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1. RESUMEN

La basqueda de alternativas para la conservacion de alimentos ha tomado gran
relevancia en los ultimos afios debido a los problemas cada vez mas apremiantes
gue enfrenta nuestra sociedad. Algunas tecnologias emergentes buscan participar
en la solucion de estos problemas aprovechando y alargando el tiempo de vida de
algunos alimentos altamente perecederos evitando procesos con un alto impacto
ambiental para lograr su maximo aprovechamiento y asi evitar pérdidas econémicas

y dafios ambientales.

Un ejemplo de estos son los recubrimientos comestibles, estos se refieren a una
delgada pelicula capaz de impartirle propiedades funcionales especificas al
alimento. La semilla de tamarindo es un subproducto ideal y poco explorado en el
area de los recubrimientos comestibles sin embargo podria ofrecer soluciones para
resolver algunos de los problemas mencionados y ademas puede resultar en un
producto seguro, conveniente, de buena calidad y atractivo para el consumidor. En
esta tesis se busca caracterizar un recubrimiento comestible hecho a partir de
semilla de tamarindo y adicionado con aceite esencial de canela, para lo cual se
analizaron propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas, asi como la concentracion
de algunos de los compuestos mas importantes del extracto de la semilla de
tamarindo, del aceite esencial de canela y del recubrimiento generado a partir de

estas dos sustancias.

Se probo que el extracto de semilla de tamarindo cuenta con caracteristicas
favorables para la formacién de un recubrimiento comestible gracias a sus
resultados en las pruebas fisicoquimicas, ademas se observo la posible presencia
de los carbohidratos y proteinas importantes en la formacion de la goma. Por otra
parte, el aceite esencial de canela resulto tener buenas propiedades
antimicrobianas contra algunas bacterias de importancia alimentaria, ademas de ser
una sustancia segura para su uso en alimentos. El recubrimiento comestible de igual
manera demostro tener buenas propiedades para su uso en alimentos sin embargo
se requieren mas andalisis para probar si el aceite esencial tiene efecto a esas

concentraciones.



2. ANTECEDENTES

2.1 Recubrimientos comestibles

El uso de tecnologias emergentes como los recubrimientos comestibles hechos a
partir de desechos naturales representan una mejor alternativa para el ambiente
gue puede sustituir hasta cierta medida el uso de empaques plasticos tradicionales.
Ademas, satisfacen la necesidad de un consumidor cada vez mas enfocado en el
consumo de alimentos que cuenten con un minimo procesamiento y que a Su vez
mantengan o mejoren sus propiedades nutricionales y organolépticas (Miramont,
2012)

Un recubrimiento comestible se refiere a una delgada pelicula que se les afiade a
los alimentos y que se consume como parte de estos, es capaz de impartirle
propiedades funcionales especificas al alimento ya que puede servir de soporte de
aditivos como emulsificantes, antimicrobianos, antioxidantes, nutraceuticos,
saborizantes, colorantes o algunos nutrientes como vitaminas. Algunas de estas
caracteristicas pueden mejorar la calidad y la seguridad del alimento. (Miramont,
2012) (Han, 2014). En particular, el uso de aceites esenciales le otorga al
recubrimiento estabilidad microbiolégica, permitiendo prolongar la vida de anaquel
de un producto y a reducir el riesgo de contar con bacterias patégenas y
deterioradoras de alimentos satisfaciendo asi a los consumidores al utilizar

productos menos procesados. (Sosa, Palou, & Malo, 2016)

Existen diversos estudios enfocados en la aplicacion de aceites esenciales en la
formulacion de recubrimientos comestibles para mejorar las propiedades de estos,

algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1.

Por otra parte, los recubrimientos comestibles en frutas dan brillo, retardan el
envejecimiento, conservan el color otorgandole una mayor calidad al producto por
mas tiempo. Existen diferentes formas para aplicar un recubrimiento comestible,
siendo la inmersién la mas utilizada, principalmente para recubrir alimentos de forma

irregular. En algunos tipos de recubrimientos se emplea la aplicacion por



atomizacion, o coberturas que puedan ser aplicadas con pinceles, cepillos o

aplicarse directamente en el producto (Miramont, 2012)

Los recubrimientos comestibles cuentan con diversas caracteristicas dadas por sus
componentes que le permiten proteger al producto de dafios fisicos, quimicos y
microbiolégicos (Moreira & Beltran, 2014). Algunos ejemplos de estos son la perdida
de humedad, disminuir la velocidad de algunas reacciones quimicas, actuar como
barreras para intercambio de gases y mejorar la estabilidad microbioldgica de los
alimentos (Osorio, Molina, Matiacevich, Enrione, & Skurtys, 2011).

Tabla 1. Aceites esenciales usados en recubrimientos comestibles y su efectividad contra

ciertos microorganismos.

Aceites Esenciales Recubrimientos Microorganismos
comestibles inhibidos

Anis, albaca, y orégano  Quitosano Escherichia coli O157:H7
y Listeria monocytogenes

Canela, limoncillo y Alginato - pure de Escherichia coli O157:H7

. y Listeria monocytogenes

orégano. manzana

Limoncillo Almidon Escherichia coli O157:H7
y Listeria monocytogenes

Orégano mexicano Amaranto, quitosano y Aspergillus niger vy

almidan. Penicillium spp.

Zataria multiflora Boiss Caseina Staphylococcus aureus,
Escherichia coli O157:H7
y Salmonella
thyphimurium

Bergamota, limén, arbol Quitosano y Staphylococcus aureus,

de 1 . . : Escherichia coli, y Listeria

e té. hidroxypropilmetilcelulosa

monocytogenes

Bergamota y limoncillo. Gelatina Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, y
Salmonella thyphimurium

Orégano. Proteina de triticale Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, y
Pseudomonas

aeruginosa



Citronela, cilantro, Proteina de merluza Shewanella putrefaciens,
Pseudomonas putida, y
Brochotrix thermosphacta
Canela Almidon de yuca Penicillium commune vy
Eurotium amstelodami

estragon y tomillo.

Obtenida de: (Sosa, Palou, & Malo, 2016)

Otro beneficio que pueden otorgarle a los alimentos es mejorar las propiedades
mecanicas con las que esta cuenta, ya que la estructura de la biopelicula le aporta
un soporte adicional al ser procesado, manipulado o distribuido. (Miramont, 2012)

Los recubrimientos comestibles estan constituidos de manera general por
polisacaridos, proteinas y lipidos o0 mezclas de estos (De Ancos Begofia, 2015). Los
recubrimientos comestibles a base de polisacéridos son hidrofilicos y facilitan la
unién a aditivos, suelen ser usados para el recubrimiento de frutas debido a su
adherencia y flexibilidad (Garcia, y colaboradores, 2010). Gracias a sus
caracteristicas quimicas tienen propiedades de barrera que regulan el intercambio
de oxigeno entre el producto y el ambiente mediando la transpiracién y controlando
la pérdida de peso, sin embargo, estas mismas caracteristicas lo hacen deficiente
para el control de humedad (Moreira & Beltran, 2014) (Onias, y colaboradores,
2019). Algunos de los polisacaridos usados generalmente son la celulosa y sus
derivados como el almiddn, pectinas y algunas gomas (Miramont, 2012).

Los recubrimientos comestibles a base de lipidos cuentan con una naturaleza
hidrofébica que debido a escasa permeabilidad al vapor de agua evita su
deshidratacion sin embargo posee escasas propiedades mecanicas (Moreira &
Beltran, 2014). Siendo que la perdida de humedad causa dafos en el producto como
perdida de firmeza y de peso, las mezclas con otras sustancias pueden mejorar las

propiedades de la biopelicula (Garcia, y colaboradores, 2010).

Por ultimo, las proteinas cuentan con una buena resistencia mecanica y tienen
buenas propiedades barrera contra los gases (Garcia, y colaboradores, 2010). Al
igual que los polisacaridos son de naturaleza hidrofilica dandole una alta

permeabilidad al agua. Sus atributos mecanicos y de barrera contra gases hacen a



estas sustancias ideales para su uso en frutas y ayudan a su proteccion durante el
transporte (Moreira & Beltran, 2014). Para mejorar las propiedades de la biopelicula
se pueden adicionar plastificantes, surfactantes o emulsificantes que con ayuda de
la mezcla correcta de sustancias permite obtener una biopelicula ideal para la
proteccion de alimentos (Osorio, Molina, Matiacevich, Enrione, & Skurtys, 2011).
Las proteinas son obtenidas de fuentes vegetales o animales y pueden ser gluten

de trigo, proteina de soya, zaina o proteinas de leche, entre otros (Miramont, 2012).

El estudio de nuevas fuentes que ofrezcan algunos de estos componentes
presentados anteriormente, con buenas propiedades de conservacion y que
ademas sea una fuente barata, renovable y que se encuentra ampliamente
disponible resulta importante en el area de los alimentos ya que podria ser una
alternativa viable. La semilla de tamarindo es un subproducto poco explorado en el
area de alimentos, que cuenta con una mezcla de compuestos atractiva para la
formacion de un recubrimiento que cumple con los requisitos anteriormente

descritos.
2.2 Tamarindus indica L.

El tamarindo es un fruto originario de Africa, esta presente en 4 continentes y es
cultivado en 54 paises, entre los cuales se encuentra México que es un importante
productor con 49 mil toneladas anualmente, algunos de los estados productores son
Jalisco, Colima, Michoacan y Nayarit entre muchos otros, siendo en el 2009 Jalisco
el principal estado productos con 33.1% de la superficie y Colima el segundo
principal productor con 25.8% de la superficie plantada (Secretaria de Agriculturay
Desarrollo Rural, 2019) (Viveros G., y colaboradores, 2012). El 70% de la
produccion se comercializa en forma de fruto entero y el 30% se destina a la

industria de la confiteria (Gonzales Palomar, 2009).

El tamarindo es un arbol longevo, tropical, perteneciente a las dicotiledoneas, familia
Fabaceae (leguminosas) se produce de manera estacional sin embargo se puede

encontrar durante todo el afio en el pais, este puede crecer en suelos pobres gracias



a su capacidad de fijar nitrbgeno ademas de su habilidad de soportar sequias.
(Zhang, y colaboradores, 2020) Del fruto se aprovecha principalmente la pulpa;
importante en la gastronomia mexicana, sin embargo, la semilla; un subproducto
derivado de la obtencién de esta, ha demostrado tener muditiples actividades
biolégicas de utilidad por lo que es utilizada en algunos paises en areas como la
industria de los alimentos, textiles, en el area farmacéutica, médica, ambiental y
cosmeética (Isidro, 2018) (Choi, Kim, & Srinivasan, 2009)

Es comunmente utilizado como material para textiles, entre otros. Especificamente
en la industria alimentaria puede usarse como fuente de proteinas y aminoacidos y
de polisacéaridos gelificantes llamados "poliosas” ademas cuenta con una amplia
gama de aplicaciones como espesante, estabilizador, agente gelificante,
estabilizador de cristales, modificador de almidones para la formacion de peliculas
(Isidro, 2018).

La pulpa de este fruto representa el 55% del peso, otro 11% esta dado por la cascara
y el 34% restante se encuentra en la semilla (Zhang, y colaboradores, 2020). El
tamarindo es fuente de multiples nutrientes importantes en la dieta, aunque no todo
esta dado en la pulpa como se podria pensar, las semillas del tamarindo también
se pueden usar como alimento, pero generalmente es desechado debido a la
dificultad de su consumo (Martin, 2014).

Tabla 2. Distribucién quimica de componentes presentes en semilla de tamarindo.

Constituyentes Semilla completa Nducleo de Testa (%)
(%) semilla (%)

Humedad 9.4-11.3 11.4-22.7 11.0

Proteinas 13.3-26.9 15.0-20.9

Grasa/Aceite 4.5-16.2 3.9-16.2

Fibra cruda 7.4-8.8 2.5-8.2 21.6

Carbohidratos 50.0-57.0 65.1-72.2

Cenizas 2.4-4.2



Obtenida de: (Bagul & Sonawane, 2015)

La proteina de la semilla es rica en acido glutdmico 18%, acido aspartico 11.6%,
glicina 9.1% y leucina 8.2% pero deficiente en metionina, treonina, valina y cisteina
(Martin, 2014).

Tabla 3. Contenido de aminoacidos en la semilla de tamarindo (mg/qg).

