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Resumen

En el presente trabajo se obtuvieron biopeliculas activas a base de quitosano, almidén y PVA
adicionando extractos de limon obtenidos mediante procesos de extraccion por maceracion y liquido
presurizado. Para ello, se analiz6 el rendimiento de los extractos obtenidos por cada método,
ademas se evalud el contenido de fenoles totales y actividad antioxidante. Cabe recalcar que se
realiz6 una purificacion a los extractos para poder mejorar la capacidad antioxidante y aplicarlos en
la formulacién de las biopeliculas, lo cual afectd en su rendimiento (1,22%). Se midieron diferentes
parametros de tipo fisicos, mecanicos y biodegradables a las biopeliculas los cuales se analizaron
tomando en cuenta el tipo de extracto afiadido en la formulacion. Se observo que las peliculas con
el extracto de limén tuvieron un color amarillento, presentaron buenas propiedades de barrera
contra la luz UV (0,51% - 0,38%) y VIS (94% - 87%). La adicion de los extractos de limoén hacia la
formulacion de las peliculas mejoraron el % de alargamiento de las peliculas ELM y ELP (57,12% -
47,06%) y afectd la resistencia a la traccion de ELM y ELP (4,38 - 2,28 Mpa) respectivamente.
Ademas de la solubilidad en las que se obtuvieron valores de 55,95% y 60,93% para ELM y ELP
respectivamente. Finalmente, en la biodegradabilidad se analiz6 cualitativamente como con el paso
de los dias la pelicula llegaba a desintegrarse completamente.

Palabras clave: Extractos de limon, peliculas biodegradables, antioxidantes.



Abstract

In the present work, active biofilms based on chitosan, starch and PVA were obtained by adding
lemon extracts obtained through maceration and pressurized liquid extraction processes. For this,
the yield of the extracts obtained by each method was analyzed, in addition the content of total
phenols and antioxidant activity were evaluated. It should be noted that a purification of the extracts
was carried out in order to improve the antioxidant capacity and apply them in the formulation of the
biofilms, which affected their performance (1.22%). Different physical, mechanical and
biodegradable parameters of the biofilms were measured, which were analyzed taking into account
the type of extract added in the formulation. It was observed that the films with the lemon extract had
a yellowish color, presented good barrier properties against UV light (0.51% - 0.38%) and VIS (94%
- 87%). The addition of lemon extracts to the film formulation improved the % elongation of ELM and
ELP films (57.12% - 47.06%) and affected the tensile strength of ELM and ELP (4.38 -2.28Mpa)
respectively. In addition to the solubility in which values of 55.95% and 60.93% were obtained for
ELM and ELP, respectively. Finally, in the biodegradability, it was qualitatively analyzed how with the
passing of days the film came to completely disintegrate.

Keywords: Lemon extracts, biodegradable films, antioxidants.



Introduccion

En la industria alimentaria se hace uso de empaques para poder almacenar los alimentos
procesados 0 minimamente procesados los cuales se fabrican con polimeros derivados de petroleo,
sin embargo, el impacto ecolégico que generan estos plasticos es grande ya que se produce una
cantidad significativa de residuos después de su uso (Kanatt & Makwana, 2020). En este contexto, se
ha optado por el reemplazo de los polimeros derivados del petrdleo, por polimeros biodegradables
para la elaboracién materiales de envases activos que contengan un gran potencial para mejorar la
calidad de los alimentos en lo que respecta a la conservacion y vida util. (Souza et al., 2017) Uno de
los biopolimeros usados para la creaciéon de empaques son el quitosano, este material es de bajo
costo y posee buena compatibilidad, biodegradabilidad, propiedades no téxicas y antimicrobianas
gue se han aprovechado para proteger los alimentos de la contaminacion, las peliculas Unicamente
de quitosano no poseen una buena flexibilidad (Bhat et al., 2022), es por eso que en algunos
estudios se combina este con otros biopolimeros como el PVA o el almidon que al ser polimeros
biodegradables con buenas propiedades, no téxicos, adhesivas, biocompatibles y solubles en agua,
se proporcionan buenas propiedades mecanicas y de barrera en las biopeliculas. (Jahan et al.,
2016).

A estos sistemas de envasado se afiaden una serie de compuestos activos que cumplen
diferentes funciones como mejorar las propiedades de barrera contra el oxigeno, liberacién de
gases, aroma o humedad. (Andrade et al., 2021), estos se obtienen a partir de extractos y aceites
de especies vegetales que contienen una gran variedad de compuestos fendélicos como los
terpenos, flavonoides o acidos fendlicos los cuales presentan una baja volatilidad con alto potencial
antioxidante y antimicrobiano (Vilela et al., 2018). En este contexto, el limon es un fruto acido
conocido y usado mundialmente el cual contiene una cascara de color verde que es el principal
residuo, no obstante, existen investigaciones que demuestran que la cascara presenta una
proporcion significativa de compuestos fendlicos los cuales estan asociados a una importante
actividad de tipo antioxidante, antiinflamatoria o antibacteriana que ayudan a promover efectos

biol6gicos en el organismo, ayuda al sistema inmunolégico e incluso se pueden generar productos



potenciales para las diferentes industrias como alimenticia, farmacéutica, nutraceutica y cosmética.
(Chaves et al., 2022)

Los componentes activos del limén se pueden obtener mediante diferentes procesos de
extraccion usando solventes como etanol y agua que en este caso se usaron para aplicar métodos
de extraccién por maceracion y extracciéon por liquido presurizado a una sola condicion, con ello, se
realiz6 una comparacion del contenido de fenoles totales y actividad antioxidante obtenidos
mediante los diferentes métodos de extraccién. El contenido fendlico y la actividad antioxidante se
midieron en este estudio por ensayos de coloracibn como el ensayo de Folin-Ciocalteu y DPPH
respectivamente, sin embargo, debido a la muestra surgieron inconvenientes al momento de
cuantificar la capacidad antioxidante, es por eso que se procedié a realizar una purificacién de los
extractos usando adsorbentes de silice DSC-18 para obtener compuestos Unicamente de interés, es
decir los compuestos fendlicos y eliminar los azUcares presentes en la muestra.

El objetivo de este estudio fue desarrollar peliculas bioactivas con capacidad antioxidante y
antimicrobiana adicionando extractos naturales, para ello, se obtuvo primeramente los extractos de
la corteza de limon mediante maceracion y liquido presurizado, se realiz6 un analisis de la
capacidad antioxidante de los extractos y con ello se prepararon la peliculas activas por el método
de Casting para posteriormente evaluar algunas de las propiedades fisicas, mecanicas y de

biodegradacién para su uso como empaques en los alimentos.



Capitulo uno
Estado del arte.
1.1 Limodn sutil. Citrus aurantifolia.

El Citrus aurantifolia, comunmente llamado limoén sutil es un pequefio fruto citrico que se
consume en todo el mundo. (Castillo et al.,, 2015) Dentro de este apartado se presenta algunos
datos y recopilacién de informacion acerca del fruto como su origen, datos nutricionales,
caracteristicas y demas.

1.1.1 Origen.

El origen histdrico del fruto Citrus se dice que tiene sus inicios en Assam, una regién ubicada
en la India en donde se ha cultivado por 2500 afios, los comerciantes arabes se encargaron de
difundir el fruto llegando hacia Grecia por el este y a Espafia por el oeste en el siglo XlI. La
propagacion de los citricos desde sus lugares de origen se debié fundamentalmente a los grandes
movimientos migratorios. Conforme al paso del tiempo hasta la actualidad, la especie ha sufrido
algunas modificaciones de manera natural o producto del hombre. (Puente, 2006). A continuacion, en

la figura 1 se presenta al fruto de Citrus aurantifolia.

Figura 1

Fruto de Citrus aurantifolia

La especie Citrus aurantifolia tiene un fruto de tamafio medio con forma redonda, presenta
un color generalmente verde o verde amarillento al madurar, contiene cascara delgada, pulpa de
color verde de sabor acido y aromético. En la actualidad se produce en todas las areas tropicales y

templadas del mundo siendo los mayores productores de limén Europa, México y la India. Con



respecto a la produccion Nacional, el limén sutil es cultivado principalmente en las provincias de
Manabi, Pichincha, los Rios y Loja. (Quirumbay, 2021)
1.1.2 Caracteristicas y Descripcion Botanica.

Con respecto a las caracteristicas de la planta del limén sutil, se presenta la informacion
correspondiente a la Tabla 1.

Tabla 1

Caracteristicas del Citrus aurantifolia.

Citrus aurantifolia

Reinos Vegetal

Clase Angiospermae

Subclase Dicotiled6nea

Orden Rutae

Familia Rutaceae

Género Citrus

Subgénero Eucitrus

Especie Citrus Aurantifolia

Nombre comun Limén criollo, lima mexicana, lima acida,
lima chica, lima boba, limén chiquito,
limén corriente, limén agrio.

Nota. Quirumbay (2021, p 5)

La planta de Citrus aurantifolia es un arbol de tipo mediano a pequefio con ramificaciones
irregulares, brotes con espinas cortas y agudas.

Las hojas son como laminas elipticas-ovales de 2,5 a 9 cm de longitud y 1,5 a 5,5 cm de
ancho, base redondeada y apice ligeramente recortado, margenes usualmente crenulados. Peciolos
notablemente alados. Flores blancas de didmetro de 1,5 a 2,5 cm, fragantes que se disponen
en inflorescencias axilares de 1 a 7 flores. Frutos pequefios, ovalados a subglobosos, con un apice
ligeramente deprimido. Pericarpio delgado, usualmente de superficie lisa, de color amarillo verdoso.
Endocarpio con 9 a 12 segmentos, sabor &cido o ligeramente dulce. Contiene pocas semillas de

pequefio tamafio. Ovales altamente poliembrionicas. (Puente, 2006)



1.1.3 Cosechay Postcosecha.

Anticipadamente de los procesos de cosecha y postcosecha del limén, se encuentra el
proceso de cultivo. El limon se reproduce normalmente por medio de las semillas seleccionadas, sin
embargo, se ha realizado actualmente practicas factibles como es el injerto. Para cualquier opcion
de siembra del limén, se requiere de condiciones climéticas y ambientales para que el fruto crezca
sin inconvenientes y de mejor calidad, las condiciones del suelo y clima se presentan a continuacion
en la Tabla 2.

Tabla 2

Condiciones climaticas para el cultivo de Citrus aurantifolia.

Consideraciones del climay suelo.

Clima Célido y templado

Temperatura Desde 18 a 29 °C promedio

Humedad Entre 40 a 70%

Precipitacion Entre 900 a 1200 mm anuales.

Viento 20 km/h maximo.

Altitud De 40 a 1500 m.s.n.m.

Tipo de suelo Suelos profundos, bien aireados, franco arenoso
pH Neutro o ligeramente &cido. (5.5 a 6.5).

Nota. (Quirumbay, 2021)

La etapa de cosecha del limon sutil se determina mediante la maduracién del fruto, esta se
da en todo el afio. La cosecha se realiza manualmente cuando la cascara del fruto sea
completamente verde, brillosa, de piel lisa y de forma redonda. Es importante el cuidado y manejo de
la fruta en el proceso de cosecha para evitar cortes o estropeos en la corteza del fruto. En la
postcosecha de frutas y verduras representan un grupo de operaciones que se involucran desde la
madurez hasta el consumo, estos procesos son la cosecha, manipulacién, procesamiento y
almacenamiento del fruto. (Vegas & Narrea, 2011). Los frutos que contiene mas del 30% en volumen
de jugo y contiene color verde madura son caracterizados por tener una vida util mayor en diferencia
los frutos de color amarillo las cuales deben comercializarse inmediatamente después de la cosecha.

(Mero, 2020)



1.1.4 Propiedades nutritivas y curativas del limon sutil.

El limoén es una de las especies de citricos mas conocida en el mundo ya que se la consume
como fruta fresca o el jugo debido a sus propiedades y diversos compuestos fitoquimicos, entre
ellos el compuesto mas conocido en el limén es la vitamina C, este componente es un gran
eliminador de toxinas y un poderoso bactericida. La vitamina C presente en abundancia, refuerza
las defensas del organismo para evitar enfermedades como gripes, catarros, ronquera, amigdalitis,
congestiones nasales, entre otras. Posee un gran poder desinfectante y antitoxico frente a venenos
microbianos y algunos medicamentos. Es rico en minerales, es por eso que ayuda a cicatrizar
heridas de todo tipo, activa la circulacion de la sangre, es bueno en casos de diabetes para evitar
complicaciones con las arterias ademas de prevenir la formacion de céalculos renales. (Ortiz, 2018)
En la tabla 3, se encuentra datos nutricionales y contenido de algunos minerales que se encuentran
en el limoén.

Tabla 3

Informacién nutricional del limén.

Valores nutritivos del limén en 100 g.

Agua (gr) 87,5
Calorias (cal) 29,0
Grasa (gr) 0,6
Carbohidratos (gr) 8,1
Proteinas (mg) 0,5
Calcio (mg) 41,0
Fosforo (mg) 15,0
Vitamina B1 (mQ) 51,0
Vitamina C (mg) 51,0

Nota. Tabla de composicién de alimentos para América Latina. (FAO).

1.1.5 Céscarade limon sutil.

La cascara de limon se desecha principalmente porque se considera un residuo, pero esta
compuesto por membranas residuales de endocarpio, vesiculas, residuos de médula y en gran
medida de albedo y exocarpio o flavedo. La cascara de limén contiene una amplia gama de

compuestos bioactivos con capacidad antioxidante, son ricas en azucares, fibras, &cidos organicos,



aminoacidos, minerales, aceites esenciales, lipidos, compuestos polifendlicos y vitaminas. Existen
algunos estudios donde evallan el contenido fendlico y la actividad antioxidante de la cascara,
tomando en cuenta la optimizacion del proceso de extraccion. Los desechos de los citricos
constituyen el 70% de la fruta en la que el 60% aproximadamente lo representa la cascara, 35%
son tejidos internos y el 10% son semillas. (Mahato et al., 2019)

1.1.6 Tipo de control para el limén destinado a la extraccion.

Los diferentes tipos de control que se realizan para determinar la calidad del limén a
obtener extractos o aceites esenciales principalmente es el grado de madurez. La industria citricola
determina este parametro como muy importante ya que existe relacion entre la madurez del
fruto que se expresa por el color de la corteza y el tamafio del fruto, expresado por el peso,
ademas relaciona la cantidad de jugo contenido y la acidez que presente. Con respecto al jugo de
limén, se analizan parametros como la determinacion de la humedad, cenizas, grasa y
proteina. Otro parametro que se puede analizar en el fruto del limén, son los sdlidos totales y de
acidez el cual se emplea en relacién de los grados brix, tomados con un refractometro (0-32° Brix) y
la acidez que se analiza mediante el método de titulaciéon del jugo con una base a una normalidad
de 0.1. Otros parametros como el pH que es muy comun para el control de calidad y se mide con
ayuda de un potenciémetro y la determinacién de la densidad del jugo que se mide con un
densimetro de escala 1000 a 1200. (Chirinos & Quispe, 2018).

1.2 Métodos de extraccion de compuestos bioactivos.

Dentro de los métodos mas usados para la extraccion de compuestos dentro de una especie
vegetal se incluyen la destilacion con aparato de Soxhlet, extraccion por fluidos supercriticos,
extraccidn por maceracion, extraccion presurizada, ultrasénica, entre otras. Existen algunas
variables de extraccion las cuales afectan la eficiencia y velocidad de la misma, estos factores
principalmente se relacionan con la solubilidad de los componentes que se quieren extraer, la
temperatura, concentracion del solvente, tamafio de particula y agitacion. (Mahato et al., 2019).

La destilacion por reflujo es un método de extraccion que aplica la condensacién de vapores
de solventes organicos, los cuales se calientan y circulan usando un extractor Soxhlet, este

extractor redsa los vapores de los solventes hasta que la separacion sea completa.



10

La extraccion por fluidos supercriticos, se basa en el uso de un fluido supercritico en lugar de un
solvente convencional, los fluidos supercriticos son cualquier sustancia a una temperatura y presion
mayor a su punto critico. La extraccion se basa en que el fluido entre en contacto con la muestra
gue contiene el soluto de interés tomando en cuenta condiciones de temperatura y presion. (Roman
et al., 2016)

La extraccion con liquidos presurizados se basa en el uso de disolventes a elevadas
presiones y temperaturas por debajo de sus puntos criticos, donde el solvente usado se mantenga
en estado liquido bajo las condiciones dadas. La bomba introduce un solvente al sistema y ayuda a
expulsar el extracto en el vial de recoleccion, se mantiene gracias a la bomba la presion la cual
suele ser de 5 a 10 MPa, se lleva a cabo el uso de un horno en donde se coloca la muestra en una
celda de extraccion. (Sanchez et al., 2016)

La maceracién es un proceso de extraccion solido-liquido en la que la materia prima
contiene una serie de compuestos solubles en el liquido de extraccion, dentro de la
maceracion se genera el sdélido ausente de componentes y el extracto liquido, la naturaleza de los
compuestos extraidos depende de la materia prima empleada y del liquido de extraccion que
generalmente son los solventes. (Quiroz et al., 2013).

1.2.1 Extractos de limén.

Dentro de algunos estudios sobre los extractos de las hojas, la cascara del limén, es decir
del flavedo que es la superficie periférica verde o el albedo que es la capa media de color blanco
del limoén, dan a conocer el método de extraccion, el andlisis del extracto y las condiciones o
variables de obtencion del extracto, a continuacion, en la Tabla 4 se presenta una recopilacion de

informacion acerca de los extractos de limoén.



11

Tabla 4

Estudios relacionados a extracciones del limén

Parte estudiada Método de extraccién Variables de extraccion Estudios quimicos
Hojas de limoén Extraccion por Tiempo de secado por 72 Se realizan ensayos en los extractos
maceracion horas a 40°C, disolventes para la estimacion del contenido de

de extraccion; etanol, agua flavonoides, alcaloides, saponinas y

y acetona, relacion acidos fendlicos. Ademaés, se evalla la

100 g de muestra en 1 L actividad antioxidante de los extractos. En

de solvente. Tiempo de el estudio se reporta que la eficacia del

agitacion 48 horas. extracto difiere en funcibn a la
concentracion y el solvente usado en la
extraccion, el extracto etandlico muestra
mayores cantidades de componentes
activos (Ehiobu et al., 2021)

Corteza y pulpa de Extraccion por Temperatura de secado Obtienen los rendimientos del extracto
limén. maceracion. de 45°C, relacion 100 g de de la corteza de limén vy la pulpa
muestras en 300 ml de incluyendo el flavedo y albedo de

etanol-agua  (7:3 Vviv), 10,64% vy 14,33% respectivamente.

tiempo de maceracion por Dentro de su aporte, definen que los

24 horas extractos etandlicos poseen buenas

propiedades antioxidantes debido al

contenido de compuestos fendlicos y

flavonoides los cuales también se

obtienen con las condiciones de
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extraccion adecuadas. (Makni et al.,
2018)

Cortezade limén

Extraccion

maceracion

por

Temperaturas de secado:
40 y 60°C, relacion de 0,5
g de muestra en 25 ml de
metanol. Concentracion
del solvente de extraccion
(20-60%). Temperatura de
extraccion entre 28 -60°C,
tiempo de extraccion 1
hora

Factores como la temperatura de secado
y la temperatura de extraccién son los
gue mas contribuyen al contenido de
componentes activos. A medida que
aumentaba la temperatura de secado y
la de extraccion, aumentaba el contenido
de acidos fendlicos, mientras que la
temperatura de secado y extraccién y la
concentracion del solvente afectaron
significativamente al contenido de

flavonoides. (Zainol et al., 2022)
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Como se da a conocer en la tabla 3, los estudios de los extractos de limén muestran que
estos contienen un alto contenido de compuestos activos los cuales se obtienen a condiciones
adecuadas de extraccion, las variables de extraccion como la temperatura de extraccion, el tipo y la
concentracion del solvente coindicen los estudios que son muy importantes para poder obtener
diferentes componentes dependiendo el interés y la aplicaciéon de los mismos.

1.2.2 Compuestos bioactivos en limon.

Los compuestos bioactivos son sustancias naturales presentes en las plantas o alimentos
gue tienen varias propiedades como antioxidantes o anticancerigenas (Piovesana et al., 2020),
dentro de los compuestos bioactivos se encuentran los compuestos fendlicos los cuales son muy
frecuentes dentro de algunos frutos, vegetales y plantas.

1.2.3 Compuestos fendlicos.

Los compuestos bioactivos tienen propiedades de 6éxido-reduccion que permiten actuar
como agentes adherentes de radicales libres, pueden actuar como quelantes e incluso inactivar las
radicaciones libres de lipidos. Los compuestos fendlicos pueden extraerse con el uso de solventes
en diferentes concentraciones y polaridad, dependiendo de estas variables, se logra la extraccion
de componentes especificos como Flavonoides (catequinas, antocianinas, flavona e isoflavonas),
acidos fendlicos, ligninas u otros polifenoles. (Piovesana et al., 2020). Los compuestos fendlicos
pueden determinarse mediante andlisis colorimetro del reactivo Folin Ciocalteu (FCR).

