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RESUMEN
La proteccion y preservacion de productos alimenticios representa una de las
caracteristicas fundamentales para la extension de su vida util, lo que conlleva a la
produccion de recubrimientos o envasados; con la finalidad de mantener y proteger
sus propiedades fisicoquimicas, se hace uso de polimeros comerciales para el envasado
de dichos alimentos y esto a su vez genera un aumento en la cantidad ya existente de
plasticos. Por lo que se opta, en el desarrollo de recubrimientos bioldgicos, usando
biopolimeros como la quitina junto con quitosano, su principal derivado y ambos
polimeros de gran interés para la industria debido a su valorizacion; distinguiéndose
por sus diversas propiedades y su particular obtencion a partir de desechos de
crustaceos y la adicién de aceites esenciales para la formacidn de biopeliculas, dandole

un valor agregado en su efecto antimicrobiano y antioxidante.

Por ello en este trabajo se elaboré una biopelicula a partir de quitosano y aceite de
mufia, usando los exoesqueletos de Cryphiops caementarius (camaron de rio)
obtenidas de las zona de Corire de la region Arequipa; las cuales fueron sometidas a
un proceso de fermentacion lactica mediante el uso de suero de leche y su
suplementacion con glucosa al 10 % por 4 dias a una temperatura constante de 37 °C,
para su parcial desproteinizacion en un 33 % Yy principalmente su desmineralizacion
en un 94 %; posterior a ello se realizo el proceso desacetilacion de quitina a quitosano

con NaOH al 60 % p/v en una relacion 1:15 durante 1 hora a 90 °C.

Al final del procedimiento se hizo un analisis FTIR del quitosano procesado en
comparacion con la muestra de quitosano comercial, cuyos espectros resultaron
similares ademas de obtener un grado de desacetilacién del 80.84 %, lo cual indica que
mediante un método combinado es posible obtener quitosano con grado de pureza

aceptable.

Para la extraccion del aceite esencial de mufia se us6 un proceso de destilacién por
arrastre de valor, obteniendo un rendimiento del 0.48 % de aceite y asi poder llevar a
cabo la produccién de biopeliculas y su posterior evaluacion antimicrobiana con
diferentes concentraciones de aceite en la biopelicula (1 %, 2 %y 3 %) frente a la cepa
bacteria de Escherichia coli mostrando un mejor halo de inhibicién a una
concentracion del 3 %.
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Asi mismo se evalud su efecto antioxidante en las biopeliculas con diferentes
concentraciones de aceite ya antes mencionada, por medio de DPPH y Trolox como
solucion patron. De este analisis se obtuvo un valor no mayor a 3 en el % de inhibicion,
lo cual no muestra un efecto antioxidante, esto puede ser por diversos factores como
tiempo, luz y variabilidad que afecta a la biopelicula y su efecto antioxidante. De estos
resultados se hizo un andlisis estadistico para ambos efectos, dando una diferencia
significativa en el efecto antimicrobiano, por lo que con un analisis de T-student
report6 una diferencia significativa menor (p<0.05). En relacién al efecto antioxidante

no se reporto diferencia significativa.

Por lo tanto, se logrd una optima extraccion de quitosano a partir de exoesqueletos de
camardn para el desarrollo de biopeliculas en combinacion con aceite de mufia;

mostrando asi su efecto antimicrobiano.

Palabras clave: Biopelicula, desproteinizacion, desmineralizacion, desacetilacion,

FTIR, aceite esencial de mufia.
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ABSTRACT
The protection and preservation of food products represents one of the fundamental
characteristics for the extension of their useful life, which leads to the production of
coatings or packaging; In order to maintain and protect their physicochemical
properties, commercial polymers are used for the packaging of said foods and this in
turn generates an increase in the existing amount of plastics. So it is chosen, in the
development of biological coatings, using biopolymers such as chitin together with
chitosan, its main derivative and both polymers of great interest to the industry due to
their valorization; distinguishing itself by its various properties and its particular
obtaining from crustacean waste and the addition of essential oils for the formation of

biofilms, giving it an added value in effect its antimicrobial and antioxidant.

For this reason, in this work we elaborated a biofilm from chitosan and mufia oil, using
the shells of Cryphiops caementarius (river shrimp) obtained from the Corire area of
the Arequipa region; which were subjected to a lactic fermentation process through the
use of whey and its supplementation with 10 % glucose for 4 days at a constant
temperature of 37 °C, for its partial deproteinization in 33 % and mainly its
demineralization in 94 %; After this, the deacetylation process of chitin to chitosan

was carried out with NaOH at 60 % w/v in a 1:15 ratio for 1 hour at 90 °C.

At the end of the procedure, an FTIR analysis of the processed chitosan was made in
comparison with the commercial chitosan sample, whose spectra were similar in
addition to obtaining a degree of deacetylation of 80.84 %, which indicates that using

a combined method it is possible to obtain chitosan with an acceptable degree of purity.

For the extraction of the essential oil of mufa, a distillation process was used by
dragging value, obtaining a yield of 0.48 % of oil and thus being able to carry out the
production of biofilms and their subsequent antimicrobial evaluation with different
concentrations of oil in the biofilm (1 %, 2 % and 3 %) against the Escherichia coli
bacterial strain showing a better inhibition halo at a concentration of 3 %.

Likewise, we evaluated its antioxidant effect in biofilms with different concentrations
of oil already mentioned, using DPPH and Trolox as a standard solution. From this
analysis we obtained a value no greater than 3 in the % inhibition, which does not

show an antioxidant effect, this may be due to various factors such as time, light and
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variability that affect the biofilm and its antioxidant effect. A statistical analysis was
made of these results for both effects, giving a significant difference in the
antimicrobial effect, for which a T-student analysis was made, reporting a lower
significant difference (p<0.05). Regarding the antioxidant effect, no significant

difference was reported.

Therefore, an optimal extraction of chitosan from shrimp shells was achieved for the
development of biofilms in combination with mufia oil; thus showing its antimicrobial

effect.

Keywords: Biofilm, deproteinization, demineralization, deacetylation, FTIR, mufia

essential oil.
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INTRODUCCION
Actualmente, la investigacion sobre sistemas de envasado de alimentos se ha centrado
en el denominado envase activo e inteligente, tales embalajes son disefiados para que
interactUe con el producto alimenticio y prolongar su vida util. EI desarrollo de estos
envases alimentarios estd experimentando una gran demanda de los consumidores y
las tendencias del mercado, por lo que son cada vez més exigentes con respecto a la
calidad de los productos que adquieren como alimentos, es asi que, en la actualidad
prefieren productos menos procesados (frescos), producidos bajos esquemas organicos

y, en la medida de lo posible sin el uso de conservantes sintéticos®-2.

De acuerdo con lo anterior, existe un gran interés en producir peliculas a partir de
recursos naturales debido a la excelente biodegradabilidad, biocompatibilidad,
comestibilidad y sus posibles aplicaciones. Estas peliculas tienen la capacidad de
operar como portadores de muchos ingredientes funcionales que pueden incluir
agentes de conservacion como agentes antimicrobianos y antioxidantes provenientes
de los aceites esenciales, aromas, especias y colorantes que mejoran la funcionalidad

de los materiales de envasado agregando funciones nuevas o adicionales?.

Por lo que, en los ultimos diez afios, el desarrollo de revestimientos basados en
biopolimeros y aceites esenciales como agentes conservantes (agentes antimicrobianos
y antioxidantes) para controlar el crecimiento de bacterias y hongos en frutas, verduras
y hortalizas se ha convertido en un tratamiento alternativo prometedor para diversos

alimentos®*.

El quitosano es un polisacarido aminado proveniente de la quitina que se encuentran
en los caparazones de los crustaceos®, el cual es considerado como un biopolimero
ideal para la produccion de peliculas activas debido a su no toxicidad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de formacion de peliculas®. Siendo
un biopolimero prometedor para el envasado de alimentos activos, la adicion de un
aceite esencial en una pelicula de quitosano mejoraria la seguridad alimentaria y la
vida util de los alimentos.

Los aceites esenciales de algunas especies vegetales tales como Mufia (Minthostachys
mollis), se han reportado como poseedoras de caracteristicas antimicrobianas y

antioxidantes, las cuales la hacen una especie promisoria para su potencial uso en
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control de plagas en el sector agricola, actividades farmacéuticas y la preservacion de
los alimentos para evitar la proliferacion de microorganismos causantes de

enfermedades®.

Es debido a esto que el presente estudio plantea el uso de una biopelicula elaborada a
partir de quitosano extraido de exoesqueletos de camaron y aceite esencial de Mufia
con el proposito de evaluar el efecto antimicrobiano y antioxidante frente a la cepa
bacteriana Escherichia coli, causante de enfermedades gastrointestinales transmitidas

por ingesta de alimentos.
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto antimicrobiano y antioxidante de una biopelicula elaborada con
aceite esencial de Mufa (Minthostachis mollis) y quitosano obtenido mediante

exoesqueletos de Camaron de rio (Cryphiops caementarius).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraer quitina a partir de los exoesqueletos de camardn por fermentacion
lactica

2. Obtener quitosano a partir de quitina extraida de exoesqueletos de camarén

3. Extraer aceite esencial de Mufa (Minthostachis mollis) por destilacion de
arrastre de vapor

4. Elaborar biopeliculas compuestas de quitosano y aceite esencial de Mufia

5. Evaluar el efecto antimicrobiano por halos de inhibicion y el efecto
antioxidante por el método de DPPH de las biopeliculas.
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HIPOTESIS

Dado que el quitosano tiene polimeros con potencial para la produccion de
biopeliculas y el aceite esencial de mufia posee propiedades antioxidantes y
antimicrobianas, es probable que al combinarlas se elabore una biopelicula

biodegradable con propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

VARIABLES E INDICADORES

Variable Independiente Indicador
Biopelicula (compuesta de Proporcion de quitosano 2 % con
guitosano y aceite esencial de aceite esencial de mufia al 1 %, 2 %
mufa) y3%
Variable Dependiente Indicador
Efecto antioxidante Unidades de Trolox (TE)
Efecto antimicrobiano Halo de inhibicion (mm)
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. QUITINAY QUITOSANO.

La quitina se aislo por primera vez en el afio 1811 por Henri Braconnot, de unas setas
(hongos) mediante un tratamiento alcalino, quedando un residuo al cual denomino
“fungina”, aflos mas tarde se aisla de los caparazones de crustaceos y recibe el nombre

de quitina derivado del griego “chiton” que significa tinica o cobertura’.

El quitosano es el Unico biopolimero que se produce por la desacetilacion de Quitina,
la cual es un biopolimero natural derivado de crustaceos, hongos e insectos. Dichos
biopolimeros suelen Ilamarse bioldgicamente sustancias activas del siglo XXI, debido
a su amplia aplicabilidad ademas de que la quitina es el segundo biopolimero natural
mas abundante en muchos organismos. La quitina comercial se deriva principalmente

de pocos organismos como cangrejos, camarones y Kril® %19,

1.1. Estructura Quimica
La quitina y el quitosano son polisacaridos lineales con un nimero variable de

unidades 2-amino-2-deoxy-p-D-glucosa (glucosamina) y su derivado N-acetilado en
forma de piranosa, conectado por enlaces glucosidicos 1-4. La quitina derivada de
fuentes naturales contiene entre 5-10 % de 2-amino-2-deoxy-p-D-glucosa.
Su estructura es muy similar a la celulosa, por la cantidad de mil unidades de B—(1-
4)D—glucosa unidas que presenta. El hidroxilo en la posicion C-2 de la celulosa ha sido
reemplazado por un grupo acetamida. El quitosano, $-(1-4) unido a 2-amino-2-desoxi-
B-D-glucopiranosa, es un derivado N-desacetilado de quitina obtenida al transformar
los grupos acetamida en grupos amino primarios, como se ve en la Figura 1. Otro
aspecto que se observa en su estructura es la desacetilacion de la quitina, la cual nunca
se completa y el quitosano o quitina desacetilada aun contiene grupos acetamida, lo
que la diferencia de la celulosa, ya que tanto quitina como quitosano contienen entre
5-8 % de nitrogeno, en la quitina es en forma de grupos de amina acetilada y en
quitosano esta en forma de grupos de amina alifatica primaria, en consecuencia, hace
que sean adecuados para las reacciones tipicas de las aminas. Sin embargo, el
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quitosano es quimicamente mas activo que la quitina debido a la presencia de grupos
hidroxilo primarios y secundarios en cada unidad repetida, y el grupo amina en cada
unidad desacetilada. Estos grupos reactivos pueden facilmente sufrir modificaciones
quimicas para alterar las propiedades mecanicas y fisicas del quitosano. La presencia
de grupos amino de quitina y quitosano representa una ventaja ya que pueden permitir
funciones bioldgicas distintas, asi como la aplicacion de reacciones de modificacion®?.

1 OH H OH
H
HO OH
/ H _C_ H
HG{"(-“‘* n 0” “CHy
H OH HOH
Ho
0
HO HO OH
HO N
H . H H
0= ™~ n

Figura 1. Estructura quimica de Quitina (a) y quitosano (b) y sus relaciones

estructurales!?.

Cabe resaltar que en la desacetilacion de quitina el acetato de iones y un -NH2 grupo
se producen a través de la hidrolisis del grupo acetamida como ya se mencioné
anteriormente. La proporcion de glucosamina y N-acetilglucosamina generalmente
define el grado de desacetilacién en el quitosano. EI mayor porcentaje de N-
acetilglucosamina que la glucosamina se encuentra en la quitina, mientras que el

porcentaje de glucosamina es mayor que la N-acetilglucosamina en el quitosano®?.

1.2. Propiedades
Las excelentes propiedades tanto de quitina como quitosano en su biocompatibilidad,

biodegradabilidad, bioactividad, bioreabsorcién, no toxicidad y sus propiedades de
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absorcion los hacen materiales muy adecuados y esenciales para la industria como
alternativa en polimeros sintéticos. Representan una gran variedad de propiedades
debido a su alta densidad de carga, los grupos hidroxilo y amino reactivos, asi como
la capacidad de enlace hidrégeno y la estructura quimica tnica como polication lineal.
La combinacion de caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas versatiles permite su
aplicabilidad e interés industrial*.

