Sintesis de un composite de almiddn de arracacha (Arracacia
xanthorrhiza) / Cu para la deteccion de mezclas etanol y metanol

Roiner Enrique Ruidiaz Gomez

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PAMPLONA, COLOMBIA
2024



Sintesis de un composite de almidén de arracacha (Arracacia xanthorrhiza) /
Cu para la deteccién de mezclas etanol y metanol

Roiner Enrique Ruidiaz Gomez
Trabajo de investigacion presentado como requisito para optar al titulo de
Quimico (a)

Tutores

Diana Alexandra Torres Sanchez
Doctora

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
José Hernando Quintana Mendoza

Magister
UNIVERSIDAD DE PAMPLONA

UNIVERSIDAD DE PAMPLONA
FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PAMPLONA, COLOMBIA
2024



DEDICATORIA

Con profundo orgullo y gratitud, dedico los frutos de afios de esfuerzo, paciencia y
amor a mis seres gueridos. Esta tesis esta especialmente dedicada a mis grandes
pilares y amores, quienes han apostado todo por mi: el Sefior Roimel Ruidiaz y la
Sefiora SolFanis Gémez. Ustedes han sido testigos de gran parte de mis logros,
metas alcanzadas y todo lo que esta por venir, ya que han sido mi apoyo

incondicional.

A mis hermanos Yusnedis, Samir, Andris Tatiana y Yeris Ruidiaz Gomez, les dedico
este trabajo. Su apoyo, tanto directo como indirecto, ha influido positivamente en

todo este proceso y ha sido fundamental para mi éxito.

Audrey-Anne St-Germain Coderre, gracias por ser parte de este proyecto que hoy
culmina. El afio 2022 nos unié en una aventura que yo anhelaba, y desde entonces
te has convertido en una pieza fundamental en todo este proceso. Desde Colombia,

te expreso mi profunda admiracion y gratitud.



AGRADECIMIENTOS

-En primer lugar, expreso mi profunda gratitud a Dios por las experiencias vividas,

gue han moldeado mi ser actual.

-Agradezco enormemente a mis tutores, la profesora Diana Alexandra Torres y el
profesor José Quintana, por su invaluable orientacién, apoyo constante y sabios

consejos.

-Mi reconocimiento se extiende al semillero de investigacion Biocalorimetria
(SeBioca), al laboratorio de control y calidad, y al programa de ingenieria eléctrica
por su respaldo fundamental en el desarrollo de este proyecto de grado. Asimismo,
agradezco a todos los profesores que contribuyeron a mi formacién durante este

proceso.

-A mis tios, tias, primos, primas y abuela, mi gratitud por su apoyo incondicional.

-Un agradecimiento especial a mis comparieras de tesis, Luisa y Lisbeth Daniela,
por su amistad y colaboracion durante el desarrollo del proyecto. Su buen humor
hizo més llevadero el ambiente de trabajo. También agradezco a Jorge Bermudez
por su amistad y apoyo.

-Al principio solo seguia mi corazon, avanzando segun lo sentia en cada momento.

En este camino, hubo victorias y derrotas, pero agradeci profundamente a todos los
medios y personas que me permitieron llegar hasta aqui.

iWelcome to the end!



CONTENIDO

DEDICATORIA oottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeeaees 3
FaNe = Lo [=Tod T 0] 1T o] (0 1 PSPPSR 4
Lista de tablas ... ...cuuni e 7
[ e W o [ (o [N ] PP P SPUPPPPPPN 8
(IS v W0 SN TN = Lo o] 1= T 10
Lista de abreviaturas.............oo oo 11
RESUMEN ...ttt e e et a e e e e e e e e e e e e e e e e e s raaaaeaaaeees 12
Y 01 1 = T PSPPI 13
INTRODUGCCION ...ttt ettt sttt ss e se et sae s 14
1. MARCO REFERENCIAL ...ootttiiiiiiii ettt 15
I I = 1o 0T 110 0= {01 PP 18
1.2 ArraCacha Y FOMEIO. ....cciieiiiiiiiiiee ettt e e e e e e e et e e e e e 19
2. OBJIETIVOS ...ttt 22
2.1 ODJetiVO gENEIAL ......cieicee e 22
2.2 ObjJetiVOS €SPECITICOS. ..uviiiiiiiiiiee e 22
3. METODOLOGIA ..ottt ettt te et eae e, 23
G TN R == Tod 11V 1 ST 23
.2 EQUIPOS ...ttt e e e e e e eeaaaaae 23
TR B o (oo =To 110 0] =T o] o APPSR 24
B.B. L MUBSIIEO ...ttt e et e e e et e e e e e e e e e e e e s 24
3.3.1.1 Recoleccion de arracacha. ...........ccccovvvvviiiiiiiiiiiii e 24
3.3.1.2 RecolecCiOn de FOMEIO. ........cveeiiiiiie e 25

I = Vol od 0] =SSO 25
3.4.1 Extraccion de almidon de arracacha. .............cccceeeiiiiieeeeeccceee, 25
3.4.2 Determinacion de cenizas del almidon..............coovviiiiiiiiiiii e, 25
3.4.2.1 Morfologia del almidOn..............ueuuiiiiiiiiiiiiiiii e 26
3.4.2.2 Determinacion del porcentaje de amilosa a través de colorimetria..... 26
3.4.2.3 Interaccion entre el complejo de yodo y la amilosa. ..............ccouvuenn.... 26
3.4.3 Extraccion de hidrolato de rOMero........ccooeeeeiiiiiiiieiiiiciciee e 28
3.4.3.1 Andlisis cromatografico GC-MS del hidrolato de romero.................... 28
3.5.4 Preparacion de nanoparticulas de cobre. .........c.oooovviiiiiiiiiiiin e 28
3.5.4.1 Determinacion del tamafio de nanoparticula de cobre. ..............covveeeee. 28



3.5 Sintesis de biopeliCula. ..............oouiiiiiii e 29

3.5.1 Permeabilidad de biopelicula. ... 30
3.5.2 Tratamiento espectroS ATR-FTIR. ... 31
3.6 Construccion del biosensor y camara de detecCion............cc.ceeeeeeeeviiiieeeenens 32
3.7 Preparacion de soluciones de metanol y etanol. ..., 33
3.8 Registro de datos en el sistema de detecCion. .............ccceeveevveiiiiiieeeiiiiiieeeeeens 33
4, RESULTADOS Y ANALISIS. ...oviiteceecteee ettt sre s 34

4.1.1 Extraccion del almidOn. ............uiiiiiiiie e 34

4.1.2 Espectroscopia de infrarrojo ATR-FTIR........cooviiiiiiiii e 36

4.1.3 Morfologia del almidOn. ...........cooeiiiiiiiii e 37

4.1.4 Analisis del almidOn TGA. .....ouuiiiiie e 38
4.2 Extraccion del hidrolato de romero (Rosmarinus officinalis L). ....................... 40

4.2.1 Cromatografia de gases GC-MS para el hidrolato...............cooevvvvviinnnnnnnn. 41

4.2.2 Espectroscopia infrarroja ATR-FTIR de hojas de romero antes y después de

[8 EXEFACCION. .....ci ittt e e e e e e e e et e e ae bt s e e e e e e e e e e eeeeeeannnes 45
4.3 Agregados de CODIe. ... 48
4.4 Sintesis de las biopeliCulas. ..........coooeeviiiiii e 50

4.4.1. Andlisis SEM de las biopeliculas con y sin nanoparticulas de cobre. ...... 51

4.4.2. Espectroscopia infrarroja FTIR-ATR para las biopeliculas. ..................... 52

4.4.3 TGA de las biopeliculas sintetizadas de hidrolato, blanco y nanoparticula.

......................................................................................................................... 55

4.4.4 Permeabilidad de las biopeliculas. ..., 57
4.5 disefio de sensor de conductividad. ...........oooeviiiiiiiiiiiiiiii e 58

4.5.1 Medidas de la resistencia electriCa............cceuvvrvriiiiiiiiiie e 60
CONCLUSIONES ... ettt e e e e e e 64
RECOMENDACIONES ..ottt e e e e e et a e e e e e e e e 66
BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt anas 67
ANEXOS ...t — e e e e e e aeaarraae 84



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Compuestos determinados por cromatografia de gases. ...........cc.......... 42
Tabla 2: Atribuciones de bandas de las hojas de romero. ..........ccccceeeevviiiiiieeennes 46
Tabla 3. Pardmetros establecidos para la determinacion del tamafio de
NANOPANICUIA B CUL. ... e e e e e e e e eaaaaas 49
Tabla 4: Asignacion de bandas de las biopeliculas. .............cccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiins 53

Tabla 5. Parametros establecidos para la determinacion de la permeabilidad. .... 58



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacion gréafica de la arracacha (Arracacia xanthorriza). .......... 20
Figura 2. Complejo amiloSa YOUO ......coiiiiiiiiiiiiieiieiiie et 27
Figura 3. Representacion esquematica del molde de la biopelicula. .................. 30
Figura 4. Procedimiento de la correccion de la linea base de los espectros
T 1= ] [0 1P 31
[ 10101 = Qo TV = ol ¥ [ 1] 1 o J 32
Figura 6. Diagrama del procedimiento de aislamiento del almidén de arracacha
(Arracacia XanthOrTiZA). ......oieeeeeeiii e e e e e e e e e e e e e e e e eaan e ees 35
Figura 7. Curva de calibracion del estandar de amilosa. .............ccoccevviiieeeeennnnnnn. 36
Figura 8. Espectro infrarrojo del almiddn de arracacha con su respectiva asignacion
de grupos fUNCIONAIES. ........uuiiiiii e e 37

Figura 9. Micrografias del almidon de arracacha obtenidas mediante microscopio
Optico y electrénico de barrido (SEM). a) SEM a 5 um. b) 4X. ¢) 10X. d) 40X. e)

100 [0 ) PSSR 38
Figura 10. TGA del almiddn de arracacha. ... 39
Figura 11. Representacion esquematica del proceso de extraccion del hidrolato de
0] 1 01T (o T PP P PP 40
Figura 12. Cromatograma GC-MS del hidrolato de romero y sus abundancias
(=] 1)Y= LT 41
Figura 13. Espectros infrarrojos de hojas de romero. Antes de la extraccion (rana),
y, después de la extraccion (rdea) del hidrolato. ...............cevviiiiiiiiiieiiieeeeeiiis 46
Figura 14. Analisis multivariado y claster de 2 agrupaciones para los solidos de
romero antes la extraccion (A) y después de la extraccion (B)............ccoeeeeeeinnnee 48
Figura 15. Espectro de absorcion UV-visible de nanoparticulas de cobre. Donde
Cul,Cu2y Cu3, SON FEPIICAS. . .eevuni et 49
Figura 16. Representacion gréafica de la sintesis de biopelicula. .......................... 50

