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Resumen

Actualmente, existen alternativas para la sustitucidn de polimeros sintéticos utilizados en la industria
de alimentos, como los polimeros naturales. En esta investigacidn, se extrajo quitina de la exuvia de
Hermetia illucens y se realizd un proceso de desacetilacién para obtener quitosano, el cual posee
capacidades antimicrobianas, al igual que el aceite esencial de romero. Se evalud el efecto de la
relacion quitosano: gelatina y el porcentaje de aceite esencial en las propiedades mecanicas y de
barrera. Se determind su capacidad antimicrobiana contra Escherichia coliy Salmonella Typhimurium.
Se utilizd un Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial 2 x 2. El rendimiento de la extraccidn
de quitosano, grado de des acetilacién, grosor, resistencia a la perforacién, Médulo de Young,
opacidad, solubilidad en agua y PVA para las peliculas fueron de 16.67 £ 1.03%, 84.44 + 1.23%, 0.19 +
0.005 mm, 49.02 £ 2.51 N/mm, 7.89 + 0.67 GPa, 11.90 £ 1.04, 94.82 * 4.46% y 0.40755 + 0.026085
g/dia*m*kPa, respectivamente. La adicién de 3% aceite esencial redujo el grosor y Médulo de Young.
Las peliculas con 60% quitosano y 1% aceite esencial tuvieron un mayor espesor. La inclusién de 3%
aceite esencial y una relacion 60:40 quitosano: gelatina provocd una mayor resistencia a la
perforacidn. Las peliculas con 60% quitosano obtuvieron los menores valores de solubilidad y mayores
valores de PVA. El quitosano tuvo un mayor efecto en el halo de inhibicién contra Escherichia coli. Los
resultados recopilados incentivan la aplicacién de este tipo de pelicula como empaque activo debido
a su capacidad antimicrobiana.

Palabras clave: grado de desacetilacion, polimero, propiedades mecanicas, PVA, Salmonella

Thyphimurium.



Abstract

Currently, there are alternatives for the substitution of synthetic polymers used in the food industry,
such as natural polymers. In this research, chitin was extracted from the exuvia of Hermetia illucens
and a deacetylation process was carried out to obtain chitosan, which has antimicrobial capacities, as
well as the rosemary essential oil. Therefore, the effect of the chitosan: gelatin ratio and the
percentage of essential oil on the mechanical and barrier properties was evaluated. Its antimicrobial
capacity against Escherichia coli and Salmonella Typhimurium was determined. A Completely
Randomized Design with 2 x 2 factorial arrangement was used. The chitosan extraction yield, degree
of deacetylation, thickness, puncture resistance, Young's Modulus, opacity, water solubility and WVP
for the films were 16. 67 + 1.03%, 84.44 + 1.23%, 0.19 + 0.005 mm, 49.02 + 2.51 N/mm, 7.89 + 0.67
GPa, 11.90 + 1.04, 94.82 + 4.46% and 0.40755 * 0.026085 g/day*m*kPa, respectively. The addition of
3% essential oil reduced the thickness and Young's modulus. Films with 60% chitosan and 1% essential
oil were thicker. The inclusion of 3% essential oil and a 60:40 chitosan:gelatin ratio had larger puncture
resistance. Chitosan had a greater effect on the inhibition halo against Escherichia coli. Films with 60%
chitosan had the lowest solubility values and the highest WVP values. The results compiled encourage
the application of this type of film as active packaging due to its antimicrobial capacity.

Keywords: degree of deacetylation, mechanical properties, polymer, Salmonella

Typhimurium, WVP.
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Introduccidn

Los plasticos son polimeros sintetizados a partir de compuestos organicos. Por su versatilidad,
su facil acceso y su bajo costo, los plasticos poseen diversos usos y aplicaciones. Dentro de las
principales aplicaciones se encuentra el empaquetado de alimentos. El polietileno de baja densidad
es un plastico utilizado cominmente para la elaboracién de empaques de alimentos congelados. Asi
mismo, se utiliza en la industria de alimentos el poliestireno, el polipropileno, el policloruro de vinilo
y el policloruro de vinilideno. Actualmente, existe una problematica de contaminacién a nivel mundial
debido a los residuos generados en diferentes sectores de la industria. El agua, aire y suelo se ven
afectados por esta contaminacidn, siendo esta una situacién grave (Frias et al. 2003). En el afio 2019,
la produccidn de residuos de envases plasticos fue de 353 millones de toneladas (OCDE 2022).

Debido a que los plasticos no pueden ser degradados por el entorno, representan un mayor
problema, ya que no se descomponen ni se oxidan a medida que transcurre el tiempo (Frias et al.
2003). No obstante, existen otras alternativas de polimeros biodegradables que estan sustituyendo a
los pldsticos comunes. La quitina es uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza después
de la celulosa. A partir de un proceso de desacetilacidon de la quitina se obtiene el quitosano; dicho
proceso consiste en la eliminacidn de los grupos acetilo. La quitina se encuentra en componentes
estructurales como en las paredes celulares de los hongos, algas y levaduras; en exoesqueletos de
crustaceos, moluscos e insectos (Ortega Cardona y Aparicio Fernandez 2020). Por lo tanto, la quitina
es una potencial fuente de materia prima para la elaboracidon de empaques biodegradables (Vanegas
Hinojosa 2014).

Por causa del crecimiento de la poblacién mundial, la industria alimentaria busca nuevas
estrategias para la produccidn y distribucion de alimentos. Una de las alternativas viables que se ha
implementado es la produccién de insectos para la alimentacion humana y animal. En la actualidad,
existe un gran interés en la mosca guerrera, Hermetia illucens, debido a su valioso perfil nutricional.
Las larvas de Hermetia illucens contienen en promedio un 40% de proteina y un 35% de grasa

(Arroyave Sierra et al. 2019). Durante el procesamiento de Hermetia illucens para la produccion de
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alimentos se obtiene como subproducto material que contiene quitina (Khayrova et al. 2019). Por lo
tanto, dicho contenido de quitina puede ser aprovechado como materia prima para la produccion de
bioempaques.

El quitosano posee compuestos que le proporciona capacidades antimicrobianas, lo cual, le
permite inhibir el crecimiento de un amplio espectro de microorganismos. Esto se atribuye a la
capacidad quelante y a la presencia de un grupo amino con carga positiva que puede interactuar con
los compuestos de carga opuesta y que estan presentes en la superficie de los microorganismos (Ayala
Valencia 2015). Asi mismo, en la literatura se ha reportado que este biopolimero posee capacidad
antifungica que le permite suprimir la esporulacidn y posterior produccién de esporas. Esta capacidad
antimicrobiana puede ser reforzada a través del uso sustancias naturales como los aceites esenciales
gue potencian la actividad antimicrobiana del quitosano (Scartazzini et al. 2019).

En la dltima década, se ha incrementado el uso de productos naturales con el objetivo de la
conservacién de alimentos. Acorde con Montoya Cadavid (2010), los aceites esenciales se definen
como sustancias aromaticas altamente concentradas que provienen de una mezcla de componentes
volatiles y productos del metabolismo secundario de las plantas, compuestos en su mayor parte por
hidrocarburos del grupo de los terpenos. La extraccion de estos aceites esenciales de determinadas
hierbas como el orégano, mostaza, romero, entre otros, han sido utilizados con fin de contrarrestar
los efectos nocivos de ciertos patdogenos. De acuerdo con Zaouali et al. (2010), la capacidad
antimicrobiana de los aceites esenciales de romero se debe por la presencia de monoterpenos en su
composicion.