1.2.4 Compuestos Antioxidantes.

Un componente antioxidante es una sustancia que cuando esta presente en
concentraciones bajas en comparaciéon con las de un sustrato oxidable, previene la oxidacion de
dicho sustrato combatiendo asi los radicales libres interviniendo en cualquiera de las tres fases de
proceso oxidativo. Para la cuantificacion de la capacidad antioxidante en extractos de especies
vegetales se pueden dar ensayos como DPPH, ABTS, FRAP, ORAC, etc. El ensayo DPPH, se
practica de forma rutinaria para la evaluacién potencial de eliminacion de radicales libres de una
molécula antioxidante y se considera uno de los métodos colorimétricos estandar para la evaluacion

de propiedades antioxidantes de los compuestos puros y extractos. (Martinez, 2016)
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Existen otros componentes bioactivos los cuales se encuentran dentro de los frutos,
especificamente del limoén, se encuentran algunos estudios en las que analizan tanto los
extractos como el aceite esencial de diferentes partes de la planta para medir su contenido en
componentes activos y respectivamente su actividad antioxidante y antimicrobiana los cuales se

resume en la Tabla 5.



Tabla b

Estudios sobre compuestos bioactivos en el limén
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Parte estudiaday

Componentes activos

Tipo de ensayo para

Componentes activos

Actividad antioxidante o

tipo de extraccion. estudiados. identificacion de analizados antibacteriana.
componentes activos
Extraccion de las Estimacion del Para determinacion de En este estudio se La actividad eliminadora de ABTS,
hojas de limén por contenido  total de flavonoides se realiza el reporta que el extracto FRAP fue de mayor capacidad en
maceracion. flavonoides, método colorimetro de hojas de limén el extracto de acetona, seguido del
cuantificacion de acidos de cloruro de aluminio, en contiene extracto acuoso, sin embargo, en
fendlicos, determinacion el contenido de &acidos 12,23% y 5,53% de la actividad de eliminacion de
de saponinas, fendlicos se realiza el alcaloides y DPPH el extracto de etanol resulta
alcaloides y método de Folin-Ciocalteu. saponinas tener una capacidad antioxidante
evaluacion de Para medir la respectivamente, mayor en comparacion a los
actividad antioxidante capacidad antioxidante obtienen mejor extractos de acetona 0 acuoso.
se realizan los contenido fendlicos en (Ehiobu et al., 2021)
métodos de ABTS, DPPH extractos acuosos de
y FRAP. limoén.
Extraccion del Identificacion de Para la Obtienen un Los aceites esenciales de
aceite esencial de compuestos y determinacion de los rendimiento para el citricos exhibieron una actividad
la cascara de determinacion compuestos en el aceite aceite esencial de de eliminacibn de radicales
Citrus aurantifolia, De la actividad esencial hacen uso de un linbn de 0.1% (v/w), comparable contra el radical
aurantium y antioxidante GC-MS y se ademas los DPPH con valores IC50 de 201.3,
bergamia. identifican los componentes 188,9 y 192,9 pg/mL para C.
compuestos comparando mayoritarios fueron el aurantifolia, C. aurantium y C.
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los datos de los
espectros con datos
de literatura de  Adams.
Para medir la capacidad
antioxidante se realizan los
métodos de ABTS, DPPH,
prueba de blanqueo de B-
caroteno y bioensayos para

la actividad inhibidora de la

hidrocarburo
monoterpénico
limoneno (49,2%), B-
(14,1%), vy
terpineno (6,6%) y B-

pineno

mirceno (3,1%).

bergamia, respectivamente. El
aceite esencial de C. aurantifolia
logra tener una mayor capacidad
de eliminacion de radicales
DPPH. En la actividad inhibidora
reportan que la mejor actividad
ejerci6 el C. aurantifolia y C.
aurantium que inhibieron la AChE

con valores de IC50 de 139,3 y

colinesterasa. 147,5 pug/ml respectivamente.

(Tundis et al., 2012)
Extraccion de la Determinacion de Determinacion de fenoles Por medio de LC- Los resultados obtenidos
corteza y pulpa de compuestos fendlicos, totales por el método de MS/MS se identifican  muestran que los extractos de
limén por el contenido total de Folin- Ciocalteu. Para compuestos como  limoén contienen niveles
método de flavonoides, contenido medir la capacidad Cafeoil N-Triptéfano, suficientemente altos de
maceracion. de flovanol, antioxidante se realizan los &cido hidroxicinamoil =~ compuestos fendlicos y

componentes taninos,

ensayos

actividad antimicrobiana

métodos de DPPH vy

de FRAP.

capacidad antioxidantes,

Oglucésido, vicenina

2, eriocitrina,
kaempferol-3-O
rutinosido y
guercetina-3

rutinosido.

flavonoides. Esto se correlaciona

con una notable actividad
antioxidante hacia la reduccion
de hierro vy un poder
relativamente alto contra los
radicales libres. (Makni et al.,

2018)
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Los extractos de las hojas, corteza o0 pulpa y el aceite esencial del limon, tienen un alto
contenido de compuestos bioactivos, los estudios demuestran que, en los extractos de limén, existe
un gran contenido de fenoles totales y flavonoides los cuales tienen una alta capacidad antioxidante
y pueden ayudar a mejorar las propiedades en peliculas para la conservacion de los alimentos e
inclusive puede aplicarse al campo medicinal, nutracéutica o cosmetologica.

1.3 Empaques biodegradables.

Una pelicula biodegradable se define como una capa fina de material que puede ser
formada sobre un alimento como una envoltura del mismo, contiene propiedades que permiten
controlar la humedad, oxigeno, diéxido de carbono, lipidos y otros componentes con ayuda de
principios activos como antioxidantes y antimicrobianos para asi mejorar la integridad mecanica y la
manipulacién del alimento en su almacenamiento y comercializacion. (Alba, 2016). En la Tabla 6 se
resume algunos estudios sobre los empaques biodegradables aplicados en alimentos minimamente

procesados.



Tabla 6

Estudios sobre peliculas biodegradables y su influencia en los alimentos
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Material del empaque

biodegradable

Tipo de aplicacién

Resultado del estudio.

Recubrimiento  comestible
base de quitosano y extracto

de Aloe vera

Se formula empaques comestibles con
guitosano y agregan extracto liquido de
la pulpa y fracciones de Aloe vera y lo
prueban en arandanos para aumentar su

vida util en la postcosecha,

Debido a las propiedades antimicrobianas del quitosano y
los componentes activos del aloe vera, los niveles de
crecimiento microbiolégico y pérdida de agua se reducen
aproximadamente en un 50% y un 42%, respectivamente,
en los ardndonos recubiertos después de 25 dias en
comparacion con los ardndanos no recubiertos. Los frutos
sin recubrimientos presentaron contaminacién por mohos
después de 2 dias de almacenamiento, mientras que los
frutos con recubrimientos a base de quitosano con Aloe
vera presentaron contaminacion por moho después de 9

dias de almacenamiento. (Vieira et al., 2016).

Recubrimientos comestibles
de la
de

guitosano, almidén vy aceite

a base

formulacién

de perilla

de

recubrimientos es el aceite de perilla, las

El componente  activo los
peliculas comestibles son ensayadas
mediante propiedades fisicoquimicas,
mecénicas, permeacion de vapor de
agua y andlisis del recubrimiento del

queso.

El estudio reporta que los recubrimientos le permitieron al
gueso una disminucién de la pérdida del peso, las muestras
sin recubrimiento (no controladas) demostraron el mayor
porcentaje de pérdida de peso, mientras que las recubiertas
con pelicula mostraron el menor porcentaje de pérdida de
peso después de 30 dias de almacenamiento a 8 °C. Los
quesos con cobertura presentan menores tasas de
transferencia de humedad, asi como menor pérdida relativa

de peso. (Mei et al., 2013).
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Peliculas multicapa de PVA-
PLA y carvacol.

La obtencién de peliculas multicapa,
medicion de las propiedades fisicas,
mecanicas, Opticas y el andlisis en
cuanto a la capacidad de conservacion

de carne de res.

Con respecto a los efectos de las peliculas en las
muestras de res junto con el componente activo, que para
este estudio es el carvacol, exhiben una eficacia
antimicrobiana significativamente mayor a las peliculas
multicapa sin componente activo, esto es debido a que el
componente activo tiene una migracion efectiva a través de
la lamina de PLA-PVA, en lo cual alcanza
aproximadamente 7 dias de almacenamiento de la
carne, también afadieron como componente activo el
acido ferdlico y en ella logran un almacenamiento de 13
dias. (Andrade et al., 2022).
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Al tomar en cuenta los estudios de la tabla 6 podemos darnos cuentas que la eficiencia de
una pelicula dependera de la naturaleza de los componentes activos, la composicion de la pelicula
y su estructura. Estos parametros colaboran a mejorar la vida Gtil en los alimentos minimamente
procesados. En la actualidad, las peliculas biodegradables tienen su uso en alimentos como
productos carnicos, pescados, frutas, hortalizas enteras o en trozos, quesos o platos preparados,
las investigaciones demuestran que los alimentos empaquetados con este tipo de peliculas tienden
una conservacion de 15 a 30 dias y reducen el crecimiento de microorganismos generado por la
humedad del alimento,

1.3.1 Alimentos minimamente procesados.

Los alimentos minimamente procesados son productos que presentan caracteristicas
organolépticas y nutricionales similares a las frutas y hortalizas frescas y la ventaja de ser faciles de
utilizar por el consumidor. Su minimo procesamiento consiste en operaciones de clasificacion, lavado,
pelado, reduccion de tamafio, etc., por lo cual se comercializan como productos para consumo directo
0 para preparaciones culinarias rapidas. (Parzanese, 2022) Actualmente estos productos se
encuentran en auge y su consumo se ha incrementado en los paises desarrollados La prolongacién de
la vida util de los vegetales, frutos, tubérculos y raices minimamente procesados empaquetados
en atmoésferas modificadas limita el crecimiento de algunos microorganismos. Sin embargo,
esta tecnologia puede crear las condiciones apropiadas para el lento crecimiento de bacterias
patdgenas tales como L. monocytogenes y algunas enterobacterias como Escherichia coli.
(Rodriguez & Rodriguez, 2007)

1.3.2 Biopolimeros

Los biopolimeros, que en su mayor parte proceden de recursos renovables, se convierten
en una interesante alternativa para la industria de los plasticos, pueden procesarse mediante las
mismas tecnologias que los materiales termoplasticos convencionales, tales como extrusion,
inyeccion o soplado. Se dividen en aquellos basados en recursos renovables y degradables que
cumplen todos los criterios de las normas cientificamente  reconocidas para

biodegradabilidad y compostaje de plasticos y productos plasticos. Se pueden clasificar segun su
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fuente en tres subgrupos: polimeros basados en recursos renovables como el almidén y celulosa,
polimeros biodegradables basados en mondmeros bioderivados como los aceites vegetales o acido
lactico, y biopolimeros sintetizados por microorganismos como los polihidroxialcanoatos (PHA).
(Valero et al., 2013)

1.3.3 Almidon

Es un polisacarido usado como espesante, estabilizante y gelificante debido a que se forma
por dos polimeros: amilosa y amilopectina, se encuentra en grandes cantidades en las diversas
variedades de plantas, como, por ejemplo, en los granos de cereales, asi como también, puede
encontrarse en tubérculos, semillas de leguminosas y en algunas frutas. (Hernandez, 2016). En
un estudio de biopeliculas a base de almidén de platano, se realizaron diferentes mezclas del
almidon junto con glicerol y quitosano, este estudio reporta que el contenido de humedad se ve
afectado por la concentracibn de almidén, la alta concentracion de almidén disminuye la
propiedad de solubiidad y por ende las biopeliculas poseen menor degradabilidad.
(Garcia et al., 2015).

