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RESUMEN

La pérdida de calidad de las frutas, como las moras, debido a su alta
susceptibilidad a hongos y bacterias, representa un desafio significativo para la
industria agroalimentaria. Este problema afecta tanto la apariencia como la
seguridad alimentaria y la vida util de los productos. En respuesta a este
problema, la investigacion se centro en desarrollar una biopelicula a base de
pectina de cdscara de naranja y aceite de eucalipto. Para ello se plante6 un
disefio experimental con un enfoque cuantitativo, donde se prepararon
biopeliculas a partir de pectina de cascara de naranja y aceite esencial de
eucalipto en diferentes concentraciones. Se realizaron pruebas de eficacia
antifingica contra hongos en moras mediante un disefio completamente al azar,
con andlisis de variables como el pH, el rendimiento de extraccion y la actividad
antimicrobiana de las biopeliculas. Los resultados indican que el proceso de
extraccion de pectina de cascara de naranja mediante hidrolisis acida resulto ser
mas eficiente que la extraccion de aceite esencial de eucalipto por
hidrodestilacién, con rendimientos de 8.16 % y 0.944 %, respectivamente. En el
Tratamiento 1, con 1.5 g de pectina (0.8%), 5.5 mL de aceite esencial de eucalipto
(4.4 %), 3 g de almiddén de maiz (1.6%), y 115 mL de agua destilada (93.2 %), se
observo la mayor eficacia en inhibir el crecimiento de hongos en moras,
mostrando un menor numero de colonias fangicas a los 10 dias en comparacién
con tratamientos de menor concentracion. Ademas, el tratamiento 1 mantuvo
mejor las propiedades fisico-quimicas de las moras, prolongando su vida util y
preservando su calidad de manera mas efectiva.

Palabras clave: antifingico, biopelicula, eucalipto, naranja.
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ABSTRACT

The loss of quality of fruits, such as blackberries, due to their high susceptibility to
fungi and bacteria, represents a significant challenge for the agri-food industry.
This problem affects both the appearance and the food safety and shelf life of the
products. In response to this problem, research focused on developing a biofilm
based on orange peel pectin and eucalyptus oil. To this end, an experimental
design with a quantitative approach was proposed, where biofilms were prepared
from orange peel pectin and eucalyptus essential oil at different concentrations.
Antifungal efficacy tests against fungi in blackberries were carried out using a
completely randomized design, with analysis of variables such as pH, extraction
yield and antimicrobial activity of the biofilms. The results indicate that the
process of extracting orange peel pectin by acid hydrolysis was found to be more
efficient than the extraction of eucalyptus essential oil by hydrodistillation, with
yields of 8.16 % and 0.944 %, respectively. In Treatment 1, with 1.5 g of pectin
(0.8 %), 5.5 mL of eucalyptus essential oil (4.4 %), 3 g of corn starch (1.6 %), and
115 mL of distilled water (93.2 %), the highest efficacy in inhibiting fungal growth
in blackberries was observed, showing a lower number of fungal colonies at 10
days compared to lower concentration treatments. In addition, Treatment 1 better
maintained the physicochemical properties of blackberries, prolonging their shelf
life and preserving their quality more effectively.

Keywords: Antifungic, eucalyptus, food coating,orange.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes del problema

En la actualidad, las industrias buscan alternativas para sustituir materiales
poliméricos sintéticos por materiales de origen natural que permitan preservar y
alargar la vida util de los alimentos, de tal manera que priorizan el conservar las
caracteristicas organolépticas propias del alimento y su frescura. Entre las
tecnologias relacionadas para la conservacion estan en el empleo de los
recubrimientos alimenticios o biopeliculas, las cuales se dispersan alrededor del
alimento. La funcionalidad de estos recubrimientos estd en mejorar la calidad del
producto, alargar su vida util, ademés de su habilidad para incorporar ingredientes
activos como son los antioxidantes, antimicrobianos, entre otros (Palma, Pérez y
Padilla, 2021).

A nivel mundial, las biopeliculas o recubrimientos han formado parte de los
métodos que han logrado preservar diferentes tipos de alimentos. A grandes rasgos
el desarrollo y aplicacion especifica de biopeliculas es un reto, ya que éstas no
pueden ser usadas de forma universal. Entre los materiales mas utilizados para el
desarrollo de las peliculas se encuentran los polisacaridos, como gomas,
almidones, quitosano, carrageninas, proteinas, entre otros (Palma et al., 2020).

Uno de los polisacaridos con mayor realce dentro de la industria
agroalimentaria es la denominada pectina. La pectina es un heteropolisacarido
complejo que presenta en su estructura por acidos D-galacturénico a-1 con 4
enlaces ramificados en cadenas de azucares neutrales como ramnosa, arabinosa,
xilosa y galactosa. La pectina es empleada en la industria alimenticia como agente
espesante, texturizante, gelificante, emulsificante y estabilizante para la
modificacion de productos alimenticios (Saberia et al., 2017).

Los aceites esenciales de plantas aromaticas han sido objeto de una amplia
investigacion por ser un producto natural utilizado por sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes; y la forma en la que pueden ser adicionados
directamente al alimento o pueden ser incorporados en los envases y envolturas de
los mismos para preservar su calidad y extender su vida util (Ribeiro-Santos et al.,
2017).

En el estudio denominado “Eficacia antimicrobiana del aceite esencial de
eucalipto (Eucalyptus spp) sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus



aureus subsp. aureus” mostrd resultados positivos al inhibir in vitro el crecimiento
de las cepas bacterianas Escherichia coli y Staphylococcus aureus subsp. aureus,
permitiendo determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite
esencial, correspondiendo al cese del crecimiento de colonias en un 60 % de
concentracion del aceite esencial de eucalipto. Por otro lado, la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de eucalipto se presentd a partir del 30
% en donde se identificd presencia de turbidez, refiriendo de tal manera que existe
un crecimiento bacteriano positivo, mientras que no hubo turbidez en las
concentraciones del 60 y 90 %, indicando ausencia de crecimiento bacteriano
(Montero-Recalde et al., 2019).

La mora se considera un fruto no climatérico, caracterizada por ser de fragil
manipulacion y con una propension elevada a sufrir ataques fungicos. En
consecuencia, las pérdidas postcosecha de este fruto estdn directamente
relacionadas a las practicas o manejo inadecuado del almacenamiento a lo largo
de la cadena de trazabilidad del producto. Como resultado de tales deficiencias en
las practicas de almacenamiento del fruto se pueden presentar los siguientes
efectos: cambio de color, ablandamiento, pérdida de peso, pudricién por bacterias
(Erwina pseudomonas) y hongos (Penicillium, Botrytis, Aspergillus y Fussarium)

(Cancino, Escalante y Ricketts, 2023)

1.2 Planteamiento y formulacién del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

Con el tiempo, las industrias agroalimentarias han buscado alternativas para
reemplazar ciertos materiales que provoquen dafios a productos agricolas, asi
como a los consumidores después de la postcosecha, por lo cual, una de las
alternativas que ha surgido con el tiempo es el desarrollo de biopeliculas para la
proteccion de alimentos de naturalidad perecedera.

En la actualidad, las investigaciones y el uso de las biopeliculas o
recubrimientos alimenticios han avanzado de forma significativa en el desarrollo de
tecnologias de conservacion mas afines al medio ambiente. Una de las alternativas
para integrar como materia prima a la creacion de las biopeliculas es la pectina
obtenida de residuos de naranja (cascara de naranja), permitiendo implicar
positivamente la reutilizacibn de desechos agroindustriales para darle un valor

agregado.



El desarrollo y aplicacion de biopeliculas elaboradas a partir de pectina de
cascara de naranja y aceite de eucalipto en moras se ha presentado como una
estrategia prometedora en la preservacion de tal fruto, siendo una opcion
emergente para la agroindustria. Para el desarrollo de la biopelicula, la pectina;
extraida de las cascaras de naranja, aporta propiedades filmogenas o plastificantes
a la biopelicula, mientras que el aceite de eucalipto presenta propiedades
antimicrobianas. La combinacién de ambos componentes en biopeliculas otorga
una barrera fisica efectiva para caso de contaminacion externa ademas de
contribuir a la inhibiciébn de hongos y bacterias, reducir la pérdida de calidad y
propiedades nutricionales y, por ultimo, extender la vida Gtil de las moras de manera

natural.

1.2.2 Formulacion del problema
La formulacién del problema planteada al inicio de la tesis fue: “4,Cual sera
la contribucién de la pectina de cédscara de naranja y el aceite de eucalipto en

biopeliculas para la proteccion frente a hongos en frutos como la mora?”

1.3 Justificacion de la investigacion

Actualmente, los recubrimientos cumplen innumerables funciones y poseen
caracteristicas que les permiten tanto conservar los productos como atraer e
informar a los consumidores. Los materiales utilizados han evolucionado desde las
hojas de palma o platano hasta complejos envases multicapas que no requieren
refrigeracién, asi como otros de tipo activo o inteligente (Palma et al., 2020).

Segun Ribeiro et al. (2017), detallan que los aceites esenciales de plantas
aromaticas han sido objeto de una amplia investigacion no sélo por ser un producto
natural utilizado por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes para la
conservacion de los alimentos, sino también porque han mostrado beneficios en la
alimentacion y la salud humana; actualmente se estudian las propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y la forma en que pueden ser adicionados
directamente al alimento o pueden ser incorporados en los envases y envolturas de
los mismos para preservar su calidad y extender su vida util.

El uso de pectina de cascara de naranja proporciona una barrera fisica
efectiva contra la deshidratacion y proteccion de la vida util de productos

perecederos. En cuanto al aceite de eucalipto contribuye con propiedades



antimicrobianas, inhibiendo el crecimiento de hongos y bacterias, lo que resulta
crucial para prolongar la vida util de las moras de manera natural.

Al combinar los insumos como pectina de cascara de naranja y aceite
esencial de eucalipto en la formulacidn de biopeliculas se puede lograr optimizar y
mejorar la calidad junto a frescura de las moras, adicionando de manera positiva al
impulsar el reutilizar subproductos provenientes de industrias agroalimentarias
como es la cascara de naranja. El propésito final de integrar una biopelicula en
alimentos, como la mora, es de mejorar la eficiencia de la cadena de produccion,
prolongar su vida util y conservar las caracteristicas organolépticas propias del

fruto.

1.4 Delimitacién de la investigacion
e Espacio: El presente proyecto se efectud en Universidad Agraria del Ecuador
sede Guayaquil en los Laboratorios de la Facultad de Ciencias Agrarias “Dr.
Jacobo Bucaram Ortiz”.
e Tiempo: Proyecto experimental efectuado en un periodo de 6 meses en el
afio 2024.
e Poblacion: Dirigido al sector agroindustrial. Producto destinado al consumo

del pablico en general.

1.5 Objetivo general
Determinar el efecto antifingico de una biopelicula de pectina de cascara de
naranja (Citrus sinensis) y aceite de eucalipto (Eucalyptus) como recubrimiento en

moras (Rubus glaucus).

1.6 Objetivos especificos

e Evaluar el rendimiento del proceso de extraccién de pectina de cascara
de naranja (Citrus sinensis) por hidrdlisis acida y aceite esencial de
eucalipto (Eucalyptus) por hidrodestilacion.

e Evaluar el efecto antifingico de una biopelicula de pectina de cascara de
naranja y aceite esencial de eucalipto in vitro frente a hongos.

e Evaluar el efecto antifingico de una biopelicula de pectina de cascara de
naranja y aceite esencial de eucalipto a través del estudio de vida til en

moras como recubrimiento.



1.7 Hipotesis o idea a defender

La hipétesis planteada al inicio de la tesis fue: “La biopelicula a base de
pectina de cascara de naranja (Citrus sinensis) y aceite esencial de eucalipto tendra
un efecto antifingico que permita prolongar la vida util al ser aplicado como

cobertura de moras (Rubus glaucus).”



MARCO TEORICO

2.1 Estado del arte

Escobar (2020) expone sobre los recubrimientos alimenticios, especificando
de tal manera el uso fundamental de estos en la industria agroalimentaria y su
desarrollo tecnoldgico que ha pasado de generacion en generacion hasta la
actualidad, donde se incluye el progreso de los primeros recubrimientos a base de
polietileno de baja densidad de 5 % a 15 % de fibras de almidon hasta la actualidad
con biopeliculas a bases de polimeros y biopolimeros (naturales o sintéticos).

Por otro lado, el estudio efectuado por Ju et al. (2019) mencionan que: “El
recubrimiento comestible es una nueva estrategia de envasado para prolongar la
vida util de los alimentos. Los recubrimientos comestibles obtenidos a partir de
recursos naturales no solo son respetuosos con el medio ambiente, sino que
también pueden mantener la calidad de los alimentos y prolongar su vida util”.
Mediante el uso de referencias bibliogréaficas lograron concluir que, los
consumidores demandan por productos que sean sanos, saludables y seguros para
su consumo por lo que, la existencia de recubrimientos alimenticios con efecto
antimicrobiano muestran un potencial para mantener la calidad y la seguridad de
los alimentos ya que, al presentar aceites esenciales como parte de la formulacion
del recubrimiento, los productos presentan una mejor estabilidad fisica y quimica,
siendo una ventaja para la conservacion de la frescura de los alimentos.

