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Area de Estudio: Farmacia

Proposito y Método del Estudio:  La industria camaronera procesa mas de
20,000 toneladas de camar6n al afio, generando una gran cantidad de residuos
conteniendo mayormente quitina, ya que éste polimero forma parte de la estructura del
exoesqueleto de los crustaceos. A partir de la quitina se puede producir quitosan, el
cual es un copolimero biodegradable y compatible con la mayoria de los tejidos
biol6gicos. Asi mismo, la industria de la tortilla procesa mas de 2.3 millones de
toneladas de maiz anualmente a través de la nixtamalizacion en la cual se obtienen
dos subproductos, nejayote y pericarpio de maiz; éstos son fuentes importantes de
acido ferulico, un compuesto fendlico reconocido por ser un buen antioxidante natural.
En este trabajo proponemos utilizar los desechos de estas dos industrias para la
creacion de un polimero con propiedades antioxidantes y antibidticas. Para este fin se
utilizo el quitosdn como base para adsorber los compuestos fendélicos presentes en el
extracto de harina de pericarpio de maiz.

Contribuciones y Conclusiones: El 50% del extracto del pericarpio de maiz
esta compuesto por sustancias de naturaleza fendlica, siendo el AF el de mayor
proporcion. Al comparar la actividad antioxidante del extracto contra el acido ascorbico,
se encontr0 que ésta fue aproximadamente 5 veces mas alta. En las pruebas
antimicrobianas el extracto no present6 actividad y el quitosan de 900 kDa presenté
una inhibicion completa del crecimiento de E. coli. A su vez, el quitosdn de alto peso
molecular (900 kDa) presenté una mayor capacidad de adsorcion de compuestos
fendlicos que él de bajo peso molecular (200 kDa). Una vez formado el complejo, el
polimero modificado no mostré actividad antimicrobiana diferente a la del quitosan de
900 kDa y en las pruebas antioxidantes mostré mayor actividad el complejo de
quitosan de 900 kDa.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION



1. Desechos Agroindustriales

Los procesