELICULA A PARTIR DE RESIDUQS DE
CACAQ (Theobroma cacao L.) Y ACEITE
ESENCIAL DE LIMON (Citrus limon) PARA EL
USO EN ALIMENTOS
TIPO DE MATERIAL BIOPELICULA — CASCARA DE CACAD
MATERIAL BIOPELICULA CP2:CG2
TRATAMIENTO TP4
REPETICION R3
FECHA DE FABRICACION 2021-01
ER_MER[SUCA DE COLOR LL&MI_NA COLOR MARRON
ESPESOR (mm) 017
_ANCHURA (mm) 12,00
LONGITUD INICIAL (mm) 25,00
SECCION TRANSVERSAL (mm’) 2,04
CARGAMAXIMA(N) 6,90
ESFUERZO MAXIMO (MPa) 3,38
PORCENTAJE DE ELONGACION 42,50
Aprobado por

ING. JULIO LLERENA

TECNICO RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE CURTIEMBRE Y FIBRAS AGROINDUSTRIALES




ANEXO I: Resultados de las pruebas microbioldgicas

AQMIC

Servicios Analiticos Quimicos y Microbiolégicos
Contdctanos: 0998580374 - 032924322
Av. 11 de noviembre y Milton Reyes Riobamba - Ecuador

RESULTADO DE ANALISIS MICROBIOLOGICO DE UNA BIOPELICULA ELABORADA CON
PECTINA A PARTIR DE RESIDUOS DE CACAO (Theobroma cacao L.) Y ACEITE ESENCIAL DE
LIMON (Citrus limon).

NOMBRE: Luis Carlos Cordova Cox

TRATAMIENTOS: TP4 —R1 (3% pectina, 1,5% glicerina)
TP4 —R2 (3% pectina, 1,5% glicerina)
TP4 =R3 (3% pectina, 1,5% glicerina)

TIPO DE MUESTRA: Biopelicula de pectina a partir de residuos de cacao (Theobroma
cacao L.) y aceite esencial de limon (Citrus limon)

FECHA DE ENTREGA DE MUESTRA: 2021-02-11

FECHA DE ENTREGA DE RESULTADOS: 2021-02-17

Examen Fisico

COLOR: Marron

OLOR: Inoloro.

ASPECTO: Biopelicula

Examen Microbiolégico

Andlisis de biopelicula de pectina a partir de residuos de cacao y aceite esencial de
limén
Determinaciones Unidades *Valores de Resultados
referencia | TP4-R1|TP4-R2|TP4-R3
Coliformes Totales UFClg - Ausencia | Ausencia | Ausencia
Coliformes Fecales . . . .
(Escherichia coli) UFC/g - Ausencia | Ausencia | Ausencia
Mobhos y levaduras UFClg - Ausencia | Ausencia | Ausencia
Gina e
Alvarez e e
Reyes Gaane®

Dra. Gina Alvarez R.
RESPONSABLE TECNICO LABORATORIO.
Nota: El presente informe afecta solo a la muestra analizada.
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