Figura 17. Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de biopeliculas
de almidén de arracacha: a) Micrografia de biopelicula sintetizada sin adicion de
nanoparticula de cobre, b) micrografia de biopelicula sintetizada con adicién de

nanoparticula de cobre (NPSCU). .....ceceiiiiiii e 51
Figura 18. Espectroscopia infrarroja para las biopeliculas blanco, con hidrolato y
Nanoparticulas de cobre-hidrolato. ..............ccooiiiiii i, 52

Figura 19. Analisis multivariado para las biopeliculas sintetizadas, biopelicula blanca
(BioBa), biopelicula de nanoparticula de cobre (BioNa) y biopelicula de hidrolato
(3110 F= ) PP SPPPPPP 54
Figura 20: Segunda derivadas de las biopeliculas sintetizadas; a) control (BiopeBA),
con hidrolato de romero (BiopeHA) Y nanoparticula (BiopeNA), b) grafico de barra,
promedio areas Vs biopeliculas. De las regiones del C-Oy C-H..............cceeeenn. 55



Figura 21. Analisis termogravimétrico (TGA) de la biopelicula de hidrolato (color
rojo), biopelicula de nanoparticula de cobre (color verde) y biopelicula de control

(color azul). Las derivadas de hidrolato y blanco se superponen entre si. ........... 56
Figura 22. Curva de calibracion de permeabilidad. .............ccccceeiiiiiinns 58
Figura 23. Sensor de biopelicula almiddn-cobre. ...........cccoooeviiiiiiiiiiiii e, 59
Figura 24. Disefio de medidas de conductividad. .............cccceeviiiiiiiiiiiiiiineeeee 60
Figura 25. Curva de calibracion para mezclas metanol-etanol sin agua............... 61
Figura 26. Curva de calibracion de metanol y etanol en agua, con porcentajes de
concentracion de alcoholes €n el €J& X. ..o 62



LISTA DE ECUACIONES

Ecuacion 1: Determinacion del tamafio de particula. ..........ccccceiiiieiiieiec e 29
Ecuacion 2: Determinacion de la permeabilidad. ...........ccoocovviiiiiieicie e 57

10



Abreviatura

LISTA DE ABREVIATURAS

Término

PCA
FTIR
ATR
SEM
TGA
GC-MS
UV-vis

11

Andlisis de componentes principales
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Reflectancia total atenuada
Microscopia electronica de barrido

Termogravimetria
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Espectroscopia de ultravioleta visible



RESUMEN

El almidén de arracacha se presenta como una alternativa sostenible a los
polimeros sintéticos para la produccion de biopeliculas. En este estudio, se obtuvo
almidén de arracacha con un rendimiento del 5,56 + 0,58% en base seca. Se
desarrollaron biopeliculas estables utilizando este almiddn, hidrolato de romero y

agregados de nano particulados de cobre.

Se sintetizaron nanoparticulas de cobre con tamafios de 16,82 + 2,71 nm y 34,067
+ 1,007 nm, las cuales se incorporaron a las biopeliculas para facilitar la
construccion de un sensor biodegradable. Este sensor se fabricé incrustando la
biopelicula en una lamina hueca de resina epoxica, conectada a dos hilos de cobre

desde la ventana de deteccion.

Las biopeliculas exhibieron una buena estabilidad térmica, alcanzando
temperaturas de 345,07°C para la biopelicula de almidoén, y, 357,22°C para las
biopeliculas con hidrolato y nanoparticulas. La permeabilidad de las biopeliculas
con agregados de cobre fue de 5,69 + 0,42 X 10'8 gmm/mz2-kPa-h,

El sensor demostré eficacia en la deteccion de alcohol adulterado a nivel de
laboratorio. Se determinaron los limites de deteccién para mezclas de etanol-
metanol (2,26 + 0,23% en peso) y metanol-etanol-agua (2,31 £+ 0,12% en peso). Los
limites de cuantificacion se establecieron en 4,62 + 0,21% y 0,462 + 0,21 % de

metanol para ambas mezclas respectivamente.

Palabras Claves: Nanoparticulas de cobre, biosensor, biopeliculas de almidén de

arracacha, metanol-etanol.
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ABSTRACT

Arracacha starch is presented as a sustainable alternative to synthetic polymers for
the production of biofilms. In this study, arracacha starch was obtained with a dry
yield of 5.56 + 0.58%. Stable biofilms were developed using this starch, rosemary
hydrolate and copper nanoparticles.

Copper nanoparticles with sizes of 16.82 + 2.71 nm and 34.067 + 1.007 nm were
synthesized and incorporated into the biofilms to facilitate the construction of a
biodegradable sensor. This sensor was fabricated by embedding the biofilm in a
hollow epoxy resin foil, connected to two copper wires from the sensing window.
The biofilms exhibited remarkable thermal stability, reaching temperatures of
345.07°C for the starch biofilm, and 345.07°C and 357.22°C for the biofilms with
hydrolate and nanoparticles, respectively. The permeability of the biofiims was
determined to be 5.69 + 0.42 10'® g-mm/m2-kPa-h.

The sensor demonstrated efficacy in detecting adulterated alcohol at the laboratory
level. Detection limits were determined for ethanol-methanol (2.26 + 0.23% by
weight) and methanol-ethanol-water mixtures (2.31 + 0.12% by weight). By weight).
The limits of quantification were set at 4.62 + 0.21% and 0.462 = 0.21 % methanol
for both mixtures, respectively.

Keywords: Copper nanoparticles, biosensor, arracacha starch biofilms, methanol-

ethanol.
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INTRODUCCION

A nivel global, la adulteracion de bebidas alcohdlicas es un problema significativo, y
las técnicas convencionales para detectarla son costosas y complicadas. Por esta
razon, se estan explorando alternativas mas accesibles para reemplazar estos
métodos tradicionales. Una de las opciones promisorias es el uso de biomateriales,
los cuales son biodegradables, econémicos y faciles de obtener. Entre estos
biomateriales destaca el almidén, uno de los polimeros naturales mas abundantes
después de la celulosa, que se encuentra en una amplia variedad de fuentes
vegetales como verduras, granos, legumbres, tubérculos y raices Gracias a su
estructura polimérica, el almidén ofrece una excelente base para crear biopeliculas
con propiedades mecéanicas adecuadas y buena resistencia a gases y humedad,
convirtiéndolo en un material idoneo para diversas aplicaciones. El uso de
nanoparticulas de cobre ha generado gran expectativa en la comunidad cientifica

debido a sus propiedades antimicrobianas, conductoras, entre otras.

En este contexto, los biosensores emergen como una solucién innovadora y eficaz.
Estos sistemas analiticos excepcionales se caracterizan por su alta especificidad y
sensibilidad hacia una sustancia en particular. Se diferencian completamente de
otros sensores quimicos al ser dispositivos analiticos sin reactivos que no requieren
procesamiento de muestras antes o después del andlisis. En consecuencia, los
biosensores se han convertido en un area activa de investigacién para detectar
diversos componentes quimicos y biologicos con fines de monitoreo clinico,
alimentario y ambiental (Amine et al., 2006; Prieto-Simoén et al., 2006; Bachan
Upadhyay & Verma, 2013), presentando un enfoque prometedor de manera mas

accesible y eficiente.

Este estudio se centr6 en la sintesis de biopeliculas a partir de almidén de
arracacha, incorporando nanoparticulas de cobre, con el objetivo de desarrollar un
biosensor capaz de detectar la adulteracion de bebidas alcohdlicas mediante

mezclas de etanol y metanol.
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1. MARCO REFERENCIAL

La adulteracion de bebidas alcohdlicas es un problema que tiene una larga historia
y no tiene una fecha exacta de inicio. Desde tiempos antiguos, se han documentado
casos de adulteracion de bebidas alcohdlicas con el fin de aumentar el volumen,
mejorar la apariencia o reducir costos. Sin embargo, con el paso del tiempo y el
avance de la tecnologia, las técnicas de adulteracion han evolucionado y se han
vuelto mas sofisticadas. En la actualidad, la regulacion y el control de calidad han

mejorado considerablemente, pero aun persisten desafios significativos.

La adulteracion consiste en alterar o falsificar de manera fraudulenta la composicion,
pureza o calidad de un producto, mediante diversas practicas (Lachenmeier, 2016a,
2016b). Generalmente, se lleva a cabo agregando sustancias extrafias o
reemplazando ingredientes originales por sustitutos de menor calidad, con el fin de
reducir costos o aparentar mayor cantidad (Newman et al., 2018; Quintero et al.,
2020). También se considera adulteracion mentir sobre el origen, fabricante o fecha
de vencimiento de un articulo, asi como vender un producto imitando una marca

genuina cuando en realidad es una copia ilegal (Zapata et al., 2012).

En el caso de bebidas alcohdlicas adulteradas, es comun agregar metanol u otras
sustancias no aprobadas que causan intoxicaciones graves, con sintomas como
nauseas, vomitos, dolores de cabeza, dificultad respiratoria, coma, convulsiones,
hipotermia, dafios neuroldgicos o incluso la muerte (Rym et al., 2023; Necochea-
Chamorro et al., 2019).

Dentro de las practicas de adulteracién se encuentran la adicibn de agua para
aumentar el volumen y disminuir la concentracion de alcohol, asi como la
incorporacion de alcohol no potable o industrial que también puede causar
intoxicaciones graves. Ademas, se suelen agregar azucares, edulcorantes,
colorantes y aromatizantes artificiales para mejorar el sabor y apariencia,
enmascarando la dilucién con agua. En algunos casos, se reetiquetan y embotellan
fraudulentamente productos adulterados en envases de marcas reconocidas,

engafiando al consumidor sobre su verdadero origen. Otra practica es la sustitucion
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de ingredientes costosos por otros mas baratos, como reemplazar jugos de frutas
por jarabe de maiz o agregar alcohol de menor calidad. Asimismo, se pueden
incorporar aditivos no permitidos como conservantes, espesantes o estabilizantes
ilegales que pueden ser perjudiciales para la salud. Todas estas adulteraciones son
ilegales (Barreto Calderén, A. 2014; Yasno Serrato, N., & Rodriguez Ortigosa, L.
2019).

