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BIOPELICULAS A BASE DE QUITOSANO Y ACEITE ESENCIAL
DE Minthostachys Mollis (MUNA) CON PROPIEDADES
ANTIOXIDANTE Y ANTIMICROBIANA

Kaysser A. Villar Calero®, Gustavo A. Ruiz Pacco?, César M. Fuertes Ruiton**

RESUMEN

Las peliculas comestibles con fines de empaquetamiento y reemplazo del material plastico
son producidas a base de materias primas biodegradables como polisacaridos y agentes
con propiedades bioldgicas, haciendo que el producto final se constituya en una alternativa
para la proteccion y extension de la vida util de alimentos. La presente investigacion tuvo
como objetivo central evaluar la actividad antioxidante y antimicrobiana de biopeliculas
de quitosano funcionalizadas con aceite esencial de muifia. Para tal fin se formularon 12
biopeliculas con 3 concentraciones de quitosano (1, 2 y 3%) y 3 de aceite esencial (0.5,
2 y 5%) incluyendo blancos de solo quitosano. La actividad antioxidante evaluada en
biopeliculas con mayor contenido de aceite esencial de mufia presenta mas del 60% de
captacion de radical libre DPPH, mientras en la actividad antimicrobiana evaluada por placas
petri cultivadas con cepas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli y Aspergillus niger que las biopeliculas presentaron inhibicion por en zona de contacto
directo. Finalmente, las biopeliculas con solo quitosano presentaron propiedades tensiles.
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EDIBLE FILMS BASED ON CHITOSAN AND ESSENTIAL OIL
OF Minthostachys Mollis (MUNA) WITH ANTIOXIDANT AND
ANTIMICROBIAL PROPERTIES

ABSTRACT

Edible films for packaging and plastic material replacement purposes are produced based on
biodegradable raw materials such as polysaccharides and agents with biological properties,
making the final product an alternative for the protection and extension of the shelf life
of foods. The main objective of the present research was to evaluate the antioxidant and
antimicrobial activity of chitosan biofilms functionalized with muia essential oil. For this
purpose, 12 edible films were formulated with 3 concentrations of chitosan (1, 2 and 3%)
and 3 of essential oil (0.5, 2 and 5%) including chitosan-only blanks. The antioxidant activity
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evaluated in biofilms with a higher content of mufia essential oil presents more than 60% of
DPPH free radical uptake, while in the antimicrobial activity evaluated by petri dishes grown
with Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli and Aspergillus
niger strains that the biofilms showed inhibition by the area of direct contact. Finally, the
edible films with only chitosan showed tensile properties.

Key words: edible film, chitosan, functionalize, essential oil, antioxidant.

INTRODUCCION

En la actualidad ante la problematica de la acumulacion y contaminacion por plasticos y
microplasticos que tardan muchos afios en degradarse'?, se estan planteando alternativas
ecologicas para paliar el impacto de estos productos al medio ambiente, dentro de estas
propuestas destaca el empleo de biopolimeros que puedan sustituirlos®. Se esta viendo por la
generacion de productos biodegradables y que ademas tengan un rol biologico, tales como
las biopeliculas o peliculas alimenticias funcionalizadas con diversos tipos de compuestos
bioactivos, destacando los aceites esenciales®.

Las biopeliculas constituyen una estrategia para asegurar la calidad alimentaria®, estan
formadas por polimeros del tipo polisacarido, influyen en los parametros fisicos y quimicos,
entre los que se incluyen la resistencia mecanica, elasticidad, permeabilidad de gases,
humedad y transmision de la luz. Estos parametros se dividen en mecénicas de barrera, opticas
y estructurales®. Dentro de los polimeros mas empleados en estas peliculas biodegradables,
destaca el quitosano, polisacarido obtenido por desacetilacion de la quitina de crustaceos,
per se tiene capacidad antibacteriana, reduce la pérdida de agua al crear una barrera
semipermeable que controla el intercambio de gases, entre otras propiedades fiscoquimicas’.

Las especies vegetales, especialmente las aromaticas, contiene una mezcla compleja de
moléculas de naturaleza terapéutica, entre estas se encuentran compuestos con actividad
antimicrobiana®®. En nuestro pais destaca la “mufa” (Minthostachys mollis) una planta
utilizada tradicionalmente como condimento, carminativo y digestivo en infusiones
y tizanas, es conocida como “la menta de los andes”. Uno de sus componentes mas
estudiados es su aceite esencial, rico en terpenos que le brindan propiedades antioxidantes!!
y antimicrobianas'*'3.