Fu y Dudley (2021), mediante la recopilacion de varios estudios enfocados
en recubrimientos alimenticios y propiedades antimicrobianas, llegaron a concluir
que, no existen términos comunes que diferencien peliculas antimicrobianas
fabricadas mediante la incorporacion de agentes antimicrobianos directamente en
polimeros o la aplicacion de recubrimiento antimicrobiano sobre superficies
poliméricas. Por lo tanto, es adecuado utilizar el término "peliculas con
revestimiento antimicrobiano” para destacar que los antimicrobianos se aplican en
la superficie de una pelicula mediante técnicas de recubrimiento, pero que no se
incorporan directamente dentro de una pelicula mediante moldeo o extrusion. Por
otro lado, mencionan métodos para recubrimientos alimenticios, siendo primordial
en el estudio el “recubrimiento por inmersioén” o “Dip coating” que refiere a sumergir
en el recubrimiento alimenticio un sustrato (fruto, vegetal) a una velocidad constante

y controlada (forma manual) que permita que el sustrato sea recubierto en su



totalidad o parcialmente. Luego de sumergir el producto, se forma una fina capa del
recubrimiento alimenticio, el cual debe pasar por un proceso final de secado.

Villar, Ruiz y Fuertes (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana y
antioxidante de una biopelicula a base de 3 concentraciones de quitosano (1 %, 2
% y 3 %) y 3 concentraciones de aceite esencial (AE) de mufa (0,5 %, 2 %y 5 %)
en 12 tratamientos (3 tratamientos sin adicion de AE=blancos), logrando obtener
como resultados que la actividad antioxidante evaluada en biopeliculas con mayor
contenido de aceite esencial de mufa (5 %) presentdé mas del 60 % de captacion
de radical libre DPPH (método de evaluacion), mientras que en la actividad
antimicrobiana evaluada por Placas Petri cultivadas con cepas Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli y Aspergillus niger que las
biopeliculas presentaron inhibicion por zona de contacto directo, siendo que se
observo que las cepas bacterianas presentaron un indice de severidad del 1 — 24
% de afectacion en las biopeliculas.

Por otro lado, Jiménez, Cevallos y Taco (2024) realizaron el estudio titulado
Aplicacion de recubrimientos a base de almidones y clavo de olor en aguacate
Hass, Ecuador, en el Instituto Superior Tecnolégico Tsachila. Los autores
concluyeron que el recubrimiento a base de almidén de yuca con un 0,06 % de
aceite esencial de clavo de olor fue el mas efectivo en la conservaciéon del aguacate
Hass, obteniendo soélidos solubles de 6,13°Brix, pH de 6,50, acidez titulable de 0,09
%, y una pérdida de peso del 0,65 %. Ademas, los valores de luminosidad (L*),
Chroma (C) y tono (Hue) disminuyeron con el tiempo, lo que indica que el fruto
alcanzé su madurez de consumo. El recuento microbiolégico mostré una
desaceleracion en el crecimiento de mohos y levaduras. Por otro lado, los
recubrimientos a base de almidon de malanga y papa china no presentaron
diferencias significativas, segun un nivel de confianza del 95 %.

En el estudio realizado por Ledén et al. (2022) elaboraron biopeliculas
mediante método de moldeo con concentraciones de 4 % de almidén (papa y maiz)
mientras que, de aceite esencial de orégano (AEO) se adicionaron 0% (tratamiento
control), 1 % y 2,5 %. Para evaluar la actividad antimicrobiana implementaron la
técnica de difusién en agar, en donde evaluaron 5 cultivos de bacterias tales como
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, y
Salmonella spp, las cuales fueron activadas y diluidas mediante una solucion salina

al 0,85 %. Luego, inocularon 100 pL de cada solucion bacteriana en placas Petri



con agar Mueller Hilton, mediante la técnica de difusiéon en agar. Las placas con las
biopeliculas (AEO control, 1 % y 2,5 %) se mantuvieron en refrigeracion durante 3
hy luego fueron incubadas a 35 °C por 24 h. Como resultado, el aceite esencial de
orégano demostr6 un efecto inhibidor sobre Bacillus cereus (mayor zona
inhibitoria), Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli mientras que
en Salmonella spp. no existié inhibicion.

Peralta et al. (2024) llevaron a cabo una investigacion con el objetivo de
evaluar el efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus
globulus Labill.) y cascara de naranja (Citrus sinensis Linn. Osbeck) sobre el hongo
fitopatdgeno Fusarium spp., causante de pérdidas significativas en tubérculos de
papa almacenados. Se implementaron nueve tratamientos combinando tres
concentraciones de aceite esencial de eucalipto (E1, E2 y E3) y tres
concentraciones de aceite esencial de cascara de naranja (C1, C2 y C3), utilizando
un Disefio Completamente al Azar con cuatro repeticiones. Después de siete dias
de evaluacion, se observé que el tratamiento E3 (eucalipto al 50 %) presentd un
menor crecimiento de la colonia de Fusarium spp., con un area radial promedio de
43.7 mm, mientras que el tratamiento C1 (ciscara de naranja al 0 %) mostré un
crecimiento de 58.4 mm. La combinacion E3C1 (eucalipto al 50 % + cascara de
naranja al 0 %) resulté ser la mas efectiva, con un promedio de 28.8 mm de
crecimiento de la colonia, lo que demuestra el mayor control sobre el hongo
Fusarium spp.

Andrade y Sampedro (2023) en la evaluacion de un recubrimiento alimenticio
a base de mucilago de cacao con adicion de aceites esenciales (coco, orégano y
oliva) para la conservacion de manzanas de la variedad Royal gala mostré6 como
resultado, en el andlisis sensorial la aceptabilidad del Tratamiento 3 (con 0,25 mL
de aceite de oliva, equivalente al 0,44 %) en comparacién con el Tratamiento 1
(0,25 mL de aceite de coco) y Tratamiento 2 (0,25 mL de aceite de orégano),
mientras que, los resultados sobre la vida atil de los tratamientos mostraron un
efecto positivo contra los parametros de pérdida de peso, maduracion y crecimiento

microbiolégico de mohos y levaduras.



2.1 Bases cientificas y tedricas de la tematica
2.2.1. Naranja
2.2.1.1. Seccion sobre clasificacion de bebidas alimenticias.

Segun Lopez et al. (2021) indican que la naranja (Citrus sinensis L.) se
destaca como uno de los productos de mayor consumo a nivel mundial por su
diversidad en la adaptabilidad a diferentes condiciones climaticas. Alrededor del 10
% de la produccion total, que equivale a aproximadamente 6.5 millones de
toneladas, se exporta a diversos paises, incluyendo Francia, Reino Unido,
Alemania, Rusia y Arabia Saudita, entre otros destinos. Este fruto se cultiva
extensamente en todo el mundo, abarcando un total de 4,060,129 hectareas, con
un rendimiento promedio de 19,383.5 kg por hectarea y una produccion global de
78,699,604 toneladas. La presencia de la produccion y exportacion de este citrico
contribuye como un componente especial en la dieta global y de ingresos para
paises productores

2.2.1.2. Taxonomia.

Téllez (2024) menciona las caracteristicas propias de los arboles de cultivo
de naranja siendo, por lo general, de una altura de 5 a 15 metros (mediano).
Ademas, presenta en su estudio la taxonomia del fruto.

Tabla 1.

Taxonomia de naranja (Citrus sinensis)

Categoria Nombre
Reino Plantae
Nombre cientifico Citrus sinensis
Clase Dicotiledoneas
Familia Rutacea
Orden Sapindales
Género Citrus

Fuente: Téllez, 2024

2.2.1.3. Caracteristicas.

Los citricos se subdividen en diferentes especies, tales como: Citrus sinensis

L. (naranja dulce), Citrus limén L. (limon), Citrus medica L (cidras), Citrus aurantium
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L., entre otros. Las plantas pertenecientes al género Citrus se encuentran
compuestas por dos partes: parte superior que corresponde al tronco, hojas, ramas,
frutos, y la parte inferior, formada en gran medida por la porcién del tronco, la cual
se puede hallar en los primeros 15 centimetros del suelo de donde emerge todo el
sistema radicular. Por otro lado, las hojas del género Citrus son unifoliadas y de
nerviacion reticular, aunque en el género Poncirus y sus hibridos se presentan
como trifoliadas. Las nervaduras son reticuladas y, en especies como el naranjo
amargo (apepu, pomelo, toronjas) los peciolos son alados mientras que, los
peciolos de las naranjas y mandarinas son pequefios. La raiz de los citricos es
sélida, blanca y bajo condiciones de cultivo poseen una gran cantidad de pelos
radiculares superficiales. Ademas, presenta una raiz principal del que salen las
raices secundarias formando una maza densa de raices (Morales et al., 2020).

2.2.1.4. Cascara de naranja.

Segun Ramos et al. (2020) indican que la cascara de naranja es un residuo
agroindustrial proveniente principalmente de las industrias jugueras generando, de
tal forma, entre 50-60 % de la cascara, que por sus caracteristicas ocasionan
diversos problemas ambientales como la contaminacion de suelo, ya que tiene un
tiempo de degradacion aproximado de 6 meses. Para mitigar dicho problema, se
han realizado diversas investigaciones para dar valor agregado a este residuo
agroindustria. La piel de la naranja presenta un elevado porcentaje de materia
organica, aproximadamente el 95 % de los sélidos totales, con un contenido de
agua que oscila entre el 80 % y el 90 %. Su pH se sitda en un rango de 3 a 4.
Ademas, los residuos de naranja contienen diversos componentes, entre ellos
pectina, azlUcares solubles, hemicelulosa, celulosa, proteinas, lignina, almidén,
cenizas y flavonoides.

2.2.2 Mora
2.2.2.1. Generalidades.

Segun Yamashita, Chung, dos Santos, Mayer, Moraes y Branco (2017)
mencionan que la mora (Rubus glaucus Benth), gracias a sus caracteristicas
fisiolégicas por su adaptabilidad a las zonas geograficas y condiciones ambientales,
se destaca como uno de los principales frutos con mayor produccion en paises
latinoamericanos tales como Colombia, Ecuador, México y Panama. Aunque esta

fruta no tiene un gran consumo en fresco, se utiliza en su mayoria para la
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elaboracién de productos procesados como jugos, pulpas, postres, mermeladas, o
como producto congelado (pulpa y fruta). Ademas, un atributo distintivo de la mora
es su elevado contenido de flavonoides, lo que contribuye a su caracteristico color
gue puede variar desde una tonalidad rojiza hasta una violeta oscura.

La mora (Rubus glaucus Benth.) es ampliamente cultivada por pequefios
agricultores en muchas regiones de los Andes ecuatorianos como Tungurahua,
Cotopaxi, Pichincha, Imbabura, Carchi y Bolivar. La recoleccion de la fruta se
realiza cuando esta completamente madura con el fin de alcanzar una calidad
comercial deseable, por ser una fruta no climatérica. Las moras frescas contienen
muchos nutrientes como proteinas, carbohidratos, grasas, fibras y varias vitaminas
como Bi1, D y C. Ademas, son ricos en (-carotenos y minerales (Vilaplana et al.,
2020)

2.2.3 Eucalipto
2.2.3.1. Generalidades.

El género Eucalyptus abarca una diversidad, compuesto por mas de 900
especies y subespecies en donde la especie globulus destaca a nivel mundial como
la especie de mayor uso tanto de formas casera como en el uso industrial. Este tipo
de planta se encuentra comunmente en areas bajas y costeras, con una altitud
méaxima de 300 metros. Suele crecer de manera natural en suelos margosos y
arenoso-arcillosos. Se cultiva principalmente como recurso forestal y puede
adaptarse para crecer silvestre en climas calidos y humedos. Sus hojas tienen
glandulas que producen aceites esenciales, lo que les da un olor distintivo
caracteristico de la planta misma. Ademas, contienen componentes quimicos con
aplicaciones industriales especificas (Amaya y Sandoval, 2020).

2.2.3.2. Taxonomia.

En su investigacion titulada “Evaluacion de la obtencidn y uso del aceite
esencial de eucalipto (Eucalyptus globulus) como fungicida” realizada en 2020,
Amaya y Sandoval, presentan una tabla que clasifica taxonémicamente al eucalipto,

que es la siguiente:
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Tabla 2.
Taxonomia de eucalipto (Eucalyptus)
Categoria Nombre
Nombre cientifico Eucalyptus globulus Labill
Nombre comudn Eucalipto
Familia Myrtaceae
Género Eucalyptus
Especie Globulus

Nota: Elaboracion de clasificacion taxondémica de eucalipto en base a NCBI.

Fuente: Amaya y Sandoval, 2020.