1.3.4 Quitosano.

El quitosano se puede encontrar de forma natural en las paredes celulares de algunas
plantas y hongos. Sin embargo, la fuente mas importante de quitosano, a nivel industrial, lo
constituye la quitina, la cual, mediante un proceso de des acetilacion quimica o enzimatica, ha
permitido producirlo a gran escala. La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la
naturaleza y, después de la celulosa es el segundo polisacarido en abundancia. (Larez, 2006). En
un estudio de biopeliculas de quitosano se determinaron las propiedades fisicas y visuales de la
misma en donde reportan que las peliculas de quitosano son de tono amarillento, debido a los
grupos aminos libres que son susceptibles al pardeamiento lo que es conocido como reaccion
de Maillard, ademas en los ensayos fisicos de solubilidad reportan que la pelicula de quitosano es
parcialmente soluble en agua destilada. (Pereda, Del, et al., 2014).

1.3.5 Polivinil alcohol.
Es un polimero biodegradable soluble en agua, de férmula quimica general (C2H40)n, tiene

excelentes propiedades para formar peliculas, como emulsionante y como adhesivo. También es
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resistente al aceite, grasas y disolventes. Es inodoro y no toxico. Tiene alta resistencia y flexibilidad,
asi como alta propiedades de barrera para el oxigeno y los aromas. En el estudio de Tripathi et al,
(2009) sobre las propiedades fisicoquimicas y bioactividad de peliculas de Quitosano — PVA, dentro
de los estudios reportan que existe una miscibilidad molecular entre estos dos biopolimeros y es
una alternativa viable en la extensién de la vida util de los alimentos minimamente procesados,
ademas contiene un efecto inhibidor contra microorganismos como la E. coli, S aereus y B. subtilis.
1.3.6 Métodos de preparacién de peliculas biodegradables.

La metodologia para elaboracion de peliculas a partir de polimeros biodegradables
puede distinguirse en dos, el método himedo y método seco.

El método humedo o método de Casting involucra la dispersion o solubilizacion de los
biopolimeros en una soluciéon para la formacion de la pelicula, seguida por la evaporacién del
solvente, se basa en que a una solucion liquida es vertida en un molde y dejado secar para su
reaccion de endurecimiento, esto forma un objeto rigido que reproduce la cavidad en un molde.
Después del secado, se puede neutralizar la pelicula con una solucién de NaOH para regular el pH

a 6.5. (Huerta et al., 2006).

El método seco en cambio se fundamenta en la conducta termoplastica que algunas
proteinas y polisacaridos muestran a bajos niveles de humedad en moldeo por compresion y
extrusion. En el método de moldeo por compresion, luego de formada la masa de los componentes
de la pelicula se le aplica una presion y una temperatura determinadas durante un tiempo
establecido, para lograr asi la formacién de la pelicula. (Villareal & Vanegas, 2014).

1.4 Propiedades de las peliculas.

Las propiedades de las peliculas se miden en base a ensayos fisicos,
guimicos, microbiolégicos las cuales dan a conocer la calidad de la pelicula. Entre las propiedades
fisicas se encuentran principalmente la caracterizacion de las peliculas mediante ensayos de
solubilidad en el agua, color, transparencia o permeabilidad al vapor de agua. La solubilidad es una
propiedad usada como una medida de integridad de los recubrimientos en medio acuoso.(Villareal &
Vanegas, 2014) En lo que respecta a la permeabilidad del vapor de agua (PVA), esta es una de las

principales propiedades para el envasado de los alimentos ya que una pelicula al tener un PVA
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bajo, puede lograrse evitar o reducir la transferencia de humedad entre el alimento y la atmdsfera
del empaque. (Hernandez, 2016). Las propiedades mecanicas de las peliculas tienen un impacto en
la estabilidad y flexibilidad frente a diferentes condiciones ambientales y de temperatura. Con
respecto a las propiedades biodegradables, es muy importante para conocer el tiempo de
descomposicién total o parcial de las peliculas bajo efectos de humedad y microorganismos que
presenta el suelo. A continuacién, se presentan algunos estudios sobre la evaluacion de las

propiedades de las biopeliculas en la tabla 7.



Tabla 7

Estudios sobre las propriedades de las peliculas biodegradables.

Tipo de pelicula

Estudios sobre propriedades de las peliculas.

Recubrimientos comestibles a base de
la formulacién de quitosano, almidén y

aceite de perilla.

Con respecto a propiedades como la solubilidad de las peliculas, con la adicion
del componente activo que en este caso es el aceite de perilla, la solubilidad se
vio disminuida, mientras que, con la adiciébn de glicerol, la solubilidad aumenta,
reportan gue cuantos mas materiales entrecruzados contenga la pelicula, menor
es la solubilidad. Con respecto a la opacidad en las peliculas, dan a conocer que las
contienen glicerol como plastificante y el componente activo dieron como resultado una

menor opacidad. (Mei et al., 2013).

Peliculas multicapa de PVA-PLA con
componentes activos de carvacol y

acido ferulico

Realizan diferentes ensayos en donde aplican peliculas multicapa con la adicién
de componentes activos y también realizan peliculas laminadas, reportan que las
peliculas multicapa tienden a ser mas extensibles que las peliculas laminadas sin
componente activo debido a la migracion de los compuestos activos hacia la
capa de PLA, lo cual favorece la estirabilidad. En las propiedades de la
permeabilidad del oxigeno dan a conocer que las laminas de PVA
incrementan  la movilidad molecular y por ende aumenta la permeabilidad al
Oxigeno, también menciona que las peliculas multicapa contienen mejores
propiedades de barrera debido a la adicion del componente activo que contienen
un efecto bloqueador de oxigeno por la capacidad antioxidante de los

compuestos. (Andrade et al., 2022)




Peliculas activas

yuca.

de almiddn

de

Miden propiedades como la permeabilidad del vapor del agua en las peliculas de
almidén nativo y modificado en las que reportan que las peliculas de almidén nativo
de yuca, tiene una mayor permeacion de vapor debido a la presencia de grupos
hidroxilo libres que pueden mejorar las interacciones con el agua y las peliculas de
almidén de yuca.

Dentro de las propiedades mecéanicas se determina la fuerza y el porcentaje de
elongacion de las peliculas. Las peliculas tienden a absorber grandes
cantidades de agua a partir de su produccion, esto causa una disminucién en el
esfuerzo e incrementa la elongacion, ademas las propiedades mecéanicas se
ven afectadas por el tipo y la cantidad de plastificante que se emplee. (Cortés et
al., 2014).

Peliculas

guitosano

de

caseinato

Dan a conocer que la degradaciéon de la pelicula Gnicamente con caseinato se
degrada de manera rapida, mientras que las peliculas de quitosano junto con
caseinato tienen un proceso biodegradativo mas lento y esto es debido a que el
guitosano tiene un caracter antimicrobiano y puede resistir los microorganismos

presentes en el suelo o algunos alimentos. (Pereda, Del, et al., 2014)
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Las investigaciones sobre las peliculas biodegradables estudian sus propiedades en la
aplicacion de los alimentos principalmente, en la formulaciébn de las peliculas a base de
biopolimeros como quitosano, almidon y PVA demuestran que al poseer estos estructuras
complejas pueden llegar a tener buenas propiedades mecanicas, ademas, la adicién de
componentes activos en las peliculas mejora estas propiedades de resistencia a la tension y
propiedades de barrera, sin embargo, pueden dificultar las propiedades Opticas debido al color de
los extractos, en el caso del extracto del limén como este es de color verde, puede afectar la
transparencia o el color de las peliculas, también se demuestra que propiedades como la
permeabilidad al oxigeno o vapor de agua son mucho mas eficientes en peliculas con
formulacibn de componentes activos debido a la capacidad antioxidante que presentan los

mismos.



Capitulo dos
Metodologia.

La seccion experimental se llevo a cabo en los laboratorios de Alimentos de la Universidad
Técnica Particular de Loja. En la institucion se realizaron los procesos necesarios para la obtencion
de datos experimentales y posteriores resultados.

2.1 Adquisicién de materia prima.

Para la obtencion del extracto de cascaras de limén se obtuvo en la compra de un saco
pequefio de limén sutil (Citrus aurantifolia) adquirido en el Mercado Mayorista de la ciudad de Loja.
Los frutos se lavaron con agua de la llave y la cascara del fruto se separé de forma manual de la
pulpa, las cascaras fueron almacenadas en refrigeracion para su posterior procesamiento.

2.2 Caracterizacion de la materia prima.

Para la caracterizacion de la materia prima, se realizaron algunos ensayos que permitieron
determinar la calidad del limén, tomando como referencia una muestra de limones del saco
pequefio, se midieron propiedades como el color, el % de acidez mediante titulacion y el indice de
madurez.

2.2.1 Determinacién del color.

El color fue medido con un colorimetro (Minolta CR-14), se tomaron 7 frutos de limones
enteros y se realiz6 dos medidas en lugares diametralmente opuestos de la zona ecuatorial del
fruto, con ello se registraron las coordenadas para la conversion a los valores de L*, a*, b*. (Gao et
al., 2019)

2.2.2 Determinacion del porcentaje de acidez del limén.

Se realiz6 un ensayo tomando como referencia la Norma (INEN, 1985). Se exprimieron 30
ml de limédn filtrandolo para descartar los sélidos presentes. Se agregaron 2 ml de zumo con 100 ml
de agua destilada y 4 gotas de indicador de fenolftaleina en un matraz Erlenmeyer. En la bureta de
50 ml se afiadio hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N. Se comenzé la valoracion agitando el matraz y
dejando caer el NaOH gota a gota hasta que el color de la muestra se torne de color rosa. Se tomé
en cuenta el volumen gastado y los respectivos calculos se realizaron a partir de la siguiente

formula.
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. Vol * N *F " .,
%Acidez = —2NeOH*TNaOH"" Ac. Citrico , 1()() Ecuacion 1.
Volmuestra*1000

2.2.3 Indice de madurez del limon.

Se calculé el indice de madurez mediante la relacion de los sdlidos solubles totales o
contenido de azlcar y la acidez del zumo de limén. Para determinar el contenido de azlcar, se
empled un refractometro digital (Mettler Toledo, 30PX) en las que se midié con unas gotas de zumo
de limén. (Romero, A, Calero, & F., 2020). Los calculos del indice de madurez, se realizan a partir

de la siguiente ecuacion.