La quitina al ser un compuesto nitrogenado, en su estado puro tiene un aspecto blanco,
inodoro e insipido, presenta propiedades biocompatibles y biodegradables ademés de
ser hidréfoba, a ello se le debe su insolubilidad en agua y otros solventes organicos,
esto se debe a las fuerzas intermoleculares producidas por enlaces puentes hidrogeno,
ocasionando que el material sea mas rigido; a diferencia del quitosano que, si €s
soluble en agua debido a la formacion de cargas positivas en las funciones amino, esta
solubilidad depende de la cantidad de grupos amino que se encuentren libres y sean
susceptibles a la protonacion que estd relacionado al grado de desacetilacion del
quitosano. El grado de desacetilacion influye en propiedades quimicas como:
resistencia a la traccion, solubilidad, area superficial, viscosidad, conductividad,
porosidad y flexibilidad. Al igual en propiedades bioldgicas como: potenciador de
absorcion, biodegradabilidad, antioxidante, biodisponibilidad y biocompatibilidad.
Segun sean las condiciones del proceso. Estas propiedades facilitan el trabajo, por ello
se utiliza mucho en diferentes campos de la industria. Cabe resaltar que el quitosano
tiende a ser insoluble en soluciones acuosas de pH neutro y alcalino, también es soluble

en soluciones de acido acético, formico, malico, entre otros”12.

1.3. Fuentes de Quitina y Quitosano
De forma natural la quitina esta presente como una red cristalina de microfibrillas, con

3 diferentes formas: a-quitina, B-quitina e y-quitina, que varian de acuerdo a su grado
de desacetilacion. De ellas la a-quitina es la mas estable, presente en las conchas de
crustaceos como: camarones, langostas, tendones, caparazones de cangrejos langostas
y krill ademaés de levaduras, paredes celulares de hongos y cuticulas de insectos, en o
quitina, las cadenas de polisacaridos estan dispuestas en orientacion antiparalela lo que
permite enlaces maximos (Figura 2 y Figura 3). Por lo tanto, la o quitina es la forma

mas estable de quitina en la naturaleza, lo que da como resultado fibrillas de quitina
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con un alto indice de cristalinidad (80 %) y la responsable de la estructura resistente
que presentan los diferentes organismos. La  quitina es menos estable, se encuentra
generalmente en corrales de calamar y en los tubos sintetizados por el gusano
vestimentifero y el pogonoforo. También ocurre en afrodita chaetae y en lorica
producida por algunos protozoos o algas marinas. En la columna monocristalina, se ha
descubierto que Thalassiosira fluviatilis excreta una forma mas pura de p quitina, una
diatomea. En la B-quitina, las cadenas de polimero estan dispuestas en orientacion
paralela y el indice de cristalinidad de las fibrillas de quitina es de alrededor del 70 %.
La mayor distancia entre las cadenas de polimero adyacentes hace que esta forma sea
mas reactiva y facilmente soluble en solventes. y-quitina es la combinacion de
orientacioén de tipo o y B quitina en la que dos cadenas poliméricas paralelas estan
dispuestas alternativamente con una cadena antiparalela. Teniendo una forma menos

comun, se encuentra en los capullos de algunas especies de escarabajos’2.

4\ /"’"
i O Concha de Ostras.

Pluma de calamar

INSECTOS MOLUSCOS

CRUSTACEOS HONGOS 00
" o .-
Camaron
Langosta / \’
Cangrejo.

Figura 2. Fuentes de Quitina®?.
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Figura 3. Estructura de las fibrillas de Quitina en las conchas de cangrejo®.

1.4. Fuentes de Quitina y Quitosano a partir de desechos de crustaceos.
Los crustaceos son artropodos mandibulados, que cuentan con dos pares de antenas,

cinco pares de patas, un par de mandibulas, respiracion branquial y el cuerpo
generalmente dividido en dos partes denominadas cefalotérax y abdomen.
Dependiendo de la especie, el porcentaje de quitina varia entre el 2 % y 12 % del peso
total. En muchos de estos organismos la quitina esta impregnada de sales (carbonato
de calcio) para ser mas resistente correspondiente al cefalotorax, que es desechado, ya
que parte del 50 % es comestible, por lo que la cantidad de residuos pueden llegar a
grandes volimenes. Para la obtencion de quitina solo se utiliza su exoesqueleto,
conteniendo entre el 14 % y 35 % de a-quitina, el resto de componentes varian entre
proteinas formando parte del tejido conectivo, ademés entre 13 - 58 % carbonatos y
fosfatos de calcio entre un 20 - 72 %, también podemos encontrar en una menor
cantidad lipidos (0.8 - 12 %), pigmentos y otras sales metalicas. El contenido de sales
minerales va a depender del ciclo reproductivo y edad del crustaceo, como también las
especies mas ancianas presentan un exoesqueleto mas descalcificado y con menos

cantidad de quitina. La presencia de algunos lipidos se debe a pequefios residuos de
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masculos y visceras. Cada crustaceo presenta diferentes cantidades de porcentajes

como se puede ver en la (Figura 4 y 5)%.

A continuacion, en la Tabla 1 se muestra la composicion quimica en porcentaje v/v en

base seca de los exoesqueletos de los crustaceos.

Tabla 1. Composicion quimica en porcentaje v/v en base seca del

exoesqueleto de crustaceos!.

FUENTE DE QUITINA PROTEINAS QUITINA CENIZA LIPIDOS
Cangrejo Collinectes sapidus 25.1 135 58.3 2.1
Chinoecetes opilio 29.2 26.6 40.6 1.3
Paralithodes 22 31 46 1

camtschaticus

Camaron. Pandalus borealis 41.9 17 34.2 5.2
Cragon cragon 40.6 17.8 27.5 9.9

Penaus monodon 47.4 40.4 23 1.3

Langosta Procambonus clarkii 29.8 13.2 46.6 5.6
Krill Euphausia superba 41 24 23 11.6
Gamba - 61.6 33 29.4 14

La estructura de los crustaceos, presenta algunas capas, una capa no celular, que es
secretada por la epidermis, formando una estructura de varios niveles. En el nivel
molecular, esta la quitina, presenta una alineacion antiparalela de estructuras altamente
cristalinas. En el siguiente nivel se encuentran moléculas de quitina ligadas en la
periferia a proteinas globulares, formando estrechas unidades Ilamadas nanofibrillas.
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Estas nanofibrillas de quitina-proteina, se encuentran agrupadas en racimos, que a su
vez forman capas planas horizontales y paralelas de fibrillas que cambian de direccion
de un plano a otro en continua rotacion. Este complejo termina formando una red que
agrupa a la quitina y la proteina con minerales de carbonato calcico y lipidos. También
contiene diferentes compuestos como luteina, B-carotenos, etc. La Figura 4 muestra

una representacion de las nanofibrillas de quitina-proteina’.

Figura 4. Representacion de las nanofibrillas de quitina-proteina’.

2. CAMARON DE RiO “CRYPHIOPS CAEMENTARIUS”

El camaron de rio, es el principal recurso hidrobiolégico de los cuerpos de agua de la
vertiente occidental de los Andes del Per(, involucra a los géneros Cryphiops,
Macrobrachium, Palaemon y Atya; siendo Cryphiops caementarius la especie
mayoritaria (0 mas abundante), base de una importante pesqueria artesanal en los rios
de la costa sur del Per(i y norte de Chile®®.

La composicion corporal que incluye la humedad, grasa, proteinas y cenizas, son
indicadores del buen estado fisiolégico de un organismo. Cuanto mayor sea el
contenido de lipidos y proteinas, mayor sera su densidad energética. De un estudio se
concluyd que la especie Cryphiops caementarius posee un buen estado fisioldgico
entre sus ejemplares silvestres sefialandole como una especie notable de proteinas*®.
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3. METODOS DE EXTRACCION DE QUITINA Y QUITOSANO.

Los pardmetros y condiciones de extraccion regulan numerosas caracteristicas de la
quitina purificada como el peso molecular, el grado de desacetilacion, la pureza y el
indice de polidispersidad. Todas estas caracteristicas influyen principalmente en la
aplicacion de quitina en innumerables reinos. Aunque la extraccién quimica es un
proceso ecoldgico y antiecondmico que afecta negativamente las propiedades fisicas
y quimicas de la quitina y elimina minerales y proteinas, es el método mas
comunmente aplicado a escala comercial. Por eso el proceso de extraccion de quitina
a partir de recursos naturales y su conversion en quitosano, es uno de los mas

estudiados (Figura 5)*2.

Extraccion quimica
Residuos de :
: — Quitosano
camaron
Extraccion Biologica

Desproteinizacion
Desmineralizacion

‘ @ Alcalasa

Pepsina
HCI, H2S04, ‘ ‘
HNO3

Figura 5. Diagrama general del proceso de extraccion de quitina para
quitosano, tanto biolégico como quimico??.

La extraccion de quitina de los mariscos comprende la desproteinizacién para eliminar
las proteinas y la desmineralizacion para eliminar el carbonato de calcio inorganico de
los exoesqueletos. Los camarones tienen una pared de caparazon mas delgada que las
langostas y los cangrejos, por lo que la eficiencia de extraccion es mas alta utilizando
desechos de camarones en comparacion con otros desechos de crustaceos.
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Tratamientos quimicos y enzimaticos se utilizan para obtener quitina, sin embargo, la
desproteinizacién quimica con hidréxido de sodio (NaOH) da como resultado la
desacetilacion parcial de la quitina y la hidrolisis del biopolimero, lo que reduce su
peso molecular también se ha informado que la desmineralizacion quimica con acido
clorhidrico diluido (HCI) da como resultado quitina con un alto contenido de cenizas
residuales y degradacion del polimero ademas las altas temperaturas y concentraciones
de acido altas en tratamientos quimicos han dado lugar con frecuencia en la
desacetilacion de la quitina y despolimerizacion por lo tanto se prefieren los
tratamientos bioldgicos para preservar la estructura de quitina con un alto grado de
desacetilacion y el peso molecular, mientras que esté libre de proteinas y minerales.
Se requiere una menor entrada de solvente en la extraccion bioldgica de quitina, lo que
resulta en una manipulacion mas simple, menor consumo de energia y mayor
reproducibilidad en un tiempo de respuesta mas corto. Esto, a su vez, también conduce
a que se descarguen subproductos quimicos menores en el efluente de aguas residuales.
Ademas de que al usar acido lactico de la fermentacion de lactica y enzimas
proteoliticas; elimina con éxito el carbonato de calcio y las proteinas y extrae la quitina

de manera eficaz durante la fermentacion de desechos de exoesqueletos?’.

3.1. Método Quimico.
Los metodos de extraccion quimica incluyen tres pasos: desproteinizacion,

desmineralizacion y decoloracién.

3.1.1. Desproteinizacién quimica
La etapa de desproteccion incluye la ruptura de los enlaces quimicos entre las proteinas

y la quitina, lo que implica el uso de productos quimicos para despolimerizar el
biopolimero. Para uso biomédico, la eliminacion de proteinas es principalmente
importante, ya que el contenido de proteinas es el principal culpable de provocar
alergia a la poblacién humana. EIl primer enfoque utilizado en la desproteccién fue el
método quimico. Se utiliz6 una amplia variedad de productos quimicos y se probo su
eficacia como reactivos de desprotecciéon. Sin embargo, en cada estudio, las
condiciones de reaccion difieren ampliamente. A concentraciones que varian de 0.125
a 5.0 M, se emple6 NaOH (un reactivo preferencial) a diferentes temperaturas y
duracién del tratamiento. EI NaOH no solo conduce a la desproteinizacion, sino que
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también da como resultado la hidrolisis del biopolimero, la caida de su peso molecular
y la desacetilacion parcial de la quitina®?.

3.1.2. Desmineralizacion quimica
La eliminacién de minerales, principalmente carbonato de calcio, se denomina

desmineralizacion. Por lo general, se logra mediante tratamiento con &cido utilizando
acido sulfurico, &cido clorhidrico, &cido nitrico, &cido acético y &cido formico. El acido
clorhidrico es el reactivo superior entre todos estos acidos. La desmineralizacion
implica la descomposicion del carbonato de calcio en cloruro de calcio junto con la

descarga de didxido de carbono como se muestra’.

2 HCI +CaCQO3->CaClo+H>0 +C0O21 7.

3.1.3. Decoloracion.
Un paso de decoloracion es un paso adicional que se requiere solo si se desea un

producto incoloro. Se emplean una mezcla de solventes organicos o acetona para
eliminar pigmentos como los carotenoides. Existen otras técnicas en las que utilizan
diferentes reactivos como &cido acético, acetato de sodio, pero su efectividad en la

desproteinizacion ha sido menor’*?,

3.2. Método Bioldgico.
El uso de procesos biologicos para la extraccion de quitina estd ganando una inmensa

atencion ya que es mas limpio, ecol6gico y econémico junto con la produccion de
quitina y quitosano con las propiedades deseadas. La extraccién bioldgica de quitina
ofrece una manipulaciébn mas simple, menor aporte de energia y mayor
reproducibilidad en comparativamente menos tiempo y consumo de solventes. Entre
los dos métodos biolégicos mas cominmente utilizados para la extraccion de quitina

incluyen: desproteinizacion enzimatica y fermentacion usando microorganismos??.