Esta investigacion se fundamentdé en la caracterizacion y evaluacién de la efectividad
antimicrobiana de peliculas de quitosano extraido de Hermetia illucens reforzado con aceite esencial
de romero; por lo tanto, los objetivos planteados en esta investigacion fueron los siguientes:

Definir el grado de desacetilacién del quitosano extraido de Hermetia illucens, determinar las
propiedades fisicas, mecanicas y de barrera de las peliculas de quitosano extraido de Hermetia illucens

reforzado con aceite esencial de romero y evaluar la capacidad antimicrobiana de las peliculas del
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quitosano extraido de Hermetia illucens y reforzado con aceite esencial de romero contra Escherichia

coliy Salmonella Thyphimurium.
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Materiales y Métodos

Localizacién del Estudio

La investigacidn se realizd en la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano en el municipio de
San Antonio de Oriente, Francisco Morazan. La medicidn del grado de desacetilacion y la fabricacion
de las peliculas se llevd a cabo en el Laboratorio de Analisis de Alimentos de Zamorano. De igual forma,
se evaluaron las propiedades fisicas, mecanicas y de barrera de las peliculas en el mismo laboratorio.
Mientras que, los andlisis microbioldgicos se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de Zamorano.
Descripcion del Estudio

El estudio se desarrollé en cuatro etapas, la primera etapa consistié en la extraccion de la
quitina pristina de Hermetia illucens. La segunda etapa consistid en la preparacién y caracterizacién
del quitosano. La tercera etapa consistido en la elaboraciéon de la pelicula. En la cuarta etapa se
evaluaron las propiedades fisicas, mecanicas y de barrera de las peliculas, asi como su capacidad
antimicrobiana.
Materiales y Equipos

Para la elaboracidn de la pelicula se utilizaron los siguientes materiales: 1) La gelatina B 275
Bloom (Gelnex®, Brasil) se adquirié de un proveedor local. 2) La exuvia de Hermetia illucens se adquirid
del Laboratorio de Entomologia de Zamorano. 3) El glicerol se obtuvo de la empresa “Dimelab
(Honduras)”. 4) El aceite esencial de romero proveniente de la empresa “Aura Cacia (Estados Unidos)”
5). El acido acético glacial proviene de la empresa “EMSURE®”. 6) Los filtros de papel de celulosa de
algododn alfa provinieron de le empresa “Advantec®”.

En el Cuadro 1 se pueden observar los equipos utilizados en el presente estudio, con sus

respectivas marcas.



Cuadro 1

Equipo y marca para realizacion del estudio.

14

Equipo Marca
Balanza analitica OHAUS Adventure
Molino Foss CT193 Cyclotec
Estufa con agitador magnético Barnstead Thermolyne Cimarec
Horno NOPCO
Horno de Conveccién Binder
Bomba al Vacio Buchi
Micrémetro Digital Mitituyo

Analizador de Textura
Espectrofotometro
Incubadora
Sonificador

Licuadora

Mechero

Brookfield CT3 4500
Agilent Cary 8454
Thermolyne
Fisher Scientific FS14
Kitchen Aid

Extraccion de Quitina Pristina

Se adopto el proceso de extraccion de quitina pristina descrito por Khayrova et al. (2019), con
modificaciones. Se extrajo la quitina pristina en cuatro etapas. La primera etapa consistié en el
triturado de la exuvia de la mosca guerrera. Luego de la obtencién de una particula mas pequefia de
la exuvia, en la segunda etapa se realizd un proceso de desgrasado. Posterior a ello, se realizé un
proceso de desmineralizacion y, por ultimo, se realizé6 un proceso de desproteinizacién. En este

proceso, se sustituyo la liofilizacidn por deshidratacién al vacio (60 °C).

Clasificacion y Triturado

Para la extraccidén de quitina pristina se realizé una clasificacién de las muestras en donde se
removid cualquier impureza presente. Posterior a ello, se triturd la exuvia con el objetivo de reducir
el tamafio de particula para incrementar la eficiencia de los procesos posteriores. Se procesé por
medio de una licuadora marca Kitchen Aid con las siguientes especificaciones: licuadora de 100 mm

de ancho, 107.9 mm de profundidad y 222.2 mm de altura.
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Desgrasado

Luego de obtener un menor tamafio de particula por medio del triturado, se comenzé con el
proceso de desgrasado. De acuerdo con Khayrova et al. (2019), se afiadié 500 mL de cloroformo:
metanol (CHCls: CH3OH; 7:3) de solucién en un cubilete de 1000 mL con 100 g de exuvia de larva
triturada. Luego, se agitd durante 4 horas a una temperatura 20 °C. Por ultimo, se realizd un proceso
de filtracion a través de un filtro de vidrio y se lavd con 50 mL de mezcla organica y se le aplicé un

deshidratado al vacio a 60 °C.

Desmineralizacion

Posterior al desgrasado, se realizd un proceso de desmineralizacion. Se agregaron 1000 mL de
HCl al 2% (v/v) al material obtenido y se dejé reposando por 2 horas a 20 °C. Luego se realiz6é un
proceso de filtracidn para separar los sélidos a través de un filtro de vidrio. Por ultimo, se lavd con

1000 mL agua destilada y se realizé un deshidratado al vacio a 60 °C.

Desproteinizacion

Luego de obtener un material desgrasado y desmineralizado, se realizd6 un proceso de
desproteinizado. Para ello, se agregd 250 mL de NaOH al 5% (p/v) en un cubilete de 500 mLcon 20 g
de biomasa desmineralizada. Posterior a esto, se realizdé un bafio Maria a una temperatura de 50 °C
por 2 horas con agitacion ocasional. Luego, se saco del recipiente y se realizé un proceso de filtracidn.
Mas adelante, se realizd un lavado con agua destilada hasta obtener un pH neutro. Por ultimo, se
realizd un deshidratado al vacio a 60 °C.

Preparacidn y Caracterizacion del Quitosano

Desacetilacion

Al obtener la quitina pristina, se realizd un proceso desacetilacion. Este proceso consistié en
la eliminacién de un grupo acetil (C=0-CHs) dando lugar al grupo amino (NH,). Se agregd una solucion

de NaOH al 50% (p/v) a 7.5 g de quitina pristina. Luego, se dejo reposar a una temperatura ambiente
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(20 °C) por 30 minutos. Posterior a ello, se colocé la muestra en un bafio en agua a una temperatura
de 100 °C durante dos horas con agitacién ocasional. Luego, se filtrd y lavd hasta llegar a un pH neutro
con agua destilada y se realizé un deshidratado al vacio a 60 °C. Por ultimo, se triturd la muestra en
un molino FOSS CT193 Cyclotec con el fin de reducir el tamafio de particula de la muestra, haciendo
uso de un tamiz de 150 um. Todo el proceso realizado a la quitina pristina y el quitosano se adopté de
la metodologia descrita por Khayrova et al. (2019) y se resume en la Figura 1.

Figura 1

Flujo de Proceso de Extraccion de Quitina Pristina y Preparacion de Quitosano.

INICIO Obtencién de las exuvias de la mosca Clasificacién, pesado y trituracién de Desgrasado en solucién de cloroformo:
guerrera (Hermetia illucens) ™ 100 gramos de exuvia ™| metanol (7:3) durante 4 horas a 20 °C

] Secado al vacio a 60 °C l«— Filtracién y lavado con mezcla organica

Desmineralizacién en solucién de HCL al
2% y dejar reposar por 2 horas a 20 °C

v

Filtracion y lavado con agua destilada —» Secado al vacio a 60 °C —=

Desproteinizacién en solucién de NaOH
al 5% durante 2 horas a 50 °C

A

Desacetilacién en NaOH al 50%. Dejar

reposar por 30 minutos a 20 °C. Colocar Filtracién y lavado con agua destilada

la muestra en un bafio en agua durante 2 1 Secado al vacio a 60 °C hasta llegar a pH neutro
horas a 100°C
Filtraciéon y lavado con agua destilada »
y g Secado al vacio a 60 °C _— FIN

hasta llegar a pH neutro

Grado de Desacetilacion

Posterior al obtener el quitosano se determind el grado de desacetilacidon del quitosano
extraido de Hermetia illucens a través de un analisis potenciométrico. Para determinar el contenido
de grupos aminos de ambas muestras de quitosano se realizé una titulacion potenciométrica acido-
base por duplicado. Se utilizd 20 mL de HCl 0.3M (v/v) y se titulé con una solucién de NaOH 0.1M (p/v).
Para ello, se disolvid 0.5 g de quitosano en 20 mL de HCI 0.3M. Para aumentar la eficiencia de la
titulacién, se dejé reposar durante 36 horas a una temperatura de 4 °C con el fin de permitir la

hidratacion total de las moléculas.
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Después de 36 horas, se comenzd con el proceso de titulacidn a través de método propuesto
por Broussignac (1968), con modificaciones. Esta consistié en medir las variaciones de los valores de
pH al titular una soluciéon de quitosano (Huaracha Canaza 2016). La disolucién se titulé con una
solucion de NaOH 0.1 M y se medid el cambio de pH cada 2 mL. La titulacién se realiz6 de manera
lenta y con agitacién continua para homogenizar la solucidn.