Aminoacidos Tamarindo
Isoleucina 313
Leucina 531
Lisina 475
Metionina 113
Cisteina 106
Fenilalanina 318
Tirosina 287
Treonina 200
Triptofano -
Valina 306
Arginina 450
Histidina 143
Alanina 312
Acido Aspértico 768
Acido Glutamico 1056
Glicina 331
Prolina 287
Serina 350

Obtenida de: (Bagul & Sonawane, 2015)

De igual manera la CONABIO plantea la composicion de la semilla como 63% de

almiddn, 16% proteina y 5.5% aceite semisecante, su mezcla con goma arabiga



permite la creacion de un adhesivo, sin embargo, es dependiendo al método de
extraccion y purificacion a los cuales se someta a la semilla que se podran obtener

los componentes en diversas concentraciones (Isidro, 2018).

El contenido de “poliosas” o polisacéaridos gelificantes resultan atractivos para la
formacion de recubrimientos comestibles, al ser un subproducto de la industria de
la confiteria su utilizacion podria disminuir costos y reducir la contaminacion
ambiental. Ademas, la mezcla de otros compuestos presentes en la semilla podria
resultar favorecedora para la conservacion de alimentos altamente perecederos

como lo son las bayas.

2.3 Bayas

Las bayas son consideradas un alimento importante en la dieta debido a su alto
contenido de compuestos fendlicos, conocidos por su excelente actividad

antioxidante relacionada al combate de enfermedades crénicas (Ezzahra, 2018).

México es el cuarto pais exportador de bayas a nivel mundial, exportando alrededor
de un 90% de la produccién nacional, trayendo consigo una alta derrama econémica
a los principales estados productores y favoreciendo la inversién para la produccién
de bayas de alta calidad, invirtiendo en el desarrollo de tecnologias para mejorar la
produccion agricola. Por desgracia debido a la importancia econémica que
representa la exportacion, el mercado nacional se queda con un muy pequefio

porcentaje de la produccién de estos alimentos. (Ezzahra, 2018).

Algunos de los obstaculos que hacen importante el desarrollo de tecnologias que
permitan que las bayas lleguen a su destino es la degradacion del fruto por agentes
bioldgicos. Uno de los mas importantes es Botrytis cinérea; un hongo fitopatégeno
de distribucién global con mas de 30 especies descritas y con una amplia gama de
huéspedes, entre ellos frutas y bayas como zarzamoras, arandanos, grosellas,
frambuesas y fresas. Este afecta hojas, tallos, flores y frutos y junto a otros factores

como su rapida adaptacion dificultan su control por los métodos comunmente



utilizados contra hongos fitopatégenos (Bing Duan, 2018) (Terrones Salgado, Angel,
Diaz, & Ortiz, 2019).

La infeccidn en el fruto causa un progresivo crecimiento de una mancha grisacea
hasta provocar la total momificacion de la baya, este proceso junto con otros
agentes deteriorativos tanto fisicos como biologicos, generan pérdidas econémicas

importantes (Terrones Salgado, Angel, Diaz, & Ortiz, 2019).

Algunos otros organismos de importancia en las bayas son aquellos relacionados a
la salud humana. A pesar de que las bayas son consideradas alimentos seguros,
debido a su bajo pH, es inevitable que existan casos de enfermedades relacionadas
a estas, gracias a muchas practicas que pueden derivar en la contaminacion del
fruto (Vifias, 2020). Algunas de las bacterias mas comunes presentes en frutas son

Salmonella sp. Escherichia coli patégena, Shigella sp. (Zuiiga & J., 2017)

Algunos aceites esenciales han sido usados como antibioticos en contra de estos y
otros microorganismos con buenos resultados en contra de estos, por otra parte su
uso como aditivo en recubrimientos ha tenido buenos resultados para apoyar en la

conservacion de alimentos altamente perecederos como los son las bayas.
2.4 Cinnamomum zeylanicum

Como se menciond anteriormente, los aditivos que se colocan en el recubrimiento
permiten en cierta manera mejorar las propiedades con las que esta cuenta ante
situaciones como el ataque de microorganismos. Es por eso por lo que la adicion
de antimicrobianos como aceites esenciales esta en relacion con el alimento que se

plantea recubrir.

La canela es conocida por tener actividad antimicrobiana, los aceites esenciales
extraidos de la corteza contienen fenoles como eugenol en una proporcion de 4-
10% y aldehidos como el cinamaldehido de un 60-75%. Este compuesto le otorga
sabor y olor a la canela y es conocido por tener propiedades como agente
antidiabético y al igual que el eugenol tienen accion antimicrobiana (Miranda, 2013).



Tabla 4. Composicion del aceite esencial de canela.

Compuesto %

a-pireno 0.07 B-Cariofileno 1
Camfeno 0.04 a-Humeleno 0.20
A-3-Careno 0.01 A-Terpinol 0.35
Limoneno 0.09 Hidrocinamaldehido 10
B-Felandreno 0.40 Cinamaldehido 72
p-Cumeno 0.35 Eugenol 13.30
Linalol 0.70 Benzil Benzoato 1.0

Obtenida de: (Miranda, 2013)

Los compuestos presentes en la corteza presentan potencial antifingico contra
Artenaria solani y C. lunata. Ademas, se ha observado actividad contra Listeria

monocytogenes y Salmonella choleraesuis entre otros (Miranda, 2013).

El cinamaldehido se encuentra categorizado como GRAS, esta sustancia no solo
se presenta como antimicrobiano y antifingica sino también es conocida por su
actividad antiinflamatoria y antioxidante. Sin embargo, los estudios realizados al
analizar el mecanismo de accion del cinamaldehido son poco concluyentes y cuenta
con un fuerte olor que podria dificultar su pase desapercibido en un alimento al
usarse en una biopelicula, ademéas de ser un compuesto muy volatil. Algunos
estudios sobre su actividad antimicrobiana indican que se debe principalmente a la
reactividad de los grupos aldehidos, estos tienen la capacidad de entrecruzarse de
forma covalente con el DNA y las proteinas a través de los grupos amino y asi
interferir con su funcionamiento normal. Se establecen 3 mecanismos de accién. 1)
a bajas concentraciones podria inhibir enzimas que participan en acciones
celulares, 2) A concentraciones mas altas podria actuar como inhibidor de ATPasa
y 3) A altas concentraciones podria causar perturbaciones en la membrana

citoplasmatica de la célula (Quesada, 2016).



3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Los carbohidratos presentes en la semilla de tamarindo han sido ampliamente
aprovechados en la industria de los alimentos debido a su variedad de aplicaciones
antes mencionadas. Algunas investigaciones se han encamidado en su uso para la

conservacion de alimentos especificamente bayas.

Lima Santos Figuereido, y colaboradores , en el articulo “Application of tamarind
seed starch as edible coating in the post-harvest quality of grapes ‘Isabel’ (Vitis
labrusca x Vitis vinifera L.)” aprovecharon el almidon presente en la semilla del
tamarindo para crear un recubrimiento comestible en uvas “Isabel’. El estudio se
basé en disefar tratamientos hechos en base a diferentes concentraciones del
almiddn de la semilla de tamarindo y su posterior aplicaciéon en la uva via inmersion,
observandose que las uvas con el recubrimiento fueron conservadas mayor tiempo
comparandose con el control. Por otra parte, la concentracién mas alta del almidén
obtuvo los mejores resultados. Representando asi una alternativa viable para la

conservacion de uvas “Isabel”.

Un estudio conducido por Onias Elny A, y colaboradores, llamado “Coating Guava
Postharvest With the Use of Starch of Tamarind Seed and Pomegranate Seed Oil”,
analizo la capacidad del extracto de almidén de semilla tamarindo (TSS) para
generar un recubrimiento comestible sobre guayabas que contribuyera a evitar su
rapido deterioro, este se adicion6 con aceite esencial de semilla de granada (PSO)
para mejorar las propiedades del alimento. Los resultados obtenidos demostraron
que el recubrimiento formado con una concentracion mas alta de TSS y adicionado
con PSO tenia mejores resultados en términos de conservacion de alimentos al

finalizar el periodo de tiempo comparado con el control.

En otro estudio realizado por Lépez H., y coloaboradores, llamado “Development
and antioxidant stability of edible films supplemented with a tamarind seed extract”
se evaluaron las propiedades mecanicas, antioxidantes y de color del recubrimiento
hecho a base de almidon nativo de papa y aislado de proteina de leche, adicionada

con extracto de semilla de tamarindo, utilizado como antioxidante. La extraccion fue



llevada a cabo por extraccion alcohdlica. El estudio se llevo a traveés de 6 pruebas,
en las cuales se aplicé el recubrimiento en manzanas y peras, para su posterior
almacenamiento en 3 condiciones diferentes; temperatura ambiente, refrigeracion y
en oscuridad. Al finalizar el estudio se observdé que mejoraron las propiedades
mecénicas de la biopelicula, gener6 una coloracion rojiza e incremento la actividad
antioxidante, estas propiedades se mantuvieron durante todo el estudio. Por lo que
el extracto de la semilla de tamarindo demuestra tener multiples propiedades a favor
de la formacion de recubrimientos comestibles ademas de las propiedades

antioxidantes planteadas.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las bayas son un alimento altamente perecedero que se da en épocas especificas
del afilo y que cuentan con una alta importancia econdmica en México. Sus
componentes las hacen una adicion rica a la dieta gracias a su cantidad de
compuestos bioactivos y antioxidantes. Sin embargo, los métodos de conservacion
de estas recaen Uunicamente en la refrigeracion (0-2°C) y el control de la humedad
relativa (90-98%). La vida de anaquel de algunas bayas puede ser tan corta como
2-5 dias en condiciones Optimas de almacenamiento. (Huynh, Wilson, Eyles, &
Stanley, 2019).

Uno de los principales agentes causantes del deterioro de bayas es Botrytis
cinerea un hongo extremadamente agresivo que puede crecer a temperaturas muy
bajas (-1°C), siendo este uno de los multiples obstaculos que enfrentan las bayas
antes de llegar a su destino, por lo que resulta necesaria la exploracion de métodos
nuevos capaces de apoyar a la temperatura en términos de conversacion
(Luchsinger, 2017).

Por otro lado, en México la industria de la confiteria cuenta con una gran produccién
de dulces hechos en base a la pulpa del tamarindo, produciendo 49 mil toneladas
anualmente, de los cuales la pulpa representa el 55% dejando como como residuos
a la cascaray a la semilla de este fruto (Viveros G., y colaboradores, 2012) (Zhang,
y colaboradores, 2020). A su vez, la semilla de tamarindo tiene componentes que
han demostrado tener algunos buenos resultados para la formacién de peliculas
eficientes en la conservacion de algunas frutas, haciendo de este residuo un
subproducto prometedor en la industria de los alimentos. Sin embargo, su analisis
y aplicaciéon en alimentos altamente perecederos como las bayas ha sido poco
explorado. Un recubrimiento comestible hecho a partir de este subproducto y
adicionado con un antimicrobiano natural podria representar una solucién amigable
con el medio ambiente capaz de contrarrestar algunos de los problemas que surgen
al conservar a las bayas, ofreciendo alimentos seguros, convenientes, de buena

calidad y atractivos para el consumidor.



5. JUSTIFICACION

Actualmente el aprovechamiento de todos los subproductos en una cadena
productiva ha cobrado importancia debido al impacto ambiental que tienen las
industrias a nivel mundial, ademas de que estos representan alternativas
econdmicas para el desarrollo de nuevas tecnologias. Para este estudio se analiza
la semilla de Tamarindo, un subproducto derivado de la obtencién de la pulpa de la
industria de la confiteria en México, para elaborar una pelicula comestible que
permita alargar la vida util de algunas bayas de importancia nacional, brindandoles

proteccion ante el deterioro bioldgico, fisico y quimico (Han, 2014)

La semilla de tamarindo cuenta con un gran potencial biotecnologico en diversas
areas de interés como la médica, la farmacéutica, cosmética, la industria textil y la
alimentaria, siendo esta ultima la mas analizada en otros paises ya que la semilla al
ser sometida a diferentes tratamientos genera una goma que ha demostrado ser de
utilidad como agente gelificante, espesante, entre otros (Isidro, 2018). Sin embargo,
debido a los diferentes procesos de extraccién a los que puede ser sometida, se
generan diferentes mezclas de componentes que resultan no Utiles si se desea
generar un producto como un recubrimiento comestible, es por eso que resulta
necesario estandarizar un proceso de extraccién y caracterizar el producto para

aplicarlo de manera confiable sobre un alimento.