Solidos solubles totales (°Brix)

- Ecuacion 2.
Acidez total.

indice de madurez =

2.3 Obtencién del extracto de limon.
2.3.1 Pretratamiento de materia prima.

El proceso de extraccién de la céscara de limon se realiz6 mediante los métodos de
maceracion y liquido presurizado, tomando como referencia al estudio de Haida et al., (2022).
Primeramente, las cascaras se deshidrataron en un secador de bandejas (Laselle, DY-110H) a 45
°C por 7 horas, se molieron finamente usando un molino de tornillos y con tamices de diferente
tamafio (500, 250 y 106 um), se tomo en cuenta solamente las muestras mayores a 250 y 106 pum.
En el Anexo A, se encuentra el diagrama de proceso del pretratamiento.

2.3.2 Obtencién del extracto por maceracion.

Se pesaron 25 g de muestra y se afiadié etanol con agua a diferente concentracion (100-
50%) como el disolvente de extraccion. Seguidamente las muestras fueron llevadas a agitacion en
un bafio maria a 45 °C de temperatura por 6 horas. Las muestras se filtraron a vacio y el liquido
obtenido se llevo a evaporacion por medio de un rotavapor (Buchi R-200), las condiciones del roto
evaporador fueron de 165 mbares de presion, temperatura de 45 °C y una posicion de rotacion de
3. Las muestras que contenian etanol al 50% se llevaron a un liofilizador (Labconco -7754047) por
48 horas.

2.3.3 Obtencidn del extracto por liquido presurizado.
Se elaboré un cartucho con papel filtro el cual sirvié para colocar la muestra de la corteza de

limén, se sell6 el cartucho y se coloc6é dentro de un extractor de columna de acero el cual se
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encontraba dentro de una estufa (Memmert - UM 300) conectado al sistema. Posteriormente, el
sistema se presurizé a 150 bar cuando el solvente de extraccion el cual fue etanol al 100%, se
bombed hacia el sistema adecuado a 2 ml/min con ayuda de una bomba (Alliance-2695). La
temperatura se elevd a cabo a 60°C y se recolectaron fracciones de extracto cada 20 minutos. El
tiempo de extraccion se llevd a cabo por 3 horas, ademas, los extractos obtenidos se roto
evaporaron a las condiciones anteriormente mencionadas.

Los extractos tanto de maceracion como de liquido presurizado se pesaron y se calculé el

rendimiento de cada uno en base a la siguiente ecuacion.

Pesorinal

Rendimiento %(R) = x 100 Ecuacion 3.

Pesornicial

El diagrama de proceso de extraccion por maceracion y liquido presurizado para la
obtencion de los extractos de limén se encuentran en el Apéndice B.

2.3.4 Purificacién de los extractos de limon.

Para la purificacion de los extractos tanto de maceracion como por liquido presurizado se
hizo uso de un cartucho de silice DSC-18 (Supelco, 5 g) el cual ayuda a separar los componentes
fendlicos de los azucares. El proceso se llevo a cabo bajo la metodologia basada en el estudio de
Meneses et al., (2015). Primeramente, se activo el DSC-18 agregando 25 ml de etanol y se
humedecié con 30 ml de agua destilada, seguidamente se lavo el extracto en la columna. Después
se volvio a lavar con 50 ml de agua destilada y los componentes fendlicos se desorbieron de la
columna con 50 ml de etanol, La solucion purificada, se roto evapord a 45°C y se liofilizé por 48

horas. El extracto purificado finalmente se refriger6 hasta realizar los analisis posteriores. En la

figura 2 se muestra el procedimiento de la purificacion.
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Figura 2

Purificacion de los extractos de limon

Nota. Camara de vacio y absorbentes

DSC-18
2.4 Determinacion de compuestos activos.
2.4.1 Contenido de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales del extracto de limén se determind siguiendo el método de
Chandra et al., (2014), el cual emplea el ensayo de Folin Ciocalteu con algunas modificaciones.
Primeramente, se preparo la solucion madre de acido galico, se pesaron 25 mg de acido galico en
un balén de aforo de 100 ml y se afor6é con metanol, a partir de la solucion madre se tomaron
alicuotas de 0.4, a 9,7 ml y se aforan con metanol a 10 ml.

Se colocan 150 pL de cada solucion estandar junto con 2400 pL de agua destilada y 150 pL
de reactivo de Folin Ciocalteu 0.25 N, se agita por 5 minutos y se deja reaccionar por 3 minutos.
Seguidamente se agregan 300 yuL de Na,CO3 1N, se deja reposar a oscuras por 2 horas y luego se
procede a medir las absorbancias a 275 nm en un espectrofotdbmetro (Spectronic, BioMate 3).

Los valores de las absorbancias se aplican para determinar la curva de calibracion en donde la
concentracion se encuentra en el eje X y la absorbancia en el eje Y, y la gréfica de la curva de
calibracién debe tener un coeficiente de correlacion RZ mayor a 0,99. La lectura de los extractos se
realiza mediante el mismo procedimiento. Los resultados se presentan en miligramos equivalentes
de Acido Galico por cada g de muestra. En el Apéndice C, se presenta el diagrama del proceso

descrito anteriormente.



31

2.4.2 Determinacion la capacidad antioxidante.

Se usO el método descrito por Ehiobu et al., (2021) con algunas modificaciones.
Primeramente, se preparo a solucion madre disolviendo 12 mg de DPPH en un balén de aforo de 50
ml con metanol y se almacené en refrigeracién hasta su uso. Después se preparé la solucién de
trabajo tomando 10 ml de la solucién madre y afiadiendo 45 ml de metanol, se mezclé y se realizd
la lectura de la solucién de trabajo hasta tener 1.1 + 0,02 de absorbancia a una longitud de onda de
515 nm.

Para el ensayo, se mezclaron 150 uL de muestra del extracto con 2850 pL de la solucién de
trabajo, se agitd y se dejoé reposar por 24 horas en la oscuridad, luego se ley6 la absorbancia a una
longitud de onda de 515 nm. Los valores se reemplazaron en la ecuacion de la curva de calibracién
de 0 a 800 puM de Trolox. Los valores de las absorbancias se aplican para determinar la curva de
calibracién en donde la concentracion se encuentra en el eje X y la absorbancia en el gje Y, y la
gréfica de la curva de calibracién debe tener un coeficiente de correlacion R? mayor a 0,99. La
lectura de los extractos se realiza mediante el mismo procedimiento. En el Anexo D se encuentra el
diagrama de la metodologia usada.

2.5 Elaboracién de biopeliculas activas.

La elaboracién de las peliculas activas se realiz6 mediante el método de casting, con
referencia al estudio de Kanatt et al., (2012) Se pesaron el quitosano, PVA y almidon en diferentes
cantidades y en una probeta se midié 50 ml de acido acético al 1%. Se mezclé primero el almidén
junto con el quitosano y se le agrego el acido acético, esta solucion se llevé a un bafio de agitacion
a 40°C por 20 minutos, luego la mezcla e llevé a una plancha calentadora hasta 90°C, llegado a
esta temperatura, se afiadio el PVA junto con 47 ml de agua destilada, por consiguiente, se volvio la
mezcla al bafio de agitacion y se agreg6 0,45 g de glicerol junto con el extracto de limén. Las
peliculas se prepararon vertiendo 10 ml de la solucién en una caja Petri, finalmente, se llevaron a un
secador (Cole Parmer, 52000-70) a 45°C por 24 horas, acabado el tiempo, las peliculas se llevaron
hacia un desecador hasta ser usados para los ensayos posteriores. A continuacion, en la tabla # se

presenta la formulacion de las peliculas.
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Tabla 8

Formulacion para las biopeliculas

Factores Formulacion
Quitosano 0,62%
PVA 1,87%
Almidoén 0,50%
Glicerol 0,90%
Extracto 1,20%
Agua 94,90%
Total 100%

Nota: Se realizaron dos formulaciones usando Extracto de
limén por el método de maceracion (ELM) y Extracto de
limén por liquido presurizado (ELP).

2.6 Medicién de las propiedades de las biopeliculas activas.

2.6.1 Color

El color fue medido con un colorimetro (Minolta CR-14). Se colocaron las biopeliculas sobre
un fondo blanco y se tomaron cinco medidas en diferentes puntos de la superficie incluyendo la
zona central de cada pelicula, con ello se registraron las coordenadas para la conversiéon a los
valores de L*, a*, b*.

2.6.2 Transparenciay opacidad.

La transparencia de las peliculas se determiné usando un espectrofotébmetro UV-VIS
(Spectronic — BioMate 3) para registrar los espectros de absorcion UV-Vis, se cort6 las peliculas de
tamafio 0,7 x 2,5 cm y se insertaron a una celda de cuarzo. Los espectros de absorcion UV-Vis se
registraron en el rango de longitud de onda de 190 a 800 nm usando peliculas sin extracto (blanco)
como referencia. Se tomaron tres medidas para cada muestra y se consideré el valor promedio. La

transparencia y la opacidad se determinaron a partir de las siguientes formulas.
1\A .
%T = (R) * 100 Ecuacion 4

A L
0= =22 Ecuacion 5
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Donde %T es el porcentaje de Tranparencia, A es la absorbancia y § es el espesor de la
pelicula medido con un calibrador plano con precision 0,002 mm en 4 posiciones aleatoreas de la
pelicula.

2.6.3 Solubilidad en agua

La solubilidad en agua es la relacién del porcentaje en masa de la pelicula disuelta con
respecto a la masa de la pelicula seca. (Bhat et al., 2022). Para este ensayo, se cortaron las
peliculas en tamafio de 3x3, se tomaron y se secaron en la estufa (Memmert - UM 300) a 70°C por
24 horas, pasado el tiempo, se pesoé la masa seca de las peliculas (Peso inicial). Seguidamente las
peliculas secas se sumergieron con 30 ml de agua destilada en tubos y se centrifugaron por 1 hora
a 2000 rpm, luego se filtraron a vacio y las peliculas se llevaron nuevamente a ser secadas en la
estufa a 100° por 24 horas, finalmente se registré el peso de las peliculas secas (peso final) y se
determind el porcentaje de solubilidad mediante la siguiente ecuacion.

Wo—Wrg

%S = * 100 Ecuacion 6.

o

Donde W, es el peso seco inicial y W es el peso seco final de las muestras de las
biopeliculas.

2.6.4 Propiedades mecanicas.

Se midié la resistencia a la traccion (TS) (MPa), el porcentaje de elongacion (E%) vy el
Médulo de Young (MY) mediante ensayos realizados en un texturometro, utilizando una sonda de
tipo AIMTG, basandonos en la Norma ASTM D882-12 con algunas modificaciones (Judawisastra et
al., 2016). Se cortaron tiras de las peliculas tanto de ELM como de ELP de (25x90mm) y se monté
en la sonda del texturometro (Stable Micro Sistems, TA-TX plus C) para la prueba, se usé el
programa FINAT 22.MAC, el tipo de método que se us6 fue para adhesivos. La separaciéon de
agarre inicial se establecié de 50 mm y la velocidad de prueba fue 1,0 mm/s.