2.2.4. Aceite esencial de eucalipto.

El aceite esencial de eucalipto (AEE) se define como una amalgama de
elementos voléatiles que se genera como resultado del proceso de metabolismo
secundario de las plantas. Este proceso se manifiesta a medida que la planta crece,
transformandose en diversos tejidos, como los brotes de flores. Su versatilidad lo
convierte en uno de los ingredientes fundamentales en la industria alimentaria,
medicinal y de perfumeria. Los aceites esenciales, en general, constituyen mezclas
complejas que pueden contener mas de 100 componentes distintos. Entre estos,
se encuentran los monoterpenos, fenilpropanos, sesquiterpenos y compuestos
alifaticos de bajo peso molecular, tales como &cidos, aldehidos, ésteres, alcanos,
cetonas y alcoholes. La riqueza y diversidad de estos componentes confieren al
AEE propiedades Unicas, no solo en términos de aroma, sino también en sus
aplicaciones en la mejora de la salud, la gastronomia y la creacion de fragancias
cautivadoras (Quispe y Palomino, 2022).

2.2.4.1 Caracteristicas del aceite esencial de eucalipto.

En base al estudio de Quispe y Palomino (2021), detalla los puntos a resaltar
sobre las caracteristicas organolépticas, fisicas y quimicas que presenta el AEE,
las cuales son las siguientes:

e Caracteristicas organolépticas: Presentan una tonalidad amarillo claro o
incoloro y tiene un olor penetrante.

e Caracteristicas fisicas: La densidad relativa del AEE a 20°C es entre
0,906 y 0,925 g/mL, su solubilidad el alcohol etilico es a 70 % y 20°C,

punto de ebullicibn de 177°C, su punto de fusion de 1,5°C, punto de
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inflamacion de 48°C y, por ultimo, el indice de refraccion a 20°C seria de
1458 a 1470.

e Caracteristicas quimicas: 1,82 % de Piperitona, 8,48 % de a-terpinol,
8,54% de a-fenaldreno, 77,53 % de 1,8-cineol, 0,42 % de Canfeno, 1,91
% de a-pinenoy 1,30 % de 1-valeraldehido (Ticona, Rodriguez y Quispe,
2024).

2.2.4.2. Actividad fangica.

Segun la investigacion de Amaya y Sandoval (2020). el aceite esencial de
eucalipto presenta varios factores que contribuyen a la inhibicién de hongos, entre
los cuales destacan la composicion —con el eucaliptol como el componente
predominante en las hojas— y la concentracion del aceite. Asimismo, indican que
la accién antimicrobiana de los extractos etandlicos de las hojas de Eucalyptus se
debe a la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides. Esta actividad se
relaciona con su interaccion con los componentes de la membrana celular, lo que
provoca perforaciones y/o disminuye la fluidez de dicha membrana. Por lo tanto, el
extracto de hojas podria ser empleado como un agente bioactivo "natural” en
diversas aplicaciones industriales. También mencionaron que el aceite esencial de
eucalipto (AEE) fue efectivo en inhibir el crecimiento y eliminar tres bacterias
grampositivas (S. aureus, L. innocua y B. cereus) asi como tres gramnegativas (E.
coli, P. aeruginosa y Salmonella sp.), destacando que las bacterias grampositivas
mostraron una mayor sensibilidad a los extractos utilizados.

2.2.5. Fusarium spp

2.2.5.1. Generalidades.

Fusarium es un hongo saproéfito que se distribuye ampliamente en todo el
mundo y habita naturalmente en el suelo y en material organico en descomposicion.
Este género, reconocido por su capacidad fitopatdgena, afecta una amplia variedad
de cultivos, siendo Fusarium oxysporum la especie causal de la enfermedad del
marchitamiento vascular, que resulta en considerables pérdidas econémicas a nivel
productivo en diversos paises. Ademas de su impacto en la agricultura, Fusarium
se cataloga como un patdogeno oportunista con la capacidad de generar
enfermedades en humanos y otros animales. En individuos inmunocompetentes,
puede causar infecciones superficiales o localizadas, mientras que, en pacientes

inmunocomprometidos, las infecciones tienden a diseminarse. Fusarium solaniy F.
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oxysporum destacan como las principales especies asociadas con altas tasas de
morbimortalidad. Investigaciones llevadas a cabo por varios cientificos han
evidenciado que diversas especies de Fusarium, provenientes de distintas fuentes,
pueden ocasionar infecciones diseminadas tanto en ratones inmunocompetentes
como en inmunosuprimidos. Esta capacidad de causar enfermedad tanto en plantas
como en animales sugiere la versatilidad de este patdégeno para colonizar diferentes
hospederos. Su amplio espectro de impacto, desde la agricultura hasta la salud
humana y animal, subraya la importancia de comprender y controlar la presencia
de Fusarium en los alimentos (Forero et al., 2018).

2.2.6. Penicillium spp.

2.2.6.1. Generalidades.

Los hongos que pertenecen al género Penicillium se caracterizan por ser
filamentosos y de rapido crecimiento. En el inicio de la infeccién, exhiben una
coloracion blanca debido al desarrollo de las hifas, las cuales, mediante la
esporulacion, adoptan tonalidades azules, azul verdosas, verdes o0 grises,
dependiendo de la especie. Dentro de la diversidad de Penicillium spp., las
podredumbres verdes y azules emergen como las enfermedades mas relevantes
en la fase postcosecha de citricos. EI moho azul y verde, ocasionados por
Penicillium spp., constituyen las patologias mas frecuentes y perjudiciales en la
postcosecha, afectando una amplia gama de especies y variedades de citricos y
generando pérdidas econdmicas notables en la produccién, especialmente en la
industria de almacenamiento y procesamiento. Estas afecciones, provocadas por
las especies de hongos P. italicum y P. digitatum, respectivamente, se originan en
el campo durante las fases productivas, pero se manifiestan de manera
predominante en el almacenamiento o durante la comercializacion de la fruta (Otero
et al., 2020).

2.2.7. Biopeliculas alimentarias
2.2.7.1. Generalidades.

Las biopeliculas o cubiertas comestibles son una alternativa promisoria para
solventar los problemas de pérdidas de alimentos debido al deterioro y la
infestacion. Las mismas han sido evaluadas probando su efectividad para asi

prolongar el tiempo de vida util en ciertas frutas. Estas biocubiertas de empaque
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significan una ventaja al uso de materiales biodegradables, en relacion con
macromoléculas sintéticas (plasticos) (Peralta et al., 2021).

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 petrdleo; donde la produccién de peliculas
biodegradables contribuiria a reducir la dependencia del petréleo, mostrandose
como un avance tangible hacia una economia basada en la sostenibilidad. Ademas,
se conoce que su biodegradacién es considerablemente mas rapida; propiedad que

de ser necesario se podria regular (Fernandez et al., 2020).
2.2.7.2. Aplicaciones.

La biodegradabilidad de las biopeliculas ha permitido que se utilicen en la
manufactura eco-amigable, haciéndolos competente como una alternativa de
productos no sustentables. 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), frutos y hortalizas, confiteria y frutos secos (nueces). El potencial de las
biopeliculas dependera de la aplicacion especifica, el tipo de alimento que se desee

recubrir y sus principales mecanismos de deterioro (Palma et al., 2020).

2.3 Marco legal
2.3.1 Instituto Ecuatoriano de Normalizacion 1529-10 (2013)

3.1 Para efectos de esta norma, se adoptan las siguientes definiciones:

3.1.1 Mohos. microrganismos aerobios meso filos filamentosos que, crecen en
la superficie del agar micologico, se desarrollan generalmente en forma plana o
esponjosa.

3.1.2 Levaduras. microrganismos aerobios meso filos que se desarrollan a 25°C
usando un medio de agar micoldgico; desarrolla colonias redondas mate o brillante
que crecen en la superficie del medio, que usualmente tienen un contorno regular
y una superficie mas o menos convexa. Poseen una morfologia muy variable:
esférica, ovoidea, piriforme, cilindrica, triangular o, incluso, alargada en forma de
micelio verdadero falso. Su tamafo supera al de las bacterias; al igual que los
homos, causan alteraciones de los productos alimenticios, especialmente los

acidos y presion osmotica elevada.
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3.1.3 Recuento de mohos y levaduras viables. Es la determinacién del nUmero
de colonias tipicas de levaduras y mohos que se desarrollan a partir de un gramo
0 centimetro cubico de muestra, en un medio adecuado e incubado entre 22°C y
25°C.

3.1.4 Colonia: acumulacion localizada visible de la masa microbiana desarrollada
sobre o0 en un medio nutriente sélido a partir de una viable particula (p.1) (INEN,
2013).

2.3.2. Instituto Ecuatoriano de Normalizacion 2427 (2015)

5.1 Independiente del calibre el fruto se clasifica en tres grados que se definen a
continuacion:

5.1.1 Grado extra. Su forma y color deben ser caracteristicos de la variedad y no
deben tener defectos. Debe cumplir los requisitos generales establecidos en el
numeral 6.1.

5.1.2 Grado 1. La mora de este grado debe cumplir los requisitos generales
establecidos en el numeral 6.1

Su forma y color deben ser caracteristicos de la variedad y pueden tener los
siguientes defectos leves:

a) Deformacion en el apice.

5.1.3 Grado 2. Este grado comprende a la mora que no puede clasificarse en los
grados anteriores, pero satisface los requisitos generales establecidos en el
numeral 6.1. Se admiten lo siguientes defectos:

a) deformacion del fruto.

b) Estar sin céliz (INEN, 2015).

Requisitos
6.1 Requisitos generales

Fisicos. En todos los grados, las moras deben tener las siguientes caracteristicas
fisicas:

a) Estar enteras;

b) Tener la forma caracteristica de la variedad;

c) Estar sanas (libre de ataque de insectos y/o enfermedades, que demeriten la
calidad interna del fruto);

d) Estar libres de humedad excesiva;
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e) Estar exentas de cualquier olor y sabor extrafio (provenientes de otros
productos, empaques o recipientes y/o agroquimicos, con los cuales hayan estado
en contacto);

f) Presentar aspecto fresco;

g) Estar exentas de materia extrafia visibles en el producto o en su empaque;

h) Tener drupas bien formadas, llenas y bien adheridas;

i) Los frutos deben tener caliz;

j) La coloracion del fruto debe ser homogénea y acorde con el estado de
madurez, que se aprecia visualmente por su color externo definido en las figuras
(Figuraly 2).

Figura 1.

Color de la Mora de Castilla (Rubus gluaucus) segun su estado de madurez

Nota: Color 0: fruto de color amarillo verdoso con sus drupas bien
formadas; Color 1: fruto de color amarillo verdoso con algunas drupas de
color rosado; Color 2: fruto de color rosado; Color 3: fruto de color rojo claro;
Color 4: fruto de color rojo oscuro; Color 5: fruto de color rojo intenso, con
algunas drupas de color morado; Color 6: fruto de color morado oscuro.

Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2015
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Figura 2.
Color de la Mora Brazos (Rubus lanciniatus) segun su estado de madurez

Nota: Color 0: fruto de color amarillo verdoso con sus drupas bien
formadas; Color 1: fruto de color amarillo verdoso con algunas drupas de
color rosado; Color 2: fruto de color rosado; Color 3: fruto de color rojo claro;
Color 4: fruto de color rojo oscuro; Color 5: fruto de color rojo intenso, con
algunas drupas de color morado; Color 6: fruto de color morado oscuro.

Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2015
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Enfoque de la investigacion
3.1.1. Tipo y alcance de la investigacion

El tipo de investigacion efectuada en el proyecto fue documental-
experimental con un nivel de conocimiento exploratorio debido al planteamiento de
formular y desarrollar una biopelicula a base de pectina de cdscara de naranja y
aceite esencial de eucalipto que permita inhibir presencia microbiana (hongos como
Fusarium spp y Penicillium spp.) en frutos como la mora. Ademas, se implementé

un método experimental para la obtencién de la biopelicula con efecto antifungico.

3.1.2 Disefio de investigacion

El disefio de la investigacion efectuado fue experimental en donde se planted
3 tratamientos, siendo variable las concentraciones de pectina de cascara de
naranja y aceite esencial de eucalipto para determinar cual tratamiento presenta

mayor efecto antifangico ante cepas de hongos como Fusarium spp y Penicillium

Spp.

3.2 Metodologia
3.2.1 Variables

3.2.1.1. Variables independientes.

e Combinacion de distintas concentraciones de pectina de cascara de
naranja y de aceite esencial de eucalipto.
3.2.1.2. Variable dependiente.

e pH de biopelicula.

e pH de materia prima (mora).

¢ Rendimiento de extraccion de pectina y aceite esencial.

e Efecto antifungico ante el crecimiento de hongos como Fusarium

spp y Penicillium spp en moras.