De igual manera se analiza el uso de un aditivo para mejorar las cualidades del
recubrimiento comestible. El aceite esencial de canela ha demostrado tener
propiedades antimicrobianas contra algunos microorganismos especificos sin
embargo resulta importante analizar sus afectos contra los principales organismos
responsables de deterioro de bayas en Meéxico, asi como de aquellos
microorganismos patdgenos comunmente relacionados a las bayas. Siendo una

parte importante comprobar la inocuidad de este para la salud humana.



6. HIPOTESIS

El extracto de la semilla de tamarindo obtenido mediante extraccién acuosa tendra

caracteristicas que lo haran un buen candidato para la formulacion de un

recubrimiento comestible

7. OBJETIVOS

7.1 Objetivos Generales

Caracterizar un recubrimiento comestible generado a partir de la semilla de

tamarindo adicionado con aceite esencial de canela disefiado para aplicar sobre

bayas.

7.2 Objetivos especificos

Estandarizar el método de la extraccion acuosa de una goma a partir de la
semilla de tamarindo.

Conocer las caracteristicas fisicoquimicas y la composicién del extracto
acuoso obtenido de la semilla de tamarindo.

Caracterizar el aceite extraido de la canela Cinnamomum zeylanicum y
determinar su actividad antimicrobiana contra los patdgenos mas comunes
en alimentos; Salmonella spp. Escherichia coli patogénica, Shigella sp y el
deteriorador principal de las bayas Botrytis cinérea.

Conocer las caracteristicas fisicoquimicas y antimicrobianas del
recubrimiento comestible formado a partir del extracto acuoso de la semilla

de tamarindo y del aceite esencial de canela.



8. METODOLOGIA

La caracterizacion de la biopelicula se dividié en 3 partes principales; el analisis del
extracto acuosos de la semilla de tamarindo secando la semilla a diferentes
temperaturas y obteniendo la goma a partir de extraccién acuosa, el andlisis de
aceite esencial de canela (corteza) obtenido a partir de una destilacion por arrastre
de vapor y la comparacion de este con un aceite comercial (Cynamomun zelanium

11 mL) y por dltimo el andlisis de la biopelicula como producto final.

8.1 Extracto de tamarindo

8.1.1 Extraccion de la goma de tamarindo
La semilla de tamarino se sec6 a 2 temperaturas diferentes con variaciones en el
tiempo de secado. Por una parte, se secaron 500 g de semilla a temperatura
ambiente por 15 dias, de igual manera, se secaron 250 g de semilla a 80°C por 4, 6
y 9 dias. Posteriormente se moli6 la semilla hasta obtener un polvo fino, que se

almacend a temperatura ambiente.

Para la extraccion acuosa se tomaron 250 mL de agua y se llevo a 80 °C, una vez
caliente el agua se agreg6 la semilla molida y se dejo por 15 min sin dejar de

mezclar.

El producto obtenido se dejé enfriar y con una malla fina (manta cielo) se separo el
liguido de los restos de semilla presentes en la mezcla. Una vez recuperado, se

colocé en refrigeracion para su posterior analisis por espectroscopia infrarroja.

Este proceso se repitid para todas semillas expuestas a diferentes temperaturas y
tiempos de secado. A partir de los resultados obtenidos se selecciono a la semilla
de tamarindo con las mejores caracteristicas y se llevaron a cabo las pruebas
mencionadas a continuacion; analisis fisicoquimicos, concentracion de proteinas,
separacion de proteinas por medio de electroforesis (SDS PAGE), determinacion
cualitativa de carbohidratos, cenizas y pruebas de susceptibilidad antibiética por el
método de Kirby Bauer. Estos analisis fueron hechos a 3 lotes del extracto acuoso
de la semilla de tamarindo por triplicado.



8.1.2 Andlisis de muestras mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR)
Se utilizd esta técnica para analizar los 3 diferentes extractos de la semilla de
tamarindo, el aceite esencial obtenido por destilacion por arrastre de vapor, el

comercial, y la biopelicula.

Para los analisis realizados mediante la técnica FT-IR, se utiliz6 el modo ATR
(Reflectancia Total Atenuada por sus siglas en inglés) en el infrarrojo medio (4000-
400 cm-1) en un equipo FT-IR Bruker Vertex 70, se coloc6 1 ul de la muestra sobre
el cristal de diamante y se realizaron 120 barridos por muestra con una resolucion
de 4 cm-1.

8.1.3 Pruebas fisicoquimicas del extracto acuoso de semilla de tamarindo
Una vez seleccionado aquel extracto con las mejores caracteristicas mediante FT-
IR se procedi6 a analizar. Todas las pruebas se realizaron por triplicado en el primer
dia del extracto:

e Viscocidad cinematica

Esta prueba se llevd a cabo siguiendo lo indicado en el manual de
instrumentos de medicion de la copa Zahn BL-BGD126. Se utilizé la copa
Zahn de inmersion de didmetro 2 (utilizada para mezclas muy viscosas) a
20°C a un pH promedio de 5.98. Se comenzé colando 150 mL del extracto de
tamarindo en un vaso de precipitado de 200 mL, en el cual se sumergio la
copa Zahn hasta observar que se encontraba llena, se retiré la copa del vaso
de precipitado y se empez0 a contar el tiempo de vaciado
e pH

Esta prueba se llevo a cabo como lo indica la Norma Mexicana NMX-F-317-
S-1978. DETERMINACION DE pH EN ALIMENTOS. DETERMINACION OF
pH IN FOODS. NORMAS MEXICANAS. DIRECCION GENERAL DE
NORMAS. Se determiné el valor de pH del extracto acuoso de semilla de
tamarindo utilizando un potenciémetro PH-016 PH METER. Se colocaron 15

mL del extracto en un tubo falcén de 15 mL a temperatura ambiente, se



realizo la medicion introduciendo el electrodo en la muestra y registrando los

datos obtenidos por el equipo, después de la calibracion del equipo.

e Humedad
Esta prueba se realiz6 segun lo indicado por norma NMX-F-428-1982.
ALIMENTOS. DETERMINACION DE HUMEDAD (METODO RAPIDO DE LA
TERMOBALANZA). FOODS DETERMINATION OF MOISTURE
(THERMOBALANCE RAPID METHOD). NORMAS MEXICANAS.
DIRECCION GENERAL DE NORMAS) realizando modificaciones en la
metodologia y utilizando la termobalanza High-performance Moisture
Analyzer (Witeg Labortechnik GmbH) a 120°C. Se colocé el plato en el equipo
asegurandose de que este se encontrara completamente limpio y seco, se
pesaron 5 g de muestra, los cuales se distribuyeron cuidadosamente sobre
el plato, se bajo la tapa y se puso a funcionar el equipo. Este cuenta con una
alarma que se activa cuando se alcanzé un peso constante por 2 minutos. Al

terminar se registran los datos proporcionados por el equipo.

8.1.4 Cuantificacion de proteinas
Esta prueba se bas6 en el método estandar de la prueba de Bradford para la
cuantificacion de proteinas segun lo indicando en el manual de instrucciones de
Protein Bio- Rad.

Primero se llevo a cabo la curva de calibracion de proteinas, para lo cual se prepar6
un stock de 1 mg/mL a partir del estandar de Albumina de suero Bovino (BSA) para
lo cual se pes6 1 mg de BSA liofilizada y se resuspendio en 1 mL de agua destilada
estéril. A partir de este se realizaron 4 diluciones seriadas, siendo las
concentraciones analizadas 0.1mg/mL, 0.01 mg/mL, 0.001 mg/mL y 0.0001 mg/mL.
Se utilizé el reactivo de Bradford ya preparado obtenido de manera comercial,
Ensayo de proteinas (Thermo scientific), del cual se tomaron 1.5 mL para cada
dilucion por triplicado, se colocaron en un microtubo conico Ependorff limpio y se
agregaron 30 pl de la dilucion del estandar correspondiente, se agito y se procedio

a hacer las mediciones empleando el espectrofotometro UV/Vis 6405 Jenway a 595
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nm, los resultados obtenidos se graficaron para obtener la curva de calibracion a

utilizar.

Para el andlisis de extracto de tamarindo se tomaron 30 pL y se colocaron en 1.5
mL del reactivo de Bradford asegurandose de agitar la mezcla. Se procedié a hacer
las mediciones de la misma manera que con el estandar. Los resultados se
calcularon a partir de la curva obtenida anteriormente. Este proceso se realizé por

triplicado para cada lote de muestra.

8.1.5 Separacion de proteinas por medio de electroforesis (SDS PAGE)
Se siguié la metodologia descrita por Bagul y Sonawane en el 2015 para separacion

de proteinas.

Se preparo el gel separador al 12% en condiciones de esterilidad, colocando en un
matraz limpio cada uno de los componentes mostrados en la tabla 5 en el orden
indicado, haciendo especial énfasis en colocar el APS y el TEMED al final. Después

de aproximadamente 5 minutos se vertio el gel en la camara antes preparada.

Tabla 5. Componentes del gel separador

Acrilamida + bis acrilamida 16 mL
Buffer de separacion 10 mL
SDS 0.4 mL
NacCl 0.8 mL
dH20 12.57 mL
APS 0.400 mL
TEMED 0.070 mL

Obtenida de: (Biorad, 2020) con modificaciones

Se prepard el concentrador tras corroborar la polimerizacion del gel separador,
colocando los componentes mostrados en la tabla 6. De igual manera estos se
agregaron en el orden mostrado, adicionando el APS y el TEMED al final y vertiendo

inmediatamente en la camara de electroforesis.

Tabla 6. Componentes del gel concentrador



Acrilamida + bisacrilamida 1.5mL

Stacking buffer 5mL
SDS 10% 0.1 mL
dH20 3.35mL
APS 0.070 mL
TEMED 0.060 mL

Obtenida de: (Biorad, 2020) con modificaciones

Una vez terminados los geles se agrego el buffer de corrimiento 1x el cual se

preparé a partir del buffer con una concentracién mas alta.

Tabla 7. Componentes para el buffer de corrimiento

10x

Tris Base 30.28 g
Glicina 144.14 g
SDS 10 g
dH20 1L

Obtenida de: (Biorad, 2020) con modificaciones

La muestra se coloco en los pocillos del gel. Siendo el primero y el dltimo pocillo
destinados para el marcador de peso molecular mientras que los del centro fueron

destinados para las muestras.
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Figura 1. Gel cargado con los lotes 1, 2 y 3 en centro, asi como con los marcadores de
peso en los extremos del gel. Obtenido de: (Autoria propia).



Se corrié a 70 V por 8 horas. Una vez transcurrido el tiempo se retird el gel de la

camara y se tifio con tincion de Coomasie

por 8 horas, transcurrido el tiempo se destifio con solucion destefidora (agua 800
mL, etanol 100 mL y acido acético 100 mL), en agitacion circular por 4 horas.
Posteriormente se retird la solucién y se colocé mas nueva, este proceso se repitio

hasta lograr la eliminacion de la tincion de las zonas no deseadas.

8.1.6 Determinacion cualitativa de carbohidratos
Se realizaron pruebas colorimétricas para determinar la presencia de diferentes
carbohidratos mediante analisis basados en la reaccién especifica de algunos

compuestos con reactivos que generan derivados coloreados (Nieves, 2004)

Se colocaron 2 mL del extracto de tamarindo en un tubo de ensayo para cada
prueba (exceptuando la prueba Seliwanoff) por triplicado.

Molish: Se agregaron 2 mL de a-naftol al 5%, se mezcl6 y se agrego
cuidadosamente por las paredes del tubo acido sulfarico concentrado. Se
observaron y se registraron los resultados.

Calentar en bafio maria a 60°C por 10 minutos y observar resultados.

Barfoed: Se agregaron 2 ml del reactivo de Barfoed, se calenté en Bafio
maria a 60°C y se observo cualquier cambio en el color de la reaccion hasta

alcanzar los 12 minutos.

Fehling: Se agregaron 3 gotas del reactivo de Fehling, posteriormente se
calenté a bafio maria hasta los 60°C por 10 minutos. Y se observaron los

resultados.

Benedict: Se agregé 0.1 mL del reactivo de Benedict. Se calent6 a bafio

maria hasta alcanzar los 60° C, se observaron y registraron los resultados.

Seliwanoff: Se colocaron en el tubo de ensayo 3 mL del reactivo de
Seliwanoff, se agregaron 100 uL del extracto de tamarindo, se llevé bafio

maria a 60°C por 10 minutos, se observaron y se registraron los resultados.



