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Resumen

En la presente investigacion se sintetizaron biopeliculas de almidon de yuca
impregnadas con hidrolato de circuma. Esta investigacion se centrd en el desarrollo de un
biosensor para la deteccion de cationes de Fe*® y Cu*? en soluciones acuosas.

El almidon extraido de residuos de yuca presentd un rendimiento de 14,07 = 0,70 %,
presentando granulos elipsoidales truncados y una temperatura de descomposicién térmica
entre 270,17 °C a 343,72 °C. Cada biopelicula (3,8+0,1 g) se elaboré mezclando 4,87 % de
almidon, 1,33 % de glicerina, 90,68 % de agua y 3,10 % de hidrolato de curcuma. Las
biopeliculas obtenidas presentaron una distribucion homogeénea y una estabilidad térmica
hasta 262,31 °C.

El hidrolato de carcuma fue extraido con etanol al 96 %, obteniendo un porcentaje de
peso disuelto de 6,27 + 0,80 %. Su analisis cromatografico mostré que sus constituyentes
mayoritarios son: a-curcumeno, curcumina, a-turmerona y -sesquifelandreno.

Las biopeliculas fueron impregnadas con el hidrolato de cdrcuma, en el cual la
curcumina acttia como cromoforo formando complejos con los metales y produciendo
cambios de color visibles. Para la deteccion de la concentracidn por espectroscopia UV-vis,
de los iones Fe*® y Cu*?, se disefiaron laminas de deteccion de 10 mm x 15 mm con un paso
oOptico de 12,83 mm x 5,13 mm. El analisis espectrofotométrico se realiz6 a 455 nm para el
hierro y 430 nm para el cobre. Las curvas de calibracion (para ambos metales) presentaron
un comportamiento exponencial para concentraciones de 0, 3, 5, 7 y 10 ppm de ambos
metales.

Este biosensor ofrece una alternativa sostenible y econémica a los métodos
convencionales, aprovechando recursos locales y residuos agricolas. EI método proporciona
una deteccion visual rapida y cuantificacion espectrofotométrica, con potencial aplicacion en

monitoreo ambiental y analisis en campo.

Palabras Claves: Biosensor, cuantificacion, hierro, cobre, almidon, hidrolato de

clrcuma.
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Abstract

In this research, cassava starch biofilms impregnated with turmeric hydrolate were
synthesized. This research focuses on the development of a biosensor for the detection of
Fe*3 and Cu*? cations in aqueous solutions.

The starch extracted from cassava residues had a yield of 14.07 = 0.70 %, with
truncated ellipsoidal granules and a thermal decomposition temperature between 270.17 °C
to 343.72 °C. Each biofilm (3.8+0.1 g) was made by mixing 4.87 % starch, 1.33 % glycerin,
90.68% water and 3.10% turmeric hydrolate. The biofilms obtained have a homogeneous
distribution and thermal stability up to 262.31 °C.

Turmeric hydrolate was extracted with 96 % ethanol, obtaining a dissolved weight
percentage of 6.27 £ 0.80 %. Its chromatographic analysis showed that its major constituents
are a-curcumene, curcumin, a-turmerone and p-sesquiphellandrene.

The biofilms were impregnated with turmeric hydrolate, in which curcumin acts as a
chromophore, forming complexes with metals and producing visible color changes, for the
detection of the concentration by UV-vis spectroscopy of the Fe*® and Cu*? ions, 10 mm x
15 mm detection sheets are designed with an optical path of 12.83 mm x 5.13 mm.
Spectrophotometric analysis was performed at 455 nm for iron and 430 nm for copper. The
calibration curves (for both metals) showed exponential behavior for concentrations of 0, 3,
5, 7 and 10 ppm of both metals.

This biosensor offers a sustainable and economical alternative to conventional
methods, taking advantage of local resources and agricultural waste. The method provides
rapid visual detection and spectrophotometric quantification, with potential application in

environmental monitoring and field analysis.

Keywords: Biosensor, quantification, iron, copper, starch, turmeric hydrolate.
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INTRODUCCION

En el mundo, en general, en Colombia en particular, se presenta un desafio ambiental
en la deteccidn y el monitoreo de contaminantes metalicos en recursos de fuentes hidricas.
La presencia de metales pesados como el hierro y el cobre en aguas naturales o residuales,
incluso en concentraciones bajas, puede tener impactos significativos tanto en la salud
humana como en los ecosistemas acuaticos. En este contexto, surge la necesidad de
desarrollar métodos de deteccion que sean no solo efectivos y precisos, sino también

econdmicos y ambientalmente sostenibles (Ali et al., 2023).

El presente trabajo de investigacion se centra en la sintesis de biopeliculas de
almiddn-hidrolato de circuma como una innovadora solucién para la deteccion colorimétrica
de hierro y cobre en soluciones acuosas, utilizando la versatilidad y biodegradabilidad del
almidon con las propiedades Unicas del hidrolato de cdrcuma, conocido por su capacidad

para interactuar con iones metalicos.

El objetivo principal de este estudio fue sintetizar estas biopeliculas y evaluar su
eficacia como biosensores para la deteccion de hierro y cobre. La deteccion se realizd
mediante la cuantificacién de absorbancias a longitudes de onda especificas para cada
concentracion de metal, permitiendo una medicion precisa y reproducible. Este enfoque no
solo promete ser una alternativa mas ecoldgica a los métodos tradicionales de deteccion, sino
que también podria ofrecer una solucion accesible y facil de implementar en diversos

contextos, desde laboratorios de investigacion hasta aplicaciones en campo.

Esta investigacion se estructurd en dos fases principales que estan alineadas con los
objetivos especificos. En primer lugar, se abord6 el proceso de obtencion de las biopeliculas,
explorando diferentes composiciones y técnicas de sintesis para optimizar sus propiedades
sensoriales. Posteriormente, se evalu6 minuciosamente la capacidad de estas biopeliculas
para detectar hierro y cobre en soluciones acuosas, en un rango especifico, mediante analisis

espectrofotémetro.

Este trabajo, no solo busca contribuir al campo de los biosensores y la quimica de
materiales, sino que también aspira a ofrecer una herramienta practica para el monitoreo
ambiental. Adicionalmente, la posibilidad de contar con un método de deteccion

colorimétrico, basado en materiales naturales y biodegradables, puede representar un avance
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significativo en la gestion sostenible de recursos hidricos y en el control de la contaminacion
por metales pesados (L. Li et al., 2024); (Sharma et al., 2024).

Al finalizar esta investigacion, se espera no solo desarrollar un nuevo biosensor, sino
también abrir caminos para futuras innovaciones en el campo de la deteccion de
contaminantes utilizando materiales basados en biopolimeros. Los resultados de este estudio
podrian tener implicaciones importantes para la proteccion ambiental, la salud publica y el

desarrollo de tecnologias sostenibles en el ambito del andlisis y tratamiento de aguas.
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1. MARCO REFERENCIAL

1.1 Biopolimeros

Los biopolimeros son polimeros obtenidos de fuentes naturales y seres vivos; algunos
ejemplos comunes son el quitosano, el alginato, la celulosa y el almidon. Estas sustancias
tienen la ventaja de ser biodegradables, renovables y generalmente presentan baja toxicidad.
Una de las aplicaciones prometedoras de los biopolimeros modificados es su uso como
alternativa ecoldgica y sostenible para remover contaminantes de las aguas residuales (Joshi
& Yadav, 2023).

Los biopolimeros inteligentes son biopolimeros sensibles a estimulos como
temperatura, pH, luz y campos eléctricos 0 magnéticos. Exhiben cambios rapidos y
reversibles en su microestructura cuando se exponen a pequefios estimulos ambientales,
expresando cambios macroscOpicos como precipitacion, separacion de fases, cambios de
color o cambios de tamario en los hidrogeles (Neumann et al., 2023). Lo anterior permite el
uso de estos materiales en envases para alimentos, ldminas agricolas, bolsas de residuos y
embalajes como telas no tejidas, que se utilizan en agricultura, filtracion, higiene y ropa
protectora (Roopan & Tammineni, 2015).

Una de las aplicaciones de los biopolimeros es la elaboracién los biosensores, que
generando cambios colorimétricos indican la frescura de alimentos de forma visual y en
tiempo real. Estas caracteristicas han permitido el desarrollo de envases inteligentes como
RipeSense y VanProb, los cuales se emplean para detectar madurez de frutas y estimar
frescura relacionando tiempo y temperatura; en este caso la polianilina detecta amoniaco para
indicar frescura mediante cambio de color (Sobhan et al., 2021);(Rivero Berti et al., 2021).

La deteccion de metabolitos, también se puede realizar para matrices inorganicas que
facilitan a los biosensores la determinacion de los metales toxicos como cadmio y mercurio
mediante la inclusion de quelantes formadores de complejos que generen desdoblamiento de
su campo cristalino llevando al cambio de color. Ejemplo de ello, los biopolimeros de
polianilina con quelantes aromaticos como el 2-metildifenil diisocianato, el cual, se dispersa

en celulosa (Ramdzan et al., 2020).
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El anterior ejemplo se puede concebir desde la interaccion ligando-metal de
compuestos de coordinacion, donde el metal se comporta como un acido de Lewis y el
ligando como una base de Lewis, generando las esferas de coordinacion que promueven
cambios en las transiciones electronicas, los cuales son observables en el rango de 190 nm a
900nm. La diversidad de materiales empleados en estos biosensores se centra en el tipo de
base de Lewis (ligando) a la que se coordina el metal. Esta variedad de ligandos facilita la
deteccion de cambios observables mediante sefiales eléctricas, Opticas 0 magnéticas, lo que
permite la identificacion y cuantificacién de metales toxicos como cadmio y mercurio en
matrices inorganicas. Entre los diversos tipos de ligandos utilizados, destacan:

Las bases de Schiff, que gracias a sus grupos donantes tanto duros como blandos
provenientes de centros nitrogenados tipo amina, carbonilos acidos y cetonicos, facilitan
sistemas de deteccion acumulativa o escalonada de iones metélicos. Esta deteccion depende
de factores como el tiempo, la temperatura, el pH y la concentracion. Un ejemplo es el sensor
acumulativo basado en el ligando salicilaldehido-piridina funcionalizado con trifenilamina,
que reacciona selectivamente con Cu?** en dos pasos, alcanzando una alta sensibilidad en
medios THF/agua con un limite de deteccion de 26,87 pM (Kaswan, 2023); (Zhang et al.,
2021).

Otro ejemplo son los ligandos NTB (tris ((1 H -benzo [ d] imidazol-2-il) metil) amina)
y BBP (2,6- bis (1H -benzo [ d] imidazol-2-il) piridina, derivados de benzimidazol que
funcionan como ligandos multidentados que pueden coordinarse con atomos de metal en
diferentes proporciones metal-ligando. La sustitucion del enlace N-H en el anillo de
benzimidazol por grupos alquilo permite estudiar la red de enlaces de hidrogeno. Los iones
lantanidos y sus complejos de coordinacion son importantes en los diferentes campos como,
los materiales, biologia y medicina. Aungue los iones lantanidos (I11) son débilmente
luminiscentes debido a las transiciones 4f prohibidas por paridad (regla de Laporte), su
excitacion indirecta se logra mediante "emision sensibilizada" o "efecto antena". Esto
compensa sus bajos coeficientes de absorcion y estados excitados de larga duracién (Cruz-
Navarro et al., 2021).

Por otro lado, la sustitucion en el &tomo de carbono C4 del anillo de pirazolona
permite crear ligandos quelantes adaptables para coordinarse eficientemente con iones

metalicos especificos. Las pirazolonas, especialmente aquellas con fracciones hidrazona,
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semicarbazona y tiosemicarbazona, han ganado interés como materiales fotocrémicos
potenciales, exhibiendo cambios de color reversibles en estado solido en respuesta a la luz.
Estas propiedades les confieren aplicaciones en sistemas de almacenamiento de informacion,
interruptores Opticos y como sondas fluorescentes selectivas para iones metalicos como
aluminio y hierro. Esta variedad de ligandos permite disefiar biosensores con diferentes
propiedades y sensibilidades, adaptados a la deteccion de distintos metales y condiciones
especificas (Marchetti et al., 2019); (Parihar et al., 2015);(Liu et al., 2024a).

Las bases mencionadas anteriormente son de origen sintético presentando un desafio
en términos de costo y accesibilidad. Como alternativa, se han estado empleando medios
bioldgicos de facil acceso para la quelacion de iones metalicos, donde los curcuminoides
podrian ser una muy buena opcidn. Los curcuminoides existen en dos formas tautoméricas,
siendo la forma B - ceto-enol la mas estable. Esta fraccion B - ceto-enol de la curcumina ha
demostrado la capacidad de formar quelatos con iones metalicos como Mn?*, Fe?*, Cu?*y
Zn?* en proporciones 1:1 y 1:2 (metal:ligando); (Mary et al., 2018); (Barzegar, 2012).

Estudios tedricos han demostrado que estos cambios de absorcion en el UV-vis se
deben a que el complejo de curcumina con cobre (11), con una configuracion electrénica d®,
adopta una estructura planar cuadrada. Al aumentar el porcentaje de intercambio de Hartree-
Fock, aumenta la brecha HOMO-LUMO del complejo. El espectro electrénico del complejo
estd dominado por transiciones intraligando de la curcumina, oscureciendo las transferencias
de carga metal-ligando o ligando-metal, las cuales tienen bajas intensidades debido a la

disposicion centro simétrica del complejo (Corréa et al., 2023).

La curcumina (1,7-bis[4-hidroxi-3-metoxifenil]-1,6-heptadieno-3,5-diona) es el
principal componente de la raiz de la planta de carcuma (Curcuma longa), la cual posee
metabolitos como la tetrahidrocurcumina (THC), (Figura 1a.), dihidrocurcumina (DHC),
(Figura 1b.) y hexahidrocurcumina (HHC), (Figura 1c.). Por el contrario, la forma ceto-
enolica de la curcumina exhibe propiedades antioxidantes al eliminar radicales libres, el THC

posee capacidad quelante de metales (Lopez Gonzalez, 2020).
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A su vez, el DHC, HHC, THC, presentan propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antitumorales, cardioprotectoras, ademas de otras actividades fisioldgicas
beneficiosas (Lin etal., 2023). Estos metabolitos generalmente presentan una mayor
estabilidad quimica y mejores propiedades antioxidantes que la curcumina original.
Igualmente, inhiben vias inflamatorias y la proliferacion celular, convirtiéndolos en
compuestos prometedores para terapias contra enfermedades inflamatorias, cancer y
trastornos cardiovasculares. El estudio de sus mecanismos moleculares y actividades
bioldgicas puede brindar informacion valiosa sobre la eficacia y potencial terapéutico de la

curcumina y sus metabolitos (Luo et al., 2019).

Estos compuestos, se extraen de forma etandlica y la curcumina constituye
aproximadamente entre el 2% y el 9%. Entre los componentes mas predominantes y
ampliamente empleados comercialmente, se encuentra el diferuloilmetano (Figura 1d.),
también conocido como curcumina |, representando el 77% del total de los metabolitos. La
demetoxicurcumina (Figura 1e.), o curcumina I, constituye alrededor del 17%, mientras que
la bisdemetoxicurcumina (Figura 1f.), o curcumina Ill, representa aproximadamente el 3%,
también, se encuentra la ciclocurcumina (Figura 1g.). Los componentes mayoritarios del
aceite esencial de curcuma son la ar-turmerona (Figura 1h.), la a-turmerona y la p-turmerona
(o/B) (Figura 1i.) (Bernal Loyolaet al., 2019). En la Figura 1 se indica en color azul los sitios

de interaccién de algunos de estos compuestos con los cationes metéalicos.
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Figura 1. Estructuras de metabolitos de la circuma. (Elaborada por los autores basada en las referencias: (Paula
et al., 2024), (Wang et al., 2023), (DALL-E 2,s.f.)

La curcumina actuando como ligando quelante, posee la capacidad de formar
complejos metalicos, como el hierro-curcumina y cobre-curcumina (Maghool et al., 2023),
propiedad que puede ser aprovechada para la incorporacion de estos ligandos en diferentes
matrices como biopeliculas; generando asi sistemas eficientes de deteccion de metales,
estables y de facil uso, combinando las propiedades quelantes de los ligandos con las
caracteristicas favorables de las biopeliculas, induciendo cambios de color en la misma
cuando los iones metéalicos presentes en una solucion acuosa difunden hacia ella. Estos iones
interactdan con los grupos funcionales de la curcumina, incluyendo el hidroxilo, metoxilo,
B-dicetona y a, B-insaturados, formando complejos a través de quelacion. La formacion de

estos complejos altera la simetria molecular de la curcumina, generando propiedades épticas,
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manifestandose con una mayor absorcion de la luz visible y la aparicion de colores intensos
(Barik et al., 2007).

La curcumina tiene la capacidad de formar complejos con Fe?* (ion ferroso) o Fe3*
(ion férrico) sin embargo, es mas estable la formacion de complejos de hierro — curcumina
del Fe®* en comparacion del Fe?*. Esta diferencia de estabilidad puede atribuirse a las
propiedades quimicas especificas del ion férrico, como su mayor estado de oxidacion, fuerte
acidez de Lewis, y cation duro, haciendo que el Fe** sea adecuado para la formacion de
complejos metal-curcumina (mediante la presencia de un grupo funcional B-dicetona a, B-
insaturado en su estructura), para aplicaciones como la deteccion de metales con biopeliculas
basadas en curcumina (Borsari et al., 2002); (C. et al., 2017).

Los iones metalicos, ademas de interactuar con la curcumina, tambien pueden formar
complejos de coordinacién con los grupos hidroxilo presentes en las cadenas de almidén.
Estas interacciones multiples dan lugar a la formacion de un complejo ternario estabilizado
por una combinacion de puentes de hidrogeno, efectos quelantes e interacciones
electrostaticas. En este complejo el ion metélico se une simultaneamente a la curcuminay al
almiddn dentro de la matriz polimérica de la biopelicula. Sin embargo, en muestras sintéticas
el biopolimero ayuda a la dispersion de los ligandos para que genere complejos con los
metales de interés como el hierro y el cobre (S. Li et al., 2021). En matrices poliméricas, el
almidon, un biopolimero que puede extraerse de diversas fuentes como la papa, semillas y
yuca, juega un papel fundamental presentando una funcion doble: facilita la dispersién de los
ligandos y contribuye a la estabilizacién del complejo metal-curcumina (Prasad et al., 2021).

La yuca, cuyo nombre cientifico es (Manihot esculenta Crantz), es una planta que
produce raices ricas en almidon y se cultiva en regiones tropicales y subtropicales del mundo.
Existen numerosas variedades de yuca, las cuales producen almidén con propiedades fisicas
y quimicas distintas. Estas diferencias en las propiedades del almidon se deben a variaciones
en la relacion entre amilosa y amilopectina, que son los dos tipos mayoritarios de moléculas
que componen el almidén, asi como a cambios en la estructura molecular de los mismos
(Mohidin et al., 2023).

El almiddn es un polisacarido de reserva que se encuentra de forma natural en las
plantas. Estd compuesto por largas cadenas de moléculas de glucosa unidas entre si,

formando una estructura ramificada (Yong & Liu, 2024). Este polisacarido cumple un papel
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esencial al proveer alimento, carbono y energia a las plantas durante su ciclo de vida. Ademas
de su importancia bioldgica, el almiddn tiene aplicaciones significativas en diversos sectores
industriales como el textil, farmacéutico, papelero, plastico y en el &rea biomédica (Botticella
etal., 2024).

Los granulos de almidon se organizan en particulas semicristalinas de diversos
tamafios. La amilosa, como se aprecia en la (Figura 2), tiene estructura lineal formada por
unidades de glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos del tipo a (1-4), mientras que la
amilopectina (Figura 3), es un polimero ramificado unido mediante enlaces a-1,4-
glucosidicos. Ademas, tiene la capacidad de conectarse con otras cadenas mediante enlaces
a-1,6-glucosidicos (Zuo et al., 2024) .

—

OH OH

O
- =
Omnnn
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Figura 2. Estructura de la amilosa, (Elaborada por los autores basada en la referencia) (SIERRA et al.,

2010)
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Figura 3. Estructura de la amilopectina, (Elaborada por los autores basada en la
referencia) (SIERRA et al., 2010)
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Las biopeliculas elaboradas a partir del almidon de yuca sirven para optimizar la
interaccién entre la curcumina y el almidon, Esta interaccion se produce principalmente a
través de la formacion de puentes de hidrogeno entre un compuesto polifenélico que contiene
varios grupos hidroxilo (-OH) en su estructura, un polisacarido formado por largas cadenas
de glucosa, lo cual estabiliza el complejo curcumina-almidén (Yao et al., 2023).

La formacion de complejos almiddn-curcumina-metal induce a cambios de color, que
permite la generacion de complejos cationicos observables por UV-vis, lo cual convierte a
este complejo en un biosensor (Yao etal., 2023). Esta estrategia representa un avance
importante hacia métodos de control ambiental mas accesibles, eficientes y sostenibles. Al
proporcionar una alternativa de bajo costo a los métodos tradicionales, se abre la posibilidad
de implementar programas de monitoreo mas amplios y frecuentes, lo que podria tener un
impacto significativo en la proteccion de la salud publica y la preservacion del medio
ambiente.

La contaminacion de metales como el hierro, el cobre y otros metales pesados,
proviene principalmente de actividades industriales, extraccion de minerales y précticas
agricolas. Si bien la industrializacién ha impulsado el mejoramiento de las condiciones
econdmicas y la generacion de empleo, también ha surgido el problema de la contaminacién
ambiental por metales pesados que dafian el medio ambiente, la agricultura, los alimentos y
la salud (GadelHak et al., 2023).

Estos contaminantes metalicos no solo afectan al ecosistema y los cultivos, sino
también tienen un impacto significativo en la cadena alimentaria y la salud humana.
Actualmente, para abordar esta necesidad, se estdn aplicando los marcos organicos
covalentes (COF, sigla en inglés: Covalent Organic Frameworks) como materiales de
deteccion inteligentes y versatiles. Estos COF se utilizan principalmente con técnicas de
fluorescencia, colorimetria y métodos electroquimicos, ofreciendo soluciones prometedoras
para la deteccidn eficaz de iones metalicos contaminantes (Li et al., 2024).

Existen varias metodologias utilizadas en la deteccion de metales pesados y otros
contaminantes en fuentes hidricas, incluyendo enfoques portatiles, desechables y sistemas
miniaturizados. (Zhao etal., 2017) Una de las técnicas prometedoras es la deteccion

colorimétrica, que se basa en cambios de color para indicar la presencia de estos

23



contaminantes. Ejemplo practico de esta metodologia es el uso de BC-antocianinas como
indicador de frescura en la carne. Este método aprovecha el cambio de color de las
antocianinas en funcién del pH. Durante el deterioro de los filetes a 4°C y 25°C, se observo
y cuantific un cambio de color total, pasando de rosa a azul-violeta, permitiendo utilizar el
cambio de color como un indicador visual semicuantitativo de la frescura de la carne (Shi et
al., 2022).

La curcumina purificada, al formar complejos con matrices de almidén, ha
demostrado ser eficaz para la deteccion y cuantificacion de metales como el cobre y el hierro
en sus formas catiénicas. Este método ha permitido la construccion de curvas de calibracion
con buena linealidad, lo que facilita la obtencion de datos cuantitativos precisos. Estudios
recientes de Leon et al. (2024) y Hosry etal.,, 2023) han validado esta técnica,
proporcionando una herramienta analitica confiable para la medicion de estos metales en
diversas muestras (Ledn et al., 2024); (Hosry et al., 2023).

En la actualidad, la técnica que cuenta con una determinacion de calidad, en su
linealidad, repetibilidad, limite de deteccion y cuantificacion, robustez y efecto matriz es la
ICP-OES (Espectrometria de Emision Optica con Plasma Acoplado Inductivamente), la cual
ha logrado (cumpliendo la Ley de Beer) rangos de deteccion lineal de los iones metélicos:
Mg*?, Al*3, Si*4 Cr*3 Cd*?, Co*™3, As™, Cu*y Th*™ en solucion acuosa en concentraciones
de 0 a 10 ppm (GadelHak et al., 2023). Teniendo en cuenta el alto costo de estos equipos, se
han realizado estudios con espectroscopia UV-visible e infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) para la deteccién y cuantificacion del complejo de cobre-amoniaco
[Cu(NHs)4]?* en solucion acuosa, logrando su deteccion y cuantificacion en el rango de 5 a
200 ppm, lo cual es promisorio (Liu et al., 2024b).

Teniendo en cuenta los resultados prometedores de la generacién de biosensores a
partir de curcumina-almidon y las técnicas espectroscopicas la presente investigacion se
enfoco en la sintesis del complejo almidon-hidrolato de circuma para evaluar su capacidad
de deteccion de cationes de Fe** y Cu?*, con el objeto de establecer su capacidad de deteccion

y cuantificacion.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general
Sintetizar las biopeliculas de almidon — hidrolato de circuma para la deteccion de

hierro y cobre en soluciones acuosas.

2.2 Objetivos especificos
. Establecer las condiciones optimas de la sintesis de biopeliculas de almidon —

hidrolato de circuma

. Determinar el rango de deteccion de las biopeliculas de los iones Fe*3 y Cu*

en solucién acuosa.
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3. METODOLOGIA

A continuacidn, se indican los reactivos, materiales, equiposy el procedimiento usado

en esta investigacion.

3.1 Reactivos
o Agua destilada
o Hidroxido de sodio (NaOH) (Merk)
o Yoduro de potasio (KI) (Merk)
o Yodo (I2) (Merk)
o Metanol (CH3zOH) (Sigma-aldrich)
o Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 * 5 H,0) (Honeywell)
o Acido tricloroacético (C2HCls03) (Merck)
o Nitrato de hierro nanohidratado (Fe (NOs) 5 * 9 H20) (Panreac)
o Etanol al 96% (C.HsO) (Sigma-aldrich)

o Glicerol del 99% (Panareac)
3.2 Equipos
o Microscopio 6ptico PRIMO STAR ZEISS.
o Balanza de precision 0,019 calibracion externa, marca Ohaus.
. Balanza analitica de precision 0,0001g, marca acADAM.

o Horno mufla, 50°C a 900°C marca Ney VULCAN D-550.

. Licuadora OSTERIZER.

. Horno incubador, marca MEMMERT.

o Espectrofotometro UV-vis, marca GENESYS 10uV.

o Cromatdgrafo de gases (GC) AT 7890A, marca Agilent Technologies.
o Espectrofotometro infrarrojo IRPrestige-21, marca Shimadzu.
J Ultrasonido, marca BRANSON 5800.

o Centrifuga, marca Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32,

. Ultrasonido, marca BRANSON 5800.

. pH-metro, marca H-METER-SCHOTT.

o Colorimetro digital marca FRU ® Modelo: WR-10QC.
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o Bomba de vacio, marca BOECO Germany R-400.

o Para graficar y analizar los diferentes espectros, como también para el
analisis estadistico por PCA, se us6 la licencia académica de aprendizaje del software
OriginPro 2024b.

o Software RStudio version 4.4.1
o Software ChemSketch para graficar moléculas version 2022.22.
3.3 Procedimiento

Para el cumplimiento de los objetivos propuestos en esta investigacion se planteo la

siguiente metodologia.