3.2.1. Desproteinizacion enzimatica.
Se requieren enzimas proteoliticas como las proteasas para la eliminacion de proteinas

durante la extraccion de quitina de los desechos de mariscos. Las plantas, los animales
y los microbios son las principales fuentes de enzimas proteoliticas. Se pueden emplear
varias proteasas como papaina, tripsina, pepsina, devolvasa, alcalasa y pancreatina

para eliminar proteinas de los exoesqueletos y minimizar la despolimerizacion y
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desacetilacion durante el aislamiento de la quitina. La accesibilidad de las enzimas se
puede modificar realizando la desproteccion antes o después del paso de
desmineralizacion. En la etapa de desproteccion, se pueden usar enzimas extraidas
tanto crudas como purificadas. Sin embargo, las enzimas purificadas son caras en
comparacion con las enzimas crudas. Las enzimas crudas se obtienen principalmente
de visceras y bacterias de pescado. Entre estas, las proteasas bacterianas son mas
comunes. Sin embargo, la eficiencia es menor en comparacion con los procesos
quimicos, ya que alrededor del 5 % al 10 % de proteina restante alin permanece
asociada con la quitina aislada. Podria usarse un tratamiento adicional con NaOH para
tratar la quitina aislada final para aumentar su pureza. Ademas, el orden de
desproteinizacion y desmineralizacion no tiene una influencia significativa sobre el

rendimiento y la cantidad del producto de quitina final en el proceso quimico’*2,

3.2.2. Fermentacién
Al realizar la desproteinizacion mediante el método de fermentacion, se puede reducir

el precio del uso de enzimas afiadiendo cepas microbianas seleccionadas y
microorganismos endogenos. Las cepas microbianas se pueden seleccionar mediante
fermentacion, que puede ser de una sola etapa, de dos etapas, fermentacion sucesiva o

co-fermentacion?.

3.2.2.1. Fermentacion lactica.

La fermentacion lactica es un proceso metabolico anaerdbico donde se utiliza glucosa
para obtener energia y donde el producto de desecho es el acido lactico. Este proceso
lo realizan muchas bacterias (llamadas bacterias lacticas), hongos, algunos protozoos
y en los tejidos animales. Un ejemplo de este tipo de fermentacion es la acidificacion
de la leche. Ciertas bacterias (Lactobacillus, Streptococcus) al desarrollarse en la leche
utilizan la lactosa como fuente de energia. La lactosa, al fermentar, produce energia

que es aprovechada por las bacterias, y el acido lactico es eliminado®®.

Al surgir la rama de la biotecnologia y estudiar la accion de los microorganismos, se
sugirio definir a la fermentacion como cualquier reaccion bioquimica, que da como
resultado un producto de interés industrial. Por ello se quiso reemplazar el término de
fermentacion por el de biorreaccion o biotransformacion, pero al hablar de
fermentacion lactica se relaciona directamente con formacién de productos por la
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intervencion de las bacterias lacticas donde se va a requerir de piruvato o acido
piravico, obtenido por la degradacion de glucosa u otros azlcares, que en la mayoria
se da por glucolisis en condiciones anaerdbicas o aerdbicas en el citoplasma de las
células eucariotas o procariotas. Al obtener piruvato, este puede ser metabolizado en
ausencia o presencia de oxigeno, si no requiere de oxigeno entonces el piruvato entra

al proceso de fermentacion lactica dando acido lactico®®.

3.2.2.2. Bacterias lacticas.

Las bacterias acido lacticas son microorganismos que generan acido lactico como
Gnico producto de fermentacion. Se caracterizan por ser Gram positivas,
aerotolerantes, anaerobias facultativas, microaerofilas, no esporuladas, &cido-
tolerante, de metabolismo quimioorganotrofo. En el microscopio tienen forma de
cocos 0 bacilos, no toleran temperaturas mayores a 72 °C. Tienen diversas
aplicaciones, siendo una de las principales la fermentacion de alimentos como la leche,
carne y vegetales, para obtener productos como yogurt, queso, encurtidos, embutidos,
ensilados, entre otros. Las bacterias acido lacticas se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, para su adecuado crecimiento requieren de azticares como
glucosa y lactosa, ademas de aminoacidos, vitaminas y otros factores de crecimiento,
la temperatura es uno de los factores mas importantes que influyen en el crecimiento
de las mismas. Las bacterias lacticas estan conformadas por un amplio grupo de
bacterias que metabolizan un amplio rango de azucares. Los mayores productores de
acido lactico pertenecen a las familias Streptococcaceae (géneros Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerobacter y Gemella) y Lactobacillaceae

(género Lactobacillus)® 12,

3.2.2.3. Suero de leche

Es la fraccion de la fecha no precipitada por la accién del cuajo o acide, es una fraccion
no caseinica y desgrasada de la leche, que se desprende espontaneamente por la
presion, entre sus caracteristicas se puede ver que es un liquido opalescente, amarillo
verdoso debido a su elevado contenido en vitamina B2, que presenta en disolucion
proteinas, vitaminas, sales minerales entre otros; de la leche representa el 90 %

conteniendo la mayor parte de compuestos hidrosolubles®?,
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El suero de leche es el subproducto més abundante de la industria lactea, es el residual
obtenido de la manufactura del queso. Este subproducto es de dificil aceptacion en el
mercado. La fermentacion lactica se ha propuesto como alternativa para el tratamiento
de estos desechos, ya que ofrece atractivas ventajas, tales como; bajos costos de
inversion, lo cual es muy importante en lugares donde no se cuenta con infraestructura,
dar un uso integral a los desechos, ya que se puede separar productos de alto valor

comercial como quitina, pigmentos y proteinas*®.

4. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Su fundamento se basa en la absorcion de la radiacion IR por las moléculas en
vibracion. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz infrarroja cuando dicha
energia incidente sea igual a la necesaria para que se dé una transicion vibracional de
la molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar de una determinada manera
gracias a la energia que se le suministra mediante luz infrarroja. La espectroscopia
tiene su aplicacién mas inmediata en el analisis cualitativo, debido a la correlacién que

existe entre los espectros y la estructura molecular??,

5. MUNA (Minthostachys mollis)

La mufia es una planta nativa del Perd su nombre cientifico es Minthostachys mollis,
su cultivo es bastante difundido en las regiones andinas, principalmente en Apurimac,
Ayacucho, Cusco, Huancavelica y Puno siendo muy empleada en las comunidades

nativas®,

La mufia habita entre los diferentes pisos ecologicos de nuestra serrania, existe en gran
abundancia, es un recurso natural que tiene un plano altitudinal de crecimiento entre
los 2500 — 3500 msnm, es una planta hemicriptofila que durante la época mas fria y
seca del invierno desaparecen sus Organos aéreos y brotan nuevamente con las
primeras lluvias de la primavera, alcanza una altura de 1.50 m, desarrollandose en
forma difusa y muy ramificada, crece en lugares cercanos a acequias y manantiales, se
desarrolla en suelos arenosos, ricos en materia organica, con buena retencion de
humedad, tienen un pH entre 5 - 8 y un clima con bastante luminosidad, se multiplica
por semilla y por codo?.,
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A través de diversas investigaciones realizadas de esta planta se encontraron gran
variedad de propiedades terapéuticas como antifingica, antibacteriana, antihelmintica
y antidiarreica?®. En particular, el aceite esencial de la especie vegetal viene siendo
utilizada en medicina popular para tratar los célicos estomacales y ciertos trastornos

gripales®,

5.1. Taxonomia de Mufa (Minthostachys mollis)
Clasificacion taxonémica de Mufia (Minthostachys mollis)®.

Dominio: Eukarya

Reino: Vegetal

Sub reino: Embryophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Sub clase: Methachlamydeae
Orden: Tubiflorae

Familia: Lamiaceae (Labiatae)
Género: Minthostachys
Especie: mollis

Nombre vulgar: “Muna”

5.2. Composicion Quimica De La Mufa (Minthostachys Mollis)
La Mufa (Minthostachys mollis) estd compuesta por agua, proteina, grasa,
carbohidratos, fibra, ceniza, hierro, retinol, tiamina riboflavina y niacina, con un alto

contenido de calcio y fésforo (Tabla 2)%.
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Tabla 2. Composicién proximal de la mufia en 100 g de materia seca®.

Componentes Cantidad
Agua (g) 16.0
Proteina (g) 3.2
Grasa (Q) 2.8
Carbohidratos (g) 66.3
Fibra (g) 9.4
Ceniza (g) 11.7
Calcio (mg) 2237
Fésforo (mg) 269
Hierro (mg) 22.4
Retinol (mg) 306
Tiamina (mg) 0.35
Riboflavina (mg) 1.81
Niacina (mg) 6.85
Energia (Kcal) 268

6. ACEITE ESENCIAL

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos aromaticos que se obtienen de diferentes
métodos de extraccion a partir del material vegetal como: flores, tallos, raices, hojas,
frutos y semillas, algunos de ellos precisan la actividad antimicrobiana y antifingica,
evaluadas con una fuente potencial de nuevos compuestos antimicrobianos y una

alternativa para la preservacion de alimentos?.

7. OBTENCION DE ACEITES ESENCIALES

La extraccion de los aceites esenciales se puede realizar por métodos convencionales
como la destilacion con arrastre de vapor, hidrodestilacion y espacio de cabeza “Head-
space”; actualmente la extraccién con fluidos supercriticos utilizando diéxido de
carbono (CO2) como solvente, y extraccion por hidrodestilacion asistida por radiacion

microondas tienen mayor importancia, pero llegan a ser un tanto costosos?®.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

7.1. Destilacion por Arrastre de Vapor
En la destilacion por arrastre de vapor de agua se lleva a cabo la vaporizacion selectiva

del componente volatil de una mezcla formada por este y otros “no volatiles”. Lo
anterior se logra por medio de la inyeccién de vapor de agua directamente en el seno
de la mezcla, denominandose este “vapor de arrastre”, pero en realidad su funcion no
es la de “arrastrar” el componente volatil, sino condensarse formando otra fase
inmiscible que cederd su calor latente a la mezcla a destilar para lograr su evaporacion.
En este caso se tendra la presencia de dos fases inmiscibles a lo largo de la destilacion
(organica y acuosa), por lo tanto, cada liquido se comportard como si el otro no
estuviera presente. Es decir, cada uno de ellos ejercera su propia presion de vapor y
correspondera a la del liquido puro a una temperatura de referencia. La condicion mas
importante para que este tipo de destilacion pueda ser aplicado es que tanto el
componente volatil como una impureza sean solubles en agua, ya que el producto
destilado (volatil) formara dos fases al condensarse, lo cual permitira la separacién del
producto y del agua facilmente. La presion total del sistema serd la suma de las
presiones de vapor de los componentes de la mezcla organica y del agua. Sin embargo,
si lamezcla a destilar es un hidrocarburo con algun aceite, la presion de vapor de aceite

al ser muy pequefia se considera despreciable?’.

La destilacion por arrastre de vapor es uno de los métodos mas utilizados, debido a su
sencillez de manejo y el bajo costo en comparacion con otros métodos de extraccion

de aceites esenciales (Figura 6)8.
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Figura 6. Extraccion de aceite esencial por método de destilacion por

arrastre de vapor®,

8. COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE LA MUNA
(Minthostachys mollis)

El aceite esencial de Muia (Minthostachys mollis), al igual que otros aceites
esenciales, presenta una estructura cetonica, aldehidica, alcoholica (mentol y
mentona), ésteres, éteres y terpenos en mayor porcentaje, de acuerdo a la investigacion
de Huari (2014)% el aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) tiene una parte
desterpenada (compuestos oxigenados) que es el 10.20 % y 89.80 % es para la fraccion

terpénica®.

De acuerdo a estudios realizados por los autores Torrenegra-Alarcon, et al (2016)% se
identificaron los componentes, los tiempos de retencion (tr) y porcentajes de
abundancia del aceite esencial (AE) De Mufa (Minthostachys mollis) por
cromatografia de gases/ espectrometro de masa mostrando como compuesto
mayoritario el carvacrol con un porcentaje de abundancia relativa de 21.24 % (Tabla
3)%,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M3 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE & CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

Tabla 3. Componentes mayoritarios destacados en el Aceite Esencial (AE) de

Mufia (Minthostachys mollis)?.

Componentes mayoritarios destacados en el Aceite Esencial de

Muida (Minthostachys mollis)

COMPUESTO % Abundancia relativa, (tr,
min)
M. mollis
a-pineno 1.73 (7.34)
Limoneno 0.56 (10)
Carvacrol 21.24 (10.07)
Eucaliptol 10.04 (10.07)
Timol 13.11 (13)
Pulegona 9.84 (41)
Germacreno-D 11.85 (44.36)
Biciclogermacreno 1.83 (44.803)
Acetato de cariofileno 1.83 (45.7)
Longifolol 1.77 (46.11)
Acetato de a-Eudesmol 11.32 (47.588)
Acetato de (-)-Isolongifolol 10.94 (48.75)
Acetato de exo-Norbornano 3.94 (49.87)

8.1. Mecanismo de accion del Aceite Esencial de la Mufia (Minthostachys
mollis) sobre los Microorganismos.

Los aceites esenciales dependen de sus propiedades lipofilicas e hidrofilicas. Los
terpenoides presentes pueden servir como un ejemplo de agentes liposolubles, los
cuales afectan la actividad de las enzimas catalizadoras a nivel de la membrana, por
ejemplo, ciertos componentes del aceite esencial pueden actuar como desacopladores,
los cuales interfieren en la translocacion de protones sobre la membrana vy

subsecuentemente interrumpir la fosforilacion del ADP3%3L,
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Con respecto al aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis), se ha demostrado que
presenta una mayor concentracion relativa del compuesto carvacrol, el cual puede
penetrar la membrana del citoplasma, causando una desestabilizacion de esta;
igualmente podria actuar como intercambiador de protones, reduciendo el gradiente
de pH a lo largo de la membrana® también dentro de su composicion presenta la
pulegona que es el componente méas nocivo y toxico del aceite esencial mufia que actla
con alta toxicidad frente a microorganismo fuingicos y bacterianos®.

Este mecanismo de accion hacia los microorganismos es complejo y ain no ha sido
del todo entendido y explicado, el modo de accidn de los aceites esenciales también
dependera del tipo de microorganismos y esta principalmente relacionado con la
estructura de la pared celular y la membrana externa de los mismos. Las
investigaciones plantean que los aceites esenciales interferirian en la fase del

metabolismo intermedio de los microorganismos inactivando enzimas de reaccion?.