3.2.2 Matriz de operacionalizacién de variables
A continuacion, se presenta la matriz de operacionalizacion de variable

depende y variables independientes dentro del estudio, siendo las siguientes:



Tabla correspondiente a variable independiente
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Variable independiente

Variables Tipo Nivel de Descripcion
medida
Concentracion de Cuantitativa Continua Formulacién de

pectina y aceite
esencial de eucalipto

biopelicula (pectina —
aceite esencia

eucalipto)
Elaborado por: La Autora, 2024
Tabla correspondiente a variable dependiente
Variable dependiente
Variables Tipo Nivel de Descripcion
medida
pH de biopelicula Cuantitativa Continua Visualizacion en
equipo pH-metro
(ndmero real)
pH de materia Cuantitativa Continua Visualizacion en
prima (mora) equipo pH-metro
(nimero real)
Rendimiento de Cuantitativa Continua % de pectina
extraccion de pectina obtenida del proceso de
extraccion (materia
prima inicial y obtencion
final)
Rendimiento de Cuantitativa Continua % de aceite esencial
extraccion de aceite obtenida del proceso de
esencial de eucalipto extraccion (materia
prima inicial y obtencion
final)
Efecto antifungico Cualitativa Ordinal Leve
ante hongos como Moderado
Fusarium spp y Fuerte

Penicillium spp

Elaborado por: La Autora, 2024
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3.2.3 Tratamientos

Tabla 3.
Tratamientos experimentales de materias primas
Formulacion Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
g (mL) % g(mL) % g (mL) %
Pectina de cascara 159 08% 359 24% 55¢ 4 %
de naranja (P)
Aceite esencial de 55mL 44% 35mL 2% 15mL 04%
eucalipto (AEE)
Almidén de maiz 39 1,6 % 39 1,6 % 39 1,6 %
(AM)
Agua destilada (AD) 115mL 932% 115 932% 115mL 932 %
mL
Total 125 100 125 100 125 100

Nota: Propuesta de variacion de tratamientos para elaboracion de biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

3.2.4 Disefio experimental

El disefio experimental aplicado en el estudio fue Disefio Completamente al
Azar (DCA) estuvo compuesto por 3 tratamientos junto un blanco o testigo y 5
repeticiones, en donde se evaluaron tres tratamientos con base a diferentes
concentraciones de pectina de cascara de naranja y aceite esencial de eucalipto en
una biopelicula para inhibir presencia o crecimiento de mohos.
3.2.5 Recoleccion de datos

3.2.5.1. Recursos.

3.2.5.1.1. Recursos bibliograficos.

e Avrticulos cientificos
e Revistas cientificas
e Centro de Informacion Agraria

3.2.5.1.2. Principales insumos.

e Pectina de cascara de naranja
e Aceite esencial de eucalipto

e Almidén de maiz



Mora (Rubus glaucus madurez 4)

3.2.5.1.3. Reactivos.

Agua desmineralizada
Hipoclorito de sodio 1,5 %
Acido citrico 0,1 %
Alcohol 80°

Alcohol 90°

Agua destilada

3.2.5.1.4. Materiales.

Embudo

Espatula

Fiola de 1000 mL

Probeta de 100 mL

Varilla agitadora

Recipientes de material antioxidante
Frascos ambar de 30 mL

Fundas con cierre hermético

Vaso de precipitacion de 250 mL y 500 mL
Cuchillo marca “Tramontina”
Mortero

Caja Petri

Compact Dry

Asa desechable

Asa Drigalsky

Matraz

Mechero

Pinzas de laboratorio

Papel filtro

Vaso de precipitacion de 500 mL y 250 mL
Agar PDA

Amfotericina

Cepas de Fusarium spp y Penicillium spp.
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e Petriflm™ Placas Rapidas Hongos y Levaduras 6417
3.2.5.1.5. Equipos.

¢ Balanza analitica

e Plato calentador

e Manta calefactora

e Chiller

e Incubadora de laboratorio

e pH metro

e Termometro de 100 °C

e Autoclave

e Trampa de Clevenger

e Micropipeta de 100 — 1000 pL (1mL)
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3.2.5.2. Métodos y técnicas.

3.2.5.2.1. Diagrama de flujo del proceso de obtencién de pectina de
cascara de naranja.
Figura 3.

Flujograma del proceso para obtenciéon de pectina de cascara de naranja
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Alcohal 90~ Nk .
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Secado ; .
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Molienda
Pezado
Envasado y
almacenamiento

Elaborado por: La Autora, 2024
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Descripcion del proceso
Recepcion de materia prima: Paso previo a la obtencion de las cascaras de
naranja. Proceso efectuado para identificar posibles golpes y control de la calidad
de la materia prima (eliminacién de material vegetal en mal estado).
Pesado: Se pesd la materia prima para conocer el valor total de la cantidad
requerida para la obtencion de cascara de naranja.
Lavado y desinfeccion: Las naranjas se sometieron a un lavado y desinfeccion
con agua e hipoclorito de sodio al 1,5 %. Para eliminar restos del desinfectante, se
enjuago con abundante agua.
Pelado: Se separo la cdscara de naranja de la pulpa del fruto (endocarpio).
Secado: Las cascaras de naranjas se colocaron encima de un pafio para eliminar
restos de agua del proceso de lavado y desinfeccion.
Inactivacion microbiana y enzimatica: Las cascaras fueron sometidas a altas
temperaturas para controlar la proliferaciéon de microorganismos junto a la posible
actividad enzimatica que puedan degradar y afectar a la integridad de la materia
prima. Se llevaron a inmersion a una temperatura de 85-95 °C por un tiempo de
entre 10 a 15 minutos.
Hidrolisis acida: La materia prima se sumergid en agua desmineralizada
(eliminacion de iones de calcio) a un pH de 1,5-3, empleando &cido citrico al 0,1 %
en un porcentaje proporcional a la cantidad de cascaras requeridas. Paso por
temperaturas de 80 a 90 °C por un tiempo de 60 minutos.
Filtrado: Se realiz6 para separar el extracto la materia soluble de lo insoluble.
Concentrado: Esta etapa se realizé con el fin de disminuir el empleo de alcohol en
la precipitacion. Las temperaturas en esta etapa no deben ser mayores a 60 °C por
60 minutos. En caso de usar pectinas claras, no es necesario que pasen por tal
proceso, pero en caso de usar pectina amarilla, este proceso de concentrado es de
mayor adaptabilidad para concentrar en mayor proporcion.
Precipitacion: La operacion de la precipitacion consistio en adicionar alcohol etilico
al 96% concentrado mientras se agitaba para decantar el alcohol residual. Luego,
se adiciono nuevamente alcohol etilico en mayor concentracion para obtener con
mayor facilidad un precipitado mas puro (eliminacion de acidos e impureza).
Secado: El secado se realiz6 con una cocina a gas en donde la pectina es colocada
en un horno, aplicando temperaturas entre 45-60 °C durante 12h, llevando un

control de la humedad del 3%. Después de retirar la pectina de la cocina a gas, se
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dejé enfriar por un lapso de 5 minutos para luego efectuar la etapa de molienda y
lograr obtener un producto uniforme.

Molienda: Se molié la pectina previamente secada para lograr homogenizar el
tamafo de sus particulas (mas finas) y mejorar la apariencia del material vegetal.
El proceso se llevé a cabo con ayuda de un mortero y pilén.

Pesado: Se peso la pectina para visualizar la cantidad de gramos obtenidos en el
proceso.

Envasado y almacenamiento: Posteriormente a la molienda, se almacend la
pectina en fundas plasticas de cierre hermético para evitar presencia de humedad

en el producto. El almacenamiento fue a temperatura ambiente en un lugar fresco.
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3.2.5.2.2. Proceso de obtencion de aceite esencial de eucalipto.

Figura 4.
Flujograma del proceso para obtencion aceite esencial de eucalipto.
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Elaborado por: La Autora, 2024

Descripcion del proceso
Recepcidon de materia prima: En esta etapa se procedio a identificar la cantidad

de materia prima a usar para la obtencién de aceite esencial de eucalipto.
Seleccién: Se procedio a identificar y seleccionar las hojas de eucalipto que no

presenten dafio fisico u presencia de posible crecimiento fungico.
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Lavado: Luego, paso por un lavado superficial con agua por inmersion en un
recipiente para eliminar posibles restos de suciedad y basura presentes en la
cantidad de hojas de eucalipto obtenidas.

Secado: Paso por un proceso de secado en donde fue necesario utilizar un pafio
extendido en una superficie limpia para eliminar el agua contenida del lavado.
Pesado: Se peso todas las hojas de eucalipto obtenidas después de la seleccion,
lavado y secado.

Molienda: Se moli6 un poco las hojas para mayor facilidad en el proceso de
extraccion. Ademas, se afiadio 500 mL para un mayor concentrado de la molienda.
Muestra en baldn: Se colocé la muestra en un balén con la muestra previamente
molida para luego, encender el equipo y abrir la llave del agua adaptada al
refrigerante de laboratorio y se coloc6 a 50 °C por el tiempo de media hora.
Transcurrido este tiempo se subid la temperatura a 80°C hasta que empieza a
ebullir.

Ebullicién: Esta etapa se manejo entre temperaturas de 70 °C a 95 °C durante 4
horas, manejando el control de temperatura por la cantidad de muestra en
disolucion.

Enfriado: Se dejo enfriar a temperatura ambiente 25 °C por una hora el balén junto
con la extraccion de aceite esencial para no causar dafios.

Decantacion: Proceso fundamental para la separacion de la mezcla generada,
donde se usé la cantidad en ml de muestra de aceite esencial con agua y se agito.
Luego, se agregd 1 mL de éter etilico a la muestra en el tubo de ensayo y se agitd
nuevamente para separar el agua del aceite esencial. Como resultado de esta
etapa, se logro obtener el aceite esencial de eucalipto

Envasado: Se envaso en frascos @&mbar de 30 mL.

Almacenamiento: Luego del envasado, se procedié a almacenar el frasco ambar
con aceite esencial de eucalipto en un sitio donde no haya presencia de luz solar y

gue este a temperatura ambiente o a refrigeracion en 4 °C.
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3.2.5.2.3. Proceso de aislamiento de cepas de Fusarium spp y

Penicillium spp.

Figura 5.

Flujograma del proceso para aislamiento de cepas de Fusarium spp y

Penicillium spp en moras.

Mora
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0,25 mi
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Elaborado por: La Autora, 2024

Descripcion del proceso

—_—

Recepcion de materia
prima

v

Seleccién

!

Putrefaccion

!

Diluciéon

{

Siembra

!

Incubacion

!

Aislamiento fangico

Temperatura
ambiente
10-15 dias

Agitaciéon 30 min

25°C
48h

Recepcidon de materia prima: Se procedio al Ingreso de materia prima en estudio

(mora) para el proceso de aislamiento de cepas de hongos presentes en el proceso

de postcosecha.
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Seleccién: Se selecciond la cantidad de moras a utilizar para el proceso de
putrefaccion para observar presencia de hongos tales como Penicillium spp y
Fusarium spp.

Putrefaccion: Esta etapa conllevd a un proceso a temperatura ambiente por un
lapso de entre 10 a 15 dias para presenciar un proceso de putrefaccidbn mas rapida.
Diluciones: Segun Chavez-Diaz et al. (2019) mencionan que, luego de obtener la
muestra del proceso de putrefaccidn, se colocaron las muestras con presencia de
hongos junto con agua destilada estéril en erlenmeyers, los cuales fueron agitados
continuamente por 30 minutos.

Siembra: De cada una de las diluciones se tomo6 una alicuota de 0,25 mL para
depositarse en placas Petri con el medio de cultivo papa-dextrosa-agar
(PDA)+antibiotico (Amfotericina). Cada alicuota se extendio sobre la superficie del
medio usando aplicadores estériles con cabeza de algoddn. Ademas, se aplico
antifangico respectivo a otros hongos menos para inhibir el crecimiento de

Penicillium spp y Fusarium spp.

Incubacion: En este proceso se centré en aislar las placas Petri con las siembras
en una incubadora a 25 °C, en donde, segun estudios realizados por Valencia,
Guevara, Paez y Vilaplana (2016) después de un lapso de 48 horas se logro
observar la presencia de hongos.

Aislamiento fungico: Luego de presenciar el crecimiento fungico, se aislé las
cepas de los hongos mencionados en el estudio para su previa aplicacién en la

biopelicula.
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3.2.5.2.4. Proceso de obtencién de biopelicula de pectina de cascara de
naranjay aceite esencial de eucalipto.
Figura 6.

Flujograma del proceso para obtencion de biopelicula a base de pectina de

cascara de naranjay aceite de eucalipto.
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Elaborado por: La Autora, 2024

Descripcién del proceso

Materias primas: Se realizd el ingreso de materias primas como la pectina de
cascara de naranja, aceite esencial de eucalipto, agua destilada y almidon de maiz.
Pesado: Proceso en donde se pesO cada materia prima para conocer el peso

planteado en los tratamientos.
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Mezclado: En el mezclado, se integraron los porcentajes referencial de cada
tratamiento (T1, T2 y T3) en base a las materias primas como aceite esencial de
eucalipto, almidén de maiz, pectina de cascara de naranja y agua destilada. Con
ayuda de un vaso de precipitacion de 500 mL se afiadi6 cada insumo. Por cada
adicion de materias primas se agité a 500 rpm por 3 minutos
Estabilizacion: Esta etapa conllevé a una mejor homogenizacion e integracion de
los insumos previamente mezclados en el paso anterior.
Almacenamiento: La biopelicula tipo cobertura a base de pectina de cascara de
naranja y aceite de eucalipto se almacenoé a temperatura ambiente en un ambiente
cerrado hasta uso previo en las moras.