34 Recoleccion del residuo de la yuca
Se recolectaron aproximadamente 6,1 kg de despuntes de residuos de yuca en
diferentes puntos de la plaza de mercado del municipio de Pamplona, Norte de Santander.
Los residuos fueron clasificados, asegurandose de que no estuvieran en estado de
descomposicion. Posteriormente, se trasladaron al laboratorio de Biocalorimetria, donde se
seleccionaron aleatoriamente 50 despuntes. Se realizo un seguimiento fotografico de estos

usando un celular OPPO Reno 10 con una amplitud de cdmara de 1,0X.

Cada despunte con corteza fue pesado individualmente, luego lavado y secado con
toallas de papel absorbente. Se registr6 nuevamente su peso sin corteza para hacer un

seguimiento de la cantidad de pulpa recuperada por cada residuo.

35 Extraccion del almidén
Para la extraccion del almidon, los residuos fueron cortados en trozos, lavados con
agua e hipoclorito comercial (0,4%) dejandolos en remojo durante 2 horas. Luego, se
seleccionaron 10 trozos, se pesaron y se secaron en un horno a 30 °C durante 7 dias para su

caracterizacion mediante ATR-FTIR.

Se seleccionaron cinco muestras representativas de yuca cada una con peso
aproximado de 500 g. Posteriormente, cada una fue licuada con un litro de agua destilada.
Esta mezcla se filtré con ayuda de un colador de tela, separando la fibra y la lechada. La
lechada se llevo a decantacion en un bafio de agua fria a una temperatura aproximada de 4

°C durante 1 hora. Pasado este tiempo, se retir6 el sobrenadante, se separd el sélido (almiddn)
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y se transfirié a cajas de Petri previamente pesadas, luego se secaron en un horno a 30°C
durante 5 dias. Una vez secas se registro su peso. EI material obtenido se moltur6 con un
mortero de agata, extrayendo una muestra para su caracterizacion y el resto se almacen6 para

su posterior uso.

3.6 Determinacion del porcentaje de amilosa

Se tomaron de 0,0200 g del almiddn extraido y se llevaron a un tubo de ensayo con 5
mL de metanol (99,9%), la mezcla se calenté en bafio Maria a 60 °C durante 30 minutos, al
finalizar el tiempo se dejo6 enfriar a temperatura ambiente y se centrifug6 a 2.500 rpm durante
5 minutos, se desecho el sobrenadante y el solido se lavo tres veces con metanol, luego se le
agreg6é 4 mL de agua destilada y 2 mL de una solucion 1M de NaOH y se agitd hasta
disolucién completa del s6lido. El tubo con la disolucion se llevé a calentamiento en bafio
de aceite mineral a 85 °C por 30 minutos, al término de este tiempo, se tomé 0,1mL de la
solucién y se llevo a un tubo de ensayo, luego se le agregé 5 mL de TCA al 0,5% p/p y 50
pL de un complejo de 1>-KI 0,01 N. Por ultimo, la mezcla se agitd y se mantuvo en reposo
protegida de la luz por 30 minutos, para posteriormente hacer la lectura UV-vis a una longitud
de onda de 600 nm.

Para determinar la concentracion de amilosa en la muestra de almidén mediante UV -
vis, se realizo una curva de calibracion de soluciones de un estandar de amilosa disuelto en
una mezcla de NaOH 1M y TCA 0,5% p/p; a concentraciones de 10, 20, 30, 40, 50 y 60%
p/p. Para el blanco se utilizé una solucion de NaOH 1My TCA 0,5% p/p.

3.7 Morfologia del almidon
En la determinacion de la morfologia de los granulos de almidon se empled un
microscopio 6ptico (Zeiss) usando aumentos de 4X, 10X, 40X y 100X. Los granulos fueron
fotografiados mediante un celular OPPO RENO 10 con una amplitud de 1.0X.

3.8 Caracterizacion del almidon
El almiddn se caracterizo por las técnicas ATR-FTIR y TGA. A continuacion, se
describen los pardmetros de medida en cada equipo.
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3.8.1 ATR-FTIR

El almiddn obtenido se caracterizé por espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier con Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Para ello se utilizd un
espectrofotdbmetro FTIR Prestige-21, de marca Shimadzu, con un detector DLATGS
(Deutered L-Alanine Doped Triglycene Sulphate), equipado con un ATR MIRacle de marca
Pike Technologies, que contiene un cristal de diamante y cuyo rango de medicion se
encuentra de 4.000 a 500 cm™. Las mediciones se realizaron con 24 escaneos y una resolucion
de 4,0 por muestra. El tratamiento de los espectros infrarrojos se realizé con el software
Origin Pro 2024b. Los datos fueron suavizados con el método Suavitzky-Golay a 5 puntos,
polynomial order 2, se realiz6 una normalizacién de 0 a 1, y se determind la primera y
segunda derivada de cada espectro. Para la linea base se realizé un spline con 7 puntos en los

diferentes nimeros de onda.

3.82 TGA
Para el andlisis termogravimétrico (TGA) se empled un analizador térmico
Instrument Serie Discovery, bajo un flujo de nitrégeno de 50 mL/min. Las muestras fueron
calentadas desde temperatura ambiente hasta 600 °C a una rampa de calentamiento de 10

°C/min, utilizando una celda de alimina.

3.9 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas

3.9.1 Humedad
Para determinar el porcentaje de humedad, se tomaron 10 muestras de 0,5 g de
almidon cada una y se pesaron. Estas muestras se llevaron a una mufla y se calentaron a una
temperatura de 110 °C durante 4 horas. Posteriormente, se trasladaron a un desecador con
silice y se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente. Luego, se registraron sus pesos. El
porcentaje de pérdida de masa se determind por diferencia de peso, y este valor se relaciond

con el porcentaje de humedad presente en las muestras de almidon.

3.9.2 Ceniza
Para determinar el porcentaje de cenizas, se tomaron 5 muestras de 1,5 g de almidén
cada una, se pesaron. Luego se sometieron a calentamiento en la mufla a una temperatura de
50 °C, aumentando la temperatura de 4 °C por minuto hasta 550 °C durante 12 horas.
Posteriormente, la temperatura se redujo a 50 °C, las muestras fueron llevadas al desecador
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donde se dejaron enfriar hasta temperatura ambiente, luego se registro el peso de las muestras
y el porcentaje de pérdida de masa se determin0 por diferencia de peso. Este valor de pérdida

de masa se relaciond con el porcentaje de cenizas presente en las muestras de almidén.

4, RECOLECCION DE LA CURCUMA
Se recolectaron 509,4589 g de raiz de curcuma que fue donada por la finca los espejos

de Cucutilla — Norte de Santander.

4.1 Preparacion del hidrolato
Se pelaron las raices de circuma y se pesaron antes y después del pelado, obteniendo
364,3744 g de curcuma pelada. Luego, fueron llevados los trozos de cdrcuma al horno para
un secado a 50 °C durante 2 dias. Después del secado, se molturaron hasta obtener un polvo

fino, quedando 70,65 g de curcuma molturada.

Se pesaron 0,15 g de la circuma molturada y se agregaron a un tubo de centrifuga
con 15 mL de etanol al 96%. Esta mezcla se llevo al ultrasonido durante 40 minutos a una

temperatura de 60 °C. Luego, se centrifug6 a 2.500 rpm durante 5 minutos y se filtro.

4.2 Caracterizacion del hidrolato

4.2.1 Cromatografia de gases acoplada a masas GC-MS
Se determiné la composicion presuntiva del hidrolato de circuma mediante analisis
cromatografico, empleando un cromatografo de gases (GC) AT 7890A (Agilent
Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector de espectrometria de
masas de triple-cuadrupolo (Agilent Technologies 6400). La inyeccién se realizé en modo
splitless (Viny = 1 puL) con una columna HP-5MS (30 m longitud x 250 um diametro x 0,25

pum recubrimiento).

Se tomaron espectros infrarrojos (ATR-FTIR) de la raiz de curcuma antes y despues
de la preparacién del hidrolato, que fueron sometidos a suavizado, normalizado, correccion
de linea base y determinacion de primera y segunda derivada mediante la técnica y software

mencionado en 3.8.1.

4.3 Sintesis de biopeliculas
Se tomaron 7,5 g de almidon molturado y se agregaron a un Erlenmeyer. Luego, se

afiadieron 140 g de agua destilada y 2 g de glicerol (99%). A esta mezcla se agregd un
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determinado volumen de hidrolato de circuma. Una vez preparada la mezcla, el Erlenmeyer
se colocd en una plancha de agitacion, y las burbujas de aire atrapadas se eliminaron mediante
un proceso de arrastre al vacio. Después de enfriar un poco las biopeliculas se vertieron en
cajas Petri (3 cajas), cada una con un peso aproximado de 38 g, y se tomaron evidencias
fotograficas. Los volumenes de hidrolato agregados fueron :1,5 mL, 3 mL, 45mL, 6 mLy

7,5 mL. En total se prepararon 15 biopeliculas.

Las biopeliculas se dejaron secar en un horno a 50 °C durante 24 horas. Finalmente,

se pesaron las biopeliculas secas y se recolectaron las evidencias correspondientes.

4.4 Caracterizacion de las biopeliculas
Las biopeliculas se caracterizaron por ATR-FTIR y TGA, con las especificaciones de
medida ya mencionadas anteriormente en la seccion 3.8.1, 3.8.2 y 3.2 respectivamente.