Existe evidencia del empleo de diversos tipos de aceites esenciales funcionalizados a matrices
de quitosano para la obtencion de peliculas alimenticias o biopeliculas con rol biologico', sin
embargo, hasta el momento no hay estudios sobre la asociacion quitosano — aceite esencial de
mufia, lo que motivo la presente investigacion.

Rev Soc Quim Peru. 87(4) 2021



Biopeliculas a base de quitosano y aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) con propiedades... 311

PARTE EXPERIMENTAL

Recoleccion de material biolégico e identificacion taxonémica

Las hojas de la especie Minthostachys mollis (mufia) fue colectada en el poblado de
Pomacochas, Bongara del departamento de Amazonas e identificados en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, siguiendo el sistema Cronquist
(1988).

Obtencién y caracterizacion quimica del aceite esencial

El aceite esencial de muiia fue obtenido por el método de arrastre de vapor'sy caracterizado
quimicamente por CG-MS en la Unidad de Investigacion en Productos Naturales de la UPCH.
El aceite esencial fue caracterizado empleando el equipo CG-MS marca Agilent Technologies
7890 con detector de masas y columna de 60 m x 250 ums x 0.25 um. Tiempo de corrida: 54
min; volumen de inyeccion: 1 uL; Split: 100 -1; gas portador: helio (1 ml/min)

Formulacién y preparacion de biopeliculas
El quitosano de peso molecular medio se obtuvo de Sigma Aldrich, con grado de desacetilacion
entre 75% - 85% con respecto a la quitina proveniente de los caparazones de cangrejo.

La preparacion de las soluciones se utilizaron tres concentraciones distintas de quitosano:
1%, 2% y 3% y tres concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis “Mufia”:
0,5%, 2% y 5%. Como medio para disolucion se usé solucion de acido acético al 1% v/v.
Adicionalmente se emplearon propilenglicol y glicerina como agentes plastificantes. El total
de férmulas experimentales preparadas se pueden observan en la tabla 1.

Tabla 1. Diseflo de experimental de formulas para biopeliculas de quitosano
con aceite esencial de muiia.

QUIT AE PPG GLI AA1%

% % % % (csp)
F1 3 5 2 5 100
F2 2 0.5 2 5 100
F3 1 2 2 5 100
F4 1 0.5 2 5 100
F5 3 0.5 2 5 100
F6 3 2 2 5 100
F7 1 5 2 5 100
F8 2 5 2 5 100
F9 2 2 2 5 100
B1 1 - 2 5 100
B2 2 - 2 5 100
B3 3 - 2 5 100

QUIT: quitosano; AE: aceite esencial; PPG: propilenglicol; GLI: glicerina; AA: 4cido acético
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Una vez preparada la solucion se vierten 20 mL en una placa Petri de plastico de 90 mm
de diametro y se deja secar en una estufa de aire circulante por 24 horas a 40 °C hasta la
formacion de una pelicula plastica que posteriormente sera sometida a evaluacion de sus
propiedades mecanicas, antioxidante y antimicrobiana.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las biopeliculas se determind segtin el método DPPH'S; éste es un
reactivo captador de radicales libres y reacciona con agentes con propiedades antioxidantes.
Fueron evaluadas tanto para las biopeliculas funcionalizadas con aceite esencial como para
las biopeliculas sin aceite esencial (blanco). La muestra de biopeliculas fue disuelta en
metanol hasta la concentracion de 10 mg/mL. Interaccionan 0.8 ml de la muestra problema
con 1.2 ml de DPPH (0.05 mM) por 30 minutos en oscuridad. La medida de la absorbancia
del progreso de la reaccion se hizo a 517 nm en un espectrofotometro UV-visible. Todos los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se expresaron en porcentaje
de captacion de radical libre (% CRL).

% CRL =[1 — (abs DPPH — abs muestra)/abs DPPH]x100%

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las biopeliculas formuladas se evalué por el método de
Kirby Bauer de difusion en agar frente a las cepas ATCC cultivadas de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Aspergillus niger.