3.2.5.2.5. Proceso de aplicacién de biopelicula de pectina de cdscara de
naranjay aceite esencial de eucalipto.
Figura 7.
Flujograma del proceso para aplicacion de biopelicula a base de pectina de

cascara de naranjay aceite de eucalipto.

Elaborado por: La Autora, 2024
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Descripcion del proceso

Recepcion de materia prima: En esta etapa se procedi6 a identificar la cantidad
de materia prima a usar como base para el uso de una biopelicula. Como materia
prima de uso en el estudio fue la mora (Rubus glaucus).

Seleccion: Se identifico la cantidad de materia prima apta para la aplicacién de una
biopelicula. Debe cumplir con parametros que muestren caracteristicas propias de
la mora (color, tamafio, entre otros).

Lavado: Posteriormente pasaron por un lavado agua y desinfeccion con solucién
de hipoclorito de sodio al 1,5 % por inmersion en un recipiente. Este proceso es
fundamental para eliminar restos de basura u posibles microorganismos.

Secado: Pasaron por un proceso de secado en donde se utilizé un pafio extendido
en una superficie planay limpia que absorba toda la cantidad de agua que presenta
la mora después del lavado.

Pesado: Se pesaron las moras.

Aplicacion de biopelicula: Se aplico la técnica de inmersion de la materia prima,
en este caso las moras, en la mezcla preparada con diferentes formulaciones.
Secado: Las moras previamente cubiertas de la biopelicula se la debe dejar
escurrir en rejillas de acero inoxidable y malla plastica que permita un mejor proceso
de oreado.

Inoculacion: Las esporas de los hongos previamente aislados se esparcieron
encima de la biopelicula para realizar el estudio del proceso de actividad antifungica
de la biopelicula en presencia de hongos.

Almacenamiento: Las moras con una biopelicula tipo cobertura a base de pectina
de cascara de naranja y aceite de eucalipto fueron almacenadas a temperatura

ambiente en un ambiente cerrado para observacién de capacidad fangica.

3.2.5.2.6. Evaluacién de rendimiento

Segun los autores Lucero, Sampedro, Guzman y Ayala (2024) en el articulo
cientifico denominado “Caracterizacion de pectina obtenida a partir de cascaras de
pitahaya (Selenicereus megalanthus)’” mencionan la formulaciéon acorde para la
determinacion del rendimiento de extraccion de pectina proveniente de cascaras de
frutas.

Por lo cual, es la siguiente:
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o pectina seca (g)
%Rendimiento = - - — %X 100
peso promedio de cascara de naranja

Por otro lado, para evaluar el rendimiento del proceso para obtencion de aceite
esencial de eucalipto, los autores Siguencia y Saritama (2022) enfocan en su
proyecto la formula para calcular en base al resultado | proceso y los gramos usados
para el proceso de destilacion por arrastre de vapor.

o M1 (Resultado obtenido)
%Rendimiento = - - — X 100
M2 (gramos de materia prima a utilizar)

Donde:
M1= Masa o resultado final de aceite esencial expresada en gramos.
M2= Masa inicial de materia prima vegetal expresado en gramos.

100 Factor matematico.

3.2.5.2.7. Determinacion de pH

Para el desarrollo de la biopelicula es fundamental llevar un control del pH
para inhibir o contrarrestar el crecimiento fungico de hongos en la materia prima.
Los hongos como Fusarium spp (2 a 9) y Penicillium spp (3,5-10) crecen en
alimentos con un pH de valores intermedios entre 2 a 10 (acido a alcalino), por lo
gue es necesario verificar el pH de la biopelicula, la cual presenté un valor entre 8
y 9 (alcalino) para un manejo 6ptimo de esporas de los hongos. Ademas, dentro de
este proceso fungicida la presencia del aceite esencial de eucalipto es el factor
fundamental como inhibidor de las cepas mencionadas con anterioridad.

Antes de medir el pH con el potenciometro, es necesario aplicar soluciones de
calibracion denominadas buffers, las cuales tendran valores de 4.0, 7.0y 10.0. Las
soluciones buffer se aplican al pH metro, especificamente al electrodo (mantenido
con KCly enjuagada con agua destilada por cada proceso de calibracién).

3.2.5.2.8. Determinacién de °Brix

Con respecto a la determinacion de grados Brix pertenecientes a la materia
prima y a la biopelicula, el proceso se efectu6 mediante el uso de un equipo
denominado refractémetro. Al evaluar este parametro, se controld el contenido de
sélidos solubles que puede contener la fruta y que puedan provocar una alteracion
al proceso de aplicacion de la biopelicula.

El proceso trato sobre extraer gotas del fruto tanto en el inicio del proceso como

en las partes intermedias del proceso de evaluacion fungico.
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3.2.5.2.9. Evaluacion de crecimiento fungico

El proceso conllevé a una evaluacion por un tiempo enfocado de entre 3 a
10 dias desde la aplicacion de la biopelicula en la mora, teniendo presente las
variables de ph, grados brix, temperatura y el desarrollo de los hongos como
Penicillium spp y Fusarium spp por la técnica de dilucion y siembra en placa.
Segun los autores Alvarez, Fermin, Garcia, Pefia y Martinez (2013) muestran la
determinacion del tiempo de vida util microbiolégico por medio de la evaluacion
visual del crecimiento fungico en base a los dias designados para la visualizacion
del efecto del recubrimiento en la fruta. Como una base importante para la
determinacion de vida Util ante microorganismos, establecieron la siguiente formula:

M,
LTlM—O
K

En donde cada abreviatura considera lo siguiente:

Tou =

Tvu= Tiempo de vida util (dias)
Mo= Recuento inicial de microorganismo
Mt= = recuento de bacterias considerado como un riesgo alimentario

K= constante

3.2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico implementado en el proyecto fue de un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con un valor de significancia del 0,05%, conformado
por tres tratamientos, de los cuales se midio la diferencia significativa entre los
valores obtenidos de la variacion de concentracion de pectina de cascara de
naranja y aceite esencial de eucalipto en una biopelicula con efecto antifungico.
Ademas, dentro del estudio se aplico la prueba de Tukey al 5%. En caso de no
cumplir con los supuestos de la varianza (normalidad: Prueba de Shapiro Wilk, y
homocedasticidad: Prueba de Levene) se aplicaron los analogos no paramétricos
Kruskall Wallis y para la comparacion entre tratamientos Dunn-Bonferroni. Todos

los analisis se ejecutaron en el software Rstudio.



36

Tabla 4.

Analisis de varianza de tratamientos
Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos (t-1) 4-1=3
Repeticiones (N-t) 20-4=16
Total (N-1) 20-1 =19

Nota: Prueba estadistica para evaluar variacion y grados de libertad de
tratamientos.
Elaborado por: La Autora, 2024

HO: Ninguna combinacién de las biopeliculas de pectina de cédscara de naranja
(Citrus sinensis) y aceite de eucalipto (Eucalyptus) tuvo efecto antifungico.
H1: Al menos una combinacién de las biopeliculas de pectina de cascara de naranja

(Citrus sinensis) y aceite de eucalipto (Eucalyptus) tuvo efecto antifiingico.
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4. RESULTADOS

4.1 Evaluaciéon del rendimiento del proceso de extraccion de pectina de
cascara de naranja (Citrus sinensis) por hidrdélisis acida y aceite esencial de
eucalipto (Eucalyptus) por hidrodestilacion
4.1.1 Rendimiento de pectina de cascara de naranja por método de hidrélisis
acida

Durante el proceso de obtencién de pectina a partir de cascara de naranja,
se consideré el nivel de madurez de la fruta como un factor que influye en los
resultados finales. Este analisis mostr6 variaciones en los gramos obtenidos de
pectina al finalizar el proceso. En el caso de las cdscaras de naranja verde, se
realizaron tres repeticiones del procedimiento con diferentes cantidades de
cascara: en la primera repeticion, con 200 gramos, se obtuvo un rendimiento de 3
gramos de pectina; en la segunda, con 250 gramos, se obtuvieron 5,9 gramos; y en
la tercera, con 502 gramos, se alcanzaron 17 gramos, dando una sumatoria total

de 25,9 gramos de pectina extraida.

Por otro lado, para las cascaras de naranja madura, también se llevaron a
cabo tres repeticiones del procedimiento. En la primera repeticion, utilizando 200
gramos de cascara, se obtuvieron 2 gramos de pectina; en la segunda, con 250
gramos, se obtuvieron 5,7 gramos; y en la tercera, con 300 gramos, se alcanzaron
7,5 gramos. En total, se extrajeron 15,2 gramos de pectina a partir de estas

cascaras.

El rendimiento de extraccion de pectina fue calculado utilizando una formula
especifica para este proposito segun se indica en los anexos donde se evidencid
que, al usar en mayoria la cascara de naranja verde, existi6 un mayor rendimiento
de obtencion de pectina con un 8,16 % mientras que, al ser usado fruta de mayor
maduracion, el rendimiento fue bajo con un valor de 6,08 %. Los porcentajes fueron
evaluados mediante el programa R Studio, donde se calcul6 la desviacion estandar
de los valores obtenidos correspondientes al rendimiento (ver Anexos). El
programa mostré como resultado que, la desviacion estandar que existe entre los
dos valores de rendimiento de pectina de cascara de naranja (6,08 %y 8,16 %) es
de +1,47 (desviacion estandar en porcentaje es de 20,66 %), lo que indica una

variacion moderada en el rendimiento de extraccion de pectina proveniente de
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cascara de naranja verde y madura, reflejando la notable diferencia intrinseca entre
la composicion y estructura de las cascaras de naranja segun el estado de madurez
(verde y amarilla), siendo de influencia en la eficiencia del rendimiento de extraccion

de pectina.

4.1.2 Rendimiento de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion

Durante el proceso de extraccion de aceite esencial de eucalipto mediante
hidrodestilacion, se llevo a cabo una etapa de licuado para optimizar el rendimiento
y obtener un extracto mas puro, dadas las caracteristicas especificas de las hojas
de eucalipto (largas, estrechas, lanceoladas, con textura gruesa y ramificaciones
rugosas). El extracto licuado (agua y hojas de eucalipto) se transfirié a un balén de
cristal de 500 mL con ayuda de un embudo. Este procedimiento se realizé durante
varias jornadas de 4 a 5 horas cada dia, utilizando cantidades variables de hojas
de eucalipto en cada repeticion del proceso.

En la primera repeticion, se utilizaron 60 gramos de hojas (ver anexos),
obteniendo 0,5 mL de aceite esencial, lo que resultdé en un rendimiento del 0,83 %.
En la segunda repeticién, con 100 gramos de hojas, se extrajeron 0,82 mL,
alcanzando un rendimiento del 0,82 %. Las repeticiones tres y cuatro emplearon
150 y 100 gramos, respectivamente, con rendimientos idénticos del 0,9 %, a pesar
de la diferencia en la cantidad de hojas utilizadas. La quinta repeticion, en la que
se utilizaron 550 gramos de hojas, genero6 5,65 mL de aceite esencial, alcanzando
el rendimiento mas alto del proceso con un 1,21 %. Finalmente, en la sexta
repeticion, con 150 gramos de hojas, se obtuvo 1,45 mL de aceite, lo que resultd
en un rendimiento del 0,96 %.

Mediante el programa R Studio, se analizaron los datos de rendimiento de
extraccidon de aceite esencial de eucalipto por la técnica de hidrodestilacion,
obteniendo como valor promedio del rendimiento de 0.944 %. La desviacion
estandar calculada para los datos de las seis repeticiones es de 0.16,
representando una viabilidad porcentual de 16.86% en relacion con el promedio.
Con los datos recolectados se indica que, aunque el rendimiento es notablemente
bajo, existe una variabilidad en los resultados, lo que influye en la eficiencia y
consistencia del proceso de extraccion de aceite esencial de eucalipto por la técnica

de hidrodestilacion acoplada con Trampa de Clevenger.
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4.2 Evaluacion del efecto antifungico de una biopelicula de pectinade cascara
de naranja y aceite esencial de eucalipto in vitro frente a hongos

Se elaboraron tres formulaciones de tratamientos con diferentes
concentraciones de aceite esencial de eucalipto: T1 con la mayor concentracion,
T2 con concentracion intermedia y T3 con la mas baja. Cada tratamiento se aplic
en cinco repeticiones en placas de Compact Dry Agar PDA, obteniendo un total de
16 placas, incluyendo un Testigo sin aceite esencial. Luego de aplicar la biopelicula
en las placas, se procedio a aplicar las cepas de Fusarium spp y Penicillium spp
(Anexo 8) en un ambiente estéril con aza desechable que permita la dispersion
uniforme de la muestra de dilucién de las cepas fangicas (1 mL de dilucion
proveniente de una dilucion seriada de 1x108 UFC/mL de la suspension madre y
diluyente, en este caso, agua destilada). Una vez finalizado el proceso de aplicacion
de hongos en placas con biopelicula, fueron llevadas a incubar a 25 °C durante 48
horas.