9. ANTIOXIDANTES EN LA MUNA (Minthostachys mollis)

Los antioxidantes se definen segin el Codigo Alimentario como las sustancias que por
separado o0 mezcladas entre si, pueden utilizarse para impedir, retrasar o inhibir en los
alimentos y bebidas, las oxidaciones cataliticas y los procesos que inducen el
enranciamiento natural originado por la presencia de luz, aire y metales. Como
ejemplos de antioxidantes naturales tenemos el &cido ascorbico o vitamina C, que
actta en el citoplasma; el B-caroteno o vitamina A y el atocoferol o vitamina E, que
actuan en la membrana celular. Estos antioxidantes se encuentran en las frutas,

verduras, plantas y otras sustancias alimenticias®*3.

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas,
consideradas metabolitos secundarios de las plantas®®®’. Entre los compuestos
fendlicos naturales, la familia de los flavonoides, es la mas importante®® ellos
representan mas de la mitad de los ocho mil compuestos fendélicos identificados en la
naturaleza®*4°. Los compuestos fenolicos o polifenoles se encuentran distribuidos
ampliamente en el reino vegetal, en plantas medicinales, especias, vegetales, frutas,
granos y semillas, donde su presencia contribuye a las cualidades sensoriales como
color, aroma, pardeamiento, amargor y la astringencia. En la actualidad son los

fitoquimicos mas conocidos*®442,
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Los polifenoles son de especial importancia por sus caracteristicas antioxidantes
debido a que pueden participar en la proteccion contra la accion dafiina de especies
reactivas (principalmente los radicales libres de oxigeno) por su alto potencial redox
4341 Considerables investigaciones epidemioldgicas sostienen la concepcion de que
alimentos y bebidas ricos en compuestos fenolicos estan asociados con una baja
incidencia de enfermedades en humanos debido a su capacidad antioxidante®. Entre
los efectos positivos a la salud relacionados a los compuestos fendlicos reportados en
la literatura figuran el actuar como: antibacteriano y antimic6tico?®3L,

10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE POR EL

METODO DPPH

El fundamento del método desarrollado por Brand-Willams et al (1995)*, DPPH (2,
2-difenil-1-picrilhidrazilo). consiste en que este radical tiene un electron desapareado
y es de color azul-violeta, decolorandose hacia amarillo palido por reaccion con una
sustancia antioxidante; al donar un radical de hidrogeno, se desestabiliza produciendo
una disminucion en la absorbancia la cual es medida espectrofotométricamente a 517
nm en su forma radical, pero, al reducirse por un antioxidante o una especie radical,
su absorcion disminuye. La disminucion de la absorbancia de la solucion DPPH indica

un aumento de la actividad de eliminacion de radicales DPPH*45(Figura 7).

SYs

LT

(Agente Antioxidante)

DPPH DPPH
VIOLETA AMARILLD

Figura 7. Método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)%,
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El porcentaje de captacion de radicales libres (DPPH) se determina con la
siguiente formula (1)*:

% Capacidad Antioxidante / Captaciéon de Radical Libre = #X 100 (D

DONDE:
Al = Absorbancia del patron de referencia
A2 = Absorbancia de la muestra

A3 = Absorbancia del blanco de muestra®.

11. BIOPELICULAS DE QUITOSANO

Las peliculas poliméricas se definen como una pelicula compuesta por diferentes capas
(polimero y plastificante), cuyas principales funciones son las de recubrir para retardar
la pérdida de humedad, disminuir el crecimiento microbiano en la superficie y evitar

su oxidacién®’.

La capacidad filmogénica y actividad antimicrobiana es una de las propiedades
principales del quitosano, ademas de ser biocompatible y biodegradable; el quitosano
al ser un polisacérido es conocido por su estructura lineal, donde le proporciona a
algunas peliculas dureza, flexibilidad y transparencia; siendo resistentes a las grasas y

aceites®’.

La adicion de plastificantes en muchos casos mejora las propiedades mecanicas de la
pelicula, existen varios plastificantes; como por ejemplo el glicerol es cominmente
utilizado para la plastificacion de peliculas biodegradables y puede mejorar las
propiedades de las peliculas a base de quitosano por otro lado, la adiccion de un
plastificante natural como los aceites esenciales, presentaria mejores propiedades con

respecto a su actividad antibacteriana®’.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

Lugar de Ejecucion

Universidad Catolica de Santa Maria, Pabellén F, laboratorios F-408, F-402, F-401

Material Bioldgico.

o 20 g de exoesqueletos de camaron.

o 1500 mL de Suero de leche.

o 450 g de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)
o Cepa de Escherichia coli

Reactivos Quimicos

o Glucosa 10 % MARCA REACTIVOS

o Fenolftaleina (Indicador).

o Hidroxido de Sodio marca MACRON

o Sulfato de sodio anhidro, marca SOLUTEST, suministrado por UCSM
o Cloruro de bario marca DIPROQUIM, suministrado por UCSM

o Acido sulfarico suministrado por UCSM

o Agua Destilada.

o Agua Desionizada.

o Agar EMB

Material de Vidrio.

Pipeta graduada 0.5, 1, 2, 5, 10 mL
o Bureta 10 mL

o Matraz50mL, 1L

o Beaker50mL,1L

o Peras de decantacion

o Probetas graduadas 50, 100 mL

O

o Placas Petri
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O

Tubos de ensayo de vidrio pequefios

Instrumentos y equipos.

O

O

O

O

Balanza analitica Sartorius, modelo Entris 224-1S
Sistema de Fermentacion creacion propia.

Cooler SBL COOLER YETI15QT

TermoOmetro.

Destilador por arrastre de vapor

Estufa marca VENTICELL Eco Line

Mufla marca ThermConcept, modelo KLE 09/11
Filtracion al vacio marca Vacum Pump VE125N
Espétula

Hot plate Stirrer JenWay 1000

Balanza electronica KAZO KMCB-6

Asa de Kolle

Micropipetas 20, 200, 1000 pL marca CAPP
Incubadora marca BIOBASE BJPX-C50
Campana Extractora marca ESCO, EFA-6UDRCW-8
Autoclave marca BOECO, modelo YX-18LDJ
Vernier marca Stanley

Licuadora marca OSTER HGBSSSS6

FTIR marca Agilent Technologies Cary 630
Espectrofotometro UV-Vis marca Thermo Scientific, Evolution 201
Licuadora Oster HGBSSSS6

Cuajo

Gasa

Via de venoclisis con llave
Agitador magnético.
Crisoles.

Cintas de pH.

Moldes acrilicos
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o Frascos &mbar
o Tubos eppendorf
o Puntas azules y amarillas para micropipeta

o Perforador con diametro de 0.5 cm

2.2. METODOLOGIA

2.2.1. Extraccion de quitina a partir de exoesqueletos de camarén por
fermentacion lactica

Recoleccion de la materia prima.

Se recolecto de 2 kg en peso, de exoesqueletos de camardn de rio procedentes de los
restaurantes de la region de Corire — Aplao, estas fueron colocadas en un Cooler de
1.5 L el cual contenia en su interior gelpacks para su preservacion a 4 °C hasta su

posterior tratamiento en el laboratorio.
Preparacion de la materia prima.

Una vez recolectados los exoesqueletos, se procedié al lavado de estos con agua
desionizada mediante 3 lavados sucesivos, para eliminar cualquier residuo organico u
otro material adherido a la superficie. Posteriormente en una bandeja de aluminio se
colocaron los exoesqueletos para ser llevados a la estufa por el periodo de 1 hora a 60
°C; y al final se llevo los exoesqueletos al sol por el periodo de 4 horas, luego de la
estufa con la finalidad de obtener un secado total de estas sin humedad. Transcurrido
dicho tiempo en una licuadora, se coloc6 pequefias cantidades de exoesqueletos para
su trituracion. Finalmente se paso la muestra por un tamiz #20 (0.5 mm), para obtener
particulas pequefias (mm) y se mantuvo en un secador hasta la fermentacion®2. (Figura

8y Figura 9).
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Figura 8. Exoesqueletos lavados antes de ser llevados a la estufa.

et ‘ " *
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Figura 9. Licuadora para la trituracién de los exoesqueletos (a 'y b), tamizaje
de exoesqueletos de camaron (c).
Sistema de Fermentacion.

Se mandé a confeccionar un sistema de fermentacion de acero inoxidable, el cual se
divide en tres partes: Un vaso ancho con 2 litros de capacidad con un espesor de 3 mm,
en su interior un diametro de 21 cm; una tapa hermética para el vaso, el cual contenia
dos prensaestopas en la parte superior, un orificio que contenia un pequefio tubo de 6
mm para la extraccién de muestra y una canastilla de malla inoxidable 2 mm de
espesor. Se le adecuo una via de venoclisis con llave para la extraccion de la muestra
(Figura 10).
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Figura 10. Vaso de acero inoxidable (a), Tapa de vaso (b), canastilla (c).

Preparacion del suero lacteo.

Para su obtencidn se utilizo leche cruda, esta se llevo a 30 °C centigrados durante 15
minutos, para su coagulacion enzimatica, por la accion del cuajo debido a la accion de
la renina, cuajo, enzima de tipo de las proteasas, actla sobre la caseina de la leche
(proteina soluble), transformandola en presencia de sales de calcio en paracaseina
insoluble que precipita formando el coagulo. Se dejé reposar la leche a temperatura
ambiente, subiendo asi la acidez de la leche hasta que esta parezca “leche cortada o
cuajada” Una vez coagulada la leche, esta debe ser cortada con Liras o Cuchillas para
favorecer la salida del suero retenido en la masa. Dicho corte produce un
fraccionamiento de la cuajada. Tras cortar la cuajada y con la ayuda de una gasa

procedemos a extraer el suero sobrante®®. (Figura 11).

Figura 11. Obtencion de Suero de Leche.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @ DE SANTA MARIA

Proceso Fermentativo.

Se colocaron 20 g iniciales de exoesqueletos seca de camaron, en una canastilla de
acero inoxidable recubierta por un tul, (con la finalidad de no perder muestra). Esta
canastilla fue sumergida en el vaso de acero inoxidable, el cual contiene 1500 mL de
suero lacteo. EI medio fue suplementado con glucosa al 10 % como fuente de
carbohidrato. Posterior a ello, se procedio a colocar un agitador magnético en el
interior del vaso y luego se selld6 para llevar a cabo la fermentacion de manera
anaerdbica, manteniendo la temperatura del medio a 37 °C con un calefactor simple.
El tiempo de fermentacion varia con relacion al pH del medio, al inicio se registra un
pH 7 el cual varia en relacién a la produccion de acido lactico y el metabolismo de los
microorganismos que se producen en el medio. Pasado el tiempo de fermentacion, se
decantd, para obtener la fraccion solida que correspondia al desperdicio de camaron
fermentado, el cual fue enjuagado con agua desionizada hasta obtener un pH 7,
secando la muestra a 60 °C por 6 horas) y se mantuvo en placas Petri en un desecador,
para su caracterizacion y utilizacion en la desacetilacién para la obtencion de

quitosano*®“°. (Figura 12).

Figura 12. Sistema de Fermentacion.
Anélisis de la Muestra.

Para el analisis de la muestra se toman alicuotas a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas (dias)
para medir el pH con las cintas de pH y ATT (acidez titulable), durante 4 dias*®.
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Medicion de la acidez titulable.

La medicion consiste en tomar una alicuota de 1 mL de licor de muestra de proceso

fermentativo, el cual posee una concentracion desconocida de acido lactico.

Para ello se midié 1 mL de licor de muestra con una pipeta aforada y lo colocamos en
un matraz Erlenmeyer de 25 mL. Agregamos 10 mL de agua destilada y 3 gotas de la
solucidn indicadora de fenolftaleina. Para poder titular con una solucién valorada de
NaOH (0.1 N), el cual se encontraba contenido en una bureta de 25 mL. Al realizar la
titulacion se debe mantener a agitacion constante hasta el viraje de color y se anoto el
gasto final de NaOH vy asi poder determinar la concentracion del acido en la muestra
de licor’. (Figura 13).

Figura 13. Acidez titulable de la muestra de licor.

2.2.2. Obtencién de quitosano a partir de quitina extraida de exoesqueletos de
camaron

Desacetilacion de quitina para la obtencién de quitosano.

Se tomé los exoesqueletos fermentados y se mezcl6 con una solucion de Hidrdxido de
sodio al 60 % p/v en una relacion 1:15 (kg sélido por L de solucion). La mezcla se

mantuvo en agitacion constante por el periodo de 1 hora a 90 °C, transcurrido dicho
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tiempo se filtr6 al vacio con agua desionizada hasta llegar a un pH neutro, obteniendo
como producto final quitosano*. (Figura 14).

3

Figura 14. Muestra fermentada antes de la desacetilacion.

Determinacion de Minerales.

El proceso de desmineralizacion se realiz6 por determinacion de cenizas, se tomaron
muestras frescas las cuales se sometieron al proceso de incineracion, mediante el cual
se destruye la materia organica constituida por 6xidos o sales como carbonatos,

fosfatos, sulfatos, etc.

Para su determinacién se tomaran dos crisoles en donde uno contenia la muestra sin
tratamiento y el otro la muestra tratada. Estos seran llevados a la mufla por un periodo
de 6 horas a 600 °C, terminado dicho periodo las muestras seran secadas en un

desecador hasta su analisis*.

La desmineralizacion (DM) se calcul6 mediante la siguiente férmula:

(A9 x0) ~ (AnxR) _

bM(%) = Apx 0O

100 )

Donde: Aoy Ar son contenidos de cenizas (g / g) en muestras crudas y fermentadas, y

0y R son la masa (g) de la muestra cruda y el residuo fermentado, respectivamente®.
Determinacion de Proteinas.

Las muestras de quitosano se enviaron al laboratorio de control de calidad de la
universidad catdlica, para la determinacion de proteinas por el método de Kjeldahl.

La desproteinizacion (DP) se calcul6 utilizando la siguiente formula:

(Poxo)—(PRXR)x

DP(%) - P0x0

100 3)
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Donde: Po y Pr son contenidos de proteina (g / g) antes y después de la fermentacion,
mientras que 0 y R son la masa (g) de la muestra original y el residuo fermentado en

peso seco, respectivamente?®.
Rendimiento.

El rendimiento de quitosano fue calculado en porcentaje en peso, como gramos de

quitina obtenidos a partir de los 20 g iniciales.