8.1.7 Cenizas
Se siguidé la norma mexicana para la determinacion de cenizas en los alimentos

NMX-F-066-S-1978. DETERMINACION DE CENIZAS EN ALIMENTOS.
FOODSTUFF DETERMINATION OF ASHES. NORMAS MEXICANAS.
DIRECCION GENERAL DE NORMAS. Se pesaron en una balanza analitica
aproximadamente 3 g de muestra en un crisol puesto previamente a masa constante
y se colocé en una parrilla para quemar la muestra hasta que esta ya no
desprendiera humos. Se llevé el crisol a la mufla y se efectu6 una calcinacién
completa. Posteriormente se dejé enfriar la mufla y junto con el crisol y se pesé este

ultimo en una balanza analitica.

8.1.8 Pruebas de susceptibilidad antibiotica por el método de Kirby Bauer.

Se siguio el protocolo creado por la American society for microbiology en 2009.
Kirby-Bauer Disk Diffusion Susceptibility Test Protocol. Se prepararon los

microorganismos a utilizar, sembrando Shigella sp., Salmonella tiphymurium, E.coli
enteropatdégena en agar Mac Conkey y SS por 24 horas a 35°C. Una vez
transcurrido el tiempo se resembraron las cepas tomando con asa bacteriologica de
entre 4 a 5 colonias y resembrandose en caldo Muller Hinton estéril a 35°C por
aproximadamente 3 horas para E.coli y de 4 para Salmonella tiphymurium y Shigella
sp. Al pasar el tiempo indicado se midié la absorbancia de los cultivos en un

espectrofotometro UV/Vis a 600 nm buscando obtener un valor de 0.5.

Alternativamente se impregno un filtro de papel con 30 pL de extracto de tamarindo
en condiciones de esterilidad. De igual manera se impregnaron 2 diferentes

concentraciones de la pelicula comestible en papel filtro.

Una vez alcanzado el valor de absorbancia buscado se resembraron los cultivos en
agar Muller-Hinton con un hisopo estéril, sumergiéndolo en el caldo con el cultivo y
retirando el exceso de liquido en las paredes del tubo, a continuacion, se distribuy6
en la placa de manera uniforme rayando 4 veces la placa y rotandola 90° cuatro
veces. Posteriormente con asas estériles se colaron los circulos de papel filtro antes

impregnados sobre la superficie el agar manteniendo una distancia equitativa entre



cada uno. Los resultados se observaron 24 horas después. Este proceso se realiz6

por duplicado.

Para el caso de Botritis cinérea, se agregaron 2 mL de caldo Muller Hinton al cultivo
original y se raspo la superficie con un hisopo estéril, lo obtenido se sembro en agar
PDA y se colocaron los circulos de papel filtro ya impregnados como se describio
anteriormente. Los resultados se observaron después de 72 horas a temperatura
ambiente, esta prueba se realizé por duplicado.

8.2 Aceite esencial de corteza de Cinnamomum zelanicum

8.2.1 Extraccion de aceite esencial de corteza de canela por arrastre de
vapor.
Se siguio la métodologia descrita en Optimizacion de la extraccion de aceites
esenciales por destilacion en corriente de vapor del 2018 adaptandola a las

condiciones del laboratorio

Se monto el equipo para una destilacion por arrastre de vapor como se observa en
la figura 2.

Entrada de
vapor

Refrigerante
¢/ manguera

Matraz de fondo
rendondo
Parrillas de
calentamiento

Figura 2. Equipo utilizado para llevar a cabo destilacion por arrastre de vapor. Obtenido
de: (Autoria propia).

Se colocaron 50 g de canela molida en el matraz 2 y agua en el matraz 1, se llevo

el matraz 1 a 80°C aproximadamente, manteniendo esa temperatura durante todo



el proceso, se dejo funcionar el sistema por 4 horas. Lo obtenido de la destilacion
se separ0 en un embudo de destilacion con acetato de etilo y NaCl, esto
posteriormente se llevo al rotavapor a 45°C por tiempo suficiente para realizar la
separacion. El aceite obtenido se almacend en refrigeracion hasta su analisis. El
cual fue realizado por duplicado para las pruebas de susceptibilidad antibiotica y
concentracion minima inhibitoria, mientras que por triplicado para la concentracion

de eugenol y cinamaldehido.

8.2.2 Analisis de muestras mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR)
El procedimiento se desarrollé exactamente como fue descrito en el apartado 8.1.2
para el extracto de tamarindo.

8.2.3 Resonancia Magnética nuclear de Proton de Aceite de corteza de
canela.
Se disolvieron 20 mg de cada muestra organica seca en 0.5 ml de un disolvente
deuterado.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de *H se obtuvieron en un equipo
Bruker Avance Ill de 500 MHz, se utilizé cloroformo-d (CDClIs), como disolvente con
TMS como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm

(9).

8.2.4 Cromatografia en capa fina
Se prepararon 6 sistemas de solventes con la finalidad de encontrar aquel que
separara exitosamente los compuestos presentes en el aceite esencial de canela

(fase movil).
Los sistemas de solventes usados fueron:

e 5:5 Hexano: Acetato de etilo
e 7:3 Hexano: Acetato de etilo
e 9:1 Hexano: Acetato de etilo
e 95:5 Hexano: Acetato de etilo
e 95:5 Diclorometano: Metanol

e 9:1 Diclorometano: Metanol



En un vial se colocé con una pipeta una pequefia cantidad de una muestra disuelta

en acetato de etilo.

Se prepararon placas de gel de silice (SiO2) (fase estacionaria) de 1.5 x 5 cm,
trazando con un lapiz una linea a 0.5 cm de distancia del borde de la placa, se
marcaron 3 puntos equidistantes en la linea y se coloco la muestra por capilaridad
a 1 vez en el primer punto, 3 veces en el segundo y 9 veces en el tercero para
aumentar la concentracién de la muestra, se sumergio la placa en primer sistema

solventes y se repitié el mismo proceso por sistema.

Las placas se revelaron usando luz UV 254 nm, lodo y una mezcla de Acidos

utilizada en el laboratorio en el que se llevo a cabo la prueba.

8.2.4 Concentracion de cinamaldehido y eugenol en aceite esencial de

canela
Para llevar a cabo este proceso se obtuvieron de manera comercial el
cinamaldehido (trans-cinamaldehyde Sigma Aldrich) y el eugenol (Densell) y se
hicieron diluciones por triplicado de estos usando etanol al 97% para el
cinamaldehido y DMSO al 50% para el eugenol (los solventes fueron seleccionados
de acuerdo con la capacidad de los aceites de disolverse en estos). Las diluciones
realizadas para el cinamaldehido fueron de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 y para el
eugenol fueron de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10000,1:50000.

Cada dilucion se mezclé por 1 minuto, se colocd en una celda y se analizé
empleando el mismo espectrofotdmetro usado anteriormente, UV/Vis 6405 Jenway

a 297 nm para eugenol y a 376 nm para cinamaldehido.

Se realiz6 una curva de calibracion en Excel con los datos obtenidos para ambos

compuestos.

Posteriormente se analizd el extracto de canela. Se utilizo el extracto puro sin
embargo la concentracion era muy alta por lo que se realizé 1 dilucién para el
cinamaldehido (1:10) con etanol al 97% y 3 diluciones para eugenol (1:10, 1:100,
1:1000) con DMSO al 50%. Ambos se mezclaron por 1 minuto, se colocaron en una

celda y se midio su absorbancia, la cual fue registrada (Dosal & Marzo, 2008).



8.2.5 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
Se prepararon los microorganismos a utilizar basandose en la técnica de difusion

en disco descrita en el apartado 8.1.8.

El aceite se us6 a una concentracion de 300 mg/mL y se realizaron diluciones para
alcanzar 30 pg/mL, esta udltima concentracion se elegio en funcion de las
concentraciones de los antibidticos usados en el control positivo. Para la
preparacion del stock de 300 mg/mL se llevd un tubo Eppendorf a peso constante
para lo cual se peso el tubo y se colocé en una incubadora a 50°C por 20 minutos,
se pesd nuevamente y se coloco una vez mas en la incubadora con las mismas
condiciones. Este proceso se repitid por lo menos 2 veces mas o hasta alcanzar un

peso constante.

Posteriormente se pesaron 300 mg del aceite extraido y se colocé 1 mL del DMSO
al 10%. Una vez terminado el stock se hicieron diluciones seriadas en base 10 hasta
alcanzar la concentracion de 30 pg/mL.

Una vez preparado el aceite se impregno un filtro de papel por cada dilucién con 30
pl en condiciones de esterilidad. Ademas, como control positivo se utilizd
Ceftriaxona [30 pg] para Shigella, Trimetoprima/sulfametoxazol [25 pg] para

Salmonella tiphymurium y Amplicilina para EPEC.

A continuacion, se resembraron los cultivos en agar Muller-Hinton con un hisopo
estéril, sumergiéndolo en el caldo con el cultivo y retirando el exceso de liquido en
las paredes del tubo, se distribuy6 en la placa de manera uniforme rayando 4 veces
la placa y rotandola 90° cuatro veces, con asas estériles se colaron los circulos de
papel filtro antes impregnados sobre la superficie del agar manteniendo una
distancia equitativa entre cada uno. Los resultados se observaron 24 horas

después. Este proceso se realizd por duplicado.

Para el caso de Botritis cinérea, se agregaron 2 mL de caldo Muller Hinton al cultivo
original y se raspo la superficie con un hisopo estéril, lo obtenido se sembro6 en agar

PDA y se colocaron los circulos de papel filtro ya impregnados como se describio



anteriormente. Los resultados se observaron después de 72 horas a temperatura

ambiente, esta prueba se realiz6 por duplicado.

8.2.6 Concentracion minima inhibitoria
Para las pruebas de concentracion minima inhibitoria se trabajé con el aceite a 5

concentraciones diferentes; 250 mg/mL, 200 mg/mL, 150 mg/mL, 100 mg/mL, 50
mg/mL. Estas se obtuvieron a partir del stock de 300 mg/mL tomando 88.3 pL, 66.7
uL, 50 pL, 33.3 pL, 16.6 yL respectivamente para cada una de las concentraciones,

posteriormente se coloco lo restante de DMSO 10% para alcanzar 100 pL.

Se prepararon los microorganismos a utilizar basandose en la técnica de difusion

en disco descrita en el apartado 8.1.8.

8.3 Biopelicula
8.3.1 Preparacion de la biopelicula

El extracto de tamarindo utilizado para la preparacién de la biopelicula fue el
obtenido de la semilla secada a 80°C durante 6 dias, ya que presento las mejores
caracteristicas segun lo analizado.

En un vaso de precipitado de 250 mL se mezclaron 178 g de agua con 2 ¢
carboxilmetil celulosa, estos se colocaron en bafio maria hasta que la mezcla
estuviera totalmente homogenizada posteriormente se afiadieron 16 g de glicerol y
4g del extracto de la semilla de tamarindo previamente preparado y se continud
mezclando para su total homogenizacion, finalmente se dejé enfriar y se agregé 1
gota de esencial de canela.

8.3.2 Analisis de muestras mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR)
Se llev6 a cabo de manera simultenea y de la misma manera descrita en el apartado

8.1.2

8.3.3 Viscosidad cinematica
Se llevo a cabo de la misma manera descrita en el apartado 8.1.3 para viscosidad
cinematica
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8.3.4 Pruebas de suceptibilidad antimicrobiana
Se llevé a cabo de manera simultenea y de la misma manera descrita en el apartado

8.1.8. Colocando en los discos 30 pL del recubrimiento comestible.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Extracto de semilla de tamarindo

La semilla de tamarino se sec6 a 2 temperaturas diferentes con variaciones en el
tiempo de secado. Siendo estas a temperatura ambiente por 15 dias y a 80°C por
4, 6 y 9 dias. De estas se obtuvo un extracto que fue analizado por FTIR, los
resultados de esta prueba determinaron el extracto que seria usado tanto para
realizar las pruebas siguientes como para formar parte del recubrimiento comestible.
Los analisis fueron llevados a cabo por triplicado en 3 lotes del extracto. Los lotes
se obtuvieron de la semilla de tamarindo que mostro las mejores caracteristicas

(FTIR) y el proceso de extraccion fue el mismo para cada lote.