Con los datos obtenidos se desarrollé una representacién grafica de cambio de pH versus el
volumen gastado de NaOH 0.1 M. La representacién grafica se desarrollé en el programa Microsoft
Excel donde se obtuvo los puntos de inflexién, los cuales permitieron determinar el porcentaje de
grupos aminos presentes en la estructura de la macromolécula. La concentracién del grupo amino se

determiné por la Ecuacion 1.

161(Y - X)

%NH2 = W

Donde:

Y= Punto de inflexién mayor (mL).

X= Punto inflexién menor (mL).

f= Molaridad de la solucion de NaOH.

W= Peso de la muestra (g).

16.1= Valor relacionado con el peso equivalente del quitosano.

Elaboracion de Peliculas
Elaboracion de Solucion de Quitosano al 1%

La solucién de quitosano se realizd a través del método descrito por. Triunfo et al. (2022). Se
pesd un gramo de quitosano y a la vez, se midié 99 mL de agua destilada y se agregd 1% de acido
acético, debido a que el quitosano se caracteriza por ser insoluble en agua y soluble en acidos
organicos. Posterior a ello, se mezclé el quitosano en una concentracion de 1.0 (p/v) con la soluciéon

de acido acético al 1% (v/v) hasta alcanzar la temperatura de 60 + 2 °C en agitacion constante. Cuando
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alcanzd la temperatura mencionada anteriormente, se dejé enfriar y se mantuvo en constante

agitacion a 400 rpm por 24 horas para obtener una mejor solubilizacidon de las moléculas.

Elaboracion de Solucion de Gelatina al 2%

La solucion de gelatina se realizé a través del método descrito por Sakthiguru y Sithique (2020)
con modificaciones. Se pesé dos g de gelatinay a la vez, se midié 100 mL de agua destilada. Posterior
a ello, se mezcld la gelatina en una concentracion de 2.0 (p/v) a una temperatura de 60 + 2 °C en
agitacién constante. Debido a que es una proteina, al mantenerlo en agitacién constante y a altas
temperaturas se formé burbujas de aire, por lo tanto, se sometid la solucion de gelatina a un
tratamiento con ultrasonido durante 10 minutos con el objetivo de eliminar esas burbujas, etapa que

fue agregada al proceso.

Elaboracion de las Peliculas por el Método de Casting

Se realizaron pruebas preliminares para establecer la formulaciéon de cada tratamiento. La
formulacion final se muestra en el Cuadro 2. Se utilizé el método de casting (Vaciado en Placa) para la
elaboracion de la pelicula. Este método consiste en un proceso de elaboracidn en el cual un material
liguido es vaciado en un molde y luego se solidifica a un determinado tiempo , temperatura y humedad
controlada para formar peliculas homogéneas (Wang et al. 2021). Para la elaboracion de la pelicula se
mezcld la solucion de quitosano al 1%, solucion de gelatina al 2%, el aceite esencial y el glicerol en un
beaker. Posterior a ello, se colocd en una plancha magnética con agitacién constante hasta alcanzar
una temperatura de 80 £ 2 °C a 350 rpm. En caso de formacidn de burbujas, se introdujo al sonificador
por 10 min y se dejé enfriar hasta que alcanzé una temperatura de 50 °C. Luego se vertid la solucion
(0.70 g/cm?) en platos Petri. Seguidamente, se secd a 55 °C durante 36 horas en la incubadora.
Finalmente, se almacenaron las peliculas a 22 °C. El proceso de la elaboracién de las peliculas se

resume en la Figura 2.
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Figura 2

Flujo de Proceso de Elaboracion de Pelicula.

Solucién de quitosano al 1%
Solucién de gelatina al 2%
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v
Almacenamiento a 22 °C —»@
Cuadro 2
Formulacion para Elaboracion de las Peliculas, Segun Tratamiento.
Solucién de Solucién de Aceite esencial de
Tratamient . . Gli I (%
ratamiento Quitosano (%) Gelatina (%) Romero (%) icerol (%)
TRT1 48.875 48.875 1.000 1.250
TRT2 57.450 38.300 3.000 1.250
TRT3 58.650 39.100 1.000 1.250
TRT4 47.875 47.875 3.000 1.250

Nota. TRT = tratamiento. % = porcentaje.

Caracterizacion de la Pelicula

Se realizd analisis fisico-mecanicos, quimicos y de barrera a cada tratamiento de la pelicula.

Andlisis Fisico-mecdnicos

Se analizaron las propiedades fisicas y mecdanicas de interés haciendo uso de un analizador de
textura Brookfield CT3 4500. Para ello, se realizd una prueba de extensibilidad de las peliculas con el
fin de obtener la informacidn sobre el porcentaje de deformacidn, resistencia a la perforacién, fuerza

de tensién y Mdédulo de Young.

Grosor.

Se medid el grosor con un micrometro digital Mitutoyo (Modelo 293-348-30) con una
precision de + 0.001 mm. Se realizaron 15 mediciones en diferentes puntos al azar para determinar el

espesor promedio de cada pelicula.
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Resistencia a la Perforacion.

De acuerdo con el método propuesto Rocha (2009), para esta prueba se cortaron tiras de un
tamafio de 50 mm de longitud y 25 mm de ancho para cada pelicula y se analizé con el texturémetro
Brookfield CT3 4500 con una sonda TA44 de 4 mm de didmetro a una velocidad de 1 mm/segundo. La
fuerza de perforacién se calculé en base al desplazamiento de la sonda hasta lograr la rotura de la
pelicula. Asi mismo, se midié el grosor medio de cada pelicula para determinar la resistencia la

perforacidn segun la siguiente Ecuacion 2.

F
Resistencia a la perforacion (h)=Tp [2]

Donde:
h = Resistencia a la perforacién.
Fp = Pico de fuerza antes de la ruptura (N).

L = Grosor de la pelicula (mm).
Mddulo de Young.

Se determiné utilizando un texturémetro Brookfield CT3 4500, en conjunto con una sonda TA-
DGA. Se utilizé una distancia entre mordazas de 50 mm a una velocidad inicial de 1 mm/segundo. Para
ello, se corté tiras de 70 mm de largo y 10 mm de ancho de cada pelicula para poder determinar el
esfuerzo perpendicular necesario al estiramiento y la fractura de cada pelicula. La prueba de
elongacion permite obtener tres propiedades: fuerza de tensién a ruptura, deformacién y médulo de
Young. Se determind el estrés de tensidn, el cual consistid en una relacidn entre la fuerza necesaria
para romper la pelicula (N) y el drea de la seccién transversal de la misma (m?) (Vicentini 2003). El drea
transversal se calculd utilizando la informacion del grosor y ancho de las tiras.
Se registré y graficd los datos obtenidos de estrés de tensién (GPa) y deformacién para
determinar el médulo de Young (el resultado de este parametro se uso para determinar la pendiente

del drea lineal de la grafica). Para establecer el médulo de Young, se utilizé la Ecuacidn 3, y la tensién
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de estrés se calculé mediante la Ecuacién 4 y la deformacién en la ruptura por medio de la Ecuacién
5:

Tension de estrés (MPa)

Moddulo de Young = —
Deformacién

Tensién de estré cm 4
ension de estrés = —

2 4
Donde:
Cm= Carga maxima (N).