La determinacion de la morfologia de las biopeliculas se realizd mediante
microscopia electronica de barrido (SEM), por medio de un microscopio electrénico
QUANTA FEG 650 ubicado en el laboratorio de microscopia en el Parque Tecnologico
Guatiguara, aplicando la técnica de adsorcion—desorcion de gases que se llevé a cabo en un
equipo Micromeritics Asap 2020 plus que usa como gas de adsorcion nitrogeno a 77 K. Para
ello, con anterioridad las muestras se sometieron a desgasificacion durante 10 horas hasta

alcanzar 10 umHg, durante este proceso se elevo la temperatura hasta 180 °C.

4.5 Permeabilidad de biopelicula
Se tomaron 5 viales a los cuales se les retird la parte superior para permitir la
incrustacion de la biopelicula y el contacto con la atmosfera del desecador. Cada vial se peso
vacio y luego se agregaron aproximadamente 1,5 g de CaCl>*H.0 y se incrust6 un trozo de
la biopelicula, luego se registrd nuevamente su peso. Seguidamente, se colocaron en un
desecador que contenia una solucion concentrada de KBr en el fondo. Se realizo el control
de peso durante las tres primeras horas para cada ensayo, luego dos veces por dia hasta

observar una estabilizacion de peso y luego un aumento del mismo.

4.6 Estudio de la capacidad de determinacion de hierro y cobre.
Para esta actividad, se prepararon soluciones acuosas sintéticas de nitrato de hierro
nanohidratado y sulfato de cobre pentahidratado. Se inicié preparando una solucion madre
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de 1000 ppm de cada compuesto, y luego se prepararon diluciones de 3, 5, 7, 10, 20 y 30
ppm.

Las biopeliculas se cortaron con precision en tiras de 11 mm x 19 mm, con un grosor
de 0,35 mm. Para protegerlas y facilitar su manejo, se utilizaron hojas de laminacidn plastica
transparente de la marca PANAFARGO. Se estandariz6 un tamafio para asegurar la
consistencia en las mediciones posteriores. En un extremo de cada tira, se cred un orificio
rectangular. Este orificio fue esencial para el analisis espectroscopico, ya gque expone
directamente la biopelicula al haz de luz del espectrofotdmetro. El proceso de laminacion
implico aplicar calor con una plancha, lo que ayudo a sellar la biopelicula entre las capas de
plastico. Esto no solo protegid la muestra, sino que también permitié un secado mas uniforme

y controlado.

Las laminas preparadas se sumergieron en soluciones de diferentes concentraciones
durante una hora. Esto permitio que las biopeliculas absorbieran los iones metalicos (cobre
o hierro) de las soluciones. Después, las laminas se secaron en el horno a 30 °C por 24 horas,
lo que asegurd la eliminacion del exceso de humedad y estabiliz6 la muestra para el analisis.
Posteriormente, se utilizé un espectrofotémetro UV-vis (190 a 900 nm) para determinar los
cambios de color que son indicativos de la presencia y concentracion de los iones metalicos

absorbidos.

Para cada metal (hierro y cobre) se seleccionan longitudes de onda especificas para
medir la absorbancia. Estas longitudes de onda y concentraciones se presentan en la tabla 1
para el cobrey, enla tabla 2 para el hierro. La medicion a estas longitudes de onda especificas

permitié una cuantificacion mas precisa de la concentracion de cada metal.

Cada concentracion se midio 10 veces. Los datos de absorbancia obtenidos se
utilizaron para construir curvas de calibracion que relacionan la absorbancia con la

concentracion del metal en la solucién original.

Cada una de las concentraciones de cobre se evaluaron en las siguientes longitudes

de onda.
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Tabla 1. Concentraciones y longitudes del cobre (Cu*?)

Concentracion
Longitud de onda (nm)

(ppm)

0 428 455 227

3 433 226

3) 459 430 316 | 227 | 221

7 316 227

10 457 428

20 459 430 228

30 460 430 229 | 225

Las concentraciones de hierro se evaluaron en las siguientes longitudes de onda.

Tabla 2. Concentraciones y longitudes del hierro (Fe*)

Concentracion Longitudes de onda
(ppm) (nm)
0 470 455 430
3 455 427 228
5} 454 426 315 228
7 454 425 228
10 454 425 228
20 458 425 316 278
30 455 432 316
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

Aplicando la metodologia se obtuvieron los siguientes resultados, las cuales se

discutiran a continuacion verificando el cumplimiento de los objetivos planteados.

5.1 Extraccion del almidon

Como se menciond anteriormente, se recolectaron los despuntes de la yuca en
diferentes puestos de la plaza de mercado del municipio de Pamplona. En la Figura 4, se
puede observar la seleccion de los despuntes que no tuvieran ningln signo de
descomposicion. Se inicio el proceso de extraccion con el registro de peso de cada despunte
recolectado, contando 50 de ellos, con un peso promedio de 96,67+46,39 g, la alta dispersion
del dato se debe a las caracteristicas heterogéneas del cultivo y a la altura a la que se realiza
el corte. Posteriormente, se les retird la cascara que recubre la raiz de la yuca, la cual
representd el 23,5+1,2 % del total de la masa. De los trozos sin cascara se extrajo la fibra 'y
el almidon, para ello los trozos sin cascara (pulpa) se dividieron en 10 fracciones cada una

de aproximadamente 450 g.

Muestra
recolectada Pulpa Fibra obtenida

96,67+46,39 g

14,07+0,78%
23,5+1,2%

. Almidon obtenido
Residuos

Figura 4. Proceso de extraccion del almidon.

Luego de la extraccion del almidén mediante la metodologia indicada en la seccién
3.5, se obtuvo 41,78+2,43 % en peso de fibra y 14,07+0,78 % en peso de almidon con
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respecto a la masa de la pulpa. Estos resultados son comparables con los reportados por
(Sriroth et al., 2000), quienes realizaron la extraccion en la parte consumible de la yuca,
obteniendo porcentajes de fibra de 43 % y de almiddn del 13 al 15 %, lo que evidencia la

viabilidad de usar desechos (despuntes) para la extraccion del almidén (Thuppahige, 2023).

Como se menciond en las secciones 3.6 a 3.8, el almidén extraido se caracterizo
mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier con reflectancia total
atenuada, analisis termogravimétrico, estudio morfologico y determinacion de porcentaje de

amilosa.

5.2 ATR-FTIR del almidon
En la Figura 5, se exhibe los espectros de 5 fracciones de la muestra seca de almidon.
La similitud de los espectros (en el anexo A se puede consultar el espectro FT-IR en 3D) y
el andlisis de su primera y segunda deriva por PCA (anexo B) para dos componentes con un
intervalo de representatividad de 99,92 %, permitié corroborar la reproducibilidad en la
extraccion debido a que los grupos funcionales caracteristicos se encuentran en posiciones

muy similares.

Absorbancia
(%]
»

0_4/—\_,¥_ N,\JJ\/\\A/\ALI

T T T
4000 3500 3000

1 v 1 M 1
1500 1000 500
Numero de onda cm?!

Figura 5. Espectro FT- IR del almidon de yuca.
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A partir de la Figura 5, se logré la identificacion de los grupos funcionales que se
muestran en la tabla 3, los cuales, corresponden a una estructura del tipo glucosidica
caracteristica de la estructura de la amilosa y amilopectina que componen al almidon, lo cual
concuerda con lo publicado por otros autores (Lomeli Ramirez et al., 2014); (Betiku & Alade,
2014); (Méite et al., 2024).

Tabla 3. Asignacién de grupos funcionales del espectro de almidén de yuca

Asignacion
N° Grupo funcional de banda Referencias
(cm™)
1 Vibracion de estiramiento O-H | 3.300 (Lomeli Ramirez etal.,
2 Estiramiento C-H 2.927 2014),
3 Deformacion O-H 1.638 (Betiku & Alade, 2014),
4 Cadena lateral CH,-OH 1.247 (Méité et al., 2024).
5 Estiramiento de C-Oy C-C 1.145
6 Vibracion tension fuerte C-O-H | 997 (Perera etal., 2021)

5.3 Estabilidad térmica del almidon mediante TGA

La Figura 6, muestra el resultado del analisis termogravimétrico del almidon de yuca
y su primera derivada. En ella se observa que el material presenta una pérdida de peso inicial
de 16,43 % a una temperatura de 111,92 °C, atribuible al agua fisisorbida. El contenido de
humedad de los almidones de acuerdo con lo establecido en el Codex Alimentarius es de
10,00 a 13,50 % para una muestra de almidén de buena calidad (Algar etal., 2019);
(Karmakar et al., 2024). Posteriormente, se determin0 la temperatura de descomposicion
principal que inicia alrededor de 270,17 °C, con una pérdida de masa de 82,32 % y termina
en 343,72 °C con una pérdida de peso de 78,54 %, y, con una temperatura de descomposicion
(de acuerdo con la primera derivada) de 329 °C; esta estabilidad térmica es comparable con
lo reportado por (Thuppahige et al., 2023), donde inicia teniendo una pérdida de masa de
13,50 %, que se presenta por la ruptura de las cadenas moleculares del almidon y la segunda
pérdida de masa es de 74,56 %. En el termograma también se pudo determinar que el
porcentaje de ceniza fue de 1,74 % a 499,67 °C, valor que concuerda con un estudio realizado

por (Chinma et al., 2013) en el cual reportaron una variacién de 0,45 a 2,67 %.
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Figura 6. TGA con su derivada para el almidén de yuca