)

11,7
Rendimiento = 20 x 100% 4)

Caracterizacion de Quitosano por Espectroscopia de Infrarrojo con
Transformada de Fourier (FTIR).

Se tomo con una espatula una muestra de quitosano, la cual fue colocada para lectura
en un espectrofotometro. Se midi6 con una precision de 4 cm™ en un rango

comprendido entre 400 — 4000 cm™* 3L,
Grado de N-acetilacion.

Para el calculo de la N-acetilacion tanto de la quitina se tomaron las absorbancias de
las bandas caracteristicas de la amida | y como referencia la banda de los grupos
hidroxilos, para la correlacion lineal propuesta en la formula®!:

A1320

Grado de N — acetilacion (%) = 31,92 ( ) - 12,2 5)

1420

Para luego determinar el grado de desacetilacion, mediante la siguiente formula3:

DA (%) = 100 — Grado de N — acetilaciéon (%) (6)

2.2.3. Extraccién de aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) por
destilacion de arrastre de vapor.

El proceso de obtencidon del aceite esencial de las hojas Mufia (Minthostachys mollis)
se inicid recolectando aproximadamente 5 kg de hojas de mufia frescas las cuales
pasaron por un proceso de secado durante 4 dias bajo sombra, tiempo en el cual las
hojas perdieron humedad, pasado este tiempo en una balanza electronica se pes6 450

g de hojas de Mufa (Figura 15) y luego se sometié directamente al proceso de
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separacion por arrastre de vapor de agua - escala laboratorio (Figura 16), equipo que
se encuentra en el Laboratorio F- 407 de la Universidad Cat6lica de Santa Maria.

Figura 15. Mufia (Minthostachys mollis) seca.

L)

Figura 16. Destilador por arrastre de vapor de agua escala laboratorio.
Para la operacion de arrastre con vapor de agua, se introdujo la materia vegetal al
contenedor (Figura 17) y se cerré herméticamente, en esta operacion se controlaron
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los parametros como, tiempo de destilacion, aproximadamente 60 minutos a una

temperatura de 90 °C*,

17 7

Figura 17. Contenedor hermético (muestra vegetal) del equipo de destilacion
por arrastre de vapor de agua escala laboratorio.

El vapor de agua se introdujo al extractor por la parte inferior de éste; y una vez
establecido el equilibrio, el vapor vivo formé en el aceite esencial contenido en la
planta vegetal un sistema no miscible.
El aceite esencial se calentd por medio del vapor de agua proveniente de la caldera y
es desalojado del tejido vegetal mezclandose con el vapor de agua. Después la mezcla
de vapor de aceite esencial se hizo pasar por una superficie fria donde se condenso
obteniéndose en forma liquida, las fases se separaron en peras de decantacion para
eliminar el agua®.
Posteriormente el aceite esencial obtenido (Figura 18) fue deshidratado adicionando
sulfato de sodio anhidro 3 g por cada 10 mL de aceite, el tiempo de contacto con
agitacion permanente entre el aceite y el sulfato fue de aproximadamente 20 a 30
minutos, luego se filtré con ayuda de una bomba al vacio, para separar las particulas
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de sulfato de sodio y se depositd en un frasco oscuro herméticamente cerrado el cual
fue almacenado en refrigeracion a 4°C hasta su posterior uso®°2,

Figura 18. Obtencion del aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) por

destilacion de arrastre de vapor de agua escala laboratorio.

Rendimiento

El rendimiento del aceite esencial (% p/p) se determiné mediante la formula (4) 3

< peso final
Rendimiento = ———x 100%
peso inicial
Donde:
Peso final es la masa final del aceite esencial; peso inicial la masa inicial del follaje; y

100 es un factor matematico®.

2,2 ml
450 gr

Rendimiento = x 100%

Rendimiento = 0.48 %
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Este valor de 0,48 % corresponde al rendimiento de la extraccion de aceite esencial de
Mufa (Minthostachys mollis) el cual se encuentra entre el rango de rendimiento de

aceites esenciales que varian de 0.01 % a 2.00 %°*.

2.2.4. Elaboracion de biopeliculas compuestas de quitosano y aceite esencial de
Muiia (Minthostachys mollis).

La elaboracion de las biopeliculas se realizé preparando una solucion a base de
quitosano al 2 % (p/v) en una solucion al 1 % (v/v) de &cido acético. La disolucion del
quitosano se realiz6 con un agitador magnético en un Hot plate durante 1 hora 'y 30
minutos a 150 rpm a 40 °C, luego se adiciond el aceite esencial de Mufa en
concentraciones de 0.1 %, 0.2 % y 0.3 % y se mantuvo en agitacion durante 30

minutos*”%, Procedimiento modificado por los autores de la tesis (Figura 19).

Para moldear la biopelicula, se vertié la solucion a base de quitosano con aceite
esencial de Mufia (Minthostachys mollis) en moldes acrilicos de fondo circular de 2.5
cm de diametro, se extendio la mezcla con una espatula y se dejo secar a temperatura
ambiente durante 24 horas, observando que el solvente se evaporé en su totalidad®’.
(Figura 20).

Figura 19. Elaboracién de biopelicula de quitosano con aceite de Mufia;
solucién de quitosano en acido acético (a), mezcla de solucion con aceite
esencial de Mufa (b).
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Figura 20. Biopelicula de quitosano con aceite esencial de Mufia

(Minthostachys mollis)

2.2.5. Evaluacion del efecto antimicrobiano y antioxidante de las biopeliculas.
Efecto antimicrobiano.

Para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de las biopeliculas elaboradas con
aceite de Mufia en concentraciones de 1 %, 2 %y 3 %, se emple0 la técnica de difusion
en agar basada en el método de Cutter (1999)%.

Preparacion del estandar (0,5 Mc. Farland) para el inoculo.
Se utiliz6 una suspension de sulfato de bario como estandar (0.5 de la escala de Mc.
Farland). Para prepararlo, se agregdé 0.5 mL de una solucion de BaCl, 0.048 M
(BaCl2.2H20 al 1.175 % P/V) a 99.5 mL de una solucion de H2SO4 0.18 M (0.36 N)
(1 % V/V) en constante movimiento para mantener la suspension®’.

Preparacion del Agar EMB
Se pesaron 9 g de Agar EMB, se mezcld con 250 mL de agua destilada durante 5 a 10
minutos, se calentd en una estufa y agitd hasta su ebullicion, luego se autoclavé por 20
minutos y se dejé enfriar. Posteriormente el medio se repartio en placas Petri estériles
aproximadamente 30 mL por placa, de manera que el grosor de medio en cada placa
sea de 4 mmy se dejé solidificar. Finalmente se llevaron a incubacion a 37° C durante
24 horas como prueba de esterilidad®.

Preparacion del inéculo bacteriano Escherichia coli
Primero se seleccion0 las colonias de las cepas bacteriana de Escherichia coli luego se
procedié a recoger 3 a 5 colonias con el asa de Kolle para transferirlo a un tubo de
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ensayo estéril que contenia de 4 mL de solucion salina estéril. Posteriormente, se
homogenizo la suspension y se ajustd a la escala 0.5 de Mc. Farland, correspondiente
a 1.5 x 108 ufc/mL>"?, (Figura 21).

Finalmente se compard de manera visual sobre un fondo negro la escala de 0.5 de Mc.

Farland con el indculo bacteriano de igual concentracion (Figura 22).

Homogenizar a la

—) escala de Mc.

3 a5 colonias

w— Farland (1,5 x 108
ufc/ ml)
Agar EMB con bacteria
Escala 0.5 de Mc. Escherichia coli. . .
: 4 ml de solucién salina
Farland
Figura 21. Proceso de preparacion de Inéculo bacteriano (Elaboracion
propia).

Figura 22. Comparacion del inéculo bacteriano Escherichia coli (izquierda)
con la solucién 0.5 Mc. Farland (derecha).

Inoculacion de las placas y prueba de sensibilidad con biopeliculas

Se tuvo un lapso de tiempo de 15 minutos después de ajustar la turbidez de la
suspension del indculo, se introdujo en ella un hisopo estéril en la suspension, rotando
varias veces y presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del

nivel de liquido para remover el indculo. Luego se inocul6 con el hisopo la superficie
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de una placa de agar EMB por agotamiento en estrias sobre toda la superficie. Se
repitio el sembrado dos veces rotando la placa aproximadamente 60 °C para asegurar
una distribucion constante del indculo, se dejé seca la placa a temperatura ambiente
durante 3 a 5 minutos para evitar cualquier exceso de humedad (Figura 23), luego se
coloco los discos de biopeliculas de 0.5 cm de diametro en sus diferentes
concentraciones (Figura 24) y se presion0 para asegurar el contacto con la superficie
del medio (Figura 25). Finalmente se colocaron todas las placas a 37°C en la

incubadora durante 12 horas®°,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
- CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Figura 24. Preparacion de discos de biopeliculas para prueba de
sensibilidad.

Figura 25. Procedimiento de la prueba de sensibilidad con biopeliculas de

guitosano con aceite de Mufia (a) y resultado de la colocacion del disco (b).
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Efecto antioxidante
Para la evaluacion de la actividad antioxidante de las peliculas elaboradas con aceite
de Mufia en concentraciones de 1 %, 2 % y 3 %, se pesd 1 g de cada muestra dentro
de un tubo falcon con 10 mL de metanol. La mezcla se homogeneiz6 con la ayuda de
un Vortex durante 15 minutos a 6000 rpm hasta su homogeneizacion. Luego fue
llevada a la centrifuga por 15 minutos a 6000 rpm, luego extrajimos el sobrenadante

en ausencia de luz hasta su estudio®.

Figura 26. Muestra de biopelicula sometido al vortex para su disolucion.

Método DPPH.
El ensayo de inhibicién de DPPH se determind con algunas modificaciones del
propuesto por (Brand-Williams, Cuvelier y Berset, 1995)°.

Preparacion de la solucion madre.
La solucion madre de DPPH se prepar6 disolviendo 12.5 mg de DPPH en 100 mL de
metanol, el procedimiento se realizé en ausencia de luz y se guardo en un frasco
forrado (para evitar cualquier entrada de luz) en el refrigerador hasta su uso. Seguido
preparamos la solucion de trabajo tomando 40 mL de Solucién madre diluido en 80
mL Metanol para su lectura junta a la muestra a analizar®?.

Preparacion de la curva de calibracion.
Se prepar6 una solucion patron, con 2.5 mg de Trolox en 10 mL de Metanol, para
construir la curva de calibracion de acuerdo a la siguiente Tabla 4°2.
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Tabla 4. Curva estandar de Trolox para DPPH®?,

uM Solucion
Trolox Stock (uL)
200 200
400 400
500 500
600 600
700 700
.800 800
900 900

Lectura en el Espectrofotometro.

Las lecturas se hicieron por triplicado; cada muestra fue diluida en una relacion de 1/1,
1/5, 1/10, 1/20, de las cuales se sac6 100 pL de cada disolucion, junto con 3.9 ml de
solucidn de trabajo y fueron depositadas en las cubetas y se dejaron por 25 minutos en
ausencia de luz hasta su lectura a 517 nm y 0.280 de absorbancia. Se utiliz6 como
blanco al metanol y tres controles con 100 puL de metanol y 3.9 mL de solucion de
trabajo. Los resultados se expresaron Posteriormente como equivalentes de Trolox®*
645 En la Figuras 27, 28 y 29 se muestra el procedimiento de las lecturas de las
muestras en el espectrofotometro.

Figura 27. Adicion de las muestras diluidas en las cubetas para el espectro.
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Figura 28. Muestras después de ser llevadas al espectrofotometro.

Figura 29. Cubetas trabajas después del espectro.

Andlisis de resultados
Todos los datos obtenidos fueron registrados en el programa de Excel, y para las
pruebas de comparacion se utilizd el programa estadistico Statgrafics, realizando una
prueba ANOVA y una prueba de t-Student.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Extraccion de quitina a partir de exoesqueletos de camaroén por
fermentacion lactica

Durante todo el proceso de fermentacion se tomaron los valores de tiempo, pH y el
porcentaje de Acido lactico como se muestra en la Tabla 5 desde el dia 0 hasta el dia
4 que fue el tltimo dia de Fermentacion.

Tabla 5. Resultados por horas del aumento en la produccién de Ac. Lactico
y disminucion de pH.
Tiempo Dias % Acido pH

(hr) lactico
(g/mL)

0 1 0.045 6.5
12 2 0.36 5
20 2 0.36 4.5
28 2 0.81 4.5
36 3 0.9 4.5
44 3 1.08 4
YA 3 1.35 3.5
60 4 1.44 3.5
64 4 1.26 35
65 4 1.17 3.5
66 4 1.08 3.5
67 4 1.08 3.5
68 4 1.08 3.5
76 4 1.08 3.5
84 5 1.08 3.5
92 5 1.08 35

En el proceso fermentativo ocurre una reduccién de pH debido a la accion de las
bacterias con el medio el cual representa su fuente de energia obtenido de los
azucares®® y un aumento de la acidez titulable, en nuestro caso los datos iniciales-
finales fueron de 7-3.5 en la disminucién de pH; un aumento en la acidez titulable de
0.045 hasta 1.8. A una temperatura constante de 37 °C, durante 5 dias de fermentacion;
este aumento se da por la produccién metabdlica de ac. Lactico a partir de la fuente de
carbono, en este caso la glucosa, la cual indico la presencia de bacterias acido lacticas
y su adecuado crecimiento como lo menciona en su estudio Castro (2018)%. El sistema
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de fermentacion se adecuo en beneficio de la produccién de bacterias acido lacticas
tomando en consideracion sus condiciones 6ptimas de crecimiento, autores como Dun
(2019)%8, Zhang (2017)%° e Yadav (2019)* reportaron resultados significativos entre 4

a 6 dias de fermentacidn a una temperatura constante de 37 °C.