At= Area transversal de la pelicula (m?).

L-Lo
Deformacion lineal (%) = o X 100 [5]

Donde:
L =Longitud final.

Lo = Longitud inicial.
Opacidad.

Para la medicion de la opacidad aparente se adoptd el método utilizado por Shiku et al.
(2004). Para ello, se utilizd el espectrofotometro marca Agilent modelo Cary 8454. Luego, se configuré
la banda de longitud de onda de barrido de luz a 500 nm de absorbancia para cada pelicula.
Posteriormente, se calibrd el equipo, en donde se utilizé el aire como blanco. Por ultimo, para medir
la absorbancia, se coloco en la celda tiras de las peliculas con un tamafio de 50 mm de largo y 10 mm

de ancho. La opacidad se calculé utilizando Ecuacion 6.

AbS500

Opacidad =
pacida T

(6]

Donde:
Abssoo = Absorbancia.

T = grosor de la pelicula, (mm).
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Andlisis de Barrera

Se realizd analisis de solubilidad en agua y permeabilidad al vapor de agua de cada pelicula.

Solubilidad en Agua.

Se determiné a través del método E96-80 descrito por la norma ASTM (2002), se corté circulos
de cada pelicula con un didmetro de 20 mm, se registré el peso inicial y se colocé en cubilete con 30
mL de agua destilada, durante 24 horas con agitacidon constante. Posteriormente, se eliminé el agua
haciendo uso de un filtro para recuperar todos los sélidos provenientes de la pelicula. Se secé el
contenido obtenido después de la eliminacidn de agua en un horno a 105 °C por 24 horas.
Se registré el peso final luego del secado y se evalué el porcentaje de solubilidad mediante la Ecuacién

7.

%Solubilidad=< )xlOO [7]

Donde:
Pi = Peso inicial.

Pf = Peso final.
Permeabilidad al Vapor de Agua (PVA).

Se utilizé el método descrito por Gontard et al. (1992), en donde se corté circulos de 25 mm
de didmetro de cada pelicula, se registrd su peso y se insertd en la tapa de un vaso volumétrico con
30 mL de agua destilada. Se monitored y registro el peso de la pelicula a la misma hora durante nueve
dias consecutivos. Los datos obtenidos se graficaron y posteriormente se calculé la PVA utilizando la

Ecuacidn 8.

Donde:

m = Pendiente de la pérdida de peso de la pelicula en funcién del tiempo (g/dia).
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A = Area de permeabilidad (m?).
x = Grosor de la pelicula (m).

AP = Diferencia de presiones entre el gel de silicato (0 kPa a 25 °C) y el vapor de agua pura

(3.167 kPa a 25 °C).
Andlisis Microbiologicos

Para este analisis se usé el método del antibiograma disco-placa basado en el trabajo de Bauer
et al. (1966), en donde se utilizé las muestras de las peliculas individualmente contra dos bacterias
Gram negativa (Salmonella Typhymurium y Escherichia coli).

De acuerdo con Picazo (2000), el método de antibiograma disco-placa consiste en colocar en
la superficie del agar, previamente inoculada, discos impregnados con diferentes antibiéticos. Para
ello, se cortaron discos de 1 cm de didmetro de las peliculas con un bisturi esterilizado. Se inoculé cada
microorganismo con un hisopo en una placa con agar cuenta estandar. Posteriormente, se colocaron
los discos en contacto directo con el medio y se incubaron a una temperatura de 37 °C por 24 horas.

Al haber transcurrido las 24 horas, se determiné la zona de inhibicidn al medir el halo obtenido

con una reglay se le resto el didmetro de la pelicula para evaluar sus capacidades antimicrobianas.
Disefio Experimental

Se usé un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arreglo factorial 2 x 2 (Cuadro 3) y tres
repeticiones para el andlisis de la efectividad antimicrobiana, la evaluacidn de las pruebas fisicas,

mecanicas y de barrera de la pelicula. Se analizé un total de 12 unidades experimentales.
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Cuadro 3

Descripcidn de los tratamientos.

Tratamiento Quito?aerlliczlgr;Iatina Aceite esencial de Romero (%)
TRT1 50:50 1
TRT2 60:40 3
TRT3 60:40 1
TRT4 50:50 3

Nota. TRT = tratamiento. % = porcentaje.

Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados de las evaluaciones experimentales se utilizé el
programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.4®). Se hizo un andlisis de varianza (ANDEVA)
con un nivel de significancia de 95% y una probabilidad < 0.05. Se utilizd una separacién de medias
Duncan para determinar diferencias significativas entre los factores principales y LSMEANS para

evaluar las interacciones entre las variables independientes.
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Resultados y Discusion

Extraccidn de Quitina Pristina

Dado que la exuvia posee altos contenidos de lipidos (< 40%), se realizé un proceso preliminar
de desgrasado (Tan et al. 2021). Esto se debe a que los lipidos o componentes de cera dificultan el
proceso de hidrdlisis durante la reaccion de desacetilacién (Khayrova et al. 2022). Por lo tanto, al
utilizar una mezcla de solventes orgdnicos se extrajo los lipidos presentes en la exuvia y como
resultado se obtuvo en promedio 91.83 + 1.17 g de quitina desgrasada por cada 100 g de muestra
inicial (rendimiento = 91.83%). Esto concuerda con el estudio realizado por Khayrova et al. (2019), en
donde obtuvieron un rendimiento del 93.00% del material desgrasado.

Posteriormente, se realizé un proceso de desmineralizacidn. En este proceso se utilizé acidos
organicos con el fin de remover sales minerales, principalmente el carbonato de calcio. Segin Younes
y Rinaudo (2015), este tratamiento varia de acuerdo con el grado de mineralizacion de caparazon,
tiempo de extraccion, tamafio de particula, concentracion del acido y proporcion del solvente/soluto.
En la presente investigacion se obtuvo un rendimiento del 64.79% (59.50 + 3.94 g), por lo que se
asemeja al estudio realizado por Khayrova et al. (2019), donde obtuvieron un rendimiento del 59%.

Luego de haber concluido con el proceso de desmineralizacidn, se prosiguié con el
desproteinizado. Para ello, se utilizaron soluciones alcalinas para la extraccién de proteinas. A la vez,
se pueden implementar alternativas para este proceso, las cuales son realizar una desproteinizacion
enzimatica o microbiana (Bhavsar et al. 2021). En el caso del presente estudio, se obtuvo 39.50 + 1.17
g (rendimiento = 66.39%). Estos valores superan al estudio realizado por Khayrova et al. (2019), en
donde ellos tuvieron 25 g de quitina pristina (rendimiento = 45.00%).

Preparacidn del Quitosano

Al haber completado la de extraccidén de la quitina pristina, se prosiguié con la preparacion
del quitosano. Para ello, se realizé un proceso de desacetilacidon, en donde se utilizé una solucién
alcalina para remover los grupos acetilos. Este proceso le provee propiedades antimicrobianas debido

a que tienen la capacidad de realizar interacciones idnicas en la superficie y dentro de las células
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bacterianas (Jiang et al. 2021). Asi mismo, menciona que las cargas positivas del quitosano ionizan las
cargas negativas de la superficie de las células bacterianas provocando una lisis o ruptura de la pared
celular. Algunos factores que influyen en el proceso de desacetilacidon son las concentraciones de las
soluciones alcalinas, la temperatura, el tiempo y las condiciones atmosféricas (Younes y Rinaudo
2015). En la presente investigacidn, se obtuvo 17 + 1.03 g de quitosano (rendimiento = 42.19%). Esto
valores superan al estudio realizado por Khayrova et al. (2019), en donde ellos tuvieron 13 g de
quitosano (rendimiento = 52.00%). La extraccidn y preparacion se resume en el Cuadro 4.