2.6.5 Biodegradacion en las biopeliculas.

Se llevo a cabo el proceso en referencia al estudio de Pereda, et al., (2014) con algunas
modificaciones. El experimento se realizd en una serie de macetas de plastico las cuales contenian
materia organica y microflora natural presente en el suelo. Las muestras de las peliculas se cortaron

en 3x3 cm y se colocaron en mallas metalicas de acero inoxidable, se enterraron a una profundidad
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de 3 cm de la superficie. Las macetas de plastico se mantuvieron a temperatura ambiente, con una
humedad relativa del suelo de 16,53%. Se rocié agua comun dos veces al dia para poder mantener
la humedad de la tierra. El proceso se monitoreé6 mediante inspeccion visual de las peliculas las
cuales se fotografiaron periédicamente. (Medina-Jaramillo et al., 2017).

2.7 Anédlisis estadistico.

Se utilizé una prueba T de student de dos muestras pareadas para poder establecer las
diferencias significativas entre los tratamientos de extraccién por maceracion y liquido presurizado,
el porcentaje de rendimiento, contenido de fenoles totales, actividad antioxidante, propiedades de
barrera, solubilidad y propiedades mecéanicas en las biopeliculas con un nivel de significancia de
95% (P<0,05). Se utiliz6 el software Past student.

Se utilizé el programa Microsoft Excel 2010 para obtener las curvas de calibracién y su coeficiente

de correlacion r>>0,99.



35

Capitulo tres
Resultados y Discusion.
3.1 Caracterizacion fisicoquimica del limon.

Los pardmetros fisicoquimicos del limén sutil (Citrus aurantifolia) para evaluar la calidad de
los frutos se presentan en la Tabla 9 donde se dan los resultados de las coordenadas medidas en el
colorimetro, mientras que en la Tabla 10 se encuentran los valores de los sélidos solubles medidos
en grados Brix, el porcentaje de acidez del jugo de limén y la relacién entre los sélidos solubles y la
acidez titulable que corresponde al indice de madurez.

Los parametros de color medidos en el sistema CIELAB fueron tres, L* que representa el
brillo y tiene intervalos de 0 (negro) a 100 (blanco), a* donde los valores positivos representan el
color rojo y negativo el color verde y b* donde los valores positivos representan el color amarillo y
los valores negativos al color azul (Multari et al., 2020). Se puede observar en la Tabla 9 que todos
los valores de a* de los 7 limones escogidos para medir el color obtuvieron valores negativos que
variaron de -0,7 a -13,3, asi mismo todos los valores de b* fueron positivos y variaron de 15,9 a
57,9, el valor mas bajo de a* y méas alto de b* se debe a que los limones medidos presentaban un
color mas amarillo, mientras que a valores altos de a* y menores de b* los limones presentaban un
color verde intenso, el color es un parametro importante para poder juzgar la calidad de los
alimentos ya que se ha comprobado que cuando el color de un alimento o fruto cambia sin alterar
su forma, aroma u otros atributos, se obtienen respuestas de rechazo por parte de los
consumidores, ademas en especies vegetales, el color se relaciona con la madurez. (Retting & Hen,

2014).
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Tabla 9

Coordenadas de color en el limén

Muestra L* a* b*

1.1 67,8 -5,8 50,2 a—
1.2 60,2 -11,6 47,5

2.1 61,5 -7,5 50,8 a
2.2 47,9 -14,1 38,6

3.1 69,2 -4,9 57,9 TQ
3.2 70,7 -0,7 54,5

4.1 44,7 -9,5 25,7 ‘
4.2 50,5 -13 31,8

5.1 56,9 -12,2 39,5 i
5.2 54 -13,3 44,9

6.1 39,4 9,3 30 .
6.2 39,6 -9,9 15,7

7.1 47 -10,7 33 ﬁ
7.2 47 -12,6 28,3

Nota. L*: Luminosidad, valores de 0 (negro) a 100 (blanco).

a*, valores — (rojo), + (verde), b*, valores — (azul), + (amarillo).
Tabla 10

Caracterizacion del limén

Solidos Solubles

o Acidez total indice de Madurez
(°Brix)

8,97 +£ 0,05 6,46 + 0,19 1,39+ 0,04




37

El contenido de sélidos solubles totales fue de 8,97 brix en los limones, resultados que son
comparados en el estudio de Coelho et al., (2021) en las que determinan pardmetros de calidad de
los citricos cultivados en Brasil, teniendo valores de variacion entre 8,2 brix en limones y 15,3 brix
en citricos hibridos, también en el estudio de Puente, (2006) en donde determinan las
caracteristicas fisicas y quimicas del limén sutil, obtienen valores de 7,56 brix, 7,61 brix y 7,72 brix
para limones verdes, pintdn y maduro, respectivamente los cuales son resultados ligeramente bajos
a los obtenidos en nuestro estudio. El valor de la acidez titulable fue de 6,45%, lo cual demuestra el
contenido de acido citrico presente en el jugo de limén sutil, estos valores se comparan con los
obtenidos de Rodriguez et al., (2020) en los que obtuvieron 6,14% en la acidez titulable del limén y
el estudio de Multari et al., (2020) en donde tuvieron valores que variaron de 4% a 6,05%, sin
embargo, en los estudios de Puente, (2006) obtuvieron valores de 5,77%, 5,48% y 5,39% en estado
verde, pintén y maduro, estos valores son ligeramente menores a los obtenidos en nuestro estudio
pero esto puede intuirse que los limones analizados superan ligeramente la fase de maduracién.

Por otro lado, para el indice de madurez de los limones se tomé en relacion los valores de
los solidos solubles del zumo los cuales estan compuestos por azucares en su mayoria y el
porcentaje de acidez titulable expresados en gramos de acido citrico por litro de zumo, los valores
variaron de 1,34 a 1,42, resultados similares se obtuvieron en el estudio de Rodriguez et al., (2020)
en donde para limones el indice de madurez tuvo un valor de 1,20. En cambio, en el estudio de
Coelho et al., (2021) los valores del indice de madurez para los limones fueron de 1,1y 1,14 para
citricos hibridos y en la determinacién fisicoquimicas del estudio de Multari et al., (2020) los valores
del indice de madurez variaron de 1,36 a 1,97 en los limones analizados en la cosecha desde
septiembre a enero, siendo el valor mayor al mes de enero. La relacion de los sélidos solubles y la
acidez titulable sirve como un indicador de la relacién agridulce de las frutas y se utilizé para

determinar la calidad sensorial de las muestras de limén.
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3.2 Obtencién de los extractos de limon

Los extractos de limén obtenidos mediante maceracion y extraccion con liquido presurizado
presentaron una coloracion verde, olor caracteristico al limoén y la consistencia de tipo pegajosa y
soélida, como se presenta en la figura 3.

Figura 3

Extractos de limén en seco

Por otro lado, los extractos que contenian 50% etanol, se liofilizaron y presentaron una
consistencia sélida de color café amarillento, olor dulce a limén como se muestra en la siguiente
figura 4.

Figura 4

Extracto de limén liofilizado

Los resultados obtenidos mediante el analisis de componentes activos se presentan a

continuacion.
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3.2.1 Rendimientos de los extractos de limén

Los valores del rendimiento de los extractos de limén mediante extraccidn por maceracion y
extraccion por liquido presurizado se presentan en la tabla 11. Se puede observar que hubo un
mejor rendimiento de los extractos de limon por el método de maceracion, existiendo diferencia
significativa entre los rendimientos de los extractos obtenidos por maceracion y por liquido
presurizado sin purificacion, (p<0,05). Los extractos por maceracion obtuvieron valores de
rendimiento entre 18,18 y 20,81%, mientras que los extractos por liquido presurizado obtuvieron
valores de rendimiento de 10,98%.

Tabla 11

Rendimiento de los extractos de limén

Método de Solvente de Rendimiento % Rendimiento %
extraccion. extraccion SP P
Etanol 18,18 + 0,872 0,95 + 0,25°
Maceracién
Etanol - Agua 20,81 + 4,302 1,22 +0,83°
Liquido Etanol 10,98 + 0,56 1,22 +0,33°
Presurizado

Nota. SP: rendimiento de los extractos sin purificacion. P: rendimiento de los extractos
purificados. Los valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son

significativamente diferentes. (p>0,05).

Con respecto a la purificacion de los extractos, el rendimiento se redujo a valores que
variaron de 0,95% a 1,22% en los extractos obtenidos por maceracion como por liquido presurizado
respectivamente, no existiendo diferencia significativa entre los métodos (p>0,05). Esto es debido a
gue al usar la silice DSC-18, solamente se recuperaron compuestos de tipo polar y se dio la
eliminacion de azucares presentes en la muestra. En el estudio presentado por Chaves et al.,
(2022) en donde evaltan algunos factores de extraccidén presurizada para cortezas de limén, uno de
ellos fue el tipo de adsorbente integrado al sistema de extraccion por liquido presurizado (ELP) y el
solvente de extraccion utilizado, mencionan gque el rendimiento y la separacién de compuestos con
el adsorbente (DSC-18) se vera afectado por el solvente ya que al usar Etanol, el rendimiento para

obtener compuestos de tipo polar fue menor en comparacién a otros solventes, sin embargo, existio
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mejor rendimiento en compuestos no polares, esto es debido a que la molécula de etanol contiene
una parte no polar que se solubiliza eficientemente en compuestos con menor polaridad.
3.2.2 Cuantificacion de Fenoles totales.

En la tabla 12 se presenta el contenido de fenoles totales de los extractos de la corteza de
limén obtenidos por el proceso de maceracién y liquido presurizado, se puede observar que entre el
método de maceracion los valores del contenido de fenoles totales no varia significativamente en la
concentracion de solvente (p>0,05), sin embargo, al comparar los dos métodos, el contenido de
fenoles varia significativamente (p<0.05), la cantidad de compuestos fendlicos dentro de los
extractos por maceracioén son ligeramente mayores y esto puede ser debido a las condiciones de
extraccién que ayudaron a obtener de mejor manera este tipo de compuestos.