La degradacion de glucosa para la produccion de acido lactico ocasionado por las
bacterias acido lacticas se dio por proceso anaerobico hasta un pH de 3.4 similar al
trabajo descrito en Martinez (2007)° y Ramirez (2016)"L. Se evitd llegar a un pH mas
bajo del indicado para evitar el deterioro de los exoesqueletos tal como lo reporta Rao
(2005)72. Los valores registrados en este trabajo muestran un optimo proceso de
fermentacion el cual es de vital importancia para la remocién de minerales y la

remocion parcial de proteinas.

3.2. Obtencién de quitosano a partir de quitina extraida de exoesqueletos de
camarén

Al obtener el quitosano se analiz6 la cantidad de minerales presentes en la muestra
mediante el método de ceniza. El resultado se obtuvo reemplazando los datos en la

formula (2) y el resultado se muestra en la Tabla 6.

Determinacion de minerales por el método de ceniza, del quitosano

obtenido de camaroén.

Segun la férmula (2)

Tabla 6. Porcentaje de desmineralizacion.

% Porcentaje de Ceniza.

Muestra cruda de 94 %

camaron desacetilado.

Cabe resaltar que las etapas de desproteinizacion y desacetilacion son independientes
de la desmineralizacion, el uso de bases para la remocidn de proteinas no afecta en la

desmineralizacion.
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Jung (2005)”® e Tuyishime (2017)"* describen a los microorganismos presentes como
disolventes de calcio contenido en los exoesqueletos y depende de factores como el
tamano, fuente de carbono y pH durante la fermentacion, ademas de la buena
acidificacion del medio para poder conservar el material y evitar el crecimiento de
bacterias que putrefacta la muestra por la presencia de suero de leche. Por ello de un
estudio comparativo se sefialé que una concentracion de 10 % de glucosa por 5 dias
de fermentacién hasta un pH de 3 a temperatura constante, hay un buen porcentaje de
desmineralizacion, variando los resultados entre 60 y 98 % como los describieron
Kyung-Taek Oh (2008)™ reportando un valor de 89 y 92 %, Bellaaj (2012)"®, Bellaaj
(2013)" en dos de sus trabajos reportd 67 y 94 % de desmineralizacion. Arbia (2013)8
también report6 un porcentaje de 98. En relacién a nuestro resultado tuvimos un 94 %
de desmineralizacion lo que calificaria como Optimo nuestros factores utilizados ya
que se logra una casi remocién de los minerales presentes en los exoesqueletos de

camaron.

Ademas de la ausencia de un método estandar las condiciones de cada reaccion varian
por ello el uso de esta via biotecnoldgica representa un método de extraccion
reproducible Salas (2017)".

Determinacion del porcentaje de Desproteinizacion del quitosano

obtenido de camaron.

De la misma manera se obtuvo una muestra de quitosano y se llevo a analizar al
laboratorio de Control de Calidad mediante el método de Kjeldahl para proteinas, una
vez obtenido el resultado, los datos se reemplazaron en la formula (3) y se obtuvo el
resultado que se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Porcentaje de desproteinizacion.

% Porcentaje de
Desproteinizacion.
Muestra cruda de 33 %

camaron desacetilado.
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El tamafio de particula fue importante en las etapas de desproteinizacion y
desmineralizacion para las reacciones entre una fase solida y liquida para lograr llegar
a los sitios sélidos activos, por lo que es necesario que los tamafios de las particulas
varian entre 0.2 y 0.8 mm. Como lo reporta Tolaimate (2000)% también resalta que al
usar tamafios menores a 1mm; la fraccion sélida es suspendida en la fase liquida (suero
de leche), complicando su separacion por lo que nosotras utilizamos un tamafio de 0.5
mm permitiendo un balance para evitar la pérdida de particulas finas en la etapa de

separacion sélido — liquido.

La fermentacion ademés de producir la desmineralizacion en los exoesqueletos de
camardén produce una desproteinizacion simultadnea como lo reportan en Arévalo
(2016)*° e Yadav (2019)*2. Indicando que las enzimas presentes de forma natural en
los crustaceos se activan a pH menores ocasionando el rompimiento del enlace
peptidico de las proteinas y asi provocar su hidrdlisis para servir como fuente de

nitrégeno y proteina para los microorganismos presentes.

Los valores de desproteinizacion varian de un trabajo a otro, partiendo desde un 40 %
hasta 96 % de desproteinizacion, donde utilizan métodos més sofisticados con la ayuda
de proteasas sintéticas que demandan un valor mas en operacion o la utilizacién de
microorganismos especializados. Valores como 56 % reportado por Na (2019)% y
Aytekin (2010)% que reporta valores de 88 % y 75 % en comparacion. Flores (2012)8
también reporta valores desde 60 hasta 70 % en un analisis de su trabajo. Como se
puede ver en la Tabla 7, obtuvimos un valor alrededor de 33 % solo de la fermentacién
lo cual estd cerca a los valores minimos reportados que utilizan un medio de
desproteinizacién més eficiente con enzimas y microorganismos, por lo que la etapa
de desacetilacion con hidroxido de sodio terminaria de remover las proteinas presentes
en la muestra, otros trabajos como Monter (2016)%. Usan una combinacion mixta de
un procedimiento biolégico més uno quimico utilizando como base el hidréxido de

sodio para desproteinizar, pero esto de alguna manera dafa la pureza del quitosano.
Rendimiento de Quitosano

Se tomo el valor inicial y final de la muestra de quitosano para reemplazarlo en la

férmula (4) y se obtuvo el resultado como se ve en la Tabla 8.
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Tabla 8. Porcentaje de rendimiento.

% Rendimiento

A partir de 20 g iniciales 58.5 %
de exoesqueletos secos de

camaron.

A continuacion, en la Tabla 9 se muestra la comparacion de diferentes trabajos de
investigacion tomando en cuenta los pardmetros tales como: rendimiento, temperatura,

tiempo y pH.

Tabla 9. Tabla comparativa de otros trabajos con sus respectivos

parametros.
RENDIMIENTO TEMPERATURA TIEMPO PH DESPROTEINIZACION REFERENCIA
(%) (°c) (h)
46.4 40 72 8 Enzimas Zubiria, 2014
(Quimiotripsina)
48.8 40 72 8.5 Enzimas (papaina) Zubiria, 2014
44 32 72 - Fermentacion Bhaskar, 2010

En un estudio comparativo en Zubiria (2014)% se registran valores de 46.6 % y 48.8
% en su rendimiento con enzimas ademas de Bhaskar (2010)%° informa de un valor 44
%, por lo que en este trabajo al obtener un 58.5 % de quitosano nos pone dentro del
rango admisible. Se tuvo en cuenta los factores que afectan el rendimiento de nuestra
muestra tales como temperatura y el uso de sustancias alcalinas, en nuestro caso

usamos un método mixto para evitar el dafio macromolecular a nivel de quitosano®”.

Caracterizacién de Quitosano por Espectroscopia de Infrarrojo con

Transformada de Fourier (FTIR).

Luego de utilizar el espectrofotdmetro tomando una pequefia cantidad de muestra de
quitosano, el equipo mostro los principales picos de los grupos mas representativos de
la estructura de quitosano, como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Espectros vistos en el FTIR (a) quitosano comercial y (b)
quitosano sintetizado.
Los espectros se obtienen mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier, las bandas mas caracteristicas tienen un aproximado en 3450 cm™ del grupo
—OH, también una banda que identifica la presencia de grupos —NH en 1654 cm
aproximadamente. Otra de las bandas caracteristicas es la tension antisimétrica del
grupo C-O-C, a 1036 y 1082 cm™. Asi lo registra Maza (2007)%8.

Los espectros de quitosano se obtienen mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier y las tiras principales se muestran en la Figura X. Los anélisis
de este espectro muestran bandas caracteristicas como se muestran en algunos trabajos
donde las bandas de quitosano aislado tienen una banda ancha aproximadamente entre

3200-3374 cm™! para la vibracion por estiramiento de los grupos OH'y NH, 1661 cm®
! para (amida 1), 1595 cm~! para (amida 1), 1380 cm™ para (amida I11) Como lo

reportaron Abdel-Rahman (2015)%° y Kaya (2015)% %', Si comparamos con el
quitosano comercial el estiramiento asimétrico del puente C-O-C 'y 1080 c¢cm™ para el

estiramiento — CO, seguin Ahyat (2017)% es caracteristica de su estructura.
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Benhabiles (2013)* y Kumari (2014)%, menciona que los resultados obtenidos
proporcionan una alternativa importante hacia la produccion de quitina y quitosano.
Esto se debe a las condiciones operativas y las técnicas de andlisis utilizadas, por lo
que consideran como parametros importantes: Temperatura, concentracion y tiempo

de reaccion en cada etapa, asi como el aumento del intervalo de factores.

Nuestro espectro muestra una banda ancha en 3254 cm™* caracteristica del quitosano

y el estiramiento que denota la presencia de amidas (I, I1) en 1626 cm™! y 1506 cm™*

respectivamente. Guardando cierta similitud con trabajos anteriores. Se puede ver un

estiramiento en 1025 cm ™! producto del carbolino de enlace C-O.

Porcentaje del grado de N-acetilacion.

Luego del proceso de desacetilacion en necesario calcular el % de N-acetilacion por
ello se utilizd los valores de Absorbancia de los picos de la Amida y asi se reemplazé
los datos en la formula (5) dicho resultado se muestra en la Tabla 10, asi mismo este
dato se toma para poder hallar el grado de desacetilacion segun la férmula (6), el cual

se muestra en la Tabla 11.

Tabla 10. Porcentaje de N-acetilacion.

% Porcentaje de N-acetilacion.

Mouestra cruda de camarén 19.15

desacetilado.

Tabla 11. Grado de Desacetilacion.
DA (%)

Muestra cruda de 80.84

camaron desacetilado.

Escobar (2013)% menciona que la quitina y el quitosano al ser poliglucosaminas, se
distinguen por el grado de desacetilacion de los grupos amino, donde el quitosano tiene
un grado de N-acetilacién entre 15-25 % que corresponde a 3.2 — 5.3 % del contenido

de acetilo, he ahi la importancia de este parametro. Existen varios métodos para su
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determinacion, pero el méas referenciado es por FTIR mediante las bandas de vibracién,
donde se seleccionaron las bandas correspondientes a las bandas Amida (1 o Ill) y o
alguna otra banda de referencia como lo describe en sus trabajos Brugnerotto (2000)%
e Hidalgo (2009)’.

En el presente trabajo se tomo valores cercanos a las bandas indicadas ya que el equipo
solo nos daba, datos de los picos mas pronunciados por lo que tomamos bandas de
1374 cm! referente a la Amida 111 y como banda de referencia usamos el valor a 1542
cm?! referente a la amida secundaria, de ellos obtuvimos un grado de N-acetilacion de
19.15 %, que esté dentro del rango mencionado y comprueba la eficiencia de nuestro
método. Dandonos asi un grado de desacetilacion del 80 %, para la comprobacion del

polimero obtenido.

3.3. Extraccion de aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) por
destilacion de arrastre de vapor

La destilacion de arrastre de vapor de agua ha sido y es uno de los métodos mas
comunes para la extraccion de aceites esenciales de plantas, ya que mediante el uso
del vapor de agua se vaporizan selectivamente los componentes volatiles de la materia
prima vegetal®.

De acuerdo al estudio realizado por Pefia (2017)°, las principales caracteristicas
organolépticas del aceite esencial a partir de hojas frescas de Mufia (Minthostachys
mollis), fueron un liquido fluido, trasltcido, de color amarillo limén, con olor intenso
a mentol y sabor picante; estos resultados son similares al trabajo de investigacion de
Cano (2007)%!; sin embargo, difiere con lo reportado en la Tabla 11 del presente trabajo
que muestran resultados del aceite con el aspecto liquido translucido, color amarillo
claro y olor al mentol, y al trabajo de investigacion de Castro (2012)%, ya que fueron
diferentes en cuanto al liquido aceitoso ligeramente trasltcido, color amarillo claro y
olor a mentol, esto se deberia a que este en este trabajo de investigacion el autor efectud
la extraccion del aceite esencial a partir de hojas secas de Mufia (Minthostachys mollis)
A continuacion, en la Tabla 12 donde se describe las condiciones del proceso y los
resultados obtenidos de la extraccion de aceite esencial de Mufia (Minthostachys

mollis).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

Tabla 12. Condiciones del proceso y resultados obtenidos de la extraccion
del Aceite de Mufa (Minthostachys mollis)

Reactor Destilador por arrastre de vapor
de agua

Cantidad de muestra 450 g

Tiempo de destilacion 30 minutos
Temperatura de extraccion 90°C
Temperatura del condensador 27°C
Rendimiento (%) 0.48

Color Amarrillo claro
Aspecto del aceite Ligeramente transldcido
Olor del aceite Olor a mentol
Aceite recuperado 2.2 mL

* Elaboracion propia.

Rendimiento
Se obtuvo aproximadamente 4.4 mL de aceite esencial de mufia por el método de
destilacion por arrastre de vapor de agua, el cual representa 0.48 % de rendimiento
utilizando la formula (4) (Tabla 13).
Tabla 13. Rendimiento de aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis)

Planta Rendimiento (%) Tiempo (min)  Temperatura (°C)
Aromética
Muha 0.48 30 90

(Minthostachys

mollis)
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Tabla 14. Comparacion entre el rendimiento del aceite esencial de Mufia
(Minthostachys mollis)

Aceite Método de Rendimiento Tiempo Temperatura Referencia
Esencial Extraccion (%) (Min) (°C)
Muiia Destilacion 0.19 - - Cano (2008)
(Minthosta  de arrastre 0.27 N N Fuertes (2001)
chys de vapor de
mollis) agua 0.26 90 84 Castro (2012)
1.05 - - Pefia (2017)
0.6 90 84 Torre Negra et
al., (2016)

En la Tabla 14 se muestra que el rendimiento del aceite esencial de Mufia es de 0.48
%, lo cual es un dato apreciable, ya que el rendimiento de aceites esenciales es bajo y
varian de 0.01 % a 2.00 % de acuerdo a lo mencionado por Zekaria (2006)°*; dato
comparado con la investigacion de Cano (2008)%' muestra que obtuvieron un
rendimiento del 0.19 % de aceite esencial de Mufia, por su parte Fuertes (2001)'%
muestra un rendimiento de 0.27 % en la localidad de Tarma y 0.21 % de la localidad
de Huaraz, asi mismo el autor Castro (2012)% muestra un rendimiento de 0.26 %,
dichos datos son inferiores a lo reportado en el presente estudio (0.48 %), esta
variacion de datos se debe a diferentes factores, como los métodos de cultivo,
condiciones geobotanicas entre ellas el clima, altitud, pluviosidad, luminosidad, tipo

de suelo, temperatura; edad de las plantas y épocas de recoleccion.