Se han reportado numerosos brotes de intoxicacion con metanol desde Asia hasta
Europa y Africa, con tasas de letalidad superiores al 30%. (Doreen B et al., 2020;
Zahra Nekoukar et al., 2021; Ali Jangjou et al., 2023; Akhgari, M et al 2013; Nili-
Ahmadabadi, A et al., 2016; Yousefi, M et al., 2018; Ma et al., 2019; Brahmi et al.,
2007). A nivel nacional, también se han reportado casos graves, como el ocurrido
entre noviembre del 2022 y enero del 2023 en Bogota (Cardenas Romero, J. 2024)
gue dejaron 54 intoxicados, de los cuales 40 fallecieron. Estas cifras alarmantes
evidencian la peligrosidad de estas practicas ilegales que ponen en riesgo la salud

de los consumidores.

Es por esto que se han desarrollado pruebas rapidas de deteccion de metanol en
bebidas alcohdlicas como herramientas importantes para identificar adulteraciones
potencialmente peligrosas, siendo disefladas para ser utilizadas en campo o en
entornos donde no se dispone de equipos de laboratorio sofisticados. Algunas de
ellas son: pruebas de tira reactiva, kits de prueba de bolsillo, dispositivos
electrénicos portétiles y kits basados en reacciones quimicas especificas; aunque
estas proporcionan indicaciones preliminares de la presencia de metanol, es
recomendable confirmar los resultados con métodos més precisos y validados en
un laboratorio. Las técnicas analiticas mas empleadas son las técnicas
espectroscépicas como UV-visible (UV-vis), donde se han realizado estudios para
analizar el grado de alcohol, azucares totales, sélidos no azucarados y acidos
totales en bebidas alcohdlicas (Shen, F et al., 2017; Debebe, A et al., 2017).

Otra técnica utilizada es el infrarrojo medio (MIR) (Quintero Arenas et al.,202). La
autenticidad de las bebidas alcohélicas se ha verificado a través de varias técnicas

analiticas como cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), espectroscopia
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UV-vis, resonancia magnética nuclear (RMN), cromatografia de gases (GC)
acoplada a espectrometria de masas (MS). Las técnicas antes mencionadas son
sensibles y precisas; sin embargo, son costosas, requieren mucho tiempo para la
preparacion de la muestra o utilizan grandes cantidades de reactivos y solventes
(Barroso, J et al.,2018)

La identificacion de adulterantes en bebidas alcohdlicas implica un alto costo,
debido a los requerimientos de una buena infraestructura y el empleo de métodos
costosos, lo cual dificulta ain més su deteccion. Por ello, es necesario buscar
métodos mas accesibles que reemplacen las técnicas convencionales. Una
alternativa prometedora podria ser el uso de sensores, un método con potencial
para facilitar esta identificacion a un costo mas asequible (Mathew, R., Das, A. 2022;
Jian, Y et al.,2020)

Los sensores cualitativos son alternativas prometedoras que han superado la
necesidad de grandes plataformas de lectura y pueden usarse en un rango mas
amplio de concentraciones que sus contrapartes electroquimicas. Un ejemplo de
estos sensores son los inmunoensayos de flujo lateral, similares a las pruebas
rapidas utilizadas para la deteccién de COVID-19 (Hogg et al., 2023). En general, el
elemento de reconocimiento utiliza especies de anticuerpos/antigenos especificos
para el analito de interés, conjugados con una sonda visible (Mohit et al., 2021). Una
respuesta positiva o negativa puede evaluarse rapida y facilmente (< 30 minutos)
mediante un cambio de color, proporcionando asi una prueba de deteccién portatil
y facil de usar. En la literatura se reportan algunos sensores que permiten la
identificaciébn de metanol, lo cual muestra que es posible crear nuevos dispositivos
capaces de ofrecer una deteccion sensible, confiable, repetible, con buena
estabilidad y excelente rendimiento (Yu Jiang et al., 2019; Ramiro Marroquin-Garcia
et al., 2024; Oronova, EA et al.,2008).

Las ciencias analiticas han presenciado el surgimiento de técnicas para la deteccion
eficiente de adulterantes alimentarios, tanto en el &mbito clinico como industrial. En
la literatura se encuentran estudios aplicados a los biosensores como alternativa

prometedora en la deteccion de etanol (Huitong Gong et al.,2024), estos autores
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reportan que el sensor basado en SnO: es prometedor en la deteccion de varios
gases debido a su bajo costo, alta sensibilidad, alta estabilidad y gran eficacia para
la deteccién de etanol. Algunos ejemplos en los ultimos afios incluyen nanocintas
co-dopadas (An, Y., y Zhang, J. 2023), microesferas modificadas con polimeros
(Song, W et al.,2022) y peliculas compuestas porosas (Jiang, B et al.,2023; Xu, S
et al.,2015; Xu, S.,2016).

1.1 Biopolimeros

Los biopolimeros son macromoléculas de polisacaridos en forma de cadena
provenientes de fuentes naturales y renovables. Resultan favorables debido a su
abundante disponibilidad, renovabilidad, no toxicidad, propiedades térmicas
favorables y biocompatibilidad. Estan compuestos por unidades monoméricas de
compuestos organicos unidos covalentemente para formar un biopolimero
biodegradable. Estos biopolimeros se combinan con particulas y/o materiales para
mejorar sus propiedades fisicoquimicas y estructurales, formando asi
bionanocompuestos. Estos Ultimos han recibido considerable atencion como
materiales alternativos a los compuestos convencionales, ya que poseen grandes
areas superficiales, propiedades mecanicas mejoradas, biodegradabilidad,
caracteristicas térmicas y fisicas. El quitosano es otro biopolimero que se ha
utilizado en la sintesis de peliculas compuestas (Rhim, Ng y Rhim, 2007; Abdus
Sobhan et al., 2021).

Por otra parte, los polimeros conductores son materiales de gran interés debido a
sus sobresalientes propiedades eléctricas, su resistencia a condiciones ambientales
adversas y su fuerte capacidad de interaccién con biomoléculas. Gracias a su
versatilidad para ser modificados y cumplir con los requisitos especificos de cada
aplicacion, estos polimeros tienen un amplio rango de usos potenciales. En afios

recientes, se han utilizado comUnmente como materiales prometedores para
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desarrollar sensores mas sensibles y con limites de deteccion de mas bajas
concentraciones (D. Aycan et al., 2019). Al igual que los metales conductores como
cobre, aluminio, oro y plata, estos polimeros conductores a través de su estructura,
ofrecen poca resistencia al paso de la corriente eléctrica debido a la presencia de
electrones libres o electrones de conduccién que pueden moverse facilmente dentro
del material cuando se aplica un campo eléctrico. La estructura molecular y los
enlaces conjugados presentes en los polimeros conductores son los responsables

de conferirles propiedades conductoras (Nikhil S. Mane et al., 2024).

1.2 Arracachay romero.

La arracacha (Arracacia xanthorrhiza) es un tubérculo nativo de la regién andina de
América del Sur, cultivado en paises como Colombia, Peru, Bolivia y Ecuador a
alturas entre 1.500 y 2.500 metros sobre el nivel del mar (figural). Su temperatura
Optima de cultivo se encuentra entre 15°C a 25°C, con un rendimiento comercial
gue varia entre 10 y 20 toneladas por hectarea. Los tubérculos de arracacha pueden
presentar colores blanco, amarillo y morado (Magda I. Pinzon et al., 2020). Se
pueden obtener diversos tipos de almidones a partir de raices, tubérculos, frutas,
cereales, semillas, hojas y tallos. La morfologia, estructura molecular, relacion
amilosa/amilopectina, contenido mineral y composicion quimica del almidén varian
dependiendo de la fuente y las condiciones ambientales de cultivo. Los granulos de
almidon estan compuestos principalmente por dos macromoléculas llamadas
amilosa y amilopectina, cada una con propiedades diferentes como también algunos
carotenoides. La amilosa es una molécula lineal formada por unidades de a-glucano
conectadas por enlaces a-(1-4), mientras que la amilopectina tiene ramificaciones
a-(1-6) y enlaces a-(1-4) (Londofio-Restrepo et al., 2018; Nanci Castanha et al.,
2018).
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Figura 1. Representacion grafica de la arracacha (Arracacia xanthorriza).

Por otro lado, los biopolimeros son una alternativa ecoldgica atractiva a los
polimeros convencionales, debido a su excelente biocompatibilidad vy
biodegradabilidad. Sin embargo, su naturaleza amorfa y no conductora limita su
potencial como material/sustrato biosensor activo. Para mejorar su rendimiento
bioanalitico, los biopolimeros se combinan con materiales conductores para mejorar
sus caracteristicas fisicas y quimicas. La mejora de las propiedades de los
polimeros se genera mediante la incorporacion de nanoparticulas en peliculas de
biopolimeros para producir nanocompuestos (Sougandhi, PR et al., 2022;
Vasudevan, M et al., 2022).

El romero (Rosmarinus officinalis) es una planta aromatica que ha despertado un
gran interés en el campo de la nanotecnologia debido a sus propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. La produccion mas limpia de nanomateriales ha
captado considerable atencion, principalmente debido a sus fascinantes
propiedades fisicoquimicas. Esto facilita su aplicacion en diversos campos como la
industria farmacéutica, biomateriales, biosensores, industria alimentaria y
agricultura (Gustavo Sganzerla et al., 2023). Esta planta aromatica ofrece un

enfoque prometedor para la sintesis de nanomateriales, aprovechando sus
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compuestos naturales y evitando el uso de sustancias quimicas téxicas, lo cual

resulta mas respetuoso con el medio ambiente (Nieto, G et al.,2018).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general.

Sintetizar un composite de almidon de arracacha (Arracacia xanthorrhiza) / Cu para

la deteccion de mezclas etanol y metanol.

2.2 Objetivos especificos.

-Sintetizar la biopelicula de almidon de arracacha (Arracacia xanthorrhiza) con

agregados de cobre.

- Evaluar la resistencia eléctrica de las biopeliculas en presencia de etanol, metanol

y mezcla etanol-metanol a diferentes concentraciones.
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3. METODOLOGIA

A continuacién, se indican los reactivos, materiales, equipos y el procedimiento

usado en esta investigacion.