El andlisis del conteo de colonias de hongos en moras con recubrimiento
antifiingico se realiz6 en cuatro tiempos de evaluacién expresados como Dia 0, Dia
3, Dia 7 y Dia 10) y tres tratamientos con distintas concentraciones de aceite
esencial de eucalipto representados como T1, T2 y T3, ademas de un testigo sin
tratamiento. Los resultados registrados en los anexos muestran que T1, con la
mayor concentraciéon de aceite esencial, presenté un crecimiento reducido de
colonias, alcanzando un promedio de 7 colonias en el Dia 10, evidenciando una
fuerte actividad antifingica. Por otro lado, T2, con una concentracién intermedia,
limité también el crecimiento de colonias, con un promedio de 6 colonias en el Dia
10. En contraste, T3, con la concentracion mas baja, mostré un crecimiento mayor,
alcanzando un promedio de 9 colonias para el mismo dia. Finalmente, el testigo,
sin tratamiento antifingico, registré el mayor crecimiento, con un promedio de 15
colonias al concluir el periodo, confirmando la accién inhibidora del aceite esencial
en todos los tratamientos.

En la Tabla 5, se observa el analisis estadistico de las medias globales de
colonias por tratamiento, se evidencia una diferencia significativa en la efectividad
antifangica de cada concentracion. ElI Tratamiento 1, con un promedio de 2.2
colonias y la letra “a”, se identifica como el tratamiento mas efectivo en la reduccion
de hongos. Por su parte el Tratamiento 2, con un promedio de 3.25 colonias y la
etiqueta "ab", tiene una efectividad intermedia, no significativamente diferente de
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T1, pero menos efectiva que T3. El tratamiento 3, con un promedio de 4.1 colonias
y etiquetado con "b", muestra la menor reduccion de hongos entre los tratamientos
con aceite. El p-valor de 0.001 sefiala una diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos, indicando que las variaciones en las concentraciones de
aceite esencial afectan significativamente la proliferacion de hongos en las placas.
Tabla 5

Resultado de las diferencias significativas entre el conteo de colonias
(UFC/mL) en moras con biopelicula antifingica en los dias 0, 3, 7y 10

Tratamientos Colonias
T1 220a
T2 3.25 ab
T3 41b
p-valor 0.001

Letras desiguales en cada columna indican diferencias significativas entre
tratamientos segun la prueba de Conover (p <0.05).
Elaborado por: La Autora

Por tanto, el tratamiento T1, con la mayor concentracion de aceite esencial
de eucalipto, mostré el mejor desempefio antifiingico durante todo el periodo de
evaluacion, manteniendo un crecimiento fungico bajo en comparacion con T2, T3y

el Testigo.

4.3 Evaluacion del efecto antifingico y vida util de moras cubiertas con una
biopelicula de pectina de cascara de naranja y aceite esencial de eucalipto

Se procedio a realizar las tres formulaciones de biopelicula T1 (P =0,8 %y
AEE= 4,4 %), T2(P =2,4 % y AEE= 2 %), T3 (P =4y AEE= 0,4 %) y Tratamiento
Testigo (sin adicion de Aceite Esencial de Eucalipto). La vida Gtil se evalu6 de forma
cuantitativa mediante recuento en placa para Hongos y Levaduras. Para este
estudio se consider6 un periodo de evaluacion y muestreo para los dias 0, 3, 7y 10
evaluando el conteo que presentaron las moras con grado de madurez 4 en su
proceso natural de degradacién. Para establecer la vida Gtil de la biopelicula, se
utilizé Petrifilm™ Placas Rapidas Hongos y Levaduras 6417 con resultados en 3 -
5 dias. El tiempo de vida evaluado en la metodologia es de 0, 3, 7 y 10 dias a
temperatura ambiente (25 - 28 °C).

El proceso conllevo a tomar 1 gramo de muestra de mora con biopelicula

antifingica + 9 mL de agua destilada para obtener una dilucién al 1x10*. Al obtener
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la dilucidn, se la agita suavemente para la mezcla de la materia vegetal con el medio
diluyendo para luego, con una micropipeta de 1000 uL (1 mL), se extrae 1 mL de
dilucion para ser aplicado en Petrifilm™ Placas Rapidas Hongos y Levaduras 6417
e incubar a 25 °C. Por otro lado, para obtener los datos de pH y grados Brix, la
muestra triturada se le adiciono 9 mL de agua destilada para una mayor facilidad
en la toma de resultados de los parametros mencionados con anterioridad y se
utilizaron como instrumentos para medicidon: Refractometro para grados Brix y pH-
metro de uso alimentario.

Tabla 6.
Resultados obtenidos a partir de conteo de colonias en moras recubiertas
con biopelicula antifungica

Tratamientos Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
T1 76 58 43 17.5
T2 20 46 32 28
T3 7 34 37 23.5
Testigo 30 59 63 63
Error experimental (EE) 0.35 0.70 0.36 0.03

Diferencias significativas entre tratamientos segun prueba de Conover (p
<0.05).
Elaborado por: La Autora, 2024

En los resultados de la Tabla 6 de la evaluacion del efecto antifingico de los
tratamientos en moras, se observa que, en general, los tratamientos 1, 2 y 3 fueron
mas efectivos que el tratamiento testigo al final del periodo. En el Dia 0, los
tratamientos mostraron los siguientes conteos de colonias: tratamiento 1 con 76
colonias, tratamiento 2 con 20 colonias, tratamiento 3 con 7 colonias y el testigo
con 30 colonias, sin diferencias significativas entre los tratamientos. Aunque los
tratamientos 1 y 2 tenian un conteo de colonias mas alto en comparacion con el
tratamiento 3, no hubo diferencias significativas, indicando que todos los
tratamientos estaban comenzando de manera similar.

Para el Dia 3, los conteos fueron tratamiento 1 con 58 colonias, tratamiento
2 con 46 colonias, tratamiento 3 con 34 colonias y el testigo con 59 colonias.
Aunque no se observaron diferencias significativas, se pudo notar una ligera
disminucién en los conteos de colonias en los tratamientos 2 y 3, mientras que el

tratamiento 1 continu6 mostrando una inhibicibn efectiva, con un conteo
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relativamente bajo de colonias, sin cambios significativos con respecto al Dia 0. En
el Dia 7, la tendencia de inhibiciébn continud, con tratamiento 1 con 43 colonias,
tratamiento 2 con 32 colonias, tratamiento 3 con 37 colonias y el testigo con 63
colonias. En este punto, el tratamiento 1 mostro la menor cantidad de colonias, lo
gue sugiere que su capacidad para inhibir el crecimiento de hongos y levaduras era
notablemente eficaz, siendo superior a los tratamientos 2 y 3, que aun presentaban
un numero considerable de colonias.

Finalmente, en el Dia 10, el tratamiento 1 mostro 17.5 colonias, el
tratamiento 2 presentdé 28 colonias, el tratamiento 3 presentd 23.5 colonias,
mientras que el tratamiento testigo, con 63 colonias. Estos resultados indican que,
a medida que transcurri6 el tiempo, el tratamiento 1 demostré una accion inhibidora
persistente y efectiva, reduciendo considerablemente el nUmero de colonias en

comparacion con el testigo.

Tabla 7

Andlisis de grados Brix en moras recubiertas con biopelicula antifiungica

Tratamientos Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10

Tl 1.020 1.015 1.022 1.026

T2 1.010 1.018 1.011 1.018

T3 1.020 1.025 1.015 1.026

Testigo 1.020 1.021 1.017 1.020

Error experimental (EE) 0.29 0.06 0.17 0.05

No existen diferencias significativas entre los tratamientos segun la prueba
de Tukey (p <0.05).
Elaborado por: La Autora, 2024

En el andlisis de los grados Brix a lo largo de los dias, los resultados
muestran que todos los tratamientos mantuvieron niveles relativamente estables de
Brix, lo que indica una buena calidad del producto. En el Dia 0, los tratamientos 1,
3 y el testigo presentaron valores de 1.020, mientras que el tratamiento 2 mostro
un leve descenso a 1.010, sin diferencias significativas. En el Dia 3, el tratamiento
1 disminuy6 ligeramente a 1.015, el tratamiento 2 subié a 1.018, el tratamiento 3
aumenté a 1.025, y el testigo se mantuvo en 1.021. A partir de este dia, el
tratamiento 3 mostr6 un aumento significativo en comparacién con los otros
tratamientos y el testigo. En el Dia 7, el tratamiento 1 volvio a 1.022, el tratamiento
2 bajo a 1.011, el tratamiento 3 presentd una disminucion a 1.015, mientras que el

testigo se mantuvo en 1.017, sin diferencias significativas entre ellos.
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Finalmente, en el Dia 10, el tratamiento 1 mostr6 un ligero aumento a 1.026,
el tratamiento 2 se mantuvo en 1.018, el tratamiento 3 subié nuevamente a 1.026,
y el testigo se mantuvo en 1.020. En resumen, aunque el tratamiento 3 logré un
incremento en los grados Brix en el Dia 3, los valores de Brix en todos los
tratamientos se mantuvieron dentro de rangos similares y estables a lo largo del
tiempo, lo que sugiere que todos los tratamientos lograron preservar la calidad del

producto a pesar de las variaciones en el conteo de colonias.

Tabla 8.
Control del pH en moras recubiertas con biopelicula antifiUngica
Tratamientos Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10
T1 1.7 1.7 1.6 1.7
T2 1.7 1.7 1.8 1.8
T3 1.8 1.6 1.8 1.8
Testigo 1.9 1.8 1.7 1.9
Error experimental (EE) 0.05 0.05 0.08 0.04

No existen diferencias significativas entre los tratamientos segun prueba de
Tukey (p <0.05).
Elaborado por: La Autora, 2024

En el analisis del control de pH a lo largo de los dias, los resultados revelan
gue todos los tratamientos mantuvieron un pH relativamente constante, indicando
un entorno estable durante el experimento. En el Dia 0, los tratamientos 1y 2
presentaron un pH de 1.7, el tratamiento 3 mostré un pH de 1.8, y el testigo tuvo un
pH de 1.9. sin diferencias significativas. Durante el Dia 3, el pH de los tratamientos
1y 2 se mantuvo en 1.7, mientras que el tratamiento 3 baj6 a 1.6, y el testigo se
situo en 1.8. En el Dia 7, el tratamiento 1 se mantuvo en 1.6, el tratamiento 2
aumento a 1.8, el tratamiento 3 se mantuvo en 1.8, y el testigo disminuyé a 1.7. Por
altimo, en el Dia 10, los tratamientos 1, 2 y 3 tuvieron pH de 1.7, 1.8, y 1.8,
respectivamente, mientras que el testigo se mantuvo en 1.9. En conclusion, los
tratamientos mostraron una estabilidad notable en el pH a lo largo del tiempo, sin
diferencias significativas entre ellos ni en comparacion con el testigo, lo que sugiere
que todos los tratamientos lograron mantener un entorno &acido constante que
puede ser favorable para la inhibicion del crecimiento de colonias.

En base a los datos recopilados sobre crecimiento fungico con respecto a la vida
atil, se realiz6 una sumatoria de las repeticiones con respecto a cada uno de los

tratamientos y se obtuvo una curva que muestra que el Tratamiento 2 mostro un
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alce en el crecimiento de colonias, especificamente en el dia 0, dia 3y dia 7 a
comparacion de los demas tratamientos. En cuanto a los demas tratamientos,

existe una diferencia entre los valores obtenidos del conteo.

Figura 8. Curva de crecimiento fungico (vida util)
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Elaborado por: La Autora, 2024

La Figura 8 muestra el crecimiento de colonias de hongos y levaduras en
moras tratadas con los tratamientos T1, T2, T3 y el tratamiento control (testigo),
evaluados en los dias 0, 3, 7 y 10. En el Dia 0, T1 present6 el mayor nimero de
colonias con 76, seguido por T2 con 20, T3 con 7 y el testigo con 30 colonias, sin
diferencias significativas entre los tratamientos. En el Dia 3, T1 experimentd una
ligera disminucién con 58 colonias, mientras que T2 y T3 se mantuvieron con 46 y
34 colonias, respectivamente, y el testigo alcanz6 59. Para el Dia 7, T1 continu6
con su descenso, llegando a 43 colonias, mientras que T2 y T3 mostraron 32 y 37
colonias, y el testigo se mantuvo en 63.