Tabla 12

Contenido de fenoles totales en el extracto de limén

Método de Solvente de Fenoles totales
extraccion. extraccion (mg EAG/g Extracto)
Etanol 78,30 + 8,01%°
Maceracion Etanol — Agua
74,77 + 11,22
(50:50 v/v)
Liquido presurizado Etanol 65,84 + 3,48°

Nota. Los valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son
significativamente diferentes. (p>0,05).
Los valores obtenidos de fenoles totales mediante el método de maceracion variaron entre
78,30 mg EAG/g ES y 74,77 mg EAG/g ES, mientras que el contenido de compuestos fendlicos por
el método de liquido presurizado fue de 65,84 mg EAG/g ES. Comparando nuestros resultados con
otros estudios del limon, en el estudio de Guimaraes et al., (2010) donde determinan la capacidad
antioxidante de los citricos, obtienen un valor de 87,77 mg GEA/g en las fracciones polares de la
corteza del limén, al comparar con nuestros resultados se aprecian valores similares. En el estudio

de Garcia et al., (2013) los valores del contenido fendlico en los extractos de limén entero liofilizado
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y secado al vacio fueron de 10,43 y 10,11 mg GAE/g respectivamente, ademas Li et al., (2006)
reportaron valores de 4,89 y 9,92 mg GAE/g en la cascara del limoén y en el estudio de Ehiobu et al.,
(2021) donde estudian el contenido fendlico y potencial antioxidante de las hojas del limon,
obtuvieron valores de 209,72 mg GAE/g y 289,40 GAE/g en los extractos etandlicos y acuosos
respectivamente. Los valores reportados en los diferentes estudios varian en el contenido fendlico
debido a las partes estudiadas del limén, (Ghasemi et al., 2009) indica que el contenido de fenoles
totales en la cascara de los citricos es mayor significativamente que los tejidos del mismo, es decir,
gue la pulpa, ademas de las condiciones y métodos de extraccion.
3.2.3 Actividad antioxidante

La tabla 13 nos indica los valores obtenidos en la actividad antioxidante de los extractos de
limén por medio de la captacion de radicales libre DPPH, se puede observar que la mejor cantidad
de antioxidantes se puede extraer significativamente (p<0.05) mediante la extraccion presurizada a
las condiciones de presion y temperatura usadas en el proceso.

Tabla 13

Actividad Antioxidante de los extractos de limén

Método de Solvente de DPPH
extraccion. extraccion (UM ET/ g extracto)
Etanol 307,90 + 5,302
Maceracion Etanol — Agua A
375,03 + 5,002
(50:50 viv)
Liquido presurizado Etanol 402,27 + 4’39b

Nota. Los valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son
significativamente diferentes. (p>0,05).

Se puede observar que mediante el método de extraccion por maceracion se tienen valores
gue varian desde 307,90 uM ET/g a 375,03 uM ET/g, en cambio, mediante la extraccién por liquido
presurizado, los valores de la concentracion de actividad antioxidante fueron de 402,27 uM ET/g. En
el estudio de Sotomayor, (2015) se realiz6 una evaluaciéon de la actividad antioxidante de los

subproductos de la naranja, en donde obtuvo valores de 255 pM EQ Trolox/g y 210 uM EQ Trolox/g
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para subproducto completo y flavedo fresco respectivamente. Al comparar con nuestros resultados,
se puede deducir que los citricos poseen una gran actividad antioxidante frente a otra variedad de
especies vegetales. Los valores de la capacidad antioxidante de los extractos de limén reportados
en nuestro estudio son mayores a los extractos de remolacha con valores de 26,04 uM ET/g
reportados por Machuca, (2022), también, a los extractos de subproductos de mango con etanol
obtenidos por maceracion con 31,7 uM ET/g del estudio de Martinez, (2016) y valores de 39,87 uM
TE/g en extractos de subproductos de la guayaba reportados en el estudio de Gutiérrez, (2013).

3.3 Obtencion de peliculas activas.

En la figura 5 se presentan las peliculas con adicion de extractos de limén obtenidos tanto
por los métodos de presurizado (ELP) como maceracion (ELM), respectivamente, asi como también
las peliculas que no contenian extracto (Blanco), las peliculas con extracto de limén presentan una
tonalidad amarilla verdosa, con una consistencia de tipo adhesiva, suave y lisa.

Figura 5

Biopeliculas con extractos de limén

Spes AN Blanco, #
1 Kawn 675 K.C.6.6-

Se obtuvieron 8 peliculas de cada formulacién y se tomaron muestras de las mismas para
medir la calidad de las peliculas activas mediante los ensayos fisicos, mecanicos y de
biodegradacion.

3.4 Propiedades de las peliculas
3.4.1 Colory espesor de las biopeliculas.

En la tabla 14 se presentan los resultados de las propiedades Opticas que se midieron en las
biopeliculas activas con adicién de extractos de limén obtenido por maceracion (ELM) y por liquido
presurizado (ELP), con respecto a color, a simple vista, las peliculas fueron de color amarillo

verdoso, dando asi valores de a* negativos que significan que se asemejan al color verde y valores
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positivos en b* que se asemejan al color amarillo, ademas se tomé como referencia las peliculas
gue no contenian extracto (blancos) en las que presentaban valores de a* y b* bajos los cuales
representan una tonalidad grisicea, el color de las peliculas evaluadas aumentaban su coloracién
conforme se afadia el extracto de limon, el cual es el responsable de la tonalidad amarilla. En el
estudio de (Souza et al.,, 2017b) donde miden las propiedades fisicas de peliculas a base de
guitosano con antioxidantes naturales, obtienen valores similares a nuestro estudio ya que reportan
gue el quitosano es generalmente amarillo, pero al afiadir a las peliculas extractos de jengibre tuvo
una tonalidad amarilla mas intensa, es decir, valores de b* positivos. Asimismo, (Kanatt & Makwana,
2020) reportan que en la adicion de extracto de aloe vera en la formulacion de las peliculas a base
de Carboximetilcelulosa con Polivinil alcohol, el color de estas tendria a verde amarillento con
valores de b* positivos, sin embargo en este mismo estudio reportan valores bajos de L* los cuales
varian de 31,23 a 53,14, mientras mas bajo es el valor de L*, mas oscura tiende a ser la pelicula, en
nuestro estudio se tuvieron valores de 83,66 los cuales representa mayor iluminacion en la

peliculas.
Tabla 14

Resultados de las propiedades épticas de las peliculas activas

Muestra Color Espesor
L a* b* (um)

Blanco 65,1 0,2 -0,7 350,042

ELM 81,30 -4,80 43,30 79+0,042

ELP 83,66 -4,38 39,93 850,082

Nota. L*: Luminosidad, valores de O (negro) a 100 (blanco). a*: valores —
(rojo), + (verde), b*: valores — (azul), + (amarillo) Los valores seguidos por la
misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes.

(p>0,05).

El espesor de las peliculas se midié con ayuda de un calibrador en cinco puntos diferentes
de las peliculas, el espesor es una caracteristica importante para determinar algunas de las

propiedades mecanicas y de barrera que pueden tener las peliculas y con ellos medir la eficacia
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para su uso como envases para alimentos, se puede evidenciar que existe diferencia significa entre
los espesores del blanco y las peliculas que contenian extracto (p<0,05), con la adicién de los
extractos de limén aumento el espesor de las peliculas blanco de 35 um a 79 um y 85 um para las
peliculas de ELM y ELP, respetivamente. Los resultados se asemejan a los presentados por (Kanatt
& Makwana, 2020) en donde para la mezcla de peliculas que llevaban en su formulacion
carboximetilcelulosa, PVA y extracto de aloe vera, el espesor de las peliculas tuvo valores de 135
pum y confirman el efecto del aumento del espesor al agregar los componentes activos a las
peliculas. Asimismo, En el estudio de Souza et al., (2017) el espesor de las peliculas a base de
guitosano con aceites esenciales de jengibre y tomillo tuvieron espesores que variaron de 50 a 70
pm y mencionan al incorporar el aceite esencial se tiende a un incremento en el espesor. El
aumento del espesor posiblemente es debido al aumento de sdélidos en la formulacion. (Kanatt &
Makwana, 2020).
2.7.1 Transparenciay opacidad en las biopeliculas

En la presente tabla 15 se presenta los resultados de las propiedades de barrera de la luz

expuestos en valores de transparencia y opacidad.
Tabla 15

Resultados de las propiedades de barrera a la luz de las biopeliculas activas.

Muestra Transparencia % Opacidad
Regién VIS Regién UV

700 600 496 394 292 190

ELM 08,86+1,29" 04,96+2,63" 86,19+0,14% 0,57+0,13° 0,51+0,17° 61,53+4,57% 0,28+0,15°

ELP 95,09+3,15" 87,03+0,529 83,14+3.94° 0,97+0,059 0,38+0,01° 64,33+0,77% 0,72+0,06%

Nota. Los valores seguidos por la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes. (p>0,05).
La transparencia de las peliculas se midieron mediante las longitudes de onda que variaban
de 190 a 700 nm y se obtuvieron los porcentajes de transmitancia en dénde se puede observar que
las peliculas tanto de ELM como ELP exhibieron una baja transmitancia en la region UV, sobre todo
en las longitudes de onda de 280 y 394 nm, este porcentaje de transmitancia indica que las

peliculas con la adicién de extractos mejoran las propiedades de barrera de luz UV la cual puede
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ser la responsable de deteriorar los alimentos por oxidacion, resultados similares se obtuvieron en
el estudio de peliculas con adicién de antioxidantes de Kanatt et al., (2012) y Souza et al., (2017),
ademas también dan a conocer que mientras el valor de transmitancia VIS es mayor, la
transparencia de la pelicula serd mejor, dentro de nuestros resultados, el %T de las peliculas de
ELM y ELP fue de 97% y 91% respectivamente, tendiendo una diferencia significativa entre las dos
formulaciones (p<0,05).

La transparencia se relaciona directamente con la opacidad en las peliculas, si la
transparencia de la luz visible es menor, la pelicula tendra una mayor opacidad, esto se refleja en
nuestros resultados ya que para las peliculas ELM al tener un %T mayor que las peliculas de ELP,
la opacidad para las dos formulaciones fue diferente significativamente (p<0,05) con valores para
ELM de 0,26 y para ELP de 0,72, este es un parametro importante para el envasado de alimentos
ya que los consumidores prefieren ver los alimentos que se encuentran envasados, sin embargo, si
las peliculas son transparentes, es decir, sin opacidad, se permitira el paso de la luz y existira una
fotoxidacion de los lipidos contenidos en los alimentos, afectando asi su calidad. (Kanatt & Makwana,
2020)

3.4.2 Solubilidad en agua

En la Figura 6 se presentan los resultados del porcentaje de solubilidad en agua de las
peliculas que contienen extracto de limoén por maceraciéon (ELM), liquido presurizado (ELP) y las
peliculas sin extracto (Blancos). Los resultados de la solubilidad muestran que las biopeliculas que
no contenian extracto de limoén en su formulacién contienen un 70% de solubilidad, mientras que,
para las biopeliculas con adicién de extracto, la solubilidad se reduce, pero no significativamente
(p>0,05). Los valores de la solubilidad fueron de 55,95% y 60,93% para las biopeliculas activas de
ELM y ELP respectivamente.

Tabla 16

Resultados de la solubilidad de las peliculas con y

sin extracto de limén

Muestra Solubilidad %

BLANCO 70,04 + 3,72
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ELM 55,95 + 10,32

ELP 60,93 + 12,72

Nota. Los valores seguidos por la misma letra en
la misma columna no son significativamente
diferentes. (p>0,05).