Cuadro 4

Rendimiento de Extraccion de Quitina Pristina y Preparacion de Quitosano.

Desgrasado + Desmineralizado Desproteinizado + Desacetilacion +
D.E. D.E. D.E. D.E.
Rendimiento (%) 91.83+1.17 64.79 +£3.94 66.39 +3.33 42.19+1.03
CV (%) 1.27 6.62 8.43 6.20

Nota. D.E. = Desviacion Estdndar. % = porcentaje. CV = Coeficiente de Variacion Rendimiento con base en 100 g de exuvia de Hermetia

illucens.

Grado de Desacetilacion

Acorde a Czechowska-Biskup et al. (2012), el grado de desacetilacidén es uno de los parametros
principales para caracterizar el quitosano. El grado de desacetilacidn se define como el porcentaje de
grupos aminos libres en el quitosano, que determina la solubilidad de la molécula y su bioactividad.
Es decir, se considera quitosano a la quitina que ha sido desacetilada en un 60 - 75% o mas. Por otro
lado, la solubilidad del quitosano en soluciones acuosas dependera del pH dado que el pH tiene una
relacién inversamente proporcional con la solubilidad del quitosano (Diop 2009). De modo que, el
grado de desacetilacion del quitosano dependerd de las condiciones de reaccion y el método de
purificacién. Por lo tanto, es importante determinar el grado de desacetilacién del quitosano antes de
su uso. Existen distintos métodos para determinar el grado de desacetilacién, uno de los mas utilizados
es la espectroscopia de infrarrojo transformada de Fourier (FTIR) (Martinez Camacho 2009). En este
estudio, se realizdé mediante una titulacién potenciométrica, en donde se tomaron los puntos de

inflexidon y posteriormente se calculd el porcentaje de grupos aminos presentes en la molécula. La
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medicidn se realizé por duplicado, y en el Cuadro 5 se puede observar que se obtuvo un promedio de
83.72% para el grado de desacetilacidn del quitosano utilizado para la elaboracién de las peliculas en
la presente investigacion.

Cuadro 5

Grado de desacetilacion.

Media + D.E.
Grado de Desacetilacion (%) 83.72 £0.00
CV (%) 0.00

Nota. % = porcentaje. D.E. = Desviacion Estandar. C.V. = Coeficiente de Variacion.

La determinacion del contenido de grupos aminos en el quitosano se realizé por el método de
titulacién potenciométrica acido-base propuesto por Broussignac (1968). En la Figura 3 se puede
observar el punto de inflexion menor X y el punto de inflexién mayor Y de cada repeticién, ambos
expresados como voliumenes. La diferencia entre ambas abscisas es la cantidad de acido requerido
para protonar los grupos aminos del quitosano. Se puede observar en la Figura 1 que ambos
duplicados presentaron un grado de desacetilacidon del 83.72%. El punto de inflexidn mayor Y fue de
90 y 92 mL de NaOH. Por otra parte, el punto de inflexién menor X fue de 64 y 66 mL de NaOH,
respectivamente.

Figura 3
Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion potenciométrica de la solucion de quitosano

Hermetia illucens. (Acido clorhidrico 0.3 M por hidréxido de sodio 0.1 M).
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Efecto de la Relacion Quitosano:Gelatina y Aceite Esencial de Romero en el Grosor de las Peliculas

El grosor de una pelicula puede verse influenciado por la formulacién de esta. Los resultados
obtenidos en el Cuadro 6 difieren de los valores obtenidos por Bohdrquez et al. (2016), en peliculas
de quitosano con inclusién de aceites esenciales de Tomillo y Romero. Los valores reportados variaron
en un rango entre 0.063 a 0.104 mm, esta diferencia se puede deber principalmente a la cantidad de
solucién agregada por plato Petri. En el estudio antes mencionado se agregd 10 g de solucidn por plato
Petri. Por otro lado, en la presente investigacion se agregd 0.7 g de solucidn por cm?, equivalente a
48.58 g de solucidn por plato Petri de 69.40 cm?.

Cuadro 6

Grosor de peliculas.

Tratamiento Relacién Aceite esencial de Grosor (mm) £ D.E.
Quitosano: Gelatina Romero (%)

TRT 1 50:50 1 0.191 + 0.004 A®

TRT 2 60:40 3 0.184 +0.001 8

TRT 3 60:40 1 0.192 +0.005*

TRT 4 50:50 3 0.173 +0.003 ¢

CV (%) 1.99

Nota. ~¢Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). TRT = tratamiento. % = porcentaje.

mm = milimetro. P = Probabilidad. D.E. = Desviacion Estandar. CV = Coeficiente de Variacion.

En el Cuadro 6 se observa que las variables independientes, relacion de quitosano: gelatina y
porcentaje de aceite esencial de romero, tuvieron un efecto significativo en los valores de grosor
obtenidos (P <0.05). Los tratamientos con mayor porcentaje de aceite esencial (TRT 2y 4) presentaron
un menor grosor, lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Sdnchez-Gonzalez et al. (2010),
al aumentar en un 3% aceite esencial de bergamota causé una disminucién significativa en el grosor
de peliculas de quitosano. Bohdrquez et al. (2016), reportaron en su estudio que la adicién de aceites
esenciales disminuye significativamente el grosor de las peliculas en comparaciéon a un control sin
aceite esencial; sin embargo, al variar las concentraciones de este, no causé un efecto significativo en
el grosor. Por otro lado, los resultados de grosor obtenidos por Fakhreddin Hosseini et al. (2013),

indican que la concentracidon de aceites esenciales si afecta significativamente el espesor de las
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peliculas. Lo cual podria explicarse por la modificacién de la composicién de la matriz polimérica al
incorporar aceites esenciales (Sanchez-Gonzalez et al. 2010).

De acuerdo con la investigacioén realizada por Ahmed y lkram (2016), los tratamientos con una
relaciéon de quitosano: gelatina (50:50) tuvieron un menor grosor, en comparacion con los
tratamientos que tenian una relacion (60:40). No obstante, el grosor de dichos tratamientos fue
estadisticamente igual, lo cual concuerda con los valores obtenidos en el tratamiento uno y tres del
presente estudio. Ademas, seguiin Alvarado et al. (2007) en su estudio demuestra que las peliculas con
mayor concentracion de quitosano obtuvieron un mayor espesor.

La probabilidad mostrada en el Cuadro 7 indica que no hubo una interaccidn entre la relacién
quitosano: gelatina y el porcentaje de aceite esencial (P > 0.05). Por lo que dichos factores juntos no
tienen un efecto significativo en el grosor de las peliculas.

Cuadro 7

Probabilidad e Interaccion de Quitosano: Gelatina y Aceite Esencial de Romero en el Grosor.

Variable P
Relacion Quitosano: Gelatina 0.0339
Aceite Esencial de Romero 0.0009
Relacion Quitosano: Gelatina * Aceite Esencial de Romero 0.0793
CV (%) 1.99

Nota. P = Probabilidad. CV = Coeficiente de Variacidn. % = porcentaje.

Adicionalmente, la incorporacién de gelatina en peliculas aumenta el grosor de estas de
manera lineal, acorde a Montenegro Rojas (2020).
Efecto de la Relacion Quitosano:Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Resistencia a Perforacion
de las Peliculas

De acuerdo con la norma ASTM (2021), la resistencia a la perforacion es el indice de la
resistencia que ofrece un material plastico al ser desgarrado en un determinado punto de la superficie.
Para ello, las peliculas no pueden tener un espesor mayor a 0.25 mm. Por lo tanto, las peliculas
cumplen con los parametros establecidos segun esta norma mencionada anteriormente.