En el Dia 10, T1 mostr6 una significativa reduccién en el nimero de colonias,
con solo 17.5, lo que evidenci6 su efecto inhibidor mas efectivo a largo plazo. En
comparacion, T2 y T3 presentaron 28 y 23.5 colonias, respectivamente, mientras
que el testigo mantuvo un alto nimero con 63 colonias. Estos resultados destacan
que, el T1 mostro un control mas sostenido del crecimiento fingico, posicionandose
como el tratamiento mas efectivo para prolongar la vida util de las moras en el

experimento.
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5. DISCUSION

La extraccion de pectina de cdscara de naranja mediante hidrolisis &cida mostro
mayor eficiencia, con un rendimiento de 8.16 % en cascaras verdes y 6.08 % en
cascaras maduras, comparado con la extraccion de aceite esencial de eucalipto por
hidrodestilacion, que tuvo un bajo rendimiento promedio de 0.944 %. Por su parte
Ramirez, Gonzélez, y Guerrero (2020) lograron extraer pectina de residuos de
cascaras de naranja con una concentracion de 35,83 %, utilizando hidrolisis acida
con HCI. Ademas, los autores Toyo-Diaz, Toyo-Fernandez y Moreno (2023)
demostraron la obtencion efectiva de pectina mediante hidrdlisis acida, logrando un
rendimiento del 13,87 % a partir de cascara de cambur. Las diferencias en los
rendimientos de pectina se deben principalmente a las caracteristicas de la fruta
utilizada como materia prima. En el caso de las cascaras de naranja, el rendimiento
de pectina fue mayor en las cascaras verdes en comparacion con las maduras, lo
gue sugiere que la madurez de la fruta influye en la cantidad de pectina disponible,
ya que los polisacaridos estructurales disminuyen con la maduracion (Ramirez-
Gavidia et al., 2020). En cambio, las cascaras de cambur mostraron un rendimiento
intermedio, lo que evidencia que las caracteristicas estructurales y el contenido de
pectina de cada fruta varian considerablemente, afectando los resultados del
proceso de extraccion.

Continuando con la investigacion, se aplicaron biopeliculas con diferentes
concentraciones de aceite esencial de eucalipto en placas con cepas de Fusarium
spp Yy Penicillium spp donde el tratamiento T1, que contenia la mayor concentracion
de aceite esencial, mostré un crecimiento fungico promedio de 0.6 colonias al Dia
0, 0.8 colonias al Dia 3, 2.6 colonias al Dia 7, y 4.8 colonias al Dia 10 siendo la
formulacién mas efectiva para inhibir el crecimiento de hongos a lo largo del tiempo.
Peralta et al. (2024) evaluaron el efecto inhibitorio del aceite esencial de eucalipto
y cascara de naranja sobre Fusarium spp. en tubérculos de papa almacenados,
encontrando que la concentracién del 50 % de eucalipto fue la mas efectiva, y la
combinacion de eucalipto al 50 % con céscara de naranja al 0 % logré el mayor
control sobre Fusarium spp. Rodriguez (2021) aplicé biopeliculas con aceite
esencial de oliva en manzanas y observo que una concentracion del 0.44 % fue la
mas efectiva para la conservacion, reduciendo la presencia de hongos como

Aspergillus en comparacion con otros aceites esenciales.
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Al analizar los datos, se observa que las propiedades quimicas de los aceites
esenciales influyen en su capacidad para inhibir hongos de diversas maneras. El
aceite esencial de eucalipto, con su alto contenido de eucaliptol, demuestra una
notable actividad antimicrobiana al alterar la permeabilidad de las membranas
celulares en hongos como Fusarium y Penicillium, siendo mas eficaz en su control.
En contraste, el aceite esencial de oliva, aunque efectivo contra Aspergillus en
manzanas debido a sus fenoles y acidos grasos, no alcanza el mismo nivel de
eficacia que el eucalipto (Rodriguez, 2021). Estas diferencias en la eficacia se
deben a las variaciones en los mecanismos de accion de los compuestos activos
de cada aceite, que interactian de forma distinta con los diversos tipos de hongos.

Por ultimo, se evalud6 el efecto antifungico y la vida util de moras cubiertas
con una biopelicula de pectina de cascara de naranja y aceite esencial de eucalipto.
El tratamiento T1, que contenia la mayor concentracion de aceite esencial de
eucalipto, mostré6 el mejor resultado en términos de inhibicion del crecimiento
fungico empezando con 76 colonias llegando a una disminucion de 17,5 a los 10
dias con grados Brix de las moras que variaron entre 1.033 y 1.020, y un pH que
oscilo entre 1.6 y 1.8. Por otro lado, Leon et al. (2022) elaboraron biopeliculas
mediante el método de moldeo con concentraciones de 4 % de almiddn y aceites
esenciales de orégano en 0 %, 1 % y 2.5 %. La actividad antimicrobiana de estas
biopeliculas mostré que el aceite esencial de orégano demostro un efecto inhibidor
significativo sobre Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris y
Escherichia coli, mientras que no se observé inhibicion sobre Salmonella spp. El
pH de las frutas protegidas por las biopeliculas varié entre 4.2 y 4.5. En el estudio
de Jiménez, Cevallos y Taco (2024), sobre recubrimientos a base de almidon de
yuca y aceite esencial de clavo de olor en aguacate Hass, se encontré que el
tratamiento con un 0,06% de aceite esencial fue el mas eficaz, presentando sélidos
solubles de 6,13°Brix, pH de 6,50, y una desaceleracién en el crecimiento de mohos
y levaduras.

La biopelicula constituida por pectina de cascara de naranja y aceite esencial
de eucalipto destaca en eficacia debido a la sinergia entre el alto contenido de
metabolitos activos en el eucalipto y la capacidad de la pectina para formar una
barrera protectora eficaz. Esta combinacion resulta mas efectiva en la inhibicién del
crecimiento fingico en moras en comparacion con los aceites esenciales de limon

y orégano utilizados en otros estudios (Leon et al., 2022). La mayor concentracion
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y diversidad de compuestos antimicrobianos en el eucalipto, junto con la accion
formadora de pelicula de la pectina, confiere a esta biopelicula una proteccion
superior frente a hongos y bacterias, lo que la hace mas eficaz en prolongar la vida

atil del producto.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

El proceso de extraccion de pectina de cascara de naranja mediante
hidrolisis acida mostré6 una mayor eficiencia mientras que, la extraccion de aceite
esencial de eucalipto por hidrodestilacion mostré una eficiencia menor. La pectina
extraida de cascaras verdes alcanzo6 un rendimiento de 8.16 %, mientras que las
cascaras maduras solo obtuvieron un 6.08%, evidenciando que la madurez de la
fruta influye en la eficiencia del proceso. En contraste, la extraccion de aceite
esencial de eucalipto tuvo un rendimiento promedio bajo de 0.944 %.

El andlisis de la efectividad antifangica de las biopeliculas elaboradas con
pectina de céscara de naranja y aceite esencial de eucalipto revel6 que el
tratamiento T1, con la mayor concentracion de aceite esencial, fue el mas eficaz
para inhibir el crecimiento fangico. A los 10 dias, T1 mostré el menor crecimiento
de colonias fangicas, con un promedio de 4.8 colonias, en comparaciéon con 6
colonias en T2 y 7.8 en T3. Este desempefio superior de T1 sugiere que la alta
concentracion de aceite esencial de eucalipto proporciona una proteccion mas
robusta contra la proliferacibn de hongos en moras. Los tratamientos con
concentraciones mas bajas (T2 y T3) mostraron un incremento progresivo en el
crecimiento fangico, indicando que la efectividad de la biopelicula disminuye con la
reduccion en la concentracion de aceite esencial.

Al realizar la evaluacién del efecto antifingico y la vida util de moras
cubiertas con biopelicula de pectina de cascara de naranja con diferentes
concentraciones de aceite esencial de eucalipto, se encontré que la formulacién T1
(4,4% de aceite esencial de eucalipto) resulté ser la mas eficaz. T1 mantuvo las
propiedades fisico-quimicas de las moras, como los grados Brix y el pH, de manera
mas estable a lo largo del tiempo, y mostré una menor proliferacion de hongos en
comparacién con los otros tratamientos y el testigo. Esto indica que la biopelicula
con mayor concentracion de aceite esencial es la mejor opcion para prolongar la

vida util de las moras y preservar su calidad.
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6.2 Recomendaciones

El andlisis de los datos permitié plantear las siguientes recomendaciones.

Es recomendable explorar un rango mas amplio de concentraciones de
aceite esencial de eucalipto y combinarlo con otros aditivos naturales. Esta
estrategia permitird identificar posibles sinergias que podrian mejorar la eficacia
antifingica y optimizar la preservacion de las propiedades fisico-quimicas de las
frutas. La experimentacion con diferentes formulaciones puede ofrecer nuevas
perspectivas sobre como mejorar la eficacia del recubrimiento, adaptandolo a
diversas necesidades y tipos de frutos.

Ademas, se sugiere investigar como diferentes condiciones de
almacenamiento, tales como variaciones de temperatura y humedad, afectan la
efectividad de la biopelicula. Este enfoque permitirhd entender mejor la durabilidad
y el desempefio del recubrimiento en contextos practicos y variados. Evaluar la
biopelicula bajo estas condiciones proporcionara informacion valiosa sobre su
capacidad para mantener la calidad y la vida util de las frutas en condiciones de
almacenamiento prolongado.

Finalmente, ampliar la investigacion a una variedad mas amplia de frutas y
vegetales es crucial para validar la versatilidad de la biopelicula. Analizar su
impacto en términos de vida util, propiedades sensoriales y calidad general en
diferentes productos permitira adaptar y aplicar el recubrimiento en diversas
cadenas de suministro. Este enfoque integral contribuira a mejorar la adaptabilidad

de la biopelicula y a confirmar su eficacia en un rango mayor de aplicaciones.
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8. ANEXOS

Anexo 1

Andlisis estadistico de rendimiento de pectina de cascara de naranja

No de Cantidad en Resultado de Sumatoria
Datos repeticiones gramos de pectina de Total
cascarade cascarade
naranja naranja
Cascara 01 200 gramos 3 gramos
de naranja 02 250 gramos 5,9 gramos 25,9
verde 03 502 gramos 17 gramos gramos
Céascara 01 200 gramos 2 gramos
de naranja 02 250 gramos 5,7 gramos 15,2
madura 03 300 gramos 7,5 gramos gramos

Datos experimentales obtenidos en proceso de hidroélisis acida
Elaborado por: La Autora, 2024.

Porcentajes de rendimiento obtenidos por hidrdlisis acida

L ) 25,9 gramos
%Rendimiento C.de naranja verde =

X 10 =8,169
317,33 gramos 0=816%

15,2 gramos

%Rendimiento C.de naranja madura = X 100 = 6,08 %

250 gramos
Elaborado por: La Autora, 2024.
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Datos aplicados en programa estadistico R Studio para obtencion de
resultados.
Elaborado por: La Autora, 2024



Analisis estadistico de rendimiento de aceite esencial de eucalipto

Datos No de Cantidad en gramos de Resultado de
repeticiones hoja de eucalipto extraccion
01 60 gramos 0,5mL
02 100 gramos 0,82 mL
Aceite esencial de 03 150 gramos 1.35 mL
eucalipto
04 100 gramos 0,9 mL
05 550 gramos 5,65 mL
06 150 gramos 1,45 mL

Elaborado por: La Autora, 2024

Repeticion 01= %Rendimiento == x 100 = 0,83 %
Repeticion 02= %Rendimiento = 2= x 100 = 0,82 %

Repeticion 03= %Rendimiento = % X100 = 0,9%

Repeticién 04= %Rendimiento = % x 100 = 0,9%

Repeticion 05= %Rendimiento = 2 x 100 = 1,21%

Repeticion 06= %Rendimiento = == x 100 = 0,96 %

Inbmmet Wt

Ther Mol P e Ve et

Datos aplicados en programa estadistico R Studio para obtencion de
resultados.
Elaborado por: La Autora, 2024



Analisis estadistico del conteo de colonias del dia cero

Urawveewet  Hitory  Corcactioos  Tetseal
- S
B Geas
values

e Pets  Tecege  teln  Viewe  Prewnietes
) O Jevte = feiwe >

1
Datos aplicados en programa estadistico R Studio para obtencion de

resultados.
Elaborado por: La Autora, 2024

Analisis estadistico del conteo de colonias del dia tres

Ersnamews  Wotory  Commediems  Telonsd

Fae N Pacoge M Wewsr  verssies
+ O Dree =t Phvew -

Datos aplicados en programa estadistico R Studio para obtencion de

resultados.
Elaborado por: La Autora, 2024
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Analisis estadistico del conteo de colonias del dia siete

e L R P

Tém  Potr  Pedogm  telb  Yewe  Presmtstes
0 « Q Jwets e O

Datos aplicados en programa estadistico R Studio para obtencion de

resultados.
Elaborado por: La Autora, 2024

Analisis estadistico del conteo de colonias del dia diez

[ e e L S )

Datos aplicados en programa estadistico R Studio para obtencion de

resultados.
Elaborado por: La Autora, 2024
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Anexo 2
Resultados obtenidos en conteo de colonias en moras con recubrimiento
antifungico

Tratamientos (5 repeticiones) Dia 0 Dia 3 Dia 7 Dia 10

T1

T2

T3

RPNMNNORPROORONRFRORRO|D

WWWEFENNMNNNMNNWPEFRORFLDNO

GQOOOTWOOOWAWUITWNNAEDN

UNg OO~ MOWNOR

Elaborado por: La Autora, 2024
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Procesamiento de datos mediante el software estadistico JASP

Elaborado por: La Autora, 2024



Letter-Based Grouping - Tratamiento

Tratamiento Letter
1 a
2 ab
3 b

Nota. IT two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them
to be different, but we also did not show them

to be the same.