3.1 Reactivos

o
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Agua destilada

Hidréxido de sodio (Merk)

Yoduro de potasio (Merck)

Sulfato de cobre (Honeywell)

Glicerol 99% (Panareac)

Etanol 96 % (Sigma-aldrich)

Metanol 100% (Sigma-aldrich)

Acido tricloroacético (TCA), Merck al 80%.
Cloruro de calcio (Panreac)

Yodo metalico (Merck)

3.2 Equipos

23

/7
L X4

Espectrofotometro FTIR marca SHIMADZU modelo IR Prestige-21, provisto
de un detector DLATGS (Deutered L- Alanine Doped Triglycene Sulphate) y
equipado con un accesorio ATR modelo MIRacle, marca Pike Technologies,
con cristal de diamante, en el rango de 4000 - 500 cm™ con 24 escaneos por
muestra.

Termobalanza DTG-60 marca Shimadzu, atmosfera de nitrégeno a
100mL/min y rampa de calentamiento de 10 °C/min. El equipo esta ubicado
en el laboratorio de microscopia en el Parque Tecnoldgico Guatiguara.
Espectrofotometro UV-vis marca SHIMADZU, modelo UV-2401PC, en un
barrido de 900 nm - 190 nm.
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Microscopio electrénico QUANTA FEG 650. Se aplico la técnica de
adsorcion—desorcion de gases en un equipo Micromeritics Asap 2020 plus
usando como gas de adsorcion Nitrdgeno a 77K. Para ello, con anterioridad
las muestras se sometieron a desgasificacion durante 10 horas hasta
alcanzar 10umHg, durante este proceso se elevé la temperatura hasta 30°C.
El equipo esta ubicado en el laboratorio de microscopia en el Parque
Tecnolégico Guatiguara.

Cromatégrafo 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). El equipo se encuentra
ubicado en el Parque Tecnoldgico Guatiguara.

Bafio Ultrasonido, Frecuencia de 40 kHz, marca BRANSON 5800.

Balanza analitica modelo PW 254 de precision 0,0001g, marca acADAM
Horno mufla, marca Ney VULCAN D-550.

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

Multimetro digital marca FLUKE 116

Calibrador digital (Zero 0-150 mm)

3.3 Procedimiento

3.3.1 Muestreo

3.3.1.1 Recoleccién de arracacha.

La recoleccion de la arracacha se realiz6 en la finca Pefia Blanca, que se encuentra

ubicada a las afueras de Pamplona, Norte de Santander. Aproximadamente 5 kg de

biomasa que se trasladé a las instalaciones del laboratorio de Biocalorimetria y se

almacend a -18°C hasta su uso.
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3.3.1.2 Recoleccion de romero.

Se recolectd 1 kg de romero fresco en la finca los Espejos localizada a las afuera
de Pamplona, Norte de Santander, que fue trasladado al laboratorio. Una vez alli se
procedi6 a deshojar las ramas una a una hasta obtener 5 g de muestra. Se almaceno

en una bolsa Ziploc y se guardo en el congelador a -18 °C hasta su uso.

3.4 Extracciones

3.4.1 Extraccion de almiddén de arracacha.

La arracacha de descongeld a temperatura ambiente y se procedi6 a su
procesamiento mediante lavado, pelado y rayado. Por cada 500 g de biomasa se
adicion6 500 mL de agua destilada, se realiz6 un licuado usando una licuadora
Osterizer a potencia 1, posteriormente el licuado se filtrd, usando un filtro de tela
con orificio de 0,2 mm de diametro, obteniendo la separacion de las dos fases: solido
y filtrado. El filtrado se llevé a decantacidon a una temperatura de 4 °C para separar
las fibras del tubérculo de la lechada. Una vez obtenido el almiddn se lavo con etanol
al 70% para eliminar pigmentaciones presentes en el material. El s6lido himedo
obtenido se llevo al horno para su secado a una temperatura de 50 °C, por 12 horas.

El almidén obtenido se moltur6 hasta obtener un polvo fino.

3.4.2 Determinacién de cenizas del almidén.

El contenido de cenizas de las raices de arracacha se determiné siguiendo la norma
ISO 3593:1981. Las muestras se calcinaron en una mufla a 550 °C hasta su
completa incineracién. Una vez terminado este proceso, los crisoles conteniendo
las cenizas se transfirieron a un desecador para su enfriamiento hasta alcanzar la
temperatura ambiente, y luego se pesaron. El contenido de cenizas se calculé como
la diferencia entre el peso final e inicial, expresado como porcentaje del peso de la

muestra original.
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3.4.2.1 Morfologia del almidén.

El analisis morfologico del almidon de arracacha se hizo con un microscopio marca
(Primo Star) con lentes objetivos de un aumento maximo de 100x y minimo de 4x.

La muestra se observé en 4X,10X,40X y 100X, sin preparacion previa.

3.4.2.2 Determinacion del porcentaje de amilosa a través de colorimetria.

Para le determinacién del porcentaje de amilosa, se sigui6 la norma ISO 6647:1987
y el procedimiento descrito por Chrastil. Se pesaron aproximadamente 0,02 g del
almidon extraido y se transfirieron a un tubo de ensayo con 5 mL de metanol al
100%. La mezcla se calent6é en bafio Maria a 60°C durante 30 minutos, luego se
dej6é en reposo a temperatura ambiente antes de centrifugarla a 2.500 rpm durante
5 minutos, conservando el sélido y descartando el sobrenadante. El sélido se lavo
tres veces con metanol. Al residuo sdlido se le agregaron 4 mL de agua destilada y
2 mL de una solucion 1M de NaOH, agitando hasta su completa disolucion. La
solucion resultante se calent6 en bafio de aceite mineral a 85°C durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, se tomaron 0,1 mL de la solucién y se transfirieron a un
nuevo tubo de ensayo, agregando 5 mL de TCA al 0,5% p/p y 50 pL de un complejo
de I2-KI 0,01 N. La mezcla se agitd y se dejo reposar en oscuridad durante 30
minutos. Finalmente, se realizo la lectura en el espectrofotbmetro UV-vis a una

longitud de onda de 600 nm.

Se realiz6 una curva de calibracion con un estandar de amilosa al 98% preparando
las siguientes concentraciones: 10, 20, 30, 40, 50 y 60% p/p, para determinar la
absortividad de cada una.

3.4.2.3 Interaccién entre el complejo de yodo y la amilosa.

La molécula de yodo, |2, esta formada por dos atomos de yodo unidos mediante un
enlace covalente y, como consecuencia de su caracter apolar, el yodo es
practicamente insoluble en agua. Después de agregar agua sobre el yodo y

comprobar que no se disolvio se le afiadié yoduro potasico que se une con el yodo
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formando el compuesto Kls que ya es soluble en agua porque tiene caracter ionico
(formado por el cation potasio y el anion triyoduro), y dando una disolucion de
coloracion rojiza que es lo que se conoce como reactivo de Lugol (Martin-Sanchez,
M et al.,2013).

L + KI > K,

Es importante mencionar que este complejo se utiliza para identificar la amilosa
presente en el almidon. En esta interaccion, el yodo se ubica en el centro de la
estructura helicoidal formada por la amilosa, lo que resulta en un cambio de color a

azul (Carrasquero-Duran, A., & Navas, P. B., 2015).

Tomado de Carrasquero et al., (2015)

Figura 2. Complejo amilosa yodo

27



3.4.3 Extraccion de hidrolato de romero.

Se tomaron aproximadamente 0,15 g de romero, previamente descongelado sobre
papel absorbente a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se transfirieron a un
tubo de ensayo y se agregaron 15 mL de agua destilada. Esta mezcla se someti6 a
bafio ultrasénico durante 60 minutos con agua hirviendo. Una vez transcurrido el
tiempo en el ultrasonido, la solucién se filtr6 y se almacend bien sellada a

temperatura ambiente.

3.4.3.1 Andlisis cromatografico GC-MS del hidrolato de romero.
El andlisis cromatogréfico se realiz6 en un cromatdgrafo de gases (GC) at 7890a
(agilent technologies, palo alto, california, EE. UU.). La inyeccion se realizé en modo

splitless (viny = 1 pul), columna polar hp- innowax (60m x 0,20 mm x 0,25um).

3.5.4 Preparacién de nanoparticulas de cobre.

Se prepararon 50 mL de una solucién 2 mM de CuClz. En un vial se agregd 13 mL
de hidrolato de romero y de 2 mL de CuCl: al 2 mM. Esta mezcla se llevo a
ultrasonido por 1 h, al cabo de la cual, la solucién se volvié marrén. Esta solucion

se caracterizé mediante espectroscopia UV-vis.

3.5.4.1 Determinacion del tamafio de nanoparticula de cobre.

El diametro de las nanoparticulas metélicas se estimé mediante el método validado
por Haiss et al.,2007. Este método relaciona el diAmetro aproximado de la region
del plasmoén superficial con el tamafio de la hanoparticula. El plasmoén se forma por
la interaccion entre los electrones del metal conductor y los fotones del haz de luz

incidente.

Haiss (2007) y colaboradores correlacionaron exitosamente el diametro de las
nanoparticulas de oro sintetizadas con la regién del plasmén, validando sus
resultados mediante microscopia electrénica de transmisioén, con un error absoluto

del 3%. Esta relacion se expresa en la ecuacion 1.
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Ecuacion 1: Determinacion del tamafio de particula.

Donde ASPR representa la longitud de onda del méximo de absorbancia (region del
plasmén), Ao es la longitud de onda de menor absorbancia, L1 y L2 son parametros
de ajuste teoricos. Haiss determino que L1 = 6,53 y L2 = 0,0216 para nanoparticulas

con didmetros entre 25 nmy 110 nm.