Por otro lado, el trabajo de investigacion de Pefia (2017)°! muestra que obtuvieron 1.05
% de rendimiento de aceite esencial de Mufia al igual que Torre Negra et al., (2016)%
con 0.6 % de rendimiento son datos superiores a lo reportado en el presente estudio,
en ese sentido, el trabajo de investigacion realizado por Yafiez (2011)°* menciona que
el proceso de secado de las hojas de la planta favorece la extraccion de aceites
esenciales logrando obtener mayores rendimientos, lo cual se realizo6 tanto en presente

estudio como en las mencionadas anteriormente.
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3.4. Elaboracion de biopeliculas compuestas de quitosano y aceite esencial de
Mufia (Minthostachys mollis).

Las biopeliculas obtenidas a partir de la mezcla de quitosano y aceite esencial de Mufia,
mostraron un tono transparente con un ligero color naranja caracteristico del quitosano
extraido a partir de exoesqueletos de camaron, firmes y un tanto flexibles, se formaron
por el modelo de solucion acuosa a traves de la evaporacion del solvente como se
muestra en la Figura 31 del proceso a las 0,12 y 24 horas de la formacion de las
biopeliculas.

Figura 31. Solucion de biopelicula fresca a las 0 horas (a), solucién de

biopelicula pasada las 12 horas a temperatura ambiente (b), solucion de
biopelicula pasada las 24 horas a temperatura ambiente (c).
El método de elaboracion de biopeliculas entre quitosano y aceite esencial de mufia,
estuvo basado en diferentes trabajos de investigacion, entre ellos esta la del autor
Hernandez (2011)°8 el cual disolvié quitosano de bajo, medio y alto peso molecular en
una solucion acuosa de 1 % (v/v) de &cido acético para obtener una concentracion final
al 2 % (p/v) y como agente antimicrobiano aceites esenciales y extractos de especias
en concentraciones que oscilaron entre 100y 750 mg/L, asi mismo Madera (2019)%°
us6 las mismas concentraciones quitosano disuelto en &cido acético al 1 % (v/v)
Ilegando a la concentracion en las biopeliculas de 2 % (p/v) con la diferencia que uso
como agente antimicrobiano el extracto acuoso de hoja de Moringa oleifera en una
concentracion de 1%, de acuerdo a lo anterior, el autor Hromis§ (2015)% usé las
mismas concentraciones con respecto al quitosano y acido acético 2 % (p/v) en una
solucidn al 1 % (v/v) de &cido acético, con la diferencia de que agente antimicrobiano
utilizado fue el aceite esencial de alcaravea en una concentracion de 1 %, por lo tanto,
en el presente estudio se usé las concentraciones del aceite esencial de mufia al 1 %, 2

% y 3 % las cuales se basaron en las concentraciones utilizadas de aceites esenciales

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

con efecto antimicrobiano por los autores ya mencionados, cabe resaltar que para
lograr una solucion en concentraciones correctas con respecto al aceite esencial de
Minthostachis mollis (Mufia) se tomo en cuenta la concentracion minima inhibitoria
de esta ante la cepa de Escherichia coli, siendo 500 ug/mL (1 %), lo cual convierte a
este aceite esencial un promisorio para el control de componentes bacterianos segun

el importante trabajo de investigacion realizado por Torre Negra et al., (2016)%.

3.5. Evaluacion del efecto antimicrobiano por halos de inhibicion y el efecto
antioxidante por el método de DPPH de las biopeliculas.

Efecto antimicrobiano de las biopeliculas de quitosano en presencia de la

bacteria Escherichia coli.

La Figura 32A es el control donde se muestra el medio EMB ya sembrado con la cepa
de Escherichia coli con el disco de biopelicula de quitosano al 2 %, el cual estuvo en
incubacién a unas condiciones estandares de crecimiento en 37 °C sin presencia de
oxigeno durante 24 horas, en efecto, como se puede observar no hubo contaminacion
de algin microorganismo diferente al estudiado, sin embargo se observa un pequefio
halo de inhibicion de 21.3 mm lo cual muestra que la biopelicula control de quitosano

al 2 % muestra posee efecto antimicrobiano ante la cepa Escherichia coli.

Este resultado coincide con un estudio realizado por el autor O'Callaghan y Kerry
(2016)%°, quien menciona que el quitosano muestra mayor actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram-negativas como la Escherichia coli, este comportamiento se
atribuye a la mayor carga negativa de la membrana plasmatica de la bacteria
Escherichia coli, que induce a una mayor interaccion electrostatica con los grupos
cationicos del quitosano (NH2 a pH<6). Segun el autor Dutta (2009)* esta interaccion
produce una desestabilizacion y posterior lisis de la membrana, conduciendo a la
liberacion de los constituyentes intracelulares de la bacteria.

Otro mecanismo propuesto se basa en la actuacion del quitosano como quelante de
metales traza, en condiciones &cidas, reduciendo los nutrientes necesarios para el

crecimiento de los microorganismos. Un ultimo modo de actuacion describe la
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penetracion de oligdbmeros de quitosano en la célula inhibiendo el funcionamiento de
enzimas intracelulares y/o interfiriendo en la sintesis de mMRNA y proteinas®.

Por otro lado, Sole (2016)% menciona que la actividad antimicrobiana del quitosano
se ve influenciada por el peso molecular, el grado de desacetilacion, el grado de
polimerizacion, su concentracion, el microorganismo diana, la hidratacion de la
pelicula y el pH del medio. Las condiciones descritas para el aumento de la actividad
antimicrobiana del quitosano son un peso molecular menor a 10 kDa, mayor grado de
desacetilacion, menor pH y caracter cationico por dilucion en acido acético glacial.
En el presente trabajo el pH obtenido del quitosano fue neutro y tuvo un grado de

desacetilacion de 80.84 % el cual no es despreciable para el resultado obtenido.
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A) Control B) Biopelicula de quitosano con 1% de
aceite de Mufa

ol Th=213 |

C) Biopelicula de quitosano con 2% de D) Biopelicula de quitosano con 3% de

aceite de Muna aceite de Muna

Th= Tamario de halo

Figura 32. Biopeliculas de quitosano con concentraciones de aceite esencial
de muia (1%, 2% y 3%) frente a la cepa bacteria de Escherichia coli.
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En la Figura 32 B,C,D se observa el efecto antimicrobiano de la biopelicula de
quitosano con de aceite esencial de Minthostachis mollis (Mufia) al 1 %, 2 %y 3 %
ante la bacteria E. coli, el cual estuvo en incubacion a unas condiciones estandares de
crecimiento en 37 °C sin presencia de oxigeno durante 24 horas, mostrando diferentes
tamafios de halos de inhibicion 25.1 mm, 26.6 mm y 29 mm respectivamente, los
resultados obtenidos a partir de la experimentacion y el registro fotograficos muestra
que la biopelicula de quitosano con aceite esencial de mufia al 3% posee mayor tamafio
de halo de inhibicidn, por lo que el efecto antimicrobiano de la biopelicula posee un

efecto frente a la bacteria estudiada Escherichia coli.

A la actualidad no se han encontrado muchos estudios previos sobre el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a la bacteria gram
negativa Escherichia coli, pero si encontramos referencias nacionales e
internacionales que nos muestran el efecto antimicrobiano del aceite de la planta frente
a Escherichia coli. Dichas investigaciones coinciden con los resultados obtenidos en
el presente trabajo de investigacion, como es el estudio de los autores Torre negra
(2016)1%* y Camacho (2015)!% que demuestra que el aceite de Minthostachys mollis
tuvo un efecto antimicrobiano frente a la cepa Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis y Staphylococus aureus, a una concentracion minima inhibitoria de 500
ug/mL y 600 ug/mL respectivamente, concluyendo asi que la inhibicion del
crecimiento de las cepas Escherichia coli usando el aceite de la planta se debia al gran
contenido de monoterpenos oxigenados que contaba con una notable actividad

antibacteriana, como son el carvacrol y el timol.

De acuerdo a lo anterior, el autor Xu (2008)% en su estudio realizado, concluye que
el mecanismo de la accién del carvacrol y el timol genera una ruptura de la membrana
citoplasmatica de las bacterias Gram negativas como viene a ser la Escherichia coli,
lo cual promueve el aumento de su permeabilidad logrando despolarizar y
desestabilizar su potencial.
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Finalmente, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el aceite
esencial de Minthostachys mollis inhibe el crecimiento de cepas Escherichia coli, esta
actividad antimicrobiana de la planta Minthostachys mollis (mufia) son propiedades
apreciables debido a que los aceites esenciales pueden actuar como desacopladores,
los cuales interfieren en la translocacion de los protones sobre la membrana y
consecuentemente interrumpir la fosforilacion del ADP. Los compuestos terpenoides
pueden servir como un ejemplo de agentes liposolubles las cuales afectan la actividad

enzimatica catalizadoras a nivel de la membrana3®31,

El carvacrol es uno de los componentes mas importantes de esta actividad mas
notables, pues su mecanismo se basa en desintegrar los precursores grasos,
enlenteciendo el intercambio de sustancias a traves de la membrana. Este compuesto
acaba las reservas ATP bacterianas ocasionando un pésimo metabolismo. Otro
componente, el cinaldehido, inhibe enzimas como carboxilasa y proteasas al bloquear
la via respiratoria de las bacterias impidiendo el transito normal del potasio y
modificando el pH. El carvacrol es capaz de desintegrar la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, de esta manera se sigue evidenciando sosteniendo que el
aceite esencial de Minthostachys mollis es una buena fuente natural y disponible que
posibilitard  desarrollar  diferentes formas farmacéuticas con actividad

farmacol6gico®>%,

Anélisis de resultados

Los ensayos se realizaron por triplicado y se analizaron en el programa estadistico
STATGRAFICS en el cual se utilizé la prueba ANOVA de un solo factor, teniendo
como resultado el Gréfico 1 obtenido a partir de la tabla ANOVA (ANEXO 1), el
valor de P es igual a 0.0038, puesto que el valor-P de la prueba es menor que 0.05,
existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media del efecto
antimicrobiano de biopeliculas de concentracién de aceite esencial de Mufia al 1 %, 2
%y 3 %, con un nivel del 95.0 % de confianza.
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Grupos | * ¢ 3 P =0,0038

Residuos | . . . 1 , o0 9 9 o.0eq . 1 . . . | . . . 1

Grafico 1. ANOVA para actividad antimicrobiana
El Grafico 2 muestra que los datos ingresados al programa estadistico

Statgraphics, tomando valores maximos y minimos y la mediana, se encuentra

en el medio dando una distribucion asimétrica.

Grafico Caja v Bigotes
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24 25 26 27 28 29 30
Actividad antimicrobiana

Graéfico 2. Caja de bigotes de actividad antimicrobiana

Habiendo obtenido diferencia significativa en la prueba ANOVA de un solo factor, se
paso a realizar la prueba de t- Student para determinar si hay una diferencia estadistica

significativa entre las medias del tamafio de los halos de inhibicion entre el grupo 2 y
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grupo 3, de acuerdo a la Tabla 15, se puede observar que entre el grupo 1 que uso la
concentracion de mufa al 1 % y el grupo 2 que uso la concentracion de mufia al 2 %,
valor de P es igual a 0.069, puesto que el valor-P de la prueba es mayor que 0.05, por

lo tanto no existe diferencia significativa entre ambos grupos analizados.

Tabla 15. Prueba t- Student de los grupos con concentraciones de aceite de
Muda al 1% y 2%

Prueha de Levene de igualdad

de varianzas prugbat paralaigualdad de medias
) ) §5% de intervalo de confianza
Diferencia de e la diferencia
Diferencia de fesy,
F Sig. t ql Sig. (hilateral) medias estandar Inferior Superior

efact  Se asumenvarianzas 12 A -2 463 4 it -1 56667 63596 -3,33237 19904

iguales

Mo g8 asumen varianzas -2 463 3228 085 -1,56667 63596 -151204 37870

iguales

Con respecto al grupo 2 que uso la concentracion de mufia al 2% y el grupo 3 que uso
la concentracion de mufia al 3 %, en la Tabla 16 se puede observar que el valor de P
esigual a0.022, puesto que el valor-P de la prueba es menor que 0.05, existe diferencia
significativa, por lo tanto, la biopelicula con concentracion de aceite esencial de Mufia

al 3 % es significativamente diferente a las demas.

Tabla 16. Prueba t- Student de los grupos con concentraciones de aceite de
Muina al 2 %y 3%

Prueha de Levene de igualdad

de varianzas pruehatpara laigualdad de medias
) ) 95% da intervalo de confianza
Diferencia de de |a diferencia
Diferencia de desy.
F Sig. t 0l Sig. (hilateral) medias astandar Inferior Superior

gfact  Se asumenvarianzas 174 257 -31619 4 022 -2 46667 68150 -4 35882 - 57451

iguales

Mo se asumen varianzas 3619 3,058 035 -2 46667 68150 -4 61243 -32090

iguales

Con respecto al grupo 1 que uso la concentracién de mufiaal 1 %y el grupo 3 que uso
la concentracion de mufia al 3 %, en la Tabla 17 se puede observar que el valor de P

esigual a 0,008, puesto que el valor-P de la prueba es menor que 0.05, existe diferencia
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significativa, por lo tanto, la biopelicula con concentracion de aceite esencial de Mufia

al 3 % es significativamente diferente a las demas.