Los datos recopilados por Rosales-Oballos et al. (2012), indican que la incorporacidn de aceites

esenciales en las peliculas tuvo un efecto significativo sobre la fuerza de ruptura, en donde se
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produjeron peliculas con menores valores de resistencia de perforacién. No obstante, en el presente
estudio podemos observar que en el Cuadro 8 el tratamiento dos y cuatro, los cuales contienen mayor
porcentaje de aceite esencial (3%), presentaron valores altos de resistencia a la perforacién. Por otra
parte, Sanchez-Gonzalez et al. (2010) indicé que las peliculas con quitosano presentaron mejores
propiedades mecdnicas que aquellas que tenian anadido aceite esencial de bergamota. Por lo que el
tratamiento dos, con mayor cantidad de quitosano (60%), presentd mayor resistencia a la perforacion.
Adicionalmente, la gelatina posee buenas propiedades mecdnicas, por lo tanto, una alternativa para
mejorar las propiedades mecanicas de las peliculas es la combinacién de proteinas y polisacéridos
(Elsabee y Abdou 2013), en este caso quitosano y gelatina.

Cuadro 8

Resistencia a la perforacion de las peliculas.

Tratamiento Relacion Aceite esencial de Romero Resistencia a la perforacion
Quitosano: Gelatina (%) (N/mm) £ D.E.
TRT 1 50:50 1 15.66+1.18 ¢
TRT 2 60:40 3 49.02+2.514
TRT 3 60:40 1 33.54+3.318
TRT 4 50:50 3 38.32+3.358
CV (%) 9.17

Nota. ¢ Medias con letras diferentes que indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). TRT = tratamiento. % =

porcentaje. N = newton. mm = milimetro. P = Probabilidad. D.E. = Desviacion Estandar. CV = Coeficiente de Variacion.

En el Cuadro 9 se muestra que las variables independientes de esta investigacion presentaron
un efecto significativo sobres los resultados obtenidos de la resistencia a la perforacién (P < 0.05). Por
otro lado, la interaccidén entre la relacién quitosano: gelatina y el porcentaje de aceite esencial de
romero no tuvieron un efecto significativo (P > 0.05) sobre la resistencia de las peliculas.

Cuadro 9

Probabilidad e interaccion de Quitosano: Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Resistencia a la

Perforacion.
Variable P
Relacion Quitosano: Gelatina 0.0002
Aceite Esencial de Romero <0.0001
Relacion Quitosano: Gelatina * Aceite Esencial de Romero 0.0943
CV (%) 9.17

Nota. P = Probabilidad. CV = Coeficiente de Variacidn. % = porcentaje.
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Ademas, otro factor que influye sobre la resistencia a la perforacién es el glicerol. Segun Zavala
Arrendo et al. (2017), incorporar un plastificante corrige la rigidez molecular del quitosano,
reduciendo asi las fuerzas intermoleculares a lo largo de la cadena polimérica. Por lo tanto, al

incrementar la cantidad de plastificante se aumenta la fuerza requerida para romper la pelicula.

Efecto de la Relacidon Quitosano: Gelatina y Aceite Esencial de Romero en el Mddulo de Young de
las Peliculas

En el estudio realizado por Rayas et al. (2003), se definieron el médulo de Young como la
relacion del esfuerzo con la deformacidn unitaria que experimenta un objeto al ser sometido a cargas
externas. Este es un indicador que permite determinar las propiedades mecdnicas de las peliculas y
su composicion, puede tener un efecto sobre dichas propiedades. Para ello, se necesita calcular los
valores de fuerza de tensidn y deformacioén lineal. De acuerdo con Pal et al. (2022), la fuerza de tensiéon
lo definieron como el estrés maximo que un material tolera antes de romperse cuando se le aplica
una determinada carga. Asi mismo, este factor tiene una relacidon directamente proporcional con el
moaddulo de Young. Por otro lado, la deformacién lineal se defini6 como el cambio de longitud por
unidad de longitud original de una linea recta (Ayala Estrada 1984). Este factor tiene una relacion
inversamente proporcional con el médulo de Young.

En el Cuadro 10 se presentan los resultados obtenidos del analisis de mddulo de Young. Se
puede observar que existen diferencias estadisticas entre todos los tratamientos. De acuerdo con los
resultados, los tratamientos que poseen un 3% de aceite esencial de romero (TRT 3 y 4) presentaron
un menor maédulo de Young. Esto concuerda con los resultados por Castro Jlvan et al. (2021), que
indican que la adiccion de aceite esencial de arbol de té a la matriz debilita las uniones de hidrégeno,
provocando una menor resistencia a la fractura. Asi mismo, los datos obtenidos por Stanescu et al.
(2021), son similares a los datos de la presente investigacion, en donde se obtuvieron valores de 5.5-
6 GPa debido a la mayor densidad de la matriz que es proporcionada por la interaccidn que existe

entre el quitosano y gelatina.
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Cuadro 10

Moddulo de Young.

Tratamiento Quito?aerllzflgr;Iatina Aceite esen?;:)l de Romero Mddulo de Young (GPa) £ D.E.
TRT 1 50:50 1 7.89+0.674
TRT 2 60:40 3 3.50+0.06 ¢
TRT 3 60:40 1 5.26+0.19°8
TRT 4 50:50 3 2.29+0.15°
CV (%) 7.87

Nota. ~¢ Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). TRT = tratamiento. % = porcentaje.

GPa = gigapascales. P = Probabilidad. D.E. = Desviacion Estandar. CV = Coeficiente de Variacion.

En el Cuadro 11 se observa la probabilidad e interaccidén de nuestras variables independientes
con respecto a la variable respuesta. Se obtuvo diferencias significativas (P < 0.05) en las variables
independientes, asi como en la interaccidon entre ellas.

Cuadro 11

Probabilidad e interaccion de Quitosano: Gelatina y Aceite Esencial de Romero en el Mddulo de

Young.
Variable P
Relacién Quitosano: Gelatina 0.0168
Aceite Esencial de Romero <0.0001
Relacion Quitosano: Gelatina * Aceite Esencial de Romero 0.0001
CV (%) 7.87

Nota. P = Probabilidad. CV = Coeficiente de Variacidn. % = porcentaje.

Adicionalmente, otros factores que pueden tener un efecto sobre el médulo de Young son los
plastificantes. De acuerdo Srinivasa et al. (2007), con la adiccién de pequefias cantidades de glicerol
en peliculas puede reducir hasta un 50% de los valores del médulo de Young.

Efecto de la Relacion Quitosano:Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Opacidad

La opacidad de las peliculas es influenciada por el tipo y la concentracion de sus componentes
(Atarés y Chiralt 2016). Ademas, la opacidad se relaciona directamente con el aspecto visual de las
peliculas, por lo que debe ser atractivo para el consumidor (Escobar Guadarrama 2020). El grado de
transparencia de las peliculas depende de la estructura del polimero utilizado, entre mds cristalino
mas opaca sera la pelicula y entre mas amorfo serd mas transparente. De igual forma, su grosor incide

en la opacidad (Crippa 2006).
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En el Cuadro 12 se puede observar que no hay diferencias significativas entre los tratamientos.
Sin embargo, segln Sdnchez-Gonzalez et al. (2010), las peliculas se vuelven menos opacas con la
adicion de aceites esenciales. Esto se debe a que las peliculas de quitosano estan constituidas por
cadenas densamente empaquetadas que provocan su opacidad. Dicha estructura se ve afectada por
la presencia de la fase dispersa del aceite, donde los cuerpos lipidicos interrumpen la matriz continua

de quitosano, causando asi una estructura mas abierta y una pelicula mas transparente.

Cuadro 12
Opacidad.
. Relacion Aceite esencial de Romero . N/S
Tratamiento Quitosano: Gelatina (%) Opacidad (UA/mm) £ D.E.
TRT1 50:50 1 11.90+1.04
TRT 2 60:40 3 11.81+£0.70
TRT 3 60:40 1 11.10+£0.43
TRT 4 50:50 3 11.71+0.71
CV (%) 6.68

Nota. N/S =no hay diferencia significativa (P > 0.05) entre tratamientos. TRT = tratamiento. P = Probabilidad. % = porcentaje. UA =

unidades de absorbancia. mm = milimetros. D.E. = Desviacion Estandar. CV = Coeficiente de Variacién.