5.4 Morfologia del almidén

La Figura 7, presenta un analisis morfologico detallado del almidén. En la Figura 7
(@) (micrografia SEM), se observa que los granulos del almidén tienen un tamafio
aproximado de 5 um, no presentan una forma esférica, aunque presentan formas elipsoidales-
truncadas con deformidades y las estructuras son lisas sin poros (Sivoli et al., 2009). En la
Figura 7, (b, c, d, e) se presentan los registros fotograficos del almidon tomados con un
microscopio a diferentes aumentos: (b) 4x. (c) 10x. (d) 40X, (e) 100x, al igual que en la
micrografia SEM se nota que el granulo del almidén no es totalmente esférico (Zambelli
et al., 2024); (Méité et al., 2024); (Akonor et al., 2023).
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Figura 7. Morfologia del almidén por SEM Y microscopio (a) SEM, (b) 4x. (c) 10x. (d) 40X, (e) 100x.
5.5Determinacion del porcentaje de amilosa

Como se menciond anteriormente, el porcentaje de amilosa se determind por
espectroscopia UV-vis mediante un método colorimétrico, que permitié obtener una curva
de calibracion lineal (Figura 8) con una absortividad del 0,0149 cm™%?. Para 5 de las
extracciones de almiddn, a partir de la ecuacion se calcul6 un porcentaje de amilosa de 17,40
+ 1,11 %, este resultado se encuentra en el rango de lo reportado en literatura: 17 a 20 % de
amilosa (Cruz-Benitez et al., 2019), (Akinde et al., s. f.), (Akonor et al., 2023), confirmando
que de los desechos de yuca (despuntes) se puede obtener almidon de buena calidad en cuanto

al contenido de amilosa.
1

0,9 y = 0,0149x + 0,007 .
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Figura 8. Curva de calibracion de la amilosa
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Una vez completada la caracterizacion del almidon, se procedié a elaborar el hidrolato

en etanol de la circuma.

5.6 Preparacion del hidrolato de carcuma (Curcuma longa)

En la Figura 9, se muestra el proceso de elaboracion del hidrolato de carcuma, del
cual se realizaron 10 réplicas. La primera fase inicié con la separacion de la céscara,
obteniendo un 26,12 + 0,23 % en peso de esta. Posteriormente, la circuma pelada se sometio
a un proceso de secado a una temperatura de 30°C, después del secado y molturado, se
determind el porcentaje de peso evaporado que fue de 74,17 £0,67 %. Este valor se encuentra
dentro del rango esperado, considerando que estudios previos han reportado contenidos de
humedad de hasta 83,16 % en rodajas de circuma fresca (Ocampo Quintero & Lo6pez, 2018);
(Long et al., 2022a).

La elaboracion del hidrolato se realiz6 a partir de la fraccion secada a 30°C,
obteniendo un porcentaje de peso disuelto de 6,27 + 0,80 %. En la literatura el porcentaje de
disolucién varia de 3,5 a 7,4 % (Hazim et al., 2021); (Garimella & Pradhan, 2024a). Los
resultados de esta investigacion se encuentran dentro del rango reportado. Aunque la
variacion puede atribuirse a la metodologia de cultivo y a las condiciones de potencia del
equipo de ultrasonido usado para hacer el proceso de extraccion (Yusoff et al., 2022); (Patil
etal., 2021).
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Figura 9. Proceso de extraccion del hidrolato de circuma

Para determinar los compuestos presentes en el hidrolato se realizé un analisis

cromatografico, que se presenta a continuacion.

5.7 Cromatografia de masas acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

En la Figura 10, se muestra el cromatograma GC-MS del hidrolato de curcuma, en el
cual se pueden identificar 10 picos. El analisis se realizé en un rango de tiempo de retencién

de 9 a 13 minutos.

De acuerdo con la ruta de fragmentacion de cada sefial se logro identificar la formula
molecular y nombre del compuesto, junto con su abundancia relativa, tal como se muestra en
la tabla 4. La composicion obtenida es concordante con lo reportado para extractos etandlicos

de clrcuma que buscaban ser aprovechados para analisis bioldgico (Carvalho et al., 2015);
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(Pantharos et al., 2022). Aunque, Kasemwattanarot et al., 2024, reportaron que se obtiene

mayor abundancia de tumeronas cuando los extractos se realizan con etanol del 13 a 31 %.
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Figura 10. GC-MS del hidrolato de clrcuma
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Tabla 4. Identificacion de compuestos en el hidrolato de circuma (GC-MS)

. Abundancia Referencia que reporta el
Tiempo . Estructura molecular y nombre .
relativa compuesto en hidrolato
CHs CH,
# CHjy
9,58 61,2818 (Barton & Chickos, 2020)
CH3
a-Curcumeno
9,72 15,6985 (Barton & Chickos, 2020)
Curcumina
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CH, CH3
/OJ\/VLCHs
CH;

10,02 2,5317 (Barton & Chickos, 2020)
B-bisaboleno
CHy CHg
- (Siripol hick
Siripoltangman & Chickos,
10,44 4,5448 2019)
-sesquifelandreno
Siripoltangman & Chickos,
10,58 1,0922 2019)
Isoborneol
CH, CH,
\ / CHj
10,69 1,4618 (El-Sharoud et al., 2023)
a -bisaboleno
\\\\OH
10,84 0,8781 (Sun et al., 2017)
/é\/\)\
hidrato de cis - sesquisabineno
- R4
H
11,00 2,0240 (Choudhary et al., 2005)

Isolongifolol
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12,74 7,6125 H

o-Turmerona

(Dosoky & Setzer, 2018)

(o}

7
12,87 2,8746

Turmerona

(Monton et al., 2019)

En la figura 11 se muestra el cromatograma de la curcumina
fragmentacion que permitié su identificacion, la cual. estd de acuerdo
literatura (Garimella & Pradhan, 2024b).
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Figura 11. Espectro de masas y posible ruta de fragmentacion
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Establecida la composicion presuntiva del hidrolato etanolico de la circuma, se

procedié a realizar su analisis por espectroscopia UV-vis en el rango de 900 a 190 nm.

5.8 Espectroscopia UV-vis del hidrolato de circuma

Para la toma del espectro de absorcion UV-vis mostrado en la Figura 12, se realizo
una dilucidn del hidrolato original tomando 1 mL de este y diluyéndolo a 50 mL con etanol
al 96 %, de esta dilucién se tomaron 3 muestras que corresponden a D1, D2 y D3. En el
espectro se observan tres maximos de absorcion asi: a 468 nm atribuibles a la a-tumerona 'y
tumerona (Dosoky & Setzer, 2018); a 415 nm correspondientes a la curcumina y a-
curcumeno (Barton & Chickos, 2020); y a 239 nm atribuibles a los grupos insaturados totales
que tiene el hidrolato (Barton & Chickos, 2020); (Hoang et al., 2016).
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Figura 12. Espectro UV-vis del hidrolato de clircuma

De acuerdo con lo mencionado en la seccion 4.2, se tomaron espectros IR de la
circuma deshidratada antes y después de la preparacion del hidrolato, a continuaciéon, se

muestran los resultados.
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5.9 Andlisis infrarrojo de la carcuma antes y después de la extraccion
En la Figura 13. se exhiben dos de los espectros ATR-FTIR normalizados de la
circuma en polvo antes y después de la extraccion con etanol al 96 %. Para la toma de los
espectros se seleccionaron 10 réplicas (5 antes de la extraccién y 5 después de la extraccion),
(en los anexos C y D se encuentran los espectros de las réplicas que no se muestran en la
Figura 13).

Los cambios encontrados en algunas regiones de los espectros se sefialan con circulos
negros y corresponden a: la vibracion de estiramiento C=C que se encuentra de 600 a 1.654
cm™ presenta la ausencia bandas en el sector cercano a 1.630 cm™ (3), disminucion de la
intensidad en la vibracién de estiramiento de C=C en 1.512 cm™ (4), en la flexion de CHz en
1.430 cm™ (5), en las vibraciones de estiramiento de C-O rango 1.277 — 1.146 cm™ (9) y
vibraciones de C-O y vibraciones de C—H 853 - 804 cm™ (10).

Estos cambios son concordantes con los compuestos quimicos encontrados en el
hidrolato mediante el analisis por GC-MS, puesto que, después de la extraccion la circuma
ha perdido compuestos con estos grupos funcionales. Adicionalmente, en la literatura se ha
reportado diversas causas en los cambios de algunas bandas del espectro infrarrojo: entre las
que se resalta el efecto de la disolucién de componentes y la degradacion de metabolitos
debido a la metodologia de extraccion (Long etal., 2022b);(Fernandez-Marin et al.,
2021);(Kusumadewi et al., 2022).
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Figura 13. Espectros FTIR de la circuma antes de la extraccion (CUR) y la crcuma
después de la extraccion etandlica (EXTR)

En la tabla 5, se consigna la informacion contrastada con literatura de los grupos
funcionales que estan presentes tanto en la circuma antes y después de la extraccion; de
acuerdo con la Figura 13. Se realiz6 una comparacion cualitativa de los espectros con una
linea base spline.

Tabla 5. Asignacion de los grupos funcionales de la circuma antes y después de la

extraccion
o . . Asignacion de Referencia
N Grupo funcional (curcuma) banda (cm™)
1 Estiramiento de O-H 3.300
2 Estiramiento CH3-CH> 2.922 (Long et al., 2022a)
3 Estiramiento de C=0y C=C 1.627-1.600
4 Vibracion de estiramiento C=C 1.512 (Fernandez-Marin
5 Flexion de CH» 1.430 etal., 2021),
6 flexionde -CHenO=C-CH>C=0 1.377
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7-8 Vibracion de estiramiento C-O 1.277-1.146 | (Kusumadewi et al.,
9 Estiramiento C-OH 1.002 2022)
10 | Vibraciones de C-O vy vibraciones de C-H 853-804 (Perera et al., 2021)

Considerando las variaciones en las absorbancias observadas en la region de la huella
dactilar de los espectros infrarrojos de la curcuma (antes y después de la extraccion), se
implementd la metodologia propuesta por (Perera et al., 2021). Donde se realiza un analisis
de componentes principales (PCA) para la clasificacion de los espectros. Este enfoque
implica el calculo de la segunda derivada del espectro, previamente suavizado y sin linea

base, para evitar que la determinacion de esta ultima altere la intensidad de las sefiales.

En la Figura 14, se muestra el analisis PCA resultante, mediante el cual se logra
establecer que las componentes se pueden reducir a dos, con un porcentaje de
representatividad del 79,31 % del total de la informacion. Lo anterior, permite corroborar
que la circuma antes de la extraccion (Cur), es diferenciable por ATR-FTIR de la circuma
después de la extraccion (Ext) (Perera et al., 2021). Lo anterior, plantea la posibilidad de
hacer seguimiento espectroscopico de la extraccion cuando no se cuente con suficientes

recursos para el seguimiento por métodos cromatogréficos.
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Figura 14. PCA antes (Cur) (A, B, C, D, E) y después de la extraccion etandlica (EXT) (A, B, C, D,
E) con Rstudio

Habiendo caracterizado el almidon, la crcuma (antes y despues de la extraccion) y
el hidrolato de circuma, se procedi6 a la sintesis de las biopeliculas.
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6.  SINTESIS DE LAS BIOPELICULAS

Se sintetizaron dos tipos de biopeliculas; unas de almidén de yuca y otras de almidén
con hidrolato de circuma, el porcentaje de hidrolato de circuma en la composicién inicial
fue de 3,10 %, y el proceso de preparacion se muestra en la Figura 15. Las biopeliculas
presentaron unas caracteristicas fisicas similares, flexibilidad, delgadez y una apariencia
homogénea, las dimensiones de las biopeliculas fueron: didmetro de 87,82 £ 0,34 mm, un
radio de 43,91+ 0,49 mm, con un grosor de 0,35+ 0,05 mm. El parametro comparable con la
literatura es el grosor, el cual depende de la aplicacion que se le quiera dar a la biopelicula.
Para empaques y recubrimientos se espera que sea alrededor o por debajo de 0,30 mm
(Bodirlau et al., 2012); (llvis et al., 2024), en este caso se decidié aumentar el grosor a 0,35

mm con el objeto de favorecer la interaccion con el agua durante la deteccion del metal.
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Figura 15. Proceso de pesado y sintesis de las biopeliculas

Las biopeliculas obtenidas presentaron una distribucion homogénea del color
procedente de la adicidn del hidrolato. Para corroborar que la morfologia se conservo, se

realiz6 un analisis por SEM.
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6.1 Analisis SEM de las biopeliculas con curcuma y con almidén de
yuca

En la Figura 16, se presentan las imagenes tomadas por el microscopio electrénico
de barrido para las dos clases de biopeliculas sintetizadas: las biopeliculas de almidédn de
yuca y las biopeliculas de almidon con hidrolato de curcuma. En ellas se evidencia una
morfologia lisa, sin grietas y porosa, que demuestra la homogeneidad y la generacion de
alteraciones en el area superficial con la incorporacion del hidrolato al biopolimero (de Castro

et al., 2024).

Al

. iopelicula con carcuma . T i
» B Pe R - Lo’ Biopelicula de solo almidén

* Yy @ Ve .

de yuca

Figura 16. Analisis SEM de las biopeliculas con almidén de yuca y con hidrolato de cdrcuma

A partir del analisis SEM y lo observado en la coloracion a nivel macro, se pudo
establecer la homogeneidad en la distribucion del hidrolato en la biopelicula. A continuacion,

se presentan su caracterizacion por analisis ATR-FTIR y TGA.

6.2  Analisis ATR-FTIR de las biopeliculas de almidén y con
hidrolato carcuma

En la Figura 17, se presentan los espectros de infrarrojo de las biopeliculas con
almiddn de yuca (BIOP BLANCO) vy las biopeliculas de almidédn con hidrolato de circuma
(BIO CUR) de una de las 10 réplicas tomadas, (los espectros IR de las réplicas para las
biopeliculas con almidon y las biopeliculas con hidrolato de circuma se encuentran en los
anexos E y F). Se observa que las sefiales son muy similares, en la mayor parte del rango
espectral, aunque, se advierte un leve aumento en la region de 2.922 cm ! en la biopelicula

que estd impregnada con el hidrolato, debido al aumento de compuestos con grupos metilos
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CHs y metileno CH>. La similitud entre los espectros (biopelicula con y sin hidrolato) se
puede atribuir a la baja concentracion de los metabolitos que se calcula en promedio de 15 a
100 ppm, una vez la biopelicula se ha secado, ya que lo reportado indica que la deteccion
sobre matrices organicas en un analisis infrarrojo suele ser superior a 500 ppm en matrices

con amplio contenido de grupos polares como los hidroxilos y carbonilos.
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Figura 17. Espectros FT- IR de las biopeliculas con almidén (BIOP BLANCO) y con almidén e
hidrolato de circuma (BIOP CUR)

En la tabla 6, se consigna la informacion contrastada con literatura de los grupos

funcionales que estan presentes en las biopeliculas sin hidrolato.

Tabla 6. Asignaciones de las biopeliculas de almidén de yuca y biopeliculas de

hidrolato de curcuma.

N° Grupo funcional (circuma) A5|gnac(|(c:)r:_(lj)e banda Referencias
1 Estiramiento de O-H 3.300

— (Hern&ndez et al., 2024)
2 Estiramiento CH3-CH 2.922
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Flexion O-H 1.642
Vibracion de reflexién de C-H 1.407-1.456
yC-C .
5 Vibracion de estiramiento C-O 1.200-1.370 (Gomez-Bachar et al.,
y C-C 2024)
Estiramiento C-O-C 1.150
Estiramiento C-O y 1.000
deformaciones C-OH
Vibracién del anillo de glucosa 1.146-854 (Wu etal., 2024)
Deformaciones de CH 700-800

A continuacion, se presenta el analisis de la estabilidad térmica de las biopeliculas

con y sin hidrolato.

6.3  Analisis termogravimétrico TGA de las biopeliculas de
almidén sin hidrolato

Como se puede observar en la Figura 18. las biopeliculas de almidén de yuca
presentan dos etapas principales de pérdida de peso, la primera inicia a una temperatura de
24,14 °C y finaliza a una temperatura de 109,64 °C con un porcentaje de pérdida de 16,91
%. Se calculd la primera derivada para encontrar la temperatura de la maxima pérdida que
ocurrio a 70,61 °C. Posteriormente, se identificd la temperatura de descomposicién, que
inicia alrededor de 279,68°C con una pérdida de masa de 82,05 % y, termina a 344,25 °C
con una perdida de masa de 78,71%. También se calculo la primera derivada para encontrar
la temperatura de descomposicion que se presentd a 328,52 °C. Los resultados son
comparables con lo reportado por (Betancur-D”Ambrosio et al., 2024), donde en esta etapa,
la mayor tasa de degradacion térmica ocurre a una temperatura aproximada de 312 °C y es
atribuible a la degradacion de las cadenas de almidon, explicada por los enlaces éter y las
estructuras insaturadas que se forman a partir de la condensacion térmica de los grupos
hidroxilo de las cadenas de almiddn, eliminando asi el agua fuertemente unida y las
moléculas de bajo peso molecular (Mueller et al., 2024). Posteriormente a la degradacién se
pudo determinar el porcentaje de ceniza que fue de 1,34 % a una temperatura de 496,19 °C,
valores que concuerdan con una investigacion realizada por (Tapia-Blécido et al., 2005), el

contenido de ceniza en la muestra vario de 1,3 % a 1,6 %.
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Figura 18. TGA con su segunda derivada para las biopeliculas de almidon
6.4 Analisis termogravimétrico TGA de las biopeliculas con hidrolato
de curcuma

En la Figura 19, se muestra el termograma de las biopeliculas de almidon de yuca con
hidrolato de curcuma, que presenta dos etapas principales de pérdida de peso, la primera
inicia a una temperatura de 52,28 °C y finaliza a 68,33 °C; con un porcentaje de pérdida de
masa de 2,89 %. También, se identifico la temperatura de descomposicion principal, que
inicia con una pérdida de masa de 96,04 % a 262,31 °C y termina a 345,34 °C, con una
pérdida de masa de 91,68 %. Con la primera derivada se determiné que la temperatura de
descomposicion fue de 329,06 °C, un valor ligeramente mayor al encontrado para la
biopelicula usada como blanco. El porcentaje de ceniza fue de 2,35 % a 497,87 °C; valores
que concuerdan con lo reportado por (Boonkanon et al., 2020).
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Figura 19. Termograma TGA de las biopeliculas de almiddn con hidrolato de clrcuma

Para continuar con la caracterizacion de las biopeliculas se procedio a calcular la
permeabilidad en agua, para ello se obtuvo una pendiente lineal al graficar la masa ganada
por el cloruro de calcio vs el tiempo, tal como se muestra en la Figura 20. (Fakhouri et al.,
2004). Con la ecuacion 1, se determind la pendiente con la cual se establecié que la
permeabilidad del material es de 7,90 X 10* + 0,20 g*mm/m2kPa*h, lo anterior indica que
el material tiene buena permeabilidad al vapor de agua para permitir solventes polares y es
comparable a los resultados reportados en la literatura para biopolimeros con esta propiedad,
valores de 5,0 X 10% a 20 X 10'® g*mm/m2kPa*h (Fakhouri et al., 2004).

Ecuacion 1. Permeabilidad

W X
Permeabilidad = I

*Ap
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Donde w es la pendiente, x es el grosor de la biopelicula, A es el rea de la biopelicula,

Ap es el cambio entre la presion interna del recipiente y la presion externa.
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Figura 20. Curva de calibracion de la permeabilidad

A continuacion, se muestran los resultados de deteccion de hierro y cobre.
6.5 Deteccion de hierroy cobre

Para la deteccion de los metales por espectroscopia UV-vis fue necesario hacer una
adaptacion para la biopelicula (Figura 21) que permitiera la lectura en el equipo, emulando
la celda que usualmente se usa para esta técnica. Para ello, se recortaron las biopeliculas y se
colocaron entre un orificio rectangular (10 mm x 15 mm) hecho en dos laminas plésticas
trasparentes de marca Panafargo (12,83 mm x 51,13 mm), que en adelante se nombraran

como “laminas de deteccion”.
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Figura 21. Proceso de deteccion de hierro
Las laminas de deteccion (Figura 21) se sumergieron durante 1 hora en las soluciones
de nitrato ferroso a concentraciones de 0, 3, 5, 7, 10, 20 y 30 ppm. Durante este tiempo, no
hubo decoloracién de la biopelicula, lo que denota la estabilidad de la misma. Al terminar el
tiempo de inmersion, el sector disefiado como paso Optico presentd un cambio de color de
amarillo a marrén por la interaccion de la curcumina con los iones Fe*3 formando el
complejo; concordando con lo reportado (Vonnie et al., 2022), (en el anexo G se muestra el
espectro IR de las ldminas de deteccidn de hierro y en el anexo | el PCA de la deteccion de

hierro).

Para la cuantificacion del complejo mediante espectroscopia UV-vis, las ldminas de
deteccion (10 por cada concentracion) se secaron al ambiente durante aproximadamente 24
horas. Posteriormente, se realizaron lecturas a una longitud de onda de 455 nm, utilizando
como blanco la ldmina con 0 ppm de complejo. Con los datos de lectura del equipo se realizo
la curva de calibracién (Figura 22) que mostré un comportamiento exponencial,
caracteristico de la formacion de complejos ligando-metal, en los cuales pequefios cambios
en la concentracion producen grandes variaciones en la absorbancia. En este caso, se encontro

gue para concentraciones superiores a 10 ppm el valor de absorbancia es muy pequefio. Estos
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resultados concuerdan con lo reportado por (Noble & Bailey, 2009), quienes, al intentar
cuantificar proteinas, notaron que el croméforo pierde intensidad de absorcion y, por tanto,

solo puede cuantificarse en un rango limitado de concentracion.

Aunque se confirma la ausencia de otros metabolitos ceto-enolicos con capacidad de
coordinacion, el alcance de esta investigacién no contemplaba establecer la interaccion entre
la biopelicula y el metal. Futuras investigaciones podrian centrarse en un analisis XPS para
determinar los tipos de enlaces que se forman entre el hierro y la biopelicula con hidrolato

de clrcuma.

La Figura 23 exhibe los espectros UV-vis de las ldminas de deteccion impregnadas
con diferentes concentraciones de hierro, revelando en todos los casos se presentan cuatro

picos a 450 nm, 428 nm, 316 nmy 270 nm.
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Figura 22. Curva de calibracion de deteccion de hierro
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Figura 23. Espectro UV-vis de las laminas de hierro a diferentes
concentraciones

Para la deteccidn del cobre, se sigui6 el mismo proceso de elaboracion de las laminas
de deteccion (10 para cada concentracion), tiempo de inmersion de la biopelicula, y secado
descrito anteriormente. El cambio de coloracion observado en la biopelicula fue de amarillo

a rojo (Figura 24).

Figura 24. Proceso de deteccion de cobre

Para la cuantificacion por espectroscopia UV-vis del complejo con cobre, las laminas
de deteccion se midieron a una longitud de onda de 430 nm; utilizando como blanco la ldmina
con 0 ppm de complejo. Con los datos de lectura del equipo se realizé la curva de calibracion
(Figura 25) que presentd el mismo comportamiento exponencial que se observd para el

complejo con hierro, y, el mismo limite de cuantificacion de 10 ppm, (en el anexo H se
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encuentra el espectro IR de las laminas de deteccion de cobre y en el anexo J el PCA de la

deteccion de cobre).
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Figura 25. Curva de calibracion de la cuantificacion de las absorbancias de cobre
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Figura 26. Espectro UV-vis de las ldminas de cobre a diferentes concentraciones

La Figura 26 exhibe los espectros UV-vis de las ldminas de deteccion impregnadas
con diferentes concentraciones de cobre, revelando que para todas se presentan tres picos a
455 nm, 426 nmy 226 nm.
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CONCLUSIONES

El estudio de los residuos de yuca reveld un potencial significativo para la obtencion
de almidon y fibra, con rendimientos del 14,07+0,78 %y 41,78+2,43 % respectivamente. El
almidon extraido mostrd caracteristicas fisicas y quimicas consistentes con lo reportado en
la literatura, incluyendo una morfologia elipsoidal truncada y un contenido de amilosa del
17,40+1,11 %.

La sintesis de biopeliculas a partir del almidon obtenido, incorporando hidrolato de
cdrcuma, resultdé en un material con propiedades prometedoras para diversas aplicaciones.
Estas biopeliculas exhibieron una estructura homogénea y una estabilidad térmica
considerable, manteniendo su integridad hasta los 262,31 °C. Su permeabilidad al agua

sugiere potenciales aplicaciones en sistemas que requieren interaccion con solventes polares.

El analisis del hidrolato etandlico de cdrcuma revelé una composicién quimica
compleja, dominada por compuestos como a-curcumeno, curcumina y a-turmerona, lo que

subraya el potencial de este extracto para diversas aplicaciones.

Se desarroll6 un método innovador para la deteccion y cuantificacion de iones
metalicos Fe*" y Cu?* utilizando las biopeliculas sintetizadas. Este método demuestra ser
efectivo para concentraciones de hasta 10 ppm, presentando una respuesta exponencial que

sugiere una alta sensibilidad a bajas concentraciones.

Estos hallazgos abren nuevas perspectivas para la cuantificacién de residuos
agroindustriales con aplicaciones en la deteccién de metales pesados. Futuros estudios
podrian enfocarse en optimizar la sensibilidad y selectividad de estas biopeliculas para su

uso en aplicaciones ambientales y de seguridad alimentaria.
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RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que el valor del porcentaje de almiddn encontrado en este estudio
es mayor que el establecido en el Codex Alimentarius, se recomienda realizar el secado a
temperaturas mayores para establecer si este parametro realmente afecta este valor.

Para determinar si el porcentaje de curcumina en el extracto etandlico puede
aumentarse se recomienda realizar extracciones etandlicas con porcentajes menores de
etanol.

Se recomienda evaluar el funcionamiento de los biosensores elaborados en esta
investigacion en muestras reales, para conocer los rangos de concentracion detectables y si
se presentan interferencias.

Para corroborar la concentracion de los metales acomplejados en las biopeliculas se
recomienda realizar anlisis elemental de las mismas.

Teniendo en cuenta que el pH de las diferentes soluciones de cobre y hierro podria

tener influencia en el mecanismo de acomplejamiento, se recomienda medir este parametro.
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Anexo C, Espectro FT-IR de la circuma en 3D
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Anexo D, Espectro FT- IR de la extraccion etandlica de carcuma
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Anexo E, Espectro FT-IR de las biopeliculas de almidon
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Anexo F, Espectro FT-IR de las biopeliculas de almidén — hidrolato de circuma
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Anexo G, Espectro FT-IR de la deteccidn de hierro
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Anexo H, Espectro FT-IR de la deteccién de cobre
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Anexo |, PCA de la deteccién de hierro
-0,5 0,0 0,5 1,0
2 T T T
-4 1,0
oFe C3C
Comp3 C/o;np1
14
/ o5
oFeC wecls Y oFe C30 A
oFe .CFWeO%g% ¥ %%B .F.EFSLI’:UEE c
0 s —— e 0,0
- —-Gonip< !
sFe C108B oFe CPOA oFe C7 C
*Fe COC
oFe C7 A - _0’5
-1 oFe COB
oFe COJA
—4-1,0
-2 T T
-2 0 2 4

PC 1 (78.65%)

Anexo J, PCA de la deteccion de cobre
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