3.5 Sintesis de biopelicula.

Para la elaboracion de las biopeliculas se mezclaron 137 g de agua, 12 g de
almidon, 3 g de glicerol y 3 mL de la solucion correspondiente (hidrolato, hidrolato
con nanoparticulas de cobre), también se elaboraron biopeliculas sin hidrolato ni
agregados de cobre con las cantidades mencionadas anteriormente. El
procedimiento de sintesis fue el siguiente: la mezcla anterior se calenté a 70°C con
agitacion constante a 40 rpm durante 20 minutos, hasta observar un cambio en la
coloracion de transparente a opalescente. Inmediatamente después, se conecto la
entrada del Erlenmeyer a una bomba de vacio y se aplic6 vacio hasta que cesé el
burbujeo. Sin dejar enfriar la mezcla, se vertié rdpidamente en cajas Petri de 14,1
mm de alto y 90 mm de diametro (figura 3). Las muestras se secaron en un horno a
50 °C durante 33 horas. A las biopeliculas se les determind su grosor con un
calibrador y se sometieron a andlisis mediante espectroscopia UV-Vis, ATR-FTIR,
analisis termogravimétrico (TGA) y microscopia electronica de barrido (SEM). Todo
el proceso se realiz6 por triplicado para asegurar la reproducibilidad de los

resultados.
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del solvente
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La solucidn de polimeros se moldea en un molde Formacidn de una pelicula

Fuente: Sayyar et al., (2017)
Figura 3. Representacion esquematica del molde de la biopelicula.

3.5.1 Permeabilidad de biopelicula.

De acuerdo con la norma ASTM E96/E96M-16, se realizo la determinacion de la
permeabilidad. Para cada ensayo (nanoparticulas de cobre, hidrolato y blanco) se
utilizaron 5 viales. A estos se les retird la parte superior y se pesaron. Luego, se
agregaron 1,5 g de CaCl>*H20 y la biopelicula y se registro su peso. Posteriormente
se sellaron y se transfirieron a un desecador que contenia una solucion concentrada
de KBr para garantizar una humedad relativa de 80%. Se realizé el control de peso
de los viales durante las tres primeras horas, y luego dos veces por dia hasta

registrar un peso constante.
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3.5.2 Tratamiento espectros ATR-FTIR.

En la figura 4 se observa el tratamiento de correccion de linea base de los espectros
de infrarrojo. Como primer paso se hizo un smooth usando el método Savitzky-Galy
para 15 puntos en un polinomio de segundo orden. Seguidamente, se realizé la
sustraccion de linea base de forma manual, basado en los minimos de la segunda
derivada, y se seleccionaron 7 puntos. Debido a que el espectro no es igual, se

realiza una integracion Splint. Esto se hace de acuerdo con la intensidad de los

picos.
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Figura 4. Procedimiento de la correccién de la linea base de los espectros

infrarrojos.
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3.6 Construccion del biosensor y camara de deteccién.

El montaje del sensor se realizd utilizando una ldmina de plastificar documentos
(polipropileno), cortada en tiras de 1,7 mm de ancho por 5 cm de largo. En uno de
los extremos de cada tira, se realizé un orificio rectangular de 13,78 mm por 5,78
mm. La biopelicula, cortada en fragmentos de 1 cm por 2 cm, se inserté entre dos
de estas tiras. Junto a ella, se colocaron hilos de cobre de 7 cm de longitud de un
diametro 0,24 mm, manteniendo una separacion de 0,5 mm entre si. El conjunto se
sell6 aplicando presion con una plancha, previamente calentada a 60°C, hasta

lograr una estructura fija y compacta.

Una vez obtenido el sensor, se disefid una camara de deteccion utilizando un
recipiente hermético de polipropileno de 250 mL. Se perforaron dos agujeros de 0,3
mm de didmetro en la parte lateral para la salida de los cables de cobre, los cuales
se sellaron con papel Parafiim. Ademas, se disefid una salida de 0,50 mm de
diametro para conectar herméticamente una bomba de vacio. En la tapa, se colocé
una entrada de 0,50 mm para la inyeccién de muestras. Para cada lectura, se usé
una lamina nueva cuyo valor de resistencia sin impregnacion fue de 35,7 £ 0,1 MQ.
Con la ayuda de un vacudémetro (figura 5), se logré disminuir la presion interna de

la cAmara de deteccion a 80 kPa, asegurando la ausencia de flujo de aire.

Figura 5. Vacuometro.
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3.7 Preparacion de soluciones de metanol y etanol.

A partir de los alcoholes puros se prepar6 100mL de solucién en las siguientes
concentraciones en porcentaje p/p: 40% de etanol y 0% de metanol; 35% de etanol
y 5% de metanol; 30% de etanol y 10% de metanol; 25% de etanol y 15% de
metanol; 20% de etanol y 20% de metanol; y 0% de etanol y 40% de metanol. Estas
mezclas fueron inyectadas cada una por separado en la camara de deteccion, para

establecer la capacidad del sistema de diferenciar entre los dos alcoholes.

Para evaluar el efecto matriz del agua se prepararon mezclas (100mL) de metanol
y etanol con agua destilada (60%) a las siguientes concentraciones en porcentaje
p/p: 40% de etanol y 0% de metanol; 35% de etanol y 5% de metanol; 30% de etanol
y 10% de metanol; 25% de etanol y 15% de metanol; y 20% de etanol y 20% de

metanol.

3.8 Registro de datos en el sistema de deteccion.

Para el registr6 de los datos se midio la resistencia eléctrica en unidades de MQ. El
procedimiento de medida inicié conectando los alambres de cobre de la lamina con
el sensor al multimetro. Luego se cerro la camara, se aplicé vacio y se comprobo
que la lectura del multimetro fuera 35,7 £ 0,1 MQ. A continuacion, se inyectaron
0,5mL de mezcla de alcoholes sobre la biopelicula; se esperé 30 segundos hasta
estabilizacion del valor de la resistencia eléctrica, y se registrd el valor. Terminado
el registro se abrid la camara se retiré la lamina con el sensor, se limpio la camara
y se repitio el proceso con cada una de las soluciones mencionadas anteriormente,

para un total de 10 réplicas de cada una.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS.

Al desarrollar la metodologia propuesta, se obtuvieron los resultados que se

discuten a continuacion.

4.1.1 Extraccion del almidoén.

Como se detall6 en el apartado 3.4.1 y se ilustra en la figura 6, el proceso de
extraccion del almidén de arracacha siguio las etapas descritas por Castanha et al.
(2017). El peso promedio de los tubérculos empleados fue de 273,29 + 16,03 g, con
un 10,01 + 1,31 % p/p de céscara retirada por raspado y un porcentaje de almidén
secO de 5,56 + 0,58% p/p para cada una de las 10 réplicas que se realizaron.
Adicionalmente, se determind que la humedad a 110°C fue de 81,04 + 0,62%. El
porcentaje p/p de almidon en base seca fue de 29,32 + 0,76%. Los anteriores
valores concuerdan con lo reportado en literatura, donde se ha establecido
porcentajes de almidon en base seca de 17 a 28% (Castanha, N et al.,2018;
Carrascal Sanchez, J. J. 2003; Espin et al., 2004; Liendo et al. 2011; Adarve et al.
2012).
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5 kg biomasa
273,29 £16,03 g
tubérculo.

Porcentaje en Cascara
10,01 £1,31 %

Porcentaje de almidéon en base himeda
es de 81,04 +0,62%
Porcentaje en base seca

29,32 + 0,76%. ~
5,56 * 0,58%

Figura 6. Diagrama del procedimiento de aislamiento del almidén de arracacha

(Arracacia xanthorriza).

Al almiddn obtenido se le determind el porcentaje de amilosa acomplejandola con
yodo, mediante método colorimétrico y la realizaciéon de una curva de calibracion
del complejo a 630 nm (figura 7). A partir de la curva se establecié que tiene una
absortividad de 0,015 cm%™, con una linealidad de 0,9993 de ajuste, lo cual
permitid determinar que el porcentaje de amilosa es del 20,42 + 0,85% para las 5
réplicas. Este resultado concuerda con lo reportado en literatura con valores de 15
a 22,9%, demostrando la buena calidad del almidon obtenido necesaria para la
formacion de biopeliculas (Liendo et al.,2011; Alayo Sanchez 2015; Veiga Santos,
P.,&dosOuros,L.F.2024).
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Curva de calibracion de la amilosa
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Figura 7. Curva de calibracion del estandar de amilosa.

El alImidén se caracterizo por ATR-FTIR, SEM y TGA con el objeto de establecer la
presencia de grupos funcionales caracteristicos, la morfologia del grano, su tamario,

y la estabilidad térmica, tal como se muestra a continuacion.

4.1.2 Espectroscopia de infrarrojo ATR-FTIR.

En la figura 8, se ilustran las bandas caracteristicas del almidon de arracacha
(Arracacia xanthorriza), en la cual se identificaron los grupos funcionales
correspondientes a una estructura del tipo a-D-glucopiranosa y -D-glucopiranosa,
mondmeros principales de las cadenas de amilosa y amilopectina que conformar el
almidon (Pozo et al., 2018). En el espectro IR no se observan impurezas asociados
a la presencia de aminas primarias o secundarias procedentes de impurezas de
proteinas vegetales, lo que denota que la metodologia seguida logro aislar el

almidén de manera apropiada para evitar estos contaminantes.
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Figura 8. Espectro infrarrojo del almidon de arracacha con su respectiva asignacion

de grupos funcionales.

Continuando con la caracterizacion se procedio a estudiar la morfologia del almidén

obtenido con el objeto de descartar la presencia de formas fibrosas.

4.1.3 Morfologia del almidén.

La figura 9 presenta imagenes de los granulos de almidon de arracacha obtenidas
4X, 10X, 40X y 100X e

imagenes SEM. Estas iméagenes revelan la diversidad morfoldgica de los granulos,

mediante microscopio Optico a diferentes aumentos:

gue exhiben formas redondas elipticas con una notable variacién en el tamafio de
los granulos. Esta heterogeneidad en la superficie de los granulos de almidén podria
estar relacionada con su disposicion compacta dentro de las células de las raices
de arracacha, configurada de manera similar a un ensamblaje de Lego y que ha
sido reportada por Alvis et al., (2008); Londofio-Restrepo et al., (2018), Restrepo et
al. (2018), Nanci Castanha et al. (2018) y Carvalho et al. (2020), quienes también
indicaron que la diversidad de tamafio de las formas promueve la gelificacion mas

rapida.
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Figura 9. Micrografias del almidén de arracacha obtenidas mediante microscopio
optico y electronico de barrido (SEM). a) SEM a 5 pm. b) 4X. c) 10X. d) 40X. e)
100X.

Conocida la morfologia del almidén se hizo necesario establecer su estabilidad
térmica para garantizar su homogeneidad y estabilidad a la temperatura de

gelificacion en la sintesis de las biopeliculas.