El in6culo de cada bacteria fue preparado transfiriendo la cepa pura a tubos concentrado 10
ml de caldo Mueller Hinton. La cepa de Aspergillus niger se trabajo en caldo Sabouraud
dextrosa. El caldo inoculado se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Para la evaluacion de zonas de inhibicion se cortaron tiras de biopeliculas de 1.5 cm de lado
que fueron colocadas asépticamente en placas petri con agar Mueller Hinton y Sabouraud
dextrosa donde previamente se habian sembrado los microorganismos. Finalmente, luego de
incubacion a 37 °C por 48 horas, se evaluo la zona de inhibicion de crecimiento presente en
las placas petri'”.

Evaluacién de la fuerza de traccién'®

Para este ensayo se empled un equipo de traccion en laminas, texturometro digital AEL 200
y se aplico el método ASTM D882. Las biopeliculas fueron recortadas en tiras de 1.5 cm x 8
cm y presentar La fuerza de tension fue medida en condiciones ambientales de 25°C, con una
tasa de humedad relativa de 60%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El cromatograma de gases - masas del aceite esencial de Minthostachys mollis mostrd 29
componentes terpénicos, de los cuales el mentona y pulegona se encontraron en mejor
porcentaje (32 y 40% respectivamente, ver tabla 2), estos compuestos se encuentran en
similares proporciones en otros ejemplares de mufia y los asocian a notables actividades
biologicas®.

Las biopeliculas preparadas se pueden observan en la figura 1, la series F corresponde a las
que llevan incorporado quitosano y aceite esencial de mufia en las diferentes concentraciones
de trabajo, mientras la seric B trata de los blancos de biopeliculas que unicamente tenian
quitosano en su composicion. Cada una de estas fue sometida a los ensayos de actividad
antioxidante, antimicrobiana y evaluacion de propiedades mecanicas.

Tabla 2. Composicion quimica del aceite esencial de Minthostachys mollis (“mufia”).

N° Compuesto tr (min) Abundancia
relativa (%)

1 o-Pineno 13.38 0.56
2 Sabineno 14.63 0.25
3 PB-Pineno 14.87 0.73
4  B-Mirceno 15.01 0.42
5 3-Octanol 15.22 0.35
6  p-Cimeno 16.30 0.54
7 D-Limoneno 16.46 1.92
8  cis-Ocimeno 16.85 0.33
9  y-Terpineno 17.36 1.04
10  B-Linalool 18.55 1.66
11  Mentona 20.56 32.72
12 Isopulegona 21.11 1.09
13 trans-Dihidrocarvona 21.79 1.85
14 Pulegona 23.05 40.94
15 D-Carvona 23.15 3.67
16  Piperitona 23.47 1.42
17  Isotimol 24.51 0.53
18 Metileugenol 25.14 0.39
19 Acetato de Timol 25.81 0.32
20 Eucarvona 25.88 0.74
21 Carvacrol 26.35 0.99
22 Acetato de Geraniol 26.58 0.97
23 B-Cariofileno 28.22 2.77
24 Metilisoeugenol 28.87 0.55
25 o-Cariofileno 29.17 0.40
26 Germacreno D 29.82 0.71
27 Biciclogermacreno 30.22 1.07
28 Elemicino 30.57 0.34
29 Isoelemicino 33.74 0.73
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La actividad antioxidante de las biopeliculas se evaluo por el porcentaje de captacion de
radical libre DPPH de acuerdo al disefio experimental visto en la tabla 1 (tanto quitosano
como aceite esencial a tres concentraciones y el blanco corresponde a biopeliculas sin aceite
esencial), los resultados se observan en la Figura 2, la tendencia indica que la incorporacion
del aceite esencial de mufia a las biopeliculas tiene una relacion directa con la actividad
antioxidante, destacando la formula que lleva 5% de aceite esencial que presenta porcentaje
de captacion de radical libre DPPH mayor al 60% a diferencia de las biopeliculas blanco que
poseen una actividad antioxidante reducida (menor al 20 %). La actividad antioxidante de las
biopeliculas con solo quitosano se debe a la interaccion de grupos amino en C2 e hidroxilos
a lo largo de la molécula®®?!. Las biopeliculas funcionalizadas con aceite esencial de M.
mollis (muia) aumenta la capacidad antioxidante por los compuestos terapéuticos del aceite
esencial, esta observacion esta de acuerdo con Granados y col®.