Figura 3. Lote 2 de extracto de semilla de tamarindo almacenado en frasco de vidrio para
laboratorio de 50 ml autoclavable. Obtenido de: (Autoria propia)
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Figura 4. Espectro de absorcion FTIR del extracto de semilla de tamarindo (en negro) y la
semilla de tamarindo (en azul) secada a temperatura ambiente. En los recuadros amarillo,
verde y naranja se marcan las regiones que podrian ser atribuidas a carbohidratos,
proteinas y lipidos respectivamente. Obtenido de: (Autoria propia).
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Figura 5. Espectros de absorcion FTIR obtenido del extracto de semilla secada a 80° C a
diferentes tiempos. En color azul se muestra el espectro del extracto producido con semilla
secada por 9 dias, en color rojo se muestra el espectro producido con semilla secada por 6
dias y en negro el espectro con semilla secada por 4 dias. En los recuadros amarillo, verde
y naranja se marcan las regiones que podrian ser atribuidas a carbohidratos, proteinas y
lipidos respectivamente. Obtenido de: (Autoria propia).

Los espectros presentados en las figuras 4 y 5 muestran algunas similitudes en las
sefiales observadas. La banda presente a 2900 cm aproximadamente se puede
atribuir al estiramiento del enlace -C-H, la intensidad es mayor en extracto del dia 4
y 6, esta sefial puede ser atribuida a lipidos presentes en la muestra; estas
alteraciones se pueden deber a que las altas temperaturas son las principales
causantes de cambios lipidicos (Silva, 1998) . En la misma zona la banda ancha
ubicada entre los 3100- 3600 cm es atribuida al estiramiento del grupo O-H que
puede estar relacionado a la presencia de agua, esta banda amplia se observa
principalmente en el espectro del extracto de temperatura ambiente (TA) (figura 4),
mientras que los espectros observados en la figura 5 presentan una sefal
aproximadamente a 3100 cm relacionada al estiramiento del enlace =C-H que
podria relacionarse a lipidos asociados al extracto de tamarindo (Thygesen, Lakkey,
Micklander, & Engelsen., 2003).

Otra regién en donde se observa actividad en los espectros es la que se encuentra
entre los 800—1800 cm™. La banda a 1610 cm™ se atribuye al estiramiento del enlace
-C=0 de la amida | perteneciente a proteinas, esta sefial se encuentra en los 4
espectros siendo mas intensa en los espectros de los dias 4 y 6, por otro lado, la
banda presente a 1520 cm™ atribuida al doblamiento del enlace N-H de la amida Il
perteneciente a proteinas, se encuentra presente en los 4 espectros (Alpizar, y
colaboradores, 2017) (Thygesen, Lgkkey, Micklander, & Engelsen., 2003); estos
resultados podrian concordar con los resultados obtenidos por Samadi & Yu en el
2011 para el caso de la soya ya que concluy6 que el secado a 120°C por 1 hora
aumenta la concentracion de amida | y amida ll, observando tambien cambios en el

contenido nutricional y el conteido proteico al exponer las semillas a calor seco.

A 1280 cm se encuentra una banda intensa presente en los 4 extractos, esta se

puede atribuir al estiramiento del enlace C-O de lipidos o proteinas (Alpizar, y



colaboradores, 2017) (Thygesen, Lgkkey, Micklander, & Engelsen., 2003). Las
siguientes sefiales ubicadas aproximadamente a 1370, 1150, 1037,1071 y 897 cm"
! podrian estar relacionadas a carbohidratos. Especificamente la banda a 1370 cm-
! se asocia al doblamiento del grupo CH: del xiloglucano, las bandas a 1037 y 1071
cmson atribuidas al estiramiento de los grupos C-O y C-C del anillo de xiloglucano,
estas sefiales se observan en los 4 extractos siendo mas intensas en el dia 6,
particularmente la banda a 1037 cm™ es muy intensa en todos los espectros
incluyendo el de la semilla. La banda a 1150 cm™ se atribuye al estiramiento
asimétrico del C-O-C, a 897 cm se observa una sefial no tan intensa en los dias 4
y 6 atribuida al estiramiento del C-H caracteristico de la Xilosa y Glucosa (Alpizar, y
colaboradores, 2017); estos resultados podrian coincidir con los obtenidos por
Trugo, Donangelo, Trugo, & Knudsen en el 2000 quienes analizaron el contenido de
semillas y observaron que los niveles de algunos azUcares aumentaron al doble
despues de ser tratados con calor. Estos cambios son diferentes dependiendo de la
semilla analizada sin embargo se sabe que los tratamientos térmicos modifican la

estructura de fibras solubles, modificando de igual manera sus propiedades.

Los espectros observados concuerdan en gran medida por lo obtenido por Alpizar
y colaboradores en el 2017, al analizar las propiedades funcionales y caracteristicas
fisicoquimicas de la semilla de tamarindo como un nuevo hidrocoloide. Se puede
observar un espectro similar a estos con ligeras diferencias en la sefales y en la
intensidad de estas, ademas de cambios importantes en la zona posterior a los
3000 cm™.
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Figura 6. Espectros de absorcion FTIR del extracto de semilla de tamarindo obtenido. En
los recuadros amarillo, verde y naranja se marcan las regiones que podrian ser atribuidas
a carbohidratos, proteinas y lipidos respectivamente. Obtenido de: (Alpizar, y
colaboradores, 2017)

Por otro lado, a pesar de no haber cambios significativos en la composicion quimica
segun lo observado entre los espectros, si se observan cambios en la concentraciéon
general. Debido a que los procesos de extraccion fueron los mismo estos cambios

se atribuyen al tiempo y temperatura de secado de la semilla.

De acuerdo con estos resultados se seleccioné a la semilla secada a 80°C por 6

dias para realizar los analisis subsecuentes.

9.1.2 Pruebas fisicoquimicas

9.1.2.1 Viscosidad
Se utilizo la formula V = K(t — c¢) donde V es la Viscosidad cinemética en cSt (1 cSt

=1 mm?/s), t es el tiempo en segundos y k es un coeficiente especifico para cada
copa. En la tabla 8 se encuentran los valores a sustituir dependiendo de la copa

usada, en este caso siendo la 2.

Tabla 8. Coeficientes de Copa Zahn.

No. copa Kk c
1 11 2.9



3.5 14
11.7 7.5
4 14.8 5
Obtenido de:

Como se observa en la tabla 9 los valores del triplicado de la muestra del extracto
de la semilla de tamarindo se encuentran en un rango entre los 539-553 cSt, como
se indica para liquidos muy viscosos usando la copa Zahn el valor de la viscosidad

se encuentra entre 460-1860 cSt para cada lote analizado.

Tabla 9. Resultados obtenidos de viscosidad cinemética (cSt).

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio Desviacién
estandar
Viscosidad 542.5 553 539 544 .83 7.285832142

Cinematica (cSt)

Obtenido de: (Autoria propia)

La comparacion directa no pudo ser posible por diferencia de unidades entre los
resultados obtenidos en esta tesis y los resultados en otras investigaciones, sin
embargo, existe evidencia que los polisacaridos de la semilla de tamarindo poseen
una alta viscosidad, como la mostrada en esta tesis, incluso a bajas concentraciones
demostrando alteraciones minimas en condiciones acidas y altas temperaturas
(Zhang, y colaboradores, 2020). Ademas, la extraccion acuosa con agua a
temperaturas medias logra formar un gel altamente viscoso (Chawananorasest,
Saengtongdee, & Kaemchantuek, 2016). Los resultados obtenidos en este estudio
concuerdan con lo mencionado anteriormente, la viscosidad del extracto se
encuentra en la categoria de viscosidad alta segun lo que indica el manual de la
copa Zanh BL-BGD126.

En el 2015 Alpizar R., y colaboradores, analizaron las propiedades reologicas del

mucilago de la semilla de tamarindo a diferentes concentraciones, condiciones de



temperatura, pH y concentracion de sales. Descubrieron que a mayor concentracion
(2%) del mucilago incrementaba la viscocidad (n), lo mismo sucedia con un aumento
en el pH. Sin embargo con adiciones de sales disminuia la viscosidad aparente

sugiriendo una carga negativa en la cadena del mucilago.

9.1.2.2 Ph

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion del pH de 4

lotes de extracto de tamarindo.

Tabla 10. Datos obtenidos de analisis de pH para los lotes 1, 2,3y 4

Lotes pH Promedio Desviacién
Estandar
Lote 1 5.88 5.90 5.81 5.86 0.03354102
Lote 2 6.60 6.54 6.53 6.55 0.027386128
Lote 3 5.64 5.62 5.61 5.62 0.01118034
Lote 4 5.93 5.92 5.88 5.91 0.018708287

Obtenido de: (Autoria propia)

El pH tiene una amplia influencia en las cualidades del extracto, entre ellas la
viscosidad aparente y la viscoelasticidad de los recubrimientos, Shao vy
colaboradores probaron soluciones hechas a base de la semilla de tamarindo en
niveles de pH que iban de 1-13 y observaron que estas propiedades se mantenian
estables en niveles de pH entre 1-10 mientras que por arriba de 10 la viscosidad
aparente disminuia significativamente. Conluyeron que esto se debe a las cargas
negativas presentes en el mucilago que podian destruir las interacciones intra e

intermoleculares.

En el pH de los cuatro lotes si bien hubo pequeiias variaciones dependiendo al lote
analizado todos se mantuvieron en un rango en el que segun lo mencionado
anteriormente no se veian afectadas propiedades como la viscosidad aperente si no

que se favorecia a la viscosidad.



9.1.2.3 Hiumedad

Tabla 11. Porcentaje de humedad de cuatro lotes de extracto de semilla de tamarindo

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Promedio Desviaciéon
estandar
Humedad 97.40 97.64 97.97 97.15 97.54 0.349571166

(M%)
Obtenida de: (Autoria propia)

Se llevo a cabo una extraccion acuosa y se obtuvo un liquido altamente viscoso que
se asume sucedio debido a unién del agua con los componentes de la semilla por

lo que los porcentajes de humedad aqui reportados concuerdan con este proceso.

9.1.3 Concentracion de proteinas
A partir de los valores de densidad Optica obtenidos de los andlisis se gener6 una
curva patron con la cual se obtuvo la ecuacion de la recta. A partir de esta se hizo

el céalculo de la concentracion de proteina del extracto acuoso de la semilla de

tamarindo.
Curva de calibracion
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Figura 7. Curva de calibracion obtenida a través del método de Bradford para obtener la
concentracion de proteinas presentes en el extracto de semilla de tamarindo. Obtenido de:
(Autoria propia).

Tabla 12. Datos de la desviacion Optica y concentracion obtenidos de los 4 lotes

Lotes Desviacion Optica Promedio  Desviacion Concentracion
Estandar

Lote 1 569 .686 .604 .620 0.042464691 X = .514 mg/mL

Lote 2 569 .689 .604 .617 0.043752143 X = .514 mg/mL

Lote 3 628 581 .639 .616 0.021783021 X = .512 mg/mL

Lote 4 563 .528 518 .536 0.264375207 X = .499 mg/mL

Obtenido de: (Autoria propia).

Prospero y colaboradores en el 2006, analizaron por el método de Bradford la
concentracion de proteina de un recubrimiento comestible creado a partir de
quitosano y suero de leche, obteniendo 2.7 mg/ml. Mientras que otro recubrimiento
hecho a base de almidon de maiz obtuvo 2 mg/ml (Rawdkuen, 2019). Como se
puede observar la concentracion de proteina comparada con los ejemplos
anteriores parece ser mucho menor sin embargo Khounvilay & Sittikijyothin en el
2012 observaron que la goma del nucleo de la semilla de tamarindo era rica no solo
en polisacaridos sino tambien en proteinas. Expresaron sus resultados, al igual que
muchos otros autores que llevaron a cabo diferentes extracciones, en porcentaje
(13.51%) siendo dificil hacer una comparacion directa con los resultados obtenidos
en esta tesis. Otro ejemplo es lo obtenido por Mohamad, Akram, & Bero en el 2012,
que a traves de una extraccion con PBS obtuvieron que el 40% de la composicion
del extracto era de proteina. En estos resultados podemos observar una amplia
variacion en los resultados, esto puede ser debido a que los métodos de extraccion
juegan un importante papel al determinar la concentracién de proteina. Si bien el
meétodo de Bradford es una prueba rapida y de relativa facilidad para calcular la
concentracion de proteina el ensayo se basa en la union del colorante de Coomasie

con la proteina, este se une especificamente a los residuos de la arginina y la lisina



y no se une a aminoacidos libres lo cual puede causar diferente variacion ante

diferentes proteinas.