Efecto de la Relacion Quitosano:Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Solubilidad

La solubilidad es una propiedad fisica que poseen las biopeliculas para disolverse en el agua
(Arham et al. 2015). Por consiguiente, la solubilidad que se desee en una pelicula sera segun el usoy
aplicacion que se le quiera dar. En el caso de los productos con alto contenido de humedad se debe
evitar el uso de peliculas con una alta solubilidad. Por lo tanto, la solubilidad de las peliculas esta
relacionada a la hidrofilicidad de las mismas (Ahmed y lkram 2016).

El Cuadro 13 indica que el Tratamiento 3, el cual posee un 60% de contenido de quitosano,
obtuvo un valor menor de solubilidad en comparacion al Tratamiento 1. Lo cual se debe a la naturaleza
hidrofdbica del quitosano. El quitosano se caracteriza por ser insoluble en agua y soluble en acidos
organicos, como el 4cido acético glacial (Villar Calero 2021). Por otro lado, estudios demuestran que
la adicién de gelatina en peliculas de quitosano aumenta la solubilidad en agua. Por lo que los
tratamientos que poseen una relacién quitosano: gelatina del 50:50, presentaron una mayor

solubilidad. Esto se debe a la naturaleza hidrofilica de la gelatina y su solubilidad en agua.
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Cuadro 13
Solubilidad en Agua.
. Relacién Aceite esencial de Romero - o
Tratamiento Quitosano: Gelatina (%) Solubilidad (%) + D.E.

TRT 1 50:50 1 91.32+1.16"8
TRT 2 60:40 3 84.59 +4.47°¢
TRT 3 60:40 1 76.01+7.37°¢
TRT 4 50:50 3 94.82 + 4454
CV (%) 5.50

Nota. #Medias con letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). TRT = tratamiento. P = Probabilidad.

% = porcentaje. D.E. = Desviacién Estandar. CV = Coeficiente de Variacion.

En el Cuadro 14, la variable relacién quitosano: gelatina, presentd diferencias significativas (P
< 0.05). Por otro lado, en el porcentaje de aceite esencial de romero no se obtuvo diferencias
significativas (P > 0.05), al igual que la interaccién entre ambas variables. Lo que indica que el
porcentaje de aceite esencial de romero no tuvo un efecto significativo en la variable dependiente,
solubilidad. No obstante, segln los resultados obtenidos por Garcia et al. (2004), indican que la adicién
de aceite esencial de Tomillo aumento significativamente la solubilidad de peliculas de quitosano en
agua. Esto se debe a que hubo una ruptura de la matriz de le pelicula al agregar dicho aceite. Por otro
lado, Fakhreddin Hosseini et al. (2013), demuestran en su estudio que el aumento del porcentaje de
aceite esencial de canela en 1y 1.5%, causé una disminucién del 45% de solubilidad en peliculas de
guitosano y gelatina. Lo cual se debe al incremento de enlaces cruzados en la matriz polimérica.
Cuadro 14

Probabilidad e interaccidn de Quitosano: Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Solubilidad.

Variable P
Relacion Quitosano: Gelatina 0.0036
Aceite Esencial de Romero 0.0707
Relacién Quitosano: Gelatina * Aceite Esencial de Romero 0.3923
CV (%) 5.50

Nota. P = Probabilidad. CV = Coeficiente de Variacién. % = porcentaje.
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Efecto de la Relacion Quitosano:Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Permeabilidad al Vapor
de Agua (PVA)

Acorde a Huaracha Canaza (2016), definio la permeabilidad al vapor de agua como la cantidad
de vapor que traspasa la superficie de un material por un determinado tiempo y diferencial de presidn.
Esta es una propiedad mecdnica de una pelicula que demuestra la habilidad que tiene para proteger
los alimentos en contra del deterioro inducido por agua y mantener sus caracteristicas organolépticas.
En el Cuadro 15 se observan los datos recopilados de PVA, expresados en g/dia*m*kPa, los cuales
mostraron diferencias significativas entre tratamientos.

Las peliculas de quitosano presentan propiedades moderadas de permeabilidad al oxigeno,
buenas propiedades de barrera al diéxido de carbono, pero alta permeabilidad al vapor de agua
(Sdnchez-Gonzalez et al. 2010). Por consiguiente, se puede observar en el Cuadro 13 que los
Tratamientos 2 y 3 con una relacién de quitosano: gelatina del 60: 40, presentaron una mayor
permeabilidad al vapor de agua. Esto se debe a que hay una menor longitud en las cadenas
poliméricas, que facilitaria la difusién del vapor de agua a través de la pelicula (Leceta et al. 2013).
Adicionalmente, el tratamiento uno con una relacién de quitosano:gelatina del 50:50, presentd el
resultado mas bajo de PVA. Esto se debe a que la combinacidn de gelatina y quitosano reduce la PVA
debido a que la interaccién entre ambos componentes reduce los espacios intersticiales en la matriz
polimérica, por ende, permite una menor tasa de difusion de agua a través de la pelicula (Ahmed y
Ilkram 2016).

Cuadro 15

Permeabilidad al Vapor de Agua.

Relacion Aceite esencial de Romero

Tratamiento Quitosano: Gelatina (%) PVA (g/dia*m*kPa) + D.E.
TRT 1 50:50 1 0.00028 + 0.000026°
TRT 2 60:40 3 0.30850 + 0.023078°
TRT 3 60:40 1 0.40755 + 0.026085*
TRT 4 50:50 3 0.20550 + 0.015677 ¢

CV (%) 9.55
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Nota. ¢ Medias con letras diferentes que indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). TRT = tratamiento. P =
Probabilidad. % = porcentaje. PVA = permeabilidad al vapor de agua g = g. m = grosor. kPa = kilopascal. D.E. = Desviacion Estandar. CV =

Coeficiente de Variacion.

Por otro lado, los Tratamientos 2 y 4, que poseen un mayor porcentaje de aceite esencial,
presentaron valores moderados de PVA en comparacién al Tratamiento 3. Esto se debe a que la
incorporacién de aceites esenciales tiene un efecto significativo sobre la permeabilidad al vapor de
agua. Los compuestos lipidicos tienden a mejorar las propiedades de barrera contra el agua en las
peliculas, debido a su naturaleza hidrofébica que disminuye la capacidad de absorcion de agua de las
peliculas (Sanchez-Gonzalez et al. 2010).

El Cuadro 16 demuestra que las variables independientes del presente estudio presentaron
diferencias significativas sobre los datos recopilados de permeabilidad al vapor de agua, asi como en
la interaccion entre la relacidén quitosano: gelatina y el porcentaje de aceite esencial de Romero (P <
0.05).