Tabla 17. Prueba t- Student de los grupos con concentraciones de aceite de
Munaal1 %y 3 %

Prueba de Levene de igualdad

de varanzas pruebatparalaigualdad de medias
] } §5% de intervalo de confianza
o Diferencia de de la diferencia
Diferencia de desv.
F Sig. ! il Sig. (pilateral) medias estandar Inferior Superior

pfect  5e asumenvarianzas N7 750 -4956 4 o8 -4,03333 Rk -6,29272 -1,77394

iguales

Mo se asumen varianzas -4 856 3967 008 -4.03333 81377 -6,30006 -1,76661

iguales

En el gréfico 4, se puede observar como el grupo 3 que es la biopelicula de quitosano

con aceite esencial de mufa al 3 % muestra una diferencia estadistica significativa ante

las demas.

30
25

20

95% Cl concentra

1,0 L2 -3 o

24.20 2510 26.10 26.20 2660 27.30 28.00 29.50 30.00

efect

Grafico 3. Prueba de t-Student.

Existen diferentes trabajos de investigacion que han demostrado el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis, como los de Carhuapoma
etal. (2009)%7, quienes validaron la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial

de Minthostachys mollis, demostrando en manera cuantitativa su efecto
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antimicrobiano frente a cuatro cepas Gram negativas (-) como Shiguella dysenteriae,
Helicobacter pylori, Salmonella tiphy y Pseudomona aeruginosa, Camacho (2011)%
que estudid el efecto antibacteriano de la mufia (Minthostachys setosa) frente a
Escherichia coli y Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, concluyendo que el aceite esencial tiene actividad antimicrobiana, también
Torre Negra et al., (2016) (2015)%1% confirmaron en sus estudios que la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a cepas bacterianas

de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Scherichia coli.

Efecto antioxidante
Para poder determinar el efecto antioxidante usando espectrofotdmetro es necesario
tener una curva patron la cual se muestra en la Tabla 18 el cual muestra los resultados

de la curva de calibracion.

Tabla 18. Datos obtenidos en el espectrometro para la construccion de la

curva de calibracién y controles.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Nro. Muestra Um TE Abs %lnhibicion
1 200 0.975 6.75210406
2 400 0.890 14.8814078
3 600 0.785 24.9234889
4 700 0.745 28.7490436
5 900 0.701 32.9571538
CT1 1.048
CT2 1.053
CT3 1.036
PROMEDIO 1.0456
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Gréfico 4. Curva de calibracion en base a la concentracién y % de inhibicion.

Evaluamos la capacidad antioxidante partiendo de la curva de calibracion de
referencia (Grafica 5), usando una concentracion conocida de Trolox nos dio
determinadas absorbancias para poder hallar el porcentaje de inhibicion con el
promedio de los controles. De los resultados obtenidos vemos que, a concentraciones
de 700, 800, 900 um TE obtenemos un % de Inhibicion mayor al 15 %, la cual es mas
recomendable como lo indica Granados (2012)3* para poder determinar que la
biopelicula si tiene actividad antioxidante, partiendo de estas concentraciones se tomo
como factores de dilucion 1/1, 1/5, 1/19 y 1/20, al momento de trabajar con las
biopeliculas. De la curva de calibracion puedo hallar la formula para comprobar el
manejo del operador resultando asi un valor de R? = 0.9771 y se sac6 un promedio

como se muestra en la Tabla 19.

Tabla 19. Tabla de resultados del promedio del porcentaje de inhibiciéon de

las biopeliculas

Muestra Absorbancia %0 Inhibicion Promed
DiluciO Ra Rb Rc Ra Rb Rc 10
N %INH
P1 1 0.946 0.94 0953 2.8082 2500 2.089 2.47
9 0
P2 1 0935 092 093 25026 4.066 3.024 3.19
7
P3 1 0.944 0.95 0.948 4.4212 3.307 4.016 3.92
4 5 5 62
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Otros autores al realizar sus ensayos estadisticos obtuvieron resultados satisfactorios,
como se ve en la (Tabla 20).

Tabla 20. Resumen Estadistico para Actividad antioxidante.

Biopelicula Capacidad Referencia
Inhibitoria %
QUITOSANO + 28.96 - 11.64 Nevena (2015)
CERA DE ABEJA
QUITOSANO 7.8 - 66.6 Sameh (2018)
QUITOSANO + Set-16 Elchinger (2017)
PEPTOIDES

En estos resultados evaluamos la capacidad de eliminacion del radical libre 2,2-difenil-
1-picrilhidracilo (DPPH) ya que este es un radical estable coloreado y tiene la
capacidad de aceptar protones obtenidos de entidades oxidante en este caso nuestra
biopelicula puede ser o no captadora de radicales libres que actian como atomos de
hidrogeno o donadores de electrones y asi ver si hay o no decoloracion total debido al
maximo atrapamiento de radicales DPPH. En los siguientes estudios como reporta
Nevena (2015)%° en sus biopeliculas, los valores del porcentaje de inhibicion teniendo
como mayor porcentaje 28.96 % y 11.64 % el minimo. De la misma manera Sameh
(2018)'*! reporta como mayor porcentaje 66.6 + 0.3 y 7.8 + 0,4 como menor valor en
su andlisis de varianza. Elchinger (2017)2 publica un articulo en relacién a la
actividad antioxidante del quitosano registrando un porcentaje entre 9 y 16 % que al
adicionar peptoides en un mayor tiempo logra una mejor captacion de radicales libres.

De nuestras absorbancias podemos observar que tienen cierta relacion con los
controles realizados en la curva de calibracion, pero nuestros porcentajes de inhibicion
son muy bajos registrando valores que no muestran, efecto de la capacidad
antioxidante, estos resultados se ven a primera instancia en muestras no diluidas; los
valores registrados en las muestras diluidas tienen un rango mucho mas bajo, por lo
que no es necesario considerar. El quitosano aparenta tener capacidad antioxidante,
pero es importante mencionar que se puede ver afectada esta capacidad, por los grupos
NH: al ser bloqueados por el procedimiento en el desarrollo de la biopelicula, ademés
el aceite de mufia en conjunto aporta cierta cantidad pero en conjuncion con el
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quitosano mas otros factores como tiempo, luz y la variabilidad puede haber afectado

el resultado ya que al tener una cantidad tan minima cualquier factor puede disminuir

su capacidad antioxidante.

Resultados estadisticos en el STATGRAPHICS.

Mediante el programa de Statgraphics se procesaron los datos obtenidos del efecto

antioxidante como se muestra en la Tabla 21.

Tabla 21. Resumen Estadistico para Actividad antioxidante.

Concentracio | Recuent | Promedi Desviacion | Coeficiente de | Minimo
n de muina 0 0 Estandar Variacion
1 3 69.2009 9.22788 13.3349% 59.5663
2 3 89.0509 18.9347 21.2627% 73.5283
3 3 106.265 14.4176 13.5677% 90.7278
Total 9 88.1722 | 20.5157 23.2678% 59.5663

La Tabla 22 ANOVA descompone la varianza de Actividad antioxidante en dos
componentes: un componente entre grupos y un componente dentro-de-grupos. La
razon-F, que en este caso es igual a 4.75195, es el cociente entre el estimado entre
grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la razon-F es mayor
o igual que 0,05, no existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media
de Actividad antioxidante entre un nivel de Concentracion de Mufia y otro, con un
nivel del 95.0 % de confianza (Grafico 5).

Tabla 22. ANOVA para Actividad antioxidante por Concentracion de muiia.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre grupos (2064.07 2 |1032.03 4.75 0.0580

Intra grupos (1303.09 6 (217.181

Total (Corr.) |3367.15 8
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Grafico 5. De ANOVA en el efecto antioxidante.
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CONCLUSIONES

PRIMERA. De acuerdo a los resultados obtenidos del trabajo de investigacion se
concluye que, la biopelicula compuesta por quitosano a partir de exoesqueletos de
camaron y aceite esencial de Mufia (Minthostachis mollis) confiere un efecto
antimicrobiano ante la cepa Echerichia coli obteniendo asi una diferencia significativa
menor (p<0.05) a diferencia del efecto antioxidante el cual, no reportdé diferencia
significativa.

SEGUNDA. Se logré un 6ptimo proceso de fermentaciéon y extraccion de quitina
obteniendo un 94 % de desmineralizacion mediante el método de cenizas y un 33 %
de desproteinizacion siguiendo la metodologia de Kjeldahl, dandole un valor agregado
a estos desechos.

TERCERA. La extraccion del quitosano del exoesqueleto de Cryphiops
caementarius (Camaron de rio) recolectado de la zona de Corire de la region Arequipa,
obtuvo un rendimiento de 58.5 % en peso y un grado de desacetilacion del 80.84 % el
cual fue obtenido en base a la N-acetilacion. Dando un valor agregado como material
biolégico para su utilizacion, debido a su estructura como Se muestra en su
caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR),
mostrando sus grupos caracteristicos de amida (I y I1), hidroxilos y la presencia de la
tension C-O, caracteristica del quitosano.

CUARTA. Se logro la extraccion de aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia)
a partir de hojas secas, utilizando el método de destilacion por arrastre de vapor de
agua, con un rendimiento de 0.48 %. Existe un rango aproximado en el rendimiento
de aceites entre 0.01 — 2.00 %, colocando nuestro resultado dentro del rango
establecido.

QUINTA. Al comparar el efecto antimicrobiano de las biopeliculas elaboradas a
partir de quitosano con diferentes concentraciones de aceite de mufia (1%, 2% y 3%),
se evidencié un mayor efecto inhibitorio en la biopelicula al 3% frente a la cepa
bacteriana Echerichia coli. Este resultado fue visto en el anlisis estadistico
concluyendo asi una diferencia significativa de la biopelicula al 3% frente a las demas
concentraciones.
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SEXTA. A partir de la evaluacion del efecto antioxidante, no se logro obtener
resultados positivos, ya que el efecto antioxidante de la biopelicula a diferentes
concentraciones de esencial de mufia puede perder debido a factores fisicos a los cuales

fue sometida la biopelicula, por lo que requiere un mayor analisis.

RECOMENDACIONES

Ampliar estudios de investigacion sobre la produccion de biopeliculas de quitosano
con aceite de mufia como un empaque natural para cubrir frutos, mejorando y
optimizando las concentraciones de quitosano y aceite esencial, para lograr un
bioempaque mucho maés resistente y con propiedades que favorezcan a la industria

alimentaria.

Extraer el quitosano aprovechando los desechos de crustaceos provenientes de
industrias 0 negocios pesqueros, como alternativa de innovacion en el desarrollo de
productos con valor afiadido y un potencial desarrollo de una planta de economia
circular a partir de productos marinos y de la misma forma con la extraccion de aceites
esenciales a partir de residuos agroindustriales tales como las cascaras de frutos

citricos.

Orientar este trabajo de investigacion en la agrobiodiversidad peruana, siendo un
ejemplo, el uso de estas biopeliculas con diferentes aceites esenciales y su potencial
uso para la aplicacion en cultivos nativos tales como aguaymanto, uva, licuma,
etcétera con el fin de prevenir infecciones de una manera natural contra diversos

hongos y bacterias comunes y por ende evitar la pérdida de grandes campos de cultivo.

Mediante este trabajo se promueve a que estudios posteriores se enfoquen en un
analisis mas profundo sobre las propiedades y efectos de la biopelicula compuesta por
quitosano y aceite de mufa.

Evaluar el comportamiento del aceite esencial de mufia que fue incorporado a la
biopelicula ya que este presenta fenoles lo que beneficia a la captacion de radicales
libres por lo que seria recomendable estudiar el porqué de su inactivacion al momento
de mezclarse con la biopelicula e inhibir su capacidad antioxidante.
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ANEXOS

ANEXO 1
Tabla ANOVA para el efecto antimicrobiano por Concentracion de muia
Fuente Suma de Gl |Cuadrado Medio |Razon-F Valor-P

Cuadrados
Entre grupos |24,8067 2 12,4033 16,20 0,0038
Intra grupos |4,59333 6 |0,765556
Total (Corr.) |29,4 8

PRUEBA NO PARAMETRICA
Prueba de Kruskal-Wallis para Actividad antimicrobiana por Concentracion de

mufa
Concentracion de |Tamafio Rango
mufia Muestra Promedio
1 3 2,0
Z 3 5,0
3 3 8,0

Estadistico = 7,2 Valor-P = 0,0273237

La Prueba de Kruskal-Wallis la cual compara las medianas en lugar de las
medias.

La prueba de Kruskal-Wallis evalla la hipétesis de que las medianas de
Actividad antimicrobiana dentro de cada uno de los 3 niveles de
Concentracion de mufia son iguales. Primero se combinan los datos de todos
los niveles y se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula el rango (rank)
promedio para los datos de cada nivel. Puesto que el valor-P es menor que
0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medianas
con un nivel del 95,0% de confianza.
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1-2

Estadisticas de grupo

Desv. Desv. Error
concentra [+l Media Desviacian promedio
efect 1 3 251333 95044 54874
2 3 26,7000 Ralalarg=] 32146
2-3
Estadisticas de grupo
Desv. Desv. Error
concentra [ Media Desviacidn promedio
efect 2 3 26,7000 5EE6TE 2146
3 3 28 1667 1,04083 60093
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene de igualdad
de varianzas pruebatpara laigualdad de medias
95% de intervalo de confianza
Diferencia de de la diferzncia
Diferencia de desy
F Sig t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
efect  Seasumenvarianzas 1,741 257 -3.619 4 022 -2,46667 68150 -4,35882 -57451
iguales
Mo se asumen varianzas -3.619 3,058 035 -2,46667 68150 -4,61243 -,32090
iguales
1-3
Estadisticas de grupo
Desv. Desy. Error
concentra [ Media Desviacidn promedio
efect 1 3 251333 95044 54874
2l 3 291667 1,04083 60093
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene de igualdad
de varianzas pruebat para laigualdad de medias
95% de intervalo de confianza
Diferencia de de la diferzncia
Diferencia de desy
F Sig. t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
efect  Se asumenvarianzas AT 750 -4 956 4 008 -4,03333 81377 -6,29272 -1,77394
iguales
Mo se asumen varianzas -4 956 3,967 008 -4,03333 81377 -6,30006 -1,76661

iguales

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