Por dltimo, es importante recordar que la interaccion entre los carbohidratos y las
proteinas presentes permiten la formacién de cadenas capaces de interactuar con

la superficie del fruto cubierto (Lima Santos Figueiredo, y colaboradores, 2020).

9.1.4 Electroforesis SDS PAGE

66.2 kDa

18.4 kDa

14.4 kDa

Figura 8. Gel de poliacrilamida en el que se muestra una banda de aproximadamente 35
kDay una mas delgada a los 18 kDa (Fuente: Autoria propia).

Bagul & Sonawane en el 2015 realizaron una extraccion secuencial en la semilla de
tamarindo de 4 etapas basada en la solubilidad de las proteinas presentes, los 4
cuatro grupos fueron; albumina, globulina, prolamina y gluteina. Obtuvieron que la
semilla contaba con 15.31 pg/mg de albumina, con 6.68 pug/mg de globulina, 18.82
pHg/mg de prolamina y glutelina 87.65 pg/mg.

De acuerdo a lo mencionado anteriormente se puede inferir cual podria ser la
proteina de almacenamiento en semillas que se encuentra presente en mayor
cantidad en el extracto obtenido en este trabajo. De acuerdo al gel mostrado en la
figura 8 el peso de la proteina en mayor cantidad es de aproximadamente 35 kDa,
la gluteina es una proteina con un amplio rango de peso molecular y que se

encuentra también en mayor proporcion en la semilla de tamarindo (Bagul &



Sonawane, 2015). Siendo posible que sea la proteina observada en el gel, a pesar
de haber pasado por procesos muy diferentes para su extraccion. Por otro lado la
2S albumina puede pesar entre 18-21 kDay en muchas semillas se encuentra entre
el 20 — 60% del contenido total de proteina, siendo abundantes en dicotiledéneas
ademas la relativa facilidad de su extraccién (soluble en agua) hacen que sea
posible que la banda inferior en el gel mostrado en la figura 8 pertenezca a esta
proteina (Moreno & Clemente, 2008) (Bagul & Sonawane, 2015). Las globulinas son
consideradas las principales proteinas de almacenamiento en las plantas
dicotiledoneas, a pesar de esto el peso reportado para algunos tipos de globulinas
presentes en leguminosas va de entre los 300- 370 kDa lo cual hace menos
probable que sea la aqui observada. Por ultimo, las prolaminas son proteinas de
almacenamiento principalmente en cereales y son muy solubles en etanol (Perez &
Arellano, 2009).

Sin embargo, se necesitan mas analisis para saber con seguridad cual es la proteina
presente en el gel presentado. Tener un mayor conocimiento de esto podria ayudar
a determinar las interacciones que se dan en el extracto y como podria interactuar

con un fruto en caso de ser utilizado para formar un recubrimiento.

9.1.5 Determinacion cualitativa de carbohidratos
EL principal carbohidrato presente en semilla de tamarindo es el galactoxiglucano
(65-72%); compuesto de D-xilosa, D-glucosa y D-galactosa y L-arabinosa en un
rango de 8.4.2.1. Esta informacién varia dependiendo de factores como el origen de
la semilla, estado fisiologico, tipo de extraccion, etc. (Zhang, y colaboradores, 2020)
(Khounvilay & Sittikijyothin, 2012). Los carbohidratos presentes en este compuesto
deberian ser positivos a carbohidratos en la prueba de Molish, positivo para azucar
reductor en la prueba de Benedict, positiva para monosacarido reductor en la prueba
de Bardfoed, negativa para aldohexosas en la prueba de Seliwanoff y positivo para

azucares reductores en la prueba de Fehling (Ashenhurst, 2020) .

Tabla 13. Resultados de pruebas cualitativas del extracto de semilla de tamarindo.



Lotes Molish Benedict Barfoed Selivanoff  Fehling

lotel () () ) O O O 6 O 60 6O 6 6 6 6 06
lote2 () () ) O O O O O 6 6O 6O 6 6 6 06
Llote3 () () () O O O O O 6 6O 6O 6 6 6 06
Llote4 () () ) O O O O O 6 6O 6 6 6 6 06

Control Molish

Benedict Barfoed Selivanoff Fehling

Figura 9. Muestras de las pruebas cualitativas para la deteccidon de carbohidratos. De
izquierda a derecha el orden es el siguiente; Control, Molish, Benedict, Barfoed, Selivanoff
y Fehling. Obtenido de: (Autoria propia).

Como se muestra en la tabla 13 y en la figura 7 los resultados obtenidos para Molish
y Selivanoff concuerdan con lo indicado para los carbohidratos que conforman a la
molécula de Galactoxyloglucano, sin embargo, para el caso de Benedict y Barfoed
la identificacién de cambios de color resulta complicada debido al color natural del
extracto de tamarindo. Para la prueba de Benedict no se observa la formacion de
un precipitado por lo que la prueba parece ser negativa, la razén de esto podria ser
que la reaccién se debe dar en condiciones alcalinas y el pH del extracto esta entre
5.65 a 6.55. La prueba de Barfoed por su parte muestra un cambio de color a verde
lo cual podria ser un indicativo de la reduccion de los azucares, ademas esta prueba
se da en condiciones &cidas lo que refuerza este resultado, la rapidez con la que se
obtuvo el color una vez iniciado el calentamiento es indicativo de presencia de
monosacaridos. En el caso de la prueba de Fehling no hubo cambios visibles al

llevar a cabo la reaccidn, estos resultados podrian deberse a que la reaccion de



Fehling no es especifica para el caso aldehidos ademas de que también se debe

dar en condiciones alcalinas (Ashenhurst, 2020).

9.1.6 Cenizas
A partir de los resultados obtenidos se utilizo la formula siguiente para obtener el
% de cenizas, en la cual P es la masa del crisol con cenizas, p es masa del crisol

vacio y M es la masa de la muestra.

P —
% cenizas = ( P) x 100
Tabla 14. Porcentaje de cenizas.
Lotes Lotel Lote?2 Lote 3 Lote 4 Promedio Desviacion

estandar
% cenizas 0.0252 0.0397 0.0471 0.0373 0.037325 0.009095924

Obtenido de: (Autoria propia)

El contenido total de cenizas en este trabajo esté entre los 0.02 y 0.04%, segun lo
reportado estos pueden ir de 0.07-3.30% (Khounvilay & Sittikijyothin, 2012) por lo

gue los resultados obtenidos parecen entrar en este rango.

9.1.7 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
Las pruebas para determinar la sensibilidad de 3 microorganismos contra el extracto
de tamarindo a través de la susceptibilidad antibiética demostraron que en ningun
caso hubo un efecto inhibitorio por parte del extracto contra las cepas usadas. En la
figura 9, 10 y 11 se observa a E. coli, Salmonella typhi y a Shigella sp enfrentada al

extracto de tamarindo sin diluir y sin la formacion de un halo.



Figura 10. Crecimiento de E. coli en cajas Petri con un disco circular impregnado de
extracto de tamarindo, segun la técnica descrita anteriormente, este se encuentra marcado
con un cuadro negro. En la misma placa se analizé el recubrimiento creado en base a este.

Obtenido de: (Autoria propia)

Figura 11. Crecimiento de E. coli en cajas Petri con un disco circular impregnado de
extracto de tamarindo, segun la técnica descrita anteriormente, este se encuentra marcado
con un cuadro negro. En la misma placa se analiz6 el recubrimiento creado en base a este.

Obtenido de: (Autoria propia)



Absorbancia (u.a)

Figura 12. Crecimiento de Shigella sp.en cajas petri con un disco circular impregnado de
extracto de tamarindo, segun la técnica descrita anteriormente, este se encuentra marcado
con un cuadro negro. En la misma placa se analiz6 el recubrimiento creado en base a este.

Obtenido de: (Autoria propia)
Las pruebas para comprobar la sensibilidad de los microorganismos mencionados
contra el extracto de tamarindo demostraron poca efectividad por parte de este para

inhibirlos exitosamente. De momento no existe evidencia reportada que indique lo

contrario.

9.2 Aceite Esencial De Canela

9.2.1 FTIR
Aceite corteza de canela extraido por destilacién por arrastre de vapor

o ACEITE-EPV
va\h\\\;:’_w/Aﬂ/
80~ 73.760

60~

r————

40-

86,911

20
44.997

L T T T T S T T T T T S S T S S S ST S T S T T ST S S R T KT S A F N S T B S S N K SR S S S S B S R A SRR .
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

Ndmero de onda (cm™)



Figura 13. Espectro de FTIR del aceite esencial de canela extraido por una destilacion de
arrastre de vapor. En azul se encuentran marcados las sefales relacionadas al
cinamaldehido, en rojo las sefales relacionadas al eugenol y en morado las que pueden
estar relacionadas a ambos compuestos. Obtenido de: (Autoria propia)
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Figura 14. Espectro de FTIR del Aceite corteza de canela obtenido por extraccion
alcohdlica. Obtenido de: (Autoria propia).
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Figura 15. Espectro de absorciéon FT/IR del aceite esencial de corteza de canela comercial.
En azul se encuentran marcados las sefiales relacionadas al cinamaldehido, en rojo las
sefales relacionadas al eugenol y en morado las que pueden estar relacionadas a ambos
compuestos. Obtenido de: (Autoria propia).

Las bandas en la zona entre los 1800 y 600 cm™ del espectro (figura 12) son
similares a los resultados obtenidos por Jeyaratnam y colaboradores en el 2016, en
los cuales las sefiales a 1668, 1624 cm™ se pueden atribuir al estiramiento del
enlace carbonilo C=0 presente en aldehidos, de igual manera las bandas ubicadas
a 2814 y 2744 cm se asocian a este Ultimo grupo por la resonancia de Fermi, la
intensidad de las bandas a 1668 y 1624 cm puede indicar un alto contenido de
aldehidos como el cinamaldehido (Dobado Jiménez, y colaboradores, 2002). Por
otra parte, la sefial a 1570 cm podria corresponder a la vibracién del enlace C=C
del anillo aromatico, mientras que la banda a 1450 cm™ se puede asociar al
doblamiento del enlace C-OH, de la misma manera la banda ancha ubicada entre
los 3100 y 3600 cm™ se puede atribuir a la vibracion del grupo hidroxilo
pertenecientes a la fraccién alcoholica, a 1248 cm™ se da la vibracion asociada al

estiramiento de la fraccion alcoholica del aceite esencial como los fenoles,



relacionados al eugenol. A 1491 cm™ se da la vibracién de -CH2 de alcanosy de
=CH de anillos aromaticos (Jeyaratnam, y colaboradores, 2016) (Thygesen,
Lekkey, Micklander, & Engelsen., 2003). La banda a 970 cm™ se asocia a la
vibracion del enlace C-H presente en alquenos, a 690 y 744 cm™ se observa una
sefal relacionada a la vibracion del enlace C-H de anillos bencénicos (Jeyaratham,

y colaboradores, 2016) (Dobado Jiménez, y colaboradores, 2002).

El espectro del aceite esencial comercial (figura 14) de manera general tiene
muchas similitudes con el aceite extraido por arrastre de vapor haciendo dificil

observar alguna diferencia significativa.

Por otro parte el aceite obtenido por extraccion alcoholica observado en la figura 13
muestra una banda muy ancha e intensa entre los 3000 y los 3600 cm™ asociada a
la vibracion del grupo hidroxilo que si bien puede estar relacionada a una fraccién
alcoholica tambien podria indicar la presencia de agua en el destilado, por otro lado
presenta sefales similares a las del extracto observado en la figura 12 como las
sefiales a 1450, 1120 cm™ asociadas a la vibracion del grupo hidroxilo y a 970 cm

asoaciada a alquenos (Jeyaratnam, y colaboradores, 2016).