4.1.4 Andlisis del almidén TGA.

En la figura 10 muestra el resultado del analisis termogravimétrico del almidon de

arracacha, con su respectiva derivada normalizada. Se pueden observar tres etapas
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de este proceso: en la primera etapa, se presenta una pérdida de peso que se
atribuye a la evaporacion del agua fisisorbida presente en el almidon, esta fase inicia
a 24,55°C y concluye a 102°C, el porcentaje en peso perdido en esta etapa es de
4,97%, lo que se explica como pérdida de agua. Este valor concuerda con estudios
sobre el contenido de humedad de los almidones; como el Codex alimentarius que
establece que un almidon de buena calidad debe tener un contenido de humedad
méaximo el 13,50% (Alayo Sanchez, 2015). La segunda etapa muestra un
decaimiento pronunciado de la curva entre 272,38°C y 345,07°C con un maximo
punto de descomposicion de acuerdo con la derivada de 337,41°C, en este rango,
se observan pérdidas significativas de masa de 89,51%, lo que representa la
descomposicion de las cadenas moleculares del almidon por deshidratacion de los
hidroxilos contenidos en sus monomeros glucosidicos y posterior pirélisis de la
muestra. Para almidones, la temperatura inicial de la descomposicion se espera que
se presente a 230°C (Hernandez Sierra, K. A. 2017). A partir del termograma (TGA)
se pudo determinar que la cantidad de ceniza presente a 500°C es de 3,24% valor

gue concuerda con literatura (Calizaya Ramos, C. A. 2017).

4,92% .
. ﬁ/ / 272,38°C
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102,12°C
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Figura 10. TGA del almidon de arracacha.
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Las anteriores caracterizaciones permitieron evidenciar que se logré la obtencién
de la materia prima de almidén con buenas caracteristicas para la sintesis de las

biopeliculas.

4.2 Extraccion del hidrolato de romero (Rosmarinus officinalis L).

Como se detallé en la seccion 3.4.3 y se muestra en la figura 11, se llevo a cabo la
extraccion del hidrolato de romero, realizando 10 réplicas. El proceso de extraccion
arroj6 un porcentaje de masa disuelta de 7,54 + 0,53% p/p en base seca del material
vegetal, lo que denota la solubilidad de metabolitos. Este valor esta dentro del rango
de 1 a 20% reportado por Andrade et al., 2018.

Romero

s 3 R
Biomasa & > 'Qiﬁc,\

\,
0,59 + 0,003 g de ‘

romero

GC-MS
Uv-Vis

I5 mL agua &

Extraccién Hidrolato
2942053 7
de pérdida de peso

Figura 11. Representacion esquematica del proceso de extraccion del hidrolato de

romero.

Para determinar la composicion presuntiva del hidrolato de romero se realizo un

analisis cromatogréafico que se muestra a continuacion.
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4.2.1 Cromatografia de gases GC-MS para el hidrolato.

En la figura 12 se presenta el cromatograma obtenido para el hidrolato de romero,

este andlisis arrojo la identificacion de 14 compuestos en un rango de deteccion de

7 a 10 minutos, los cuales presentan estructuras del tipo terpenos, que son los

compuestos externos que emplea la planta en sus hojas para la proteccion contra

depredadores. Las extracciones con solventes polares como agua, etanol o sus

mezclas en diversas concentraciones suelen tener estd composicién debido a la

solubilidad que presentan los terpenos y di terpenos en estos solventes (Miljanovic,

A et al.,2023; Garzoli, S et al.,2021; Wollinger, A et al., 2016;)
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1
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('25;/"22% 0,28%
50000000 0,25%
10 L 12 13 0,10%
6,37% J/\JJJ\—])‘\‘¥
T 40000000 - 2
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S 30000000 Lo 5 187
E 3 4 0,19% 7
— 6
20000000
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Figura 12. Cromatograma GC-MS del hidrolato de romero y sus

relativas.
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Cada una de las sefiales se identific6 con base en la ruta de fragmentacion de
masas, estableciendo que los compuestos identificados son los mostrados en la
tabla 1. Los cuales se clasifican estructuralmente como terpeno y di terpenos,
adicionalmente, en dicha tabla se incluyen referencias de investigaciones que han
identificado cada componente en sistemas de extraccion con solventes polares,
mediante diversos métodos de extraccion. De acuerdo con el analisis
cromatografico se deduce que el hidrolato obtenido es rico en compuestos ciclicos
con dobles enlaces y moléculas como el carnasol que son reductores fitoquimicos
gue facilitan la transicion de cationes a su estado metéalico como el Cu?* a Cu®
(Habtemariam, S. 2023; Masuda, T., Kirikihira, T., & Takeda, Y. 2005; Boufetacha,
M et al.,2024).

Tabla 1. Compuestos determinados por cromatografia de gases.
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Tiempo

Abundancia

Picos de relativa (%) Molécula Referencias
retencion 0
H3C
H3C
1 7,08 74,94 Politi, M et al.,2018
a-pineno
CH,
Arango, A et
2 7.16 6,37 CHs J
al.,2018
CHg
Canfeno
CHs
Hﬁ\
3 7,34 1,05 w, | Politi M etal., 2018
Dehidrosabineno
CHj CH,
WCHZ Yoshiro SAITO et
4 7,40 1,02 HC
al.,2004
B-Mirceno
HiC,
H Camacho-Romero
5 7,58 2,76
et al.,2017
B-Pineno
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CHy
H3<:E :CH3

6 7,76 0,19 Szumny et al.,2010
Terpineno
7 8,04 0,83 Politi, M et al.,2018
p-Cimeno
8 8,22 1,67 Romeu et al., 2007
HZC/ CHj
Limoneno
Elamrani et al.,
9 8,86 10,06
2000
Carnosol
10 8,98 0,25 Flamini et al., 2002
Y -terpineno
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CHy
HacE EcH3

Castillo Silva et

11 9,09 0,22
al.,2010
Terpinoleno
W Castillo Silva et
12 9,23 0,25
al.,2010
Linalol
13 9,35 0,28 ><)\ Politi, M et al.,2018
Alcanfor
we |
o
14 9,80 0,10 B Politi, M et al.,2018
Borneol

Después de la caracterizacion del hidrolato por CG-MS, se realizd un analisis

infrarrojo a las hojas de romero antes y después de la extraccion.

4.2.2 Espectroscopiainfrarroja ATR-FTIR de hojas de romero antes y después

de la extraccion.

En la figura 13 se puede evidenciar el espectro de las hojas de romero antes (rana)

y después (rdea) de la extraccion del hidrolato de romero, donde se logra evidenciar

gue los espectros normalizados para una de las réplicas, indica diferencias en la

absorbancia en sectores correspondientes a los grupos hidroxilos, C-H y C-O; que

se asocian a los compuestos identificados en el andlisis cromatogréfico, es decir,
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se evidencia de manera visual la pérdida de componentes en la planta, lo cual

confirma la eficiencia del proceso.

10 rana 102"
1252 654
— rdea 1306 & 1157
3247 1367
0.8 - 1459

‘1538
2929

. 2854 W\ /\{M
NL I

I v 1
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o
an
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o
'
1

Absorbancia

Numero de onda cm™
Figura 13. Espectros infrarrojos de hojas de romero. Antes de la extracciéon (rana),

y, después de la extraccion (rdea) del hidrolato.

La identificacion de los grupos funcionales se presenta en la tabla 2. En ella también

se incluyen algunas referencias de otros autores con resultados comparables.

Tabla 2: Atribuciones de bandas de las hojas de romero.

Bandas cm Atribucion Referencia
Rezanejad et al.,
3.347 Grupo OH
2019
2.929 Estiramiento asimétrico C-H Cheng et al., 2016
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2.854 Estiramiento-H
Estiramiento C=0 en el grupo
1.731 OH-C doble enlace O del acido
o Cheng et al., 2016
glucurénico
1.638 Vibracion de flexion O — H
Zarrabi, A.y
1.367 Vibraciones de flexion C-H Ghasemi-Fasaei, R.
2021;
1 250 Estiramiento C—O en el grupo O Schulz y Baranska,
' C-O 2007; Meriem Rafya
1.157 Vibracion de estiramiento C — O et al., 2023
1.028 Vibracién de flexion C - O Lépez, W. et al.,2023
758 Estiramiento C=0
: - Cheng et al., 2016
654 Vibracién fuera del plano C-H

Para corroborar las diferencias encontradas en los espectros antes y después de la
extraccion se realizo un tratamiento estadistico multivariado de PCA en la region de
550 a 1.800 cm, utilizando los valores de la segunda derivada del espectro (con
smooth) con el fin de evitar la asignacion de linea base de acuerdo con estudio de
Chagroune, A., & Taleb, M. (2022), en el cual se compara diversos métodos de
extraccion sobre el rendimiento de los extractos. Con el analisis PCA se obtuvo el
plano factorial que se muestra en la figura 14, el cual, muestra un 85% de
representacién de la varianza y evidencia una clasificacion agrupada para cada
muestra. El cllster de clasificacion permitié diferenciar las réplicas antes y después

de la extraccion.
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Figura 14. Andlisis multivariado y cluster de 2 agrupaciones para los sélidos de

romero antes la extraccion (A) y después de la extraccion (B).

Terminado en analisis de otro de los precursores, se procedi6 a realizar la sintesis

y seguimiento de los agregados de cobre.

4.3 Agregados de cobre.

La caracterizacion de los agregados de cobre se realiz6 por espectroscopia UV-Vis,
y el blanco utilizado fue el hidrolato de romero. En la figura 15 se exhiben algunos
de los espectros obtenidos, en los cuales se observan maximos de absorbancia en
256-266 nm y 314-328 nm (tabla 3). Lo anterior permitié establecer que aplicando
el célculo para el efecto de plasmon superficial el tamafio de las nanoparticulas de
cobre fue de 16,82 + 2,71 nm y 34,067 + 1,007 nm. Estos resultados, ademas de
concordar con lo reportado en literatura (10 a 80 nm), pueden generar una
distribucion mas homogénea de los agregados en las biopeliculas (Julian Eastoe et

al., 2006)(Ahmad, Mohamad M et al.,2022).
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Cul,Cu2y Cu3, son replicas.

Una vez formados los agregados de cobre se procedio a la vinculacién de estos en

la matriz biopolimérica.