Cuadro 16

Probabilidad e interaccion de Quitosano: Gelatina y Aceite Esencial de Romero en la Permeabilidad al

Vapor de Agua (PVA).
Variable P
Relacion Quitosano: Gelatina <0.001
Aceite Esencial de Romero 0.0058
Relacion Quitosano: Gelatina * Aceite Esencial de Romero <0.001
CV (%) 9.55

Nota. P = Probabilidad. CV = Coeficiente de Variacidn. % = porcentaje.
Adicionalmente, otro factor que influyé en la permeabilidad al vapor de agua es el glicerol.
Los plastificantes como el glicerol o sorbitol tienen la capacidad de reducir las interacciones entre
biopolimeros. Por lo tanto, su adicion aumenta el espacio intermolecular, provocando un incremento
en la permeabilidad de las peliculas, debido a que favorece la adsorcidn-desorcién de las moléculas

de agua (Aguilar-Méndez et al. 2012).
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Efecto de la Relacion Quitosano:Gelatina y Aceite Esencial de Romero en las Propiedades

Antimicrobianas de las Peliculas

Segln Romani Sanchez (2016), la actividad antimicrobiana es la capacidad que posee un
determinado compuesto para inhibir el crecimiento de una poblacién bacteriana. En el Cuadro 17 se
muestra los resultados obtenidos en la evaluacidn del halo de inhibicion en milimetros (mm) de la
pelicula contra Salmonella Thyphimurium y Escherichia coli. Los tratamientos 2, 3 y 4 no presentaron
diferencias estadisticas contra Salmonella Thyphimurium. Por otro lado, el tratamiento dos y tres no
presentaron diferencias estadisticas contra Escherichia coli. De acuerdo con el estudio realizado por
Park et al. (2004), el quitosano con un 75% de desacetilacidn inhibié el crecimiento de bacterias Gram
negativas como E. coli, S. Thyphimurium y P. aeruginosa. En esta investigacion el grado de
desacetilacién del quitosano fue de 84.44 + 1.23% y segun Liu et al. (2004), la capacidad
antimicrobianB0a del quitosano es causada por la interaccion electroestatica entre los grupos aminos
del quitosano y los grupos fosforilos de los fosfolipidos, los cuales son componentes estructurales de
la membrana celular de las bacterias. Por lo que la capacidad antimicrobiana es proporcional al grado
de desacetilacidon. Sin embargo, Qin et al. (2006), en su estudio indican que la capacidad
antimicrobiana del quitosano se debe al quitosano insoluble en agua, que debido al pH neutro de la
célula hace que la molécula se precipite y se acumule en la superficie, formando asi una capa
impermeable alrededor de la célula y bloqueando los canales, los cuales, son cruciales para las células
vivas. La formacién de dicha capa impide el transporte de solutos y puede causar una desestabilizacién
de la pared celular, causando asi una fuga de constituyentes celulares, lo cual puede provocar la

muerte celular.
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Cuadro 17

Propiedades antimicrobianas de las peliculas.

Relacion . . Halo de Inhibicién (mm) £ D.E.

Tratamiento Quitosano: Aceite esencial de
: 9 Salmonella L .

Gelatina Romero (%) Thyphimurium Escherichia coli
TRT 1 50:50 1 1.15+0.07 8 0.07+0.02°¢
TRT 2 60:40 3 2.15+0.21* 3.00+0.704
TRT 3 60:40 1 1.50+0.28 "8 2.50+0.28 "8
TRT 4 50:50 3 1.50 £ 0.00 *® 1.65+0.13°8
CV (%) 13.22 17.35

Nota. ~¢ Medias con letras diferentes que indican diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05). TRT = tratamiento. mm =

milimetros. % = Porcentaje. D.E. = Desviacion Estandar. CV = Coeficiente de Variacién.

Las propiedades antimicrobianas del aceite esencial tienen menor incidencia contra las
bacterias Gram negativas, que contra las Gram positivas. Esto se atribuye a la presencia de una
membrana externa hidrofilica en bacterias gram negativas que impide la penetracién de los aceites
esenciales de naturaleza hidrofébica a la membrana celular (Al-Bayati 2008; Ambrosio et al. 2017).
Segln por Ravichandran et al. (2011), los aceites esenciales afectan la integridad de la membrana
citoplasmatica e interfieren los procesos metabdlicos celulares de la bacteria. Esto se debe a que los
compuestos 1,8 cineol, alcanfor y a-pineno son terpenos mayoritarios encontrados en el aceite
esencial de romero que le proporcionan las propiedades antimicrobianas (Zaouali et al. 2010).

El Cuadro 18 indica que las variables independientes tuvieron diferencias significativas sobre
los resultados recopilados de propiedades antimicrobianas de las peliculas (P < 0.05). No obstante, no

se presentd tuvo un efecto significativo la interaccién entre ambas variables.
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Cuadro 18

Probabilidad e interaccion de relacion de quitosano: gelatina y aceite esencial de Romero en las

propiedades antimicrobianas de las peliculas.

Variable Thy‘;%”ﬁ:i’;:ﬁ: P) Escherichia coli (P)
Relacién Quitosano: Gelatina 0.0426 0.0034
% Aceite Esencial de Romero 0.0426 0.0180
Relacién Quitosano: Gelatina * Aceite Esencial de Romero 0.3832 0.0908
CV (%) 13.2235 17.35

Nota. P = Probabilidad. CV = Coeficiente de Variacidn. % = porcentaje.
Segun lo recopilado por Hashem Hos et al. (2008), a pesar de que el quitosano posee
propiedades antimicrobianas, este no tiene la capacidad de migracién de agentes activos. Es decir, el
quitosano no se difundié a través del agar adyacente, no obstante, este tiene la capacidad de inhibir

a los microorganismos que entra en contacto directo con los sitios activos del polimero.
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Conclusiones

El grado de desacetilacidon obtenido del quitosano extraido de la exuvia de Hermetia illucens
se encuentra dentro de los valores establecidos para ser considerado como quitosano.

La incorporacién de aceite esencial reduce el grosor y el médulo de Young, y mejora las
propiedades mecanicas de resistencia de perforacidn.

Las peliculas con menor cantidad de quitosano mejoraron su permeabilidad al vapor de agua
y aumenta los valores de solubilidad.

El uso de quitosano en las peliculas y la adicién de aceite esencial de romero presentan

actividad antimicrobiana en ambas bacterias evaluadas, Escherichia coli y Salmonella Typhimurium.
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Recomendaciones

Realizar un proceso de blanqueado para obtener mejores propiedades dpticas de las peliculas.
Asi mismo, al realizar dicho proceso se lograria incrementar el rendimiento de la extraccion y la
obtencidn en un mayor grado de desacetilacidon del quitosano.

Efectuar un proceso de purificacidn para la eliminacién de posibles impurezas presentes en el
polimero y realizar una prueba de biodegradabilidad de las peliculas.

Evaluar el efecto de la mezcla de gelatina, quitosano y aceite esencial de romero en productos

hortofruticolas mediante un estudio de vida anaquel.
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Rendimiento de la Extraccion de Quitina Pristina y Preparacion de Quitosano a partir de 100 g de

exuvia.

Desgrasado (g)

Desmineralizado (g)

Desproteinizado (g)

Desacetilacion (g)

Rep 1 93 57 37 17
Rep 2 92 65 43 15
Rep 3 90 62 41 18
Rep 4 92 58 35 17
Rep 5 91 54 38 16
Rep 6 93 61 43 17
Rendimiento (%) 91.83 64.79 66.39 42.19

Nota. Rep = Repeticion. g = g. % = porcentaje
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Anexo B

Rendimiento de la Extraccion de Quitina Pristina y Preparacion de Quitosano a partir de 100 g de

exuvia
Desgrasado Desmineralizado Desproteinizado Desacetilacion
G 93 55 25 13
Rendimiento (%) 93.00 59.14 45 52.00

Nota. Tomado de Khayrova et al. (2019).



Anexo C

Correlacion entre las Propiedades Fisico-mecdnicas.

49

G’ RP* MY SA PVA’
G 1.00000 -0.58191 0.87710 -0.59555 -0.05621
RP -0.58191 1.00000 0.1406 0.7791 0.2843
MY 0.87710 -0.85943 1.00000 -0.13705 -0.52616
SA -0.59555 -0.22094 -0.13705 1.00000 -0.76744
PVA -0.05621 0.71567 -0.52616 -0.76744 1.00000

Nota. * = P > 0.05. P = probabilidad. G = grosor. RP = resistencia a la perforacion. MY = médulo de Young. SA = solubilidad en agua. PVA

= permeabilidad al vapor de agua.
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Anexo D
Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion potenciométrica de la solucion de quitosano

comercial. (Acido clorhidrico 0.3 M por hidréxido de sodio 0.1 M).
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Anexo E
Determinacion del grado de desacetilacion por titulacion potenciométrica de la solucion de quitosano

extraido de Hermetia illucens. (Acido clorhidrico 0.3 M por hidréxido de sodio 0.1 M).
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