9.2.2 Resonancia Magnética nuclear de Proton (RMN-1H)

Los resultados obtenidos de la RMN-'H muestran espectros similares entre ellos
(figural6). Las sefales observadas en 9.6 ppm se pueden atribuir a los protones del
grupo aldehido que en el aceite se encuentra en el cinamaldehido, en el extracto de
canela comercial la intensidad de la sefial es menor que la observada en el extracto
obtenido en el laboratorio por destilacion de arrastre de vapor, indicando una posible
diferencia de concentraciones entre los aceites analizados. Las sefiales a 6.7y 7.5
ppm estan relacionadas a la presencia de compuestos aromaticos, como el
cinamaldehido y el eugenol. En este caso se observa también una diferencia en la
intensidad de las sefales siendo el aceite obtenido de manera comercial el que
presenta una sefial mas intensa, de igual manera podria estar relacionado a la
diferencias en la concentracion de estos 2 compuestos, haciendo posible que la

concentracion de eugenol en el aceite comercial sea mayor a la del aceite obtenido



en el laboratorio (Trejo, Prada, Trejo, & Sanchez Arroyo, 2020) (Ma, Chen, Wang,
& Liu, 2015).
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Figura 16. Espectros de resonancia magnética nuclear de *H de aceite de corteza de canela
extraido por destilacion por arrastre de vapor y aceite de corteza de canela comercial.
Obtenido de: (Autoria propia)



9.2.6 Concentracion de cinamaldehido

Curva de calibracion
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Figura 17. Curva de calibracion del cinamaldehido usada para calcular la concentracion de
este compuesto en el aceite esencial de canela. Obtenido de: (Autoria propia)

Tabla 15. Datos obtenidos al analizar el aceite esencial de canela en espectrofotometro,
asi como calculos necesarios para obtener la concentracién de cinamaldehido.

Desviacion Promedio Desviacion estandar Concentraciéon
Optica
Aceite 690 .724 .650 .688 0.037040518 19.6 mg/mL

[.25 mg]

Obtenido de: (Autoria propia)

El cinamaldehido, componente principal del aceite esencial de canela, es una
sustancia categorizada como GRAS (Generalmente reconocida como segura) por
la FDA de los Estados Unidos (Casado Quesada, 2016). Sin embargo, es importante
mencionar que existe una DL50 (Dosis letal 50) oral para ratas de 2220 mg/kg y
DL50 cutaneo para conejos de 5000 mg/kg de la cual se obtuvo la DL 50 oral para
humanos que va de entre 2000/5000 mg/kg, este dato es considerado, poco nocivo
por ingestiéon (CHEM LAB, 2018). La concentracion de cinamaldehido presente en
el aceite es de 19.6 mg/mL que en comparacion con la cantidad utilizada en la

biopelicula no rebasa los limites establecidos por la DL50.



9.2.7 Concentracién del Eugenol

Curva de calibracién
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Figura 18.Curva de calibracion del eugenol usada para calcular la concentracion de este
compuesto en el aceite esencial de canela. Obtenido de: (Autoria propia)

Tabla 16.Datos obtenidos al analizar el aceite esencial de canela en Espectrofotémetro,
asi como calculos necesarios para obtener la concentracién del eugenol.

Desviacion Optica Promedio Desviacién Concentracién
estandar
Aceite 492 490 .495 492 0.00254951 x =13.2mg/mL

[.25 mg]

Obtenido de: (Autoria propia)

El eugenol es un compuesto importante presente en el esencial de canela que junto
con el cinamaldehido son principales responsables de efecto antibacteriano con el
gue cuenta el aceite. Es reconocido como GRAS por la FDA cuando es consumido
oralmente y se considera no téxico en alimentos, pero toxico al ser inhalado. Altas
dosis de este compuesto pueden causar dafo renal (Tripathi & Mishra, 2016). La
DL50 oral para ratas es menos de 1930 mg/kg, para raton 3000 mg/kg y para el
conejillo de las indias es de 2130 mg/kg siendo considerado un efecto toxico bajo
para los humanos (Wexler, 2014). Por lo que al igual que en el caso del



cinamaldehido, la concentracidn presente de eugenol en el aceite es de 13.2 mg/mL
que en comparacion con la cantidad utilizada en la biopelicula no rebasa los limites
establecidos por la DL50.

9.2.5 Cromatografia en capa fina

95:5 9:1
9:1Hex/AcEt 9:1Hex/AcEt 7:3Hex/AcEt 5:5Hex/AcEt 8';20'2/ Me g:ZCIz/Me
(x3)

Figura 19. Cromatografia en capa fina del aceite esencial de corteza de canela. Se
observan las diferentes huellas obtenidas usando los compuestos que se observan en la
parte baja de la imagen, visualizados con luz UV 254 nm. Obtenido de: (Autoria propia)

95:5 9:1
9:1Hex/AcEt 95:5Hex/AcEt

. X . CH2Cl2/Me CH2Cl2/Me
(x3) 9:1Hex/AcEt 7:3Hex/AcEt 5:5Hex/AcEt oM OH

Figura 20. Cromatografia en capa fina del aceite esencial de corteza de canela. Se

observan las diferentes huellas obtenidas usando los compuestos que se observan en la
parte baja de la imagen, visualizados con lodo. Obtenido de: (Autoria propia)
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Figura 21. Cromatografia en capa fina del aceite esencial de corteza de canela. Se
observan las diferentes huellas obtenidas usando los compuestos que se observan en la
parte baja de la imagen, visualizacién con Acido. Obtenido de: (Autoria propia)

Se utilizaron diferentes sistemas de solventes con la finalidad de encontrar al
adecuado para separar a los compuestos presentes en el aceite esencial. Segun lo
observado el sistema compuesto de 95:5 hexano/acetato de etilo fue el que mejor
realiz6 este trabajo. Ademas, se probaron 3 métodos para visualizar la separacion.
Utchariyakiat y cols, en el 2016 utilizaron un sistema compuesto de 93:7
tolueno/acetato de etilo que actué como la fase maovil y se visualizaron los resultados
con luz UV 254 nm. De esto, al calcular los Rt observaron que los principales
componentes del aceite esencial de corteza de canela que ellos analizaron eran el
cinamaldehido y el eugenol, ademas, pudieron observar por lo menos a otros seis

componentes.

Figura 22. Cromatografia en capa fina del aceite esencial de corteza de canela usando
tolueno/acetato de etilo 93:7. Linea A, aceite esencial de corteza de canela. Obtenido de:
(Utchariyakiat, Surassmo, Jaturanpinyo, Khuntayaporn, & Chomnawang, 2016).



De acuerdo con lo observado la separacion de los compuestos presenta un
comportamiento similar al de la bibliografia citada anteriormente, considerando que
el desplazamiento se llevo a cabo con un sistema de disolventes de polaridad similar
esto podria indicar que los compuestos observados son el cinamaldehido y el
eugenol y que en efecto se encuentran en mayor proporcion. Sin embargo, esto solo
puede ser asegurado hasta llevar a cabo una purificacién de compuestos, aunque
esta suposicion no debe ser descartada ya que, segun la bibliografia consultada los
principales compuestos del aceite esencial de corteza de canela son el

cinamaldehido y el eugenol (Miranda, 2013).

9.2.3 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana
Las pruebas para determinar la sensibilidad de las cepas contra el aceite de corteza
de canela mostraron que las 3 cepas se vieron afectadas en su crecimiento a la

concentracion de 300 mg/mL.

Tabla 17. Sensibilidad a diferentes concentraciones para los microorganismos
seleccionados.

Halo de inhibiciéon (mm)
Cepas 300 mg/mL 30 mg/mL 3 mg/ml
(30,000 pg/mL) (3,000 pg/mL)

EPEC 34 34 - - - -
Shigella sp 40 40 5 - - -
S. tiphymurium 40 36 25 25 - -

Botrytis cinerea 40 14 13 - - -

Obtenida de: (Autoria propia)



Figura 23. En la imagen izquierda se muestra la placa con prueba de la sensibilidad del
microorganismo a Amplicilina de 30 g como control positivo y como control negativo DMSO
al 10%. En las dos imégenes de la derecha se observa la sensibilidad de EPEC frente a
diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de canela, siendo la
concentracion de 300 mg/mL. Obtenido de: (Autoria propia)

Figura 24. En la imagen izquierda se muestra la prueba de sensibilidad de Salmonella
typhimurium a Trimetoprima/sulfametoxazol de 25 pug como control positivo y como control
negativo DMSO al 10%. Mientras que en las dos imagenes de la derecha se muestra la
prueba de sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de
canela para Salmonella typhimurium. Obtenido de: (Autoria propia)



Figura 25. En la imagen izquierda se muestra la placa con la prueba de la sensibilidad de
Shigella sp a ceftriaxoma 30 g como control positivo y como contro negativo DMSO all
10%. Mientras que en las dos imagenes de la derecha se observa la sensibilidad a
diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de canela para Shigella sp.
Obtenido de: (Autoria propia)

e Botritis cinérea

Figura 26. Sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de
canela para Botritis cinérea. Obtenido de: (Autoria propia)

El aceite esencial proveniente de la canela ha demostrado tener actividad contra
bacterias responsables de enfermedades infecciosas, asi como de bacterias
degradadoras de alimentos, que son tanto Gram-positivas como Gram negativas
(Pattnaik, Kanta Padhan, & Kumar Jana, 2010). Algunos estudios han demostrado

que el cinamaldehido puede ser utilizado como antimicrobiano eficaz contra



Salmonella spp y algunas cepas de E. coli en diferentes matrices alimentarias
(Casado Quesada, 2016).

Por otra parte, Pattnaik y colaboradores en el 2010 probaron el aceite esencial de
corteza de canela puro y una diluciéon de 1/3 en E.coli y otros patdégenos y
observaron que E. coli demostraba ser muy sensible y moderadamente sensible a

este respectivamente.

Las diluciones son un factor importante para determinar el grado de sensibilidad del
microorganismo contra el antimicrobiano, en el presente estudio la concentracion
mas alta (300 mg/mL) del aceite resulta efectiva para EPEC como se puede
observar en la figura 16, sin embargo no se observa halo de inhibiciébn en las

concentraciones siguientes.

En el presente estudio se observé que Salmonella typhimurium mostré sensibilidad
al aceite esencial de canela a dos de las concentraciones utilizadas, mostrando un
halo de inhibicion de 40 mm a la concentracion de 300mg/mL, como se observa en
la figura 17 y en la tabla 15. Resultados similares fueron obtenidos por Amin N.,
Murad A., Al-Nabulsi, Osaili, & Holley en el 2019, reportaron que Salmonella
typhimurium al igual que otros serotipos de Salmonella demostraron sensibilidad
contra el aceite esencial de canela puro originando un halo de inhibicién de 32.3

mm de diametro.

La efectividad de un aceite esencial depende de multiples factores que pueden
determinan su composicién, algunos de ellos son el origen, las concidiciones
climaticas y de crecimiento de la planta asi como la extraccibn usada y el
almacenamiento del aceite (Huerta Lorenzo, 2011) es por eso que existen
variaciones en los resultados obtenidos por medio de diferentes estudios siendo

este el caso.

Para el caso de Shigella sp. el aceite esencial muestra tener efectividad contra este
microoganismo en la concentracion mas alta, mientras que no muestra tener efecto
en las concentraciones siguientes. Mohammed, Tafess y Dawit en el 2015
reportaron un halo de inhibicibn de 36.66 mm usando el aceite puro. Estos



resultados son similares a los obtenidos en este estudio usando una concentracion
de 300 mg/mL lo cual habla de una buena actividad por parte del aceite esencial
usado, estas diferencias se pueden deber al método aplicado para extraer el aceite

asi como caracteristicas particulares de los materiales.

Por ualtimo, los resultados obtenidos para Botritis cinerea resultan dificiles de
interpretar debido a la diferencia que existe en el duplicado de la prueba, a pesar de
esto se observan halos de ihibicion a diferentes concentraciones del aceite por lo

gue puede indicar que el hongo resulta afectado por este.

De igual manera el esencial de canela ha demostrado tener acticidad contra Botrytis
cinerea a diferentes concentraciones, segun los resultados obtenidos por Gonzalez
Cabrera, Paredes Peralta, Erazo Rodriguez y Sanchez Herrera asi como tambien
se probado su efectividad por sobre otros 49 aceites esenciales contra este hongo
de importancia en la agricultura (Wilson, Solar, Ghaouth, & Wisniewski, 1997).

Por lo que si bien la actividad es clara hace falta esclarecer las concentraciones
apropiadas para su uso y motivos por los que no se obtuvieron resultados
reproducibles, siendo posible que esto haya sucedido debido a una falla en el
proceso al mezclar ambos elementos antes de su aplicacion en la prueba, sin
embargo este problema se puede observar en las pruebas siguientes por lo que es

necesario analizarlo a profundidad.