Medias Marginales

Medias Marginales - Trafamiento

IC del 95% para la Diferencia de Medias

Tratamiento Media Marginal Superior ET

1 2200 3032 0.382
2 3250 4082 0.382
3 4100 4932 0.382

Andlisis de medias y diferencias significativas

Elaborado por: La Autora, 2024

Anexo 3

Datos objetivo 3 conteo por equipo contador de colonias

Anélisis de Dia 0

62

Tratamientos # de colonias Grados Brix pH
(replicado)

T1 R1 19 1,017 1,8-1,9
R2 133 1,020 1,8-2,0

T2 R1 24 1,015 1,7-1,8
R2 16 1,025 2,0-2,1

T3 R1 4 1,025 1,0-2,0
R2 10 1,025 1,6-1,8

Nota: Aplicaciéon de biopelicula en moras con estado de madurez 3-4 seguin
Norma INEN 2427 (2015)

Elaborado por: La Autora, 2024

Andlisis de Dia 3

Tratamientos # de colonias Grados Brix pH
(replicado)

T1 R1 21 1,020 1,4-1,6
R2 95 1,015 1,8-2,0

T2 R1 34 1,015 1,7-1,9
R2 58 1,015 1,4-1,8

T3 R1 28 1,025 1,5-1,7
R2 40 1,025 1,4-1,7

Nota: Ablandamiento de mora, no muestra presencia de moho superficial
(moho blanco con tonalidad oscura)
Elaborado por: La Autora, 2024



Analisis de Dia 7

Tratamientos # de colonias Grados Brix pH
(replicado)

T1 R1 56 1,008 1,9-2,3
R2 30 1,014 1,4-1,5

T2 R1 37 1,020 1,3-14
R2 27 1,025 1,7-1,9

T3 R1 64 1,021 1,5-19
R2 11 1,010 1,7-2,0

Nota: Presencia de moho (moho blanco con tonalidad oscura) en

Tratamiento 2
Elaborado por: La Autora, 2024

Analisis de Dia 10
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Tratamientos # de colonias Grados Brix pH
(replicado)

T1 R1 12 1,017 1,4-1,6
R2 23 1,020 1,9-2,0

T2 R1 44 1,033 1,6-1,8
R2 12 1,020 1,7-1,9

T3 R1 40 1,035 1,8-2,0
R2 7 1,018 1,6-1,9

Nota: Presencia de putrefaccion en Tratamiento 2 (moho blanco oscuro) y

Tratamiento 3
Elaborado por: La Autora, 2024

Conteo de colonias en Dia Cero

ANCVA - Colonias (LUIFC) dia O

Casos Suma de Cuadrados gl Cuadrado Medio F p
Tratamiento 5414.889 3 1804.963 1.378 0.351
Residuals 6548 000 5 1309.600

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Il

Lettar-Basad Grouping - Tratamimwnta

Tratamiento Lotter

WN =
sags

;n-llun

Note 1T IWo o more Maans share the same
@rouping symbol, than we cannot snow them
to ba differant, but we also did not show tham
to be the same

Medias Marginales

AMuclian Margingles - Tratarmiento
1C deol 95% para la Diferencia do Medias
Tratamianto Madia Marginal Infarior Suparior ET
1 76 000 10.221 141770 25 589
2 20 000 -45 779 85.779 25.589
3 7.000 -58 779 72779 25 589
Testigo 30.000 -23 708 83708 20 893

Elaborado por: La Autora, 2024
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Conteo de colonias en Dia Tres

Lefter-Based Grouping - Tratamiento

Tratamiento Letter
1 a
2 a
3 a
Testigo a

MNofa. If two or more means share the same
grouping symbaol, then we cannot show them
to be different, but we also did not show them
to be the same.

Medias Marginales

Medias Marginales - Tratamiento

IC del 95% para la Diferencia de Medias

Tratamiento Media Marginal Inferior Superior ET

1 58.000 12.755 103.245 17.601
2 46000 0.755 81.245 17.601
3 34.000 -11.245 79.245 17.601
Testigo 59.000 22.057 05.943 14.371

Elaborado por: La Autora, 2024

Conteo de colonias en Dia Siete

ANOWVA - Colonias (UFC) dia 7

Casos Suma de Cuadrados gl Cuadrado Medio F p
Tratamiento 1421.500 3 A73.833 1.322 0.365
Residuals 1792.500 5 358.500

MNota. Suma de Cuadrados Tipo 11

Lefter-Based Grouping - Tratamiento

Tratamiento Letter
1 a
2 a
3 a
Testigo a

MNofa. If two or more means share the same
grouping symbaol, then we cannot show them
to be different, but we also did not show them
to be the same.

Medias Marginales

Medias Marginales - Tratamiento

IC del 95% para la Diferencia de Medias

Tratamiento Media Marginal Inferior Superior ET

1 43.000 8.584 T7.416 13.388
2 32.000 —2.416 66.416 13.388
3 37.500 3.084 71.916 13.388
Testigo 63.000 34,809 91.101 10.932

Elaborado por: La Autora, 2024



Conteo de colonias en Dia Diez

ANOVA - Colonias (UFC) dia 10

Casos Suma de Cuadrados ql Cuadrado Medio F p
Tratamiento 4343.000 3 1447 667 6.480 0.038
Residuals 1117.000 5 223,400

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Il
Contrastes Post-hoc
Estandar (LSD)
Comparaciones Fost-hoc - Trafamiento
Diferencia de Medias ET t Prukey
1 2 -10.500 14,947 -0.703 0882
3 —5.000 14.947 —-0.401 0.976
Testigo -51.500 13.644 -3.774 0.045
2 3 4.500 14.947 0301 0.939
Testigo —-41.000 13.644 -3.005 0101
3 Testigo —-45 500 13.644 -3335 0072
MNota. Valor p sjustado para comparar una familia de 4
Lefter-Based Grouping - Tratamiento
Tratamiento Letter

1 a

2 ab

3 ab

Testigo b

MNaota. If two or more means share the same
grouping symbol, then we cannot show them
to be different, but we also did not show them
to be the same.
Medias Marginales
Medias Marginales - Trafamiento
IC del 85% para la Diferencia de Medias
Tratamiento Media Marginal Inferior Superior ET
1 17.500 -0.668 44 668 10.555
2 28.000 0.832 55.1686 10.559
3 23.500 -3.668 50.668 10569
Testigo 59.000 46.817 91.183 8.629

Elaborado por: La Autora, 2024
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Anexo 4

Proceso de obtencion de pectina de cascara de naranja

Pesaje de naranjas verdes

Proceso para obtencion de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024

Pesaje de cascara de naranjas verdes

Proceso para obtencién de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024



Cantidad en mL de agua destilada

Proceso para obtencién de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024

Toma de temperatura en etapa de inactivacion microbiana

- -

Proceso para obtencién de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024
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Etapa de hidrélisis acida

; 4\\ R
Proceso para obtencién de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024

Etapa de concentrado y filtrado de pectina

Proceso para obtencién de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024
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Filtrado de pectina humeda del alcohol residual

Proceso para obtencién de pectina
Elaborado por: La Autora, 2024
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Anexo 5
Proceso de extraccidon de aceite esencial de eucalipto

Pesaje de hojas d eucalipto

Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024

Pesaje de agua en mL

Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024
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Mezcla triturada de agua y hojas de eucalipto

: "-’} ,',’ ,' 3 :
Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024

Ensamblaje de equipo de hidrodestilacion

Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024
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Ensamblaje de Trampa de Clevenger en equipo de hidrodestilacion

Sl I AN o
Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024

Calentamiento de balén con muestra vegetal

Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024
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Proceso de obtencién de fase acuosay oleosa

Proceso para obtencidn de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024

Obtencién final de aceite esencial de eucalipto

Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024
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Extraccion de fase oleosa de la fase acuosa

Proceso para obtencién de aceite esencial de eucalipto por hidrodestilacion
Elaborado por: La Autora, 2024



Anexo 6.

Proceso de aislamiento de hongos

Informacion de Agar PDA

Elaboracion de Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024

Pesado en gramos de Agar PDA

Elaboracién de Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024
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Medicion en mL de Agua Destilada

Elaboracion de Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024

Mezcla de Agar PDA y Agua Destilada

N N
Elaboracion de Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024
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Taponamiento de Matraz Erlenmeyer para proceso de esterilizacion del

medio de cultivo en autoclave

i

Elaboracion de‘Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024

Adicion de antibiético (Amfotericina) al medio de cultivo

—————

Elaboracion de Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024
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Elaboracién de Agar PDA y aislamiento fangico
Elaborado por: La Autora, 2024

Siembra de cepas de hongos

. B \ \

'., = :, ﬂ(.‘ :’-"‘;p
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‘I

Elaboracién de Agar PDA y aislamiento fungico
Elaborado por: La Autora, 2024

78



Crecimiento fungico en Placas Petri

Elaboracion de Agar PDA y aislamiento fangico
Elaborado por: La Autora, 2024
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Anexo 7

Proceso de elaboracién de biopelicula
Pesaje de pectina para cada tratamiento (0,8 %)

—— - _ - o

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifungica
Elaborado por: La Autora, 2024

Pesaje de almidén de maiz (1,6 %

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifiungica
Elaborado por: La Autora, 2024
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Pesaje de pectina para cada tratamiento (2,4 %)

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifungica
Elaborado por: La Autora, 2024

Pesaje de almidén de maiz (1,6 %)

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifiungica
Elaborado por: La Autora, 2024
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Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifungica
Elaborado por: La Autora, 2024

Pesaje de almidén de maiz (1,6 %

Pesaje de insumos ylabracién de biopelicula antifungica
Elaborado por: La Autora, 2024
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Mezcla y calentamiento de formulaciones parra biopelicula
e

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifungica
Elaborado por: La Autora, 2024

Elaboracion de tratamientos de biopelicula antifingica
L Y4

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifiungica
Elaborado por: La Autora, 2024
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Adicién de Aceite Esencial de Eucalipto a cada formulacion (4,4 %,2 %y 0,4

%)

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antifiungica
Elaborado por: La Autora, 2024

Obtencién final de T1, T2 y T3 (biopelicula antifungica)

Pesaje de insumos y elaboracion de biopelicula antiftjngica
Elaborado por: La Autora, 2024



Anexo 8
Proceso in vitro e in vivo de biopelicula con actividad fungica ante hongos

Insumos para proceso in vitro de biopelicula antifungica

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Inoculacion de hongos para diluciéon placas Compact Dry

adicion en

W

Proceso in vitro e in vivo de actividd fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024
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Incubacion de placas Compact Dry

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Aplicacién de recubrimiento T1 en moras
Y | '

. A3 4 " '.‘,'- iy " s 2 A

WU ) 7 5 S e R il :
Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024



Aplicacién de recubrimiento T2 en moras

Pr.oceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Moras con biopelicula correspondiente al tratamiento 2

N |7 '

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024
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Aplicacién de recubrimiento correspondiente al tratamiento 3

& . -
o : .I-M n d
Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Moras con biopelicula antifungica
- :

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024



Tratamientos aplicados en moras
[ N LA .'..\ ~

Proceso in vitro e in vivo de act|V|dad funglca de cepas en blopellcula
Elaborado por: La Autora, 2024

Moras trituradas para dilucion

|

I
|

’

Proceso in vitro e in vivo de act|V|dad Ungica de cepas en blopellcula
Elaborado por: La Autora, 2024
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Adicién de gramo de muestra en tubos de ensayo

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Adicion de Agua Destilada en tubos de ensayo

‘;...‘A%\

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024
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Siebra en Petrifilm™ Placas Rapidas Hongos y Levaduras 6417

Proceso in vitro e in vivo de activiad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Dilucién correspondiente al Dia 3

— = P> NG
Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en bhiopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024
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Dilucion correspondiente al Dia 7

. -
” -~ . >y w ‘—

Proceso in vitro e in vivd‘de actividad fL'mgica.de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Dilucién correspondiente al Dia 10

......... )

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024



Incubacion de tratamientos por dias (0, 3, 7y 10)

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Toma de datos correspondientes a Grados Brix

~

Proceso in vitro e in vivo de actividad ft]ngica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024
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Representacion de la escala de Grados Brix

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024

Toma de datos correspondientes a pH

Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024



Referencia de resultados obtenidos en dia 0, 3, 7y 10

i
Proceso in vitro e in vivo de actividad fungica de cepas en biopelicula
Elaborado por: La Autora, 2024
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