Tabla 3. Pardametros establecidos para la determinacion del tamafio de

nanoparticula de Cu.

1
600

?t'::c ' Bt'::c ' 960
Longitud de onda (nm)

- - Tamanfo ~ :
Muestra A minima | A maxima particula Tamafio promedio
(nm) (nm) (nm) (nm) Cul
Cul 256,4703 | 266,2426 | 18,6643
Cu2 257,9270 | 266,7059 | 13,7012 16,82
Cu3 256,9355 | 266,5892 | 18,0989
Tamafio promedio
Cul 314,5129 | 328,7806 | 36,1848 (nm) Cu2
Cu2 314,3534 | 328,1972 | 34,7887 35,067
Cu3 314,5675 | 328,2450 | 34,2290
Desviacién estandar Cul 2,72
Desviacion estandar Cu2 1,007
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4.4 Sintesis de las biopeliculas.

En la seccién 3.5 se mencionan las cantidades y los compuestos usados para la
sintesis de las biopeliculas. Inicialmente la mezcla tenia apariencia heterogénea,
gue desapareci6 al empezar su gelificacion a una temperatura de 70°C. El proceso
completo de sintesis se muestra en la figura 16. Durante el secado se logré obtener
biopeliculas con las siguientes caracteristicas: flexibles, delgadas y homogéneas
con un diametro de 87,18 £ 0,91 mm, un grosor de 0,398 £ 0,053 mm, un radio de
43,59 +0,48 mm y un peso de 3,5 + 0,19, parametros comparables a los reportados
por Luchese et al., (2015) para materiales con adicibn de agregados

nanoparticulados.

SINTESIS DE BIOPELICULA

PREPARACION DESGASIFICACION MOLDEO SECADO

l

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4

Figura 16. Representacion grafica de la sintesis de biopelicula.

La caracterizacion morfolégica de las biopeliculas obtenidas se inicié con imagenes
de microscopia electronica SEM, resultados que se muestran en la figura 17. Se
observa que la biopelicula blanco (sin agregados de cobre) present6 una superficie
lisa, laminar y sin agregados, mientras que, la biopelicula con nanoparticulas de
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cobre presentd agregados esféricos distribuidos en la superficie de la biopelicula,
con diametros inferiores a 0,1um. Lo cual, se puede atribuir a que los agregados de
cobre se han dispersado de manera homogénea en la biopelicula; facilitando la
interaccién del cobre con el metanol y etanol. Estos resultados concuerdan con la
metodologia reportada por Trepiana Fica, D. A. (2015).

4.4.1. Analisis SEM de las biopeliculas con y sin nanoparticulas de cobre.

SEl  15kV WD10mwn Spum —
Sample 0000

15kV WD10mun Spum S
Sample 0000

Figura 17. Imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) de biopeliculas
de almidén de arracacha: a) Micrografia de biopelicula sintetizada sin adicion de
nanoparticula de cobre, b) micrografia de biopelicula sintetizada con adicion de

nanoparticula de cobre (NPsCu).

Una vez caracterizada la morfologia de la biopelicula se procedié conocer sus

grupos funcionales por ATR-FTIR.
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4.4.2. Espectroscopia infrarroja FTIR-ATR para las biopeliculas.

La similitud de los espectros infrarrojos de algunas biopeliculas (solo almidén; con
hidrolato de romero; con hidrolato-agregados de cobre) se muestran en la figura 18.

Esta similitud se presenta en todas las regiones del espectro que son caracteristicas
de la glicerina, almidén, y, compuestos del hidrolato de romero.
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Figura 18. Espectroscopia infrarroja para las biopeliculas blanco, con hidrolato y

Nanoparticulas de cobre-hidrolato.
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Tabla 4: Asignacion de bandas de las biopeliculas.

Bandas cm? Atribucién Referencia
3.300 Vibraciones de estiramiento del enlace O-H,
' tipicamente presentes en alcoholes y fenoles.
2.900 Vibraciones de estiramiento del enlace C-H, Tarique, J et
Vibraciones de estiramiento del enlace C=C en al.,2021
1.750-1.700 compuestos aromaticos o a las vibraciones de
estiramiento del enlace C=0 en amidas
Vibraciones de estiramiento del enlace C=C en
o _ _ Muscat, D et
1.650-1.600 compuestos aromaticos o a las vibraciones de L 2012
al.,
estiramiento del enlace C=0 en amidas
Vibraciones de estiramiento del enlace C=C en )
1.550-1.500 N Pico et al.,2022
compuestos aromaticos
Vibraciones de deformacién del enlace C-H en
1.450 _ _ Bergo, P et al.,2010
grupos metilo y metileno
1.400 Vibraciones de deformacién del enlace O-H en
' grupos carboxilicos
: : _ Bergo, P et al.,2010
Vibraciones de deformacion del enlace C-O en
1.300-1.250 ]
ésteres
1.100 Estiramiento del enlace C-O-C en éteres Orsuwan, A et
1.000-950 C-H en compuestos aromaticos al.,2017

Para diferenciar los espectros se aplico la segunda deriva del espectro y se realiz6

un andlisis multivariado de componentes principales para la regioén de 500 a 1.800

cm?l, obteniendo el plano factorial mostrada en la figura 19.
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Figura 19. Analisis multivariado para las biopeliculas sintetizadas, biopelicula
blanca (BioBa), biopelicula de nanoparticula de cobre (BioNa) y biopelicula de
hidrolato (BioHa).

El andlisis de componentes principales (PCA) se empled para reducir la
dimensionalidad de los datos y visualizar las diferencias entre muestras basandose
en las principales variaciones. Como se observa en la figura 19, las dos primeras
dimensiones explican el 73,63% de la variacion total, revelando una clara

agrupacion de biopeliculas segun su composicion.

El PCA y el dendrograma demuestran que las biopeliculas se pueden diferenciar
eficazmente utilizando la segunda derivada de sus espectros IR, en el rango de 500
a 1.800 cm™, Cada grupo de biopeliculas (hidrolato de romero, control y
nanoparticulas de cobre) exhibe caracteristicas espectrales que dependen de su
composicion lo cual facilita el aumento o disminucién de algunos grupos funcionales,

por lo que se realiz6 un seguimiento a las interacciones C-Hy C-O.

La figura 20 muestra las segundas derivadas de cada réplica y una ampliacion de
las regiones C-O y C-H. Con el objeto de evaluar los cambios en la intensidad de la
sefal del especto sin tratar de calcul6 el area bajo la curva, encontrando que las

biopeliculas tratadas con hidrolato de romero (BiopeHA) y con nanoparticulas
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(BiopeNA) presentan un promedio de area similar y mayor en comparacion con el
control (BiopeBA) en la regidon C-O. Esto sugiere una mayor interaccion o
concentracion de enlaces C-O en las biopeliculas tratadas con hidrolato de romero
y nanoparticulas, decir mayor prevalencia de estructuras con C-O, las cuales se
explica como procedentes de los compuestos quimicos identificados en el romero
previamente. En el caso de las interacciones C-H no se observaron diferencias
estaticamente aceptables, lo que podria indicar homogeneidad en la distribucién y
debido a que son sefiales menos intensas por tener menos grados de libertad, la
concentracion de metabolitos del extracto se encuentra por debajo de su limite de

deteccidn para poder percibir los cambios.
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Figura 20: Segunda derivadas de las biopeliculas sintetizadas; a) control
(BiopeBA), con hidrolato de romero (BiopeHA) Y nanoparticula (BiopeNA), b) grafico

de barra, promedio areas Vs biopeliculas. De las regiones del C-O y C-H.

Para evaluar la estabilidad térmica de las biopeliculas se realizé una caracterizacion
por TGA.

4.4.3 TGA delas biopeliculas sintetizadas de hidrolato, blanco y nanoparticula.
Los termogramas obtenidos muestran una similitud entre la biopelicula de solo
almidon, con almidon hidrolato y almidon-hidrolato-agregados de cobre, tal como se
muestra en la figura 21, los tres presentan una peérdida de masa del 17,37 -17,77%

a 90°C producto de la pérdida de agua, posteriormente una temperatura maxima de
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descomposicion de 328,82°C (solo almidoén), 338,24°C (almidon-hidrolato) y un
ligero aumento para el material almidon-hidrolato-agregados de cobre con
343,73°C, todos con pérdidas de peso de alrededor del 79,7 al 80,1%. La estabilidad
obtenida en el andlisis TGA es la esperada para estos materiales, los cuales se
caracterizan por iniciar su descomposicion alrededor de los 230°C con maxima
descomposicion alrededor de 340°C (Liendo & Perdomo, 2011; Alayo Sanchez,
2015), debido a que a esta temperatura las cadenas poliméricas inician reacciones
de deshidratacion que promueven la inestabilidad de la macromolécula de almidén

y pérdidas de metabolitos que componen la biopelicula.

100 +

80 +

20 +

17,01%

100 1

80 +

60,26°C 87.07°C

84, 61°C

60

% masa

40

|=——Biope hidro
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1era dervada biope hidro
1era derivada biope nano
20 4 —— lera derivada biope blanco

328,82°C 34373°C

T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

160 260 360 460 560
Temperatura (°C)

Figura 21. Analisis termogravimétrico (TGA) de la biopelicula de hidrolato (color

rojo), biopelicula de nanoparticula de cobre (color verde) y biopelicula de control

(color azul). Las derivadas de hidrolato y blanco se superponen entre si.

La estabilidad mostrada por las biopeliculas es apropiada para la presente
investigacion, ya que el material no se sometera a calentamiento y muestra una
buena agregacion de los componentes de sintesis. Para continuar la caracterizacion
del biomaterial, se procedi6é a calcular la permeabilidad en agua para 5 réplicas,

para conocer su interaccidén con solventes polares.
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4.4.4 Permeabilidad de las biopeliculas.

La evaluacion de la permeabilidad del agua se realizé para las biopeliculas con
cobre (biosensor). Para este parametro se logré obtener una regresion lineal de
masa ganada en el CaCl2*H20 versus en tiempo de exposicion (figura 22 y tabla 5).
A partir de esta ecuacién se determind la pendiente para las diferentes biopeliculas
evaluadas. Con ayuda de la ecuacion 2 se determiné la permeabilidad (método
ASTM E96-22). Se utiliz6 el valor de AP a temperatura ambiente 20°C reportado por
(Wexler, 1976) (tabla 5). La permeabilidad de la biopelicula con nanoparticulas de
cobre fue de 5,69 * 0,42 gmm/m?kPa*h, esta permeabilidad indica buena movilidad
de solventes polares a través del biomaterial, ademas este valor concuerda con los
publicados para almidén que van de 3 a 7 gmm/m?KPa*h (Jimenez, R et al.,2012;
Monteiro, M. K. S et al.,2018; llvis, P et al.,2024), para el caso del sensor es
importante que los solventes polares permeen la biopelicula para lograr registrar
sus cambios en la resistencia eléctrica.