Figura 6

Resultados de la solubilidad de las peliculas con y sin extractos de limén
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La solubilidad es un parametro importante para la utilidad de las biopeliculas en el envasado
de los alimentos, ya que naturalmente contienen cierto porcentaje de agua, lo que se espera de
este parametro es que las biopeliculas contengan una menor solubilidad para poder mantener una
buena conservacion y vida util al alimento. Los resultados de nuestro estudio se comparan con el de
Bhat et al., (2022) en donde para peliculas con quitosano, goma guar y PVA obtuvieron un valor de
41,75% de solubilidad en agua, asi mismo en el estudio de Andrade et al., (2021) en los que
obtuvieron valores de 43% y 80% en peliculas de PVA de diferente estructura molecular
incorporando compuestos fendlicos y en el estudio de Souza et al., (2017) los cuales tienen valores
de 28% en la solubilidad de biopeliculas de Quitosano y extracto de Romero. Estos estudios nos
muestran que se dieron resultados de la solubilidad menores al 50%, los cuales comparados con
nuestro estudio se obtuvieron porcentajes mayores de solubilidad y puede ser debido a la
composicion y estructura interna de la biopelicula, en estos estudios destacan que la solubilidad
dependerd mucho de la matriz polimérica y la naturaleza hidrofébica de los componentes del
extracto, para ciertos casos dan a conocer que la adicion de compuestos activos de las especies

vegetales tienden a reducir la solubilidad pero en otros casos como en el estudio de Wang et al.,
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(2013) en donde reporta que la incorporacion de polifenoles de té en altas concentraciones hacia
las peliculas de quitosano incrementé la solubilidad en agua.
3.4.3 Propiedades mecanicas

Dentro de las propiedades mecénicas, se llevd a cabo el comportamiento de las peliculas
activas mediante la resistencia a la traccion (TS) y alargamiento a la rotura (E) medidos en Mpa y en
% respectivamente. La figura 7 muestra la resistencia a la traccién de las peliculas, se puede
observar en la gréfica que la pelicula que no contiene extracto tiene un TS mayor que las peliculas
ELM y ELP con valores de 6,79 Mpa, 4,39 Mpa y 2,28 Mpa respectivamente. Los resultados de TS
para las peliculas ELM y ELP vari6 significativamente (p<0,05), lo que quiere decir que el método de
obtencion de los compuestos activos puede influenciar en las propiedades mecanicas de las
peliculas. En algunos estudios comprueban que la adicion de extractos de naranja a las peliculas de
almidon de yuca da como resultado la disminucion de la resistencia a la traccion (TS) (Leites et al.,
2021). En el estudio de Chhatariya et al., (2022) donde analizan peliculas a base de almidén de maiz
con la adicién de cascara de naranja, explican que, al aumentar la concentracién o la cantidad del
extracto, este al contener compuestos solubles en agua hace que contenga menor resistencia. En
otro casos sucede un efecto contrario, como es en el estudio de Kanatt et al., (2012) en donde
reportan que hubo una mayor resistencia a la traccion al agregar extracto de menta y granada a las
peliculas de quitosano y PVA 'y el estudio de Bhat et al., (2022) en donde las peliculas activas a base
de quitosano, goma guar y PVA con extracto de moringa exhiben una mayor TS, este pardmetro no
solo se ve afectado por los componentes activos adicionados a la matriz polimérica, sino también por
la relacion entre el quitosano y PVA, al aumentar la concentracion de PVA, existird mejor resistencia
a la traccion.

Tabla 17

Resultados de las propiedades mecanicas de las biopeliculas.

Muestra TS (Mpa) E (%)
Blanco 6,79 + 1,632 43,06 + 8,10
ELM 4,39 + 1,1020 57,12 + 5,202

ELP 2.29 + 0,43% 47,06 + 7,502
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Nota. Los valores seguidos por la misma letra en la misma
columna no son significativamente diferentes. (p>0,05).
Figura 7

Propiedades mecanicas de las biopeliculas
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Nota. La grafica de la figura 7a representan los resultados de la resistencia a la traccién y la grafica 7b
representa los resultados del alargamiento a la rotura de las biopeliculas.

En la figura 7 se presentan los resultados del alargamiento a la rotura (E%) definido como la
capacidad de estiramiento de la pelicula. Las peliculas que no contenian extracto de limén
registraron un E% de 43,06% y las peliculas activas ELM y ELP tuvieron valores de E% de 57,12%
y 47,06% respectivamente. No hubo diferencia significativa sobre este parametro en los valores
dados (p>0,05), sin embargo, se puede observar que E% resulté mayor en las peliculas activas que
en la pelicula sin extracto (Blanco), se considera que este efecto es debido al adicionar extractos se
puede deber a los azlcares presentes naturalmente los frutos los cuales actian como plastificantes
dentro de la matriz polimérica, y existe una interaccion excesiva lo que tiende a aumentar el % de
elongacién y a disminuir los valores de traccion. (Chhatariya et al., 2022)

3.4.4 Biodegradacion de las biopeliculas

En la figura 8 se muestra la evolucion de la desintegracion de las biopeliculas activas tanto
el blanco como las adicionadas con extractos de limon en funcion al tiempo que estuvieron
enterradas en la microflora natural del suelo. Se puede observar que a los primeros 4 dias de
control visual de las biopeliculas, se encontraban con una baja desintegracion, conforme a como
pasaban los dias se podia observar como la desintegracion de las biopeliculas era mas notoria
hasta el dia 20 en donde se puede observar que las biopeliculas blanco y ELP se encontraban

totalmente desintegradas y la biopelicula ELM aldn mostraba pequefios rastros de masa. El
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comportamiento de la desintegracion de las biopeliculas ELP fue mas acelerado segun como se
muestra en la figura, ya que se observa desde el dia 9 que se habia perdido masa entre la tierra. En
comparacion con el blanco, las biopeliculas que contenian los extractos de limén pudieron
conservarse ligeramente mejor, lo que quiere decir que la presencia de componentes activos que
contiene el extracto puede ayudar a retrasar la biodegradacion.

Figura 8

Control de la desintegracion de las biopeliculas

Control de desintegracion de las biopeliculas activas.

(Blanco, ELMy ELP).

En el estudio de Pifieros et al., (2017) en donde visualizan la desintegracion de biopeliculas
de almiddn de yuca con la adicion de extractos de romero, reportan que la pelicula de control de se
desintegré con totalidad después de 14 dias, pero la presencia del extracto en diferente porcentaje
se conservdé mejor. Por otro lado, en el estudio de Medina et al., (2017) reportaron que las
biopeliculas de almidén con adicién de extracto de té verde y albahaca exhibieron una degradacion
rapida después de 12 dias de control.

Con respecto a la composicion de las biopeliculas, estas al no variar de composicién con

respecto a la cantidad de quitosano o PVA afiadidas en la formulacién no se pudo observar alguna
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diferencia, sin embargo, en el estudio de Kochkina & Lukin, (2020) se reporta que las desintegracion
de las biopeliculas de quitosano, almidon y PVA varia con respecto a la cantidad de PVA afadido a
la formulacién, conforme el % en peso de PVA aumentaba, la biopelicula llegé a retrasar su

desintegracion (90 dias).
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Conclusiones

Se logré obtener extractos de la cascara de limén aplicando procesos de extraccién por
maceracion y liquido presurizado los cuales contenian capacidad antioxidante y fue posible
aplicarlos en la formulacion de biopeliculas activas.

El rendimiento mas alto de extraccion fue de 20,81% por maceracién a 45°C y usando
etanol-agua al 50%, sin embargo, debido al gran contenido de pectina que tenia la muestra, se
procedi6 a purificar con absorbentes de silice DSC-18 en los que el rendimiento se redujo a valores
de 1,22% en los extractos obtenidos tanto por maceracion como por liquido presurizado.

Gracias a la purificacién de los extractos se logré cuantificar un gran contenido de fenoles
totales en los extractos, siendo el valor mas alto 78,30 EAG/g obtenido en la extraccién por
maceracion a 45°C y Etanol al 100%. Asimismo, la capacidad antioxidante de los extractos de limén
por el método DPPH fue 402,27 uM ET/g, resultados que permitieron ser aplicados hacia las
biopeliculas.

Se prepararon con éxito biopeliculas activas con adicion de extractos de limén a base de
biopolimeros como el quitosano, almidén y PVA tomando en cuenta la variacion del método de
obtencién de los extractos de limon.

Las biopeliculas activas con adicion de extractos de limén contienen buenas propiedades de
barrera a la luz UV ya que el porcentaje de transmitancia a longitudes de onda de 280 a 394 nm
tuvo valores menores al 1% para ELM y ELP, siendo ELM el que mejor resultado tuvo, en la region
VIS este obtuvo un valor de 94% a longitud de onda de 600 nm lo cual indica una mejor
transparencia.

La solubilidad en las biopeliculas activas con extractos de limén fue de 55,95% y 60,93%
para ELM y ELP respectivamente, estos valores se consideraron altos ya que si existe mayor
solubilidad esta tenderd a desintegrarse con la presencia de agua presente en los alimentos, esto
también se relaciona con la biodegradacion ya que las peliculas tendieron a desintegrarse por
completo a los 20 dias.

En las propiedades mecanicas de las biopeliculas, se logré obtener valores altos del

estiramiento a la rotura, el mayor resultado fue de ELM con un 57,12%, sin embargo, la resistencia
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a la traccién de las biopeliculas fue baja, en donde el mayor valor lo obtuvo la pelicula sin extracto
con un valor de 6,79 Mpa, ademas, el espesor de las biopeliculas se vio afectado al afadir a la

formulacion el extracto.
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Recomendaciones

Se pueden realizar investigaciones mas especificas a los extractos de las cortezas de limén,
mediante un analisis cromatogréafico HPLC para poder conocer a fondo la composicion que estos
extractos contienen.

Establecer y ampliar diferentes condiciones y métodos de extraccién para la obtencién de
componentes activos en el limén.

Analizar la capacidad antioxidante de los extractos de limén mediante mas métodos como
ABTS o FRAP e incluso estudiar la actividad antimicrobiana para verificar su potencial uso.

Con respecto a las peliculas, se podria estudiar el efecto de la concentracién del extracto de
limén hacia la formulacién de las biopeliculas para poder identificar a qué condiciones se obtiene
una mejor biopelicula.

Analizar mas pardmetros hacia las peliculas, como FTIR, permeabilidad al valor de agua,
andlisis de calorimetria diferencial de barrido, ensayos microbiol6gicos u otros ensayos para medir
la calidad y la aplicacién dentro de los envases como alimentos.

Para medir la biodegradacion en las biopeliculas, ademar de controlar cualitativamente, se
podrian realizar andlisis de la biodegradacion midiendo parametros como la masa de las

biopeliculas o la cantidad de CO2 generada conforme a los dias de ensayo.
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