Figura 1. Biopeliculas formuladas. La serie F (F1 a F9) son las biopeliculas de quitosano con
aceite esencial de mufia, mientras que la seric B (B1 a B3) son las biopeliculas de quitosano sin
aceite esencial afiadido.
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Figura 2. Actividad antioxidante de biopeliculas por captacion del radical libre DPPH
En cuanto a la actividad antimicrobiana, segtin el método Kirby Bauer que evalua diametro
de halo de inhibicion en zonas de crecimiento de microorganismos frente a las muestras de

biopeliculas, se observan los resultados en la figura 3.
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Escherichia coli

Figura 3. Actividad antimicrobiana de biopeliculas frente a cepas de bacterias y fungica

De acuerdo a los resultados en ninguno de los casos se observo halos de inhibicion para medicion,
por lo que se adopto el criterio de inhibicion en zona de aplicacion, porque la muestra de biopelicula
solida dificilmente puede difundir sus componentes'’? por medio de agar al encontrarse sélida y no

en forma liquida. En las placas con cepas bacterianas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Staphylococcus epidermidis se observa inhibicion en zona de contacto tanto para biopeliculas con

aceite esencial como los blancos, mientras en las placas con cepa fungica de Aspergillus niger
se observa que debajo de la zona de aplicacion solo las biopeliculas con aceite esencial inhibian
crecimiento, mas esto no sucedi6 en los blancos de biopeliculas de quitosano.
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Un criterio cualitativo adicional a considerar fue el indice de severidad* que evalta el
compromiso y/o afectacion de las biopeliculas al estar en contacto con microorganismos; en
los enfrentamientos microbianos vistos se observo que las cepas bacterianas presentaron un
indice de severidad tal como 1 (1 —24 % de afectacion de biopelicula).

Recomienda Nevena Hromis y col'” se emplee el método ASTM E2149 que mediante contacto

dinamico de biopeliculas permite evaluar la actividad antimicrobiana cuantitativamente, esto
debido a la baja tasa de difusion del activo en la matriz de quitosano.

Tabla 3. Evaluacion de fuerza de traccion a biopeliculas.

Fuerza de traccion
Muestras

(MPa)
Bl (1% Q) 17.73
B2 2% Q) 12.93
B3 (3% Q) 12.53

*F1-F9 (No evidenciaron resultados en texturometro)

La fuerza de traccion (MPa) se determind dividiendo la carga maxima (N) por el area de
seccion transversal inicial de la biopelicula (el area de la biopelicula fue 7.5 x 10° m?). Todas
las biopeliculas analizadas presentaron semejante espesor (+/- 5%) al ser sometidas a este
ensayo. La incorporacion de aceite esencial a la biopelicula ocasiona la disminucion a la
tension, en comparacion cuando la biopelicula que solo tiene quitosano (ver tabla N° 3), donde
si se observaron resultados del texturometro digital AEL 200 (figura 4) con valores de 17.73,
12.93 y 12.53 MPa para las concentraciones de quitosano de 1, 2 y 3 % respectivamente. La
fuerza de tension obtenida para los blancos es menor a lo reportado en la literatura (30-100
MPa)?, probablemente por la influencia del propilenglicol empleado en la formulacion con
agente emulsificante para facilitar la incorporacion del aceite esencial de muia. En estudios
previos se ha encontrado que la interrupcion de las agregaciones de la cadena de quitosano
facilita el desplazamiento de la cadena durante el estiramiento, lo que le da a la biopelicula
una mayor capacidad de deformarse sin romperse®.
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Figura 4. Texturémetro digital AEL 200 para evaluacion de fuerza de traccion.

CONCLUSIONES

Los principales componentes del aceite esencial de mufia fueron la mentona y pulegona cuyo
porcentaje de abundancia determinado por CG-MS fue de 32.72 y 40.94 respectivamente, los
cuales en parte son responsables de la actividad antioxidante. Las biopeliculas formuladas
con aceite esencial mostraron notable captacion de radicales libres, mientras que su rol
antimicrobiano fue principalmente en zona de contacto. Finalmente, solo las biopeliculas
blanco con quitosano presentaron propiedades tensiles.
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