9.2.4 Concentraciéon minima inhibitoria

Tabla 18. Concentracion minima inhibitoria para los microorganismos seleccionados

Halo de inhibicién (mm)
Cepas 250 mg/ml 200 mg/ml 150 mg/ml 100 mg/ml
EPEC 10 30 25 34 8 - - -
S. typhimurium 38 30 40 26 32 19 10 7

Shigella sp 30 34 26 26 24 20 - -



Botrytis Cinerea 13 10 14 14 - 6 - -

Obtenido de: (Autoria propia)

Figura 27. Sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de
canela para EPEC.

Figura 28 . Sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de
canela para Salmonella tiphymurium. Obtenido de: (Autoria propia)



Figura 29. Sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de
canela para Shigella sp. Obtenido de: (Autoria propia).

Figura 30. Sensibilidad a diferentes concentraciones del aceite esencial de corteza de
canela para Botrytis cinerea. Obtenido de: (Autoria propia)

Las pruebas para determinar la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial

de corteza de canela, mostraron que EPEC y S. tiphymurium se vieron mayormente



afectadas a la concentracion de 200 mg/mL mientras que Shigella sp a 250 mg/mL.
Ademas, se pudo observar que la concentracibn minima inhibitoria de S.
tiphytmurium fue de 100 mg/mL siendo esta la que se vio afectada a
concentraciones menores, mientras que para el caso de EPEC y Shigella sp. la
concentracion minima inhibitoria fue de 150 mg/mL. Botrytis cinerea se observa
inhbicion hasta la concentracion de 200 mg/mL para ambos casos sin embargo esta

no es clara.

La efectividad del aceite a concentraciones menores se redujo en todos los casos
como se puede observar en los halos de inhibicién de las figuras 20, 21, 22 y 23.

Diferentes estudios han demostrado actividad a bajas concentraciones del aceite
esencial de canela contra algunos microorganismos como los aqui estudiados.
Kumara Swam, Sayeed Akhtar & Rani Sinniah en el 2016 observaron que el aceite
esencial de canela, asi como otros aceites, poseen una fuerte actividad
antimicrobiana contra Salmonella typhi, Staphylococus aureus y Pseudomonas
aeruginosa mientras que algunos compuestos presentes en el aceite esencial de
canela como el eugenol resultan efectivos contra patogenos como E. coli y
Salmonella typhimurium, entre otros. Por su parte Adesiji, Alli, Shitu, & Adeolu
observaron que el aceite presentaba mayor actividad en contra de E. coli que contra
Salmonella sp. en las diferentes concentraciones analizadas, siendo 2.5% la minima

concentracion capaz de inhibir a ambos microrganimos.

Contrariamente Montero Recalde y colaboradores en el 2017 observaron que
especificamente Salmonella typhimurium mostro mayor sensibilidad al aceite que
otras especies de Salmonella. Estos resultados podrian indicar la importancia de las
diferencias entre los aceites esenciales de canela utilizados, asi como
caracteristicas particulares de la cepa que se empleo para realizar los analisis. En
general se observa que existe actividad inhibitoria por parte del aceite contra cepas
de diferentes patogenos aunque las concentraciones y los efectos varian

dependiedo de los materiales usados.

Por su parte Mohammed, Tafess y Dawit en el 2015 probaron diferentes aceites

esenciales contra microorganismos como Streptococci, Bacillus spp., E.coli y



Shigella spp. y al igual que con Salmonella el aceite esencial de canela mostré una
efectividad superior a otros aceites para inhibir estos microorganismos solo siendo
superado por el aceite esencial de tomillo. Las concentracion minima para Shigella
spp. y para E.coli fue de de 1.25 pL/mL y aunque la comparacion directa con los
resultados obtenidos en este estudio no resulta oportuna, se puede observar que al
igual que en este caso ambos microorganismos comparten la concetracion minima
inhibitoria.

El aceite esencial de corteza canela presento actividad contra Botrytis cinerea en
ambos casos hasta la concentracion de 200 mg/mL sin embargo como se puede
observar en la figura 23, la inhibicidon no se observa de manera clara en ninguno de
los casos y difiere en la concetracion de 150 mg/mL, este problema se presento
anteriormente para el mismo microrganismo. Wilson, Solar, Ghaouth y Wisniewski
en el 1997 observaron que Botrytis cinerea presenta inhibicibn hasta la
concentracion de 1.56% del aceite esencial de canela por lo que existe un
concentracion minima clara para la actvidad de antimicrobiana de este aceite. Como
se menciono anteriormente existen muchos factores que pudieran intervenir para la
obtencion de estos resultados, sin embargo errores al llevar a cabo el proceso no
se pueden descartar. De igual manera el uso de otras técnicas para realizar la
prueba pueden ser consideradas.



9.3 Biopelicula
9.3.1 FTIR

—— Biopelicula reciente
—— Biopelicula anterior
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Figura 31. Espectros de FTIR de la comparacion de dos biopeliculas. En color rojo se
muestra el espectro de la biopelicula generada con semilla de tamarindo secada a 80 °C
por 6 dias. Mientras que en color negro se observa el espectro de la biopelicula producida
con semilla de tamarindo secado a temperatura ambiente. El cuadro azul se sefiala lo que
podrian sefiales asociadas a la biopelicula, en morado se sefialan los picos asociados al
glicerol. Obtenido de: (Autoria propia)
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Figura 32. Espectros de FTIR de componentes de la biopelicula; glicerol vy
carboxilmetilcelulosa. Obtenido de: (Autoria propia)



Los espectros de las 2 biopeliculas analizadas muestran sefiales similares a la de
los espectros de sus componentes, principalmente existen muchas similitudes con

el espectro del Glicerol.

La banda a 3100 cm se puede observar también en el espectro de extracto de
semilla de tamarindo y puede estar relacionada al estiramiento del grupo =C-H que
podria relacionarse a la fraccion lipidica del extracto (Thygesen, Lakkey, Micklander,
& Engelsen., 2003). La sefial a 1640 cm™ podria estar relacionada al estiramiento
del grupo hidroxilo presente en muestras humedas (Callejas, 2006). La sefal entre
2800-3000 cm! observada en 3 de los componentes de la biopelicula (ET, glicerol,
CMC) esta relaciona al estiramiento del enlace C-H en alcanos (Dobado Jiménez, y
colaboradores, 2002). Las bandas ubicadas entre 1200-1400 cm™! son atribuidas a
la deformacion en el plano del enlace O-H presente en la estructura del glicerol. Las
vibraciones en las bandas ubicadas a 1000 y 1125 cm™ son atribuidas al
estiramiento del grupo -OH presente tanto en el glicerol como en los espectros del
aceite esencial de canela. La banda ubicada a 1030 aproximadamente es
caracteristica al estiramiento de los grupos C-O y C-C del anillo de xiloglucano que
se presentd de manera muy intensa en los espectros (figura 4 y 5) del extracto de
tamarindo (Alpizar, y colaboradores, 2017). Las bandas observadas en el espectro
a 860 y 910 cm™ aproximadamente son similares a las ubicadas en la misma zona
en el espectro del glicerol, estas estan asociadas al enlace C-C y C-O
respectivamente (Lopez-Diaz, Rios-Corripio, Ramirez-Corona, Lopez-Malo, &
Palou, 2017).

9.3.2 Viscosidad

Se utilizo la formula V = K(t — ¢) donde V es la Viscosidad cinematica en cSt (1
cSt= 1 mm?/s), t es el tiempo en segundos y K es el coeficiente utilizado en funcién
de la copa a usar. En la tabla 8 se encuentran los valores a sustituir dependiendo

de la copa usada, siendo la 2 en este caso.



Tabla 19. Resultados de viscosidad cinematica de recubrimiento comestible hecho a base
de extracto de semilla de tamarindo

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Promedio Desviacion
estandar
Viscosidad 45 706 50 678 45 542 47 308 2919.080335
cinematica
(cSt)

Cambio de muestra a lote en toda la tesis

De igual manera la comparacion directa no pudo ser posible por la diferencia de
unidades entre los resultados obtenidos en esta tesis y los resultados en otras
investigaciones, sin embargo, es alta, los valores de los 3 lotes se encuentran en un
rango entre los 45500 - 50700 cSt, como se indica para liquidos muy viscosos
usando la copa Zahn el valor de la viscosidad se encuentra por arriba del rango 460-

1860 cSt para cada lote analizado.

Las propiedades de barrera de las peliculas comestibles se dan en parte gracias al
espesor del recubrimiento. Cisneros Z. & Krochta en el 2003 demostraron que la
viscosidad tiene tanta importancia para determinar el espesor de la pelicula como la
concentracion de sélidos, la densidad, la tension superficial y la velocidad de secado
en la aplicaciéon por inmersion. De igual manera la viscosidad tiene influencia en la
capacidad de los recubrimiento de formar una capa continua en la superficie del
fruto en la etapa de aplicacién, penetrando los poros del mismo. (Navarro Taragaza,
2007). Se ha observado que las peliculas superficiales se adhieren mejor conforme
aumenta la viscosidad de las peliculas (Bésquez Molina, 2003).

9.3.3 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

El recubrimiento comestible no mostro efectividad contra los microorganismos
utilizados, a pesar de contar con aceite esencial de canela que si fue efectivo contra
todos los microorganismos analizados. Esto se puede deber a que los aceites
esenciales tienen a migrar hacia la superficie del fruto o pueden ser retenidos en la
pelicula. Esta migracion puede suceder por muchos factores como; interacciones

entre el aceite esencial y las cadenas de polimeros, cambios estructurales



producidos por el aceite, condiciones ambientales en las que se almacena el
recubrimiento, etc. Para contrarrestar este efecto aumentar la concentracion del
aceite esencial en el recubrimiento podria ser una opcion ya que se promueve una
saturacion en el sistema (Sosa, Palou, & Malo, 2016). Por otro lado debido la
situacion generada por la pandemia no se pudieron realizar mas analisis que
comprobaran estos resultados por lo que se necesitaria mas evidencia para llegar

a una conclusion.



10. CONCLUSIONES

Se estandarizo el método de extraccion mas adecuado para obtener el extracto
acuoso de la semilla de tamarindo el cual cuenta con caracteristicas favorables para
la formacién de un recubrimiento comestible gracias a sus resultados en las pruebas
fisicoquimicas, ademéas se observo la posible presencia de los carbohidratos y
proteinas importantes en la formaciéon de la goma sin embargo no se observo

actividad antimicrobiana por parte del extracto.

El aceite esencial de canela resulto tener propiedades antimicrobianas contra
algunas bacterias de importancia alimentaria, ademas de ser una sustancia segura
para su uso en alimentos segun los analisis realizados para determinar la
concentracion de sustancias como cinamaldehido y eugenol, por otra parte,
demostro tener una composicion similar a otros aceites esenciales de canela segun

lo observado en el espectro IR.

El recubrimiento comestible demostré tener buenas propiedades para su uso en
alimentos segun los resultados obtenidos en las pruebas fisicoquimicas ademas
algunas de las sefiales mostradas en el espectro FTIR se pueden asociar al extracto
de tamarindo, asi como a otros componentes del recubrimiento pudiendo relacionar
los resultados positivos con la presencia de estos compuestos. Por otro lado, se
requieren mas andlisis para probar si el aceite esencial tiene efecto a esas
concentraciones ademas ya que si bien hay algunas sefiales del espectro que
podria indicar su presencia los resultados de los antimicrobianos no fueron

concluyentes.



11. ANEXOS

11.1 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de microorganismos (EPEC,
Shigella sp, S. tiphymurium, Botrytis cinérea) contra el recubrimiento comestible
generado a partir del extracto acuoso de la semilla de tamarindo y del aceite

esencial de canela.

Figura 33. Cajas Petri sembradas con E coli con discos circulares impregnado de el
recubrimiento comestible creado a base de semilla de tamarindo. Impregnados 2 diferentes
cantidades de este (30 pl y 60 pl) estos se encuentran marcados con amarillo y verde. En
la misma placa se analiz6 extracto de tamarindo.




Figura 34. Cajas Petri sembradas con Salmonella typhimurium con discos circulares
impregnado de el recubrimiento comestible creado a base de semilla de tamarindo.
Impregnados 2 diferentes cantidades de este (30 pl y 60 pl) estos se encuentran marcados
con amarillo y verde. En la misma placa se analizé el extracto de tamarindo

Figura 35. Cajas Petri sembradas con Shigella sp. con discos circulares impregnado de el
recubrimiento comestible creado a base de semilla de tamarindo. Impregnados 2 diferentes
cantidades de este (30 pl y 60 pl) estos se encuentran marcados con amarillo y verde. En
la misma placa se analizo el extracto de tamarindo
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