* X
A * AP

Permeabilidad = = gmm/m?kPa = h

Ecuacion 2: Determinacion de la permeabilidad.

Donde:

W es la pendiente de la ecuacion de la curva de permeabilidad.
X es el grosor de la biopelicula.

A es el area.

AP es 2,624 kPa.
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Figura 22. Curva de calibracién de permeabilidad.

Tabla 5. Parametros establecidos para la determinacion de la permeabilidad.

Pardmetros para la determinacion de la permeabilidad
Grosor de . .
biopelicula bi RI",id'(l) Area (m?) Pendiente Ap (kPa)
(mm) iopelicula (m) (9)
8.65 x 103 4,325 x10°3 58,08 x 10° 1,9 x10°3 2,624

4.5 Disefio de sensor de conductividad.

En la figura 23, se muestra que la biopelicula almidon-Cu (biosensor) se fijé a una
lamina hueca de resina epoxica usada para laminar a nivel comercial conectando

dos hilos de cobre desde la ventana de deteccion en contacto con la biopelicula.
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Espaciado entre hilos.
Hilos de cobre de con una
separacion entre ellos de

0,5 mm.

Hilos de cobre.
Dimensiones de 7 cm de
longitud de un diametro

0,24 mm.

Lamina de laminar.
Lamina de polipropileno
de dimensiones de 1,7
mm de ancho por 5 cm

de largo.

Orificio de exposicion.
Dimensiones de 13,78
mm por 5,78 mm

Figura 23. Sensor de biopelicula almidén-cobre.

A cada lamina se le midi6 la resistencia eléctrica en MQ utilizando un multimetro.

Para el chequeo de la correcta ubicacion de la biopelicula dentro de la lamina, se

verificd la continuidad de la sefial de voltaje. Luego de esta comprobacion, cada

lamina se acopl6 a la camara de deteccién (con cierre hermético) como se muestra

en la figura 24. A esta cAmara se le hicieron varios orificios para la inyeccion de la

muestra y para la salida de los alambres de cobre del biosensor.
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Sensor de conductividad
Figura 24. Disefio de medidas de conductividad.

4.5.1 Medidas de la resistencia eléctrica

Para cada ensayo se emple6 una lamina (que contenia el biosensor). La
metodologia para la lectura iniciaba colocando la lamina dentro de la cdmara, luego
se realizaba vacio, se tomaba la lectura de resistencia con multimetro, se inyectaba
la muestra (etanol-metanol), se extraia el aire y se tomaba de nuevo la lectura de
resistencia. Con estas lecturas (10 réplicas) de resistencia eléctrica en MQ, se
construyd una curva de calibracion con ecuaciéon Y=0,0243+0,0011X +
0,9321+0,0297, que permiti6 determinar su conductividad. Para las mezclas
metanol y etanol sin agua, se logroé obtener datos estadisticamente concordantes
para cada uno de los 5 puntos tal como se muestra en el boxplot (figura 23), con
una regresion lineal de R? = 0,9989 + 0,011 lo que indica que tienen buen ajuste
estadistico, el punto de corte es de b= 0,9321 + 0,0297 S y la pendiente es de m =
0,0243 £ 0,0011 S/%.
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Figura 25. Curva de calibracion para mezclas metanol-etanol sin agua

A partir de los datos de la figura 25 se calcul6 el limite de deteccién tomando el
punto de corte “b = 0,9321 + 0,0297 S ” como el dato coregido por la curva para MO-
E100 (0% de metanol-100% etanol) y el dato real la media obtenida por el boxplot
para MO-E100 fue de 0,9431 + 0,035 S, la diferencia absoluta de los dos se
considera el error, es decir 0,011 S, por lo que, al dividirlo en el valor de la pendiente,
el valor resultante 0,4527 % es el error en la concentracion de metanol. Para
determinar el limite de deteccién de metanol se multiplicé este valor por 5 dando un
resultado de 2,26 %. Para determinar el limite de cuantificacion se multiplicé el valor
del error por 10 dando un resultado de 4,53 + 0,23 %, siendo estos resultados
prometedores para el analisis de bebidas adulteradas que tienen del 10 al 80% de
porcentaje de metanol (Salahshour, B., Sadeghi, S., & Soltaninejad, K. 2020; Paine,
AJ, y Dayan, AD 2001; Ndikumana, E et al.,2024).

Con el andlisis anterior se demostré la capacidad del biosensor para alcoholes
puros, pero, teniendo en cuenta que las bebidas alcohdlicas también contienen
agua, se procedio a realizar esta misma metodologia incluyéndola, logrando los

resultados mostrados en la figura 25.
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Figura 26. Curva de calibracion de metanol y etanol en agua, con porcentajes de

concentracion de alcoholes en el gje X.

A partir de los datos de la figura 26, se puede apreciar menor dispersion estadistica
para las lecturas en el boxplot de las 10 réplicas, con datos estadisticamente
correctos para curvas de calibracion lineal. Adicionalmente, al calcular el error tal
como se explicé anteriormente, se tiene que b= 0,3999 + 0,0215 S y M0O-E40 =
0,4010 + 0,0045 S, la concentracion error es de 0,0011 % de metanol, por lo que el
limite de deteccion es de 2,31 + 0,12 % de metanol y el limite de cuantificacion es
de 0,462 + 0,21 % de metanol. Lo anterior, evidencia que la inclusion del agua como
matriz disminuye ligeramente los limites de deteccién y cuantificacién del metanol
en el sistema de deteccion. Estos resultados concuerdan con la alta afinidad
mostrada por la biopelicula en los valores de permeabilidad en agua, disminuyendo
la interaccion metanol y etanol con los agregados de cobre. Vazquez-Luna, A.,et
al.,2019 mencionan que debido a su naturaleza hidrofilica, las biopeliculas son
altamente sensibles a la interaccién con el agua, lo que afecta significativamente su
permeabilidad. La absorcién de agua tiene un efecto plastificante en estas peliculas,
aumentando su permeabilidad al vapor de agua. Este fenbmeno se debe a que el

agua adsorbida modifica la estructura de la matriz de almidén, influyendo tanto en
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la solubilidad como en la difusividad de las moléculas de agua dentro de la pelicula.
sin embargo, se resaltan los buenos resultados obtenidos que podrian ser eficaces

en la identificacion de alcoholes adulterados.
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CONCLUSIONES

A partir de los tubérculos de arracha se logré extraer almidén en un porcentaje en
base seca del 29,32 + 0,76%, con: grupos funcionales caracteristicos para cadenas
de amilosa y amilopectina, un porcentaje de amilosa de 20,42 + 0,85%, una
humedad de 4,97%, morfologia redonda eliptica y una estabilidad térmica hasta
345,07°C.

La elaboracién del hidrolato etandlico del romero permitié evidenciar la extraccion
de terpenos y di terpenos con un porcentaje de disolucion en base seca de 7,54 +
0,53%. Adicionalmente, se realiz6 un método de seguimiento de la extraccion para
varias replicas empleando la segunda derivada del espectro ATR-FTIR en la region
de 1.800 a 500 cm, que permitié corroborar en el plano factorial de un PCA (para
dos variables) que la extraccion fue efectiva.

Se logro la formacion de agregados de cobre con tamafios de 16,82 £ 2,71 nm y
34,067 £ 1,007 nm a partir de los compuestos quimicos disueltos de las hojas de
romero. Estos agregados demostraron reproducibilidad, y su tamafio permitié la

determinacion del tamafio del plasmon mediante UV-Vis.

Se obtuvieron biopeliculas de almidon y agregados de cobre, con una buena
dispersion de los componentes, con morfologia homogénea y formacién de
agregados esféricos en la superficie lisa de la biopelicula acorde con el SEM, con
grupos funcionales caracteristicos para las materias primas incorporadas,
presentando una permeabilidad a vapor de agua de 5,69+0,42 gmm/m?kPa*h,

estabilidad térmica hasta los 230°C.

Las biopeliculas sintetizadas mostraron capacidad de medida de la resistencia
eléctrica con un multimetro en escala MQ, logrando determinar la conductividad de
la biopelicula sintetiza en alrededor de 0,04457+0,0006 Siemens, a partir de los

cuales se disefi6 un sensor laminado con filamentos de cobre.

El disefio de la camara de deteccion permiti6 la determinacion de curvas de
calibracion. Para soluciones de etanol-metanol sin agua, la ecuacion de la curva de
calibracion lineal fue: Y=0,0243+0,0011X + 0,9321+0,0297, y para etanol-metanol-
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agua la ecuacion de la curva de calibracién lineal fue: Y=0,0238x+0,0002 +
0,3999+0,0215. Con estos valores se establecio que el limite de deteccion para las
mezclas etanol-metanol fue de 2,26 + 0,23 %, y para las mezclas metanol-etanol-
agua fue de 2,31 + 0,12 %, mientras que, los limites de cuantificacion fueron de 4,53
+0,23 %y 0,462 + 0,12 % respectivamente.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la investigacion estableciendo el efecto matriz en

bebidas comerciales de alcohol adulteradas.

Se recomienda estudiar la capacidad de reutilizacion de las laminas usadas como

sensores.
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ANEXOS

Anexo A: Réplicas de los espectros de infrarrojo de las mezclas de alcoholes a
diferentes concentraciones. El grafico (a) muestra las distintas réplicas de los
alcoholes, incluyendo el efecto de la matriz de agua. El gréfico (b) presenta las

réplicas de los alcoholes puros en sus diferentes concentraciones.
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Anexo b: Espectros de infrarrojo de las hojas de romero antes y después de la
extraccion. El grafico A muestra los espectros de las hojas de romero antes de la
extraccion. El grafico B presenta los espectros de las hojas de romero después de
la extraccién del hidrolato. El grafico C ofrece una comparacion de los espectros de
las hojas de romero antes y después de la extraccion del hidrolato, permitiendo

observar los cambios en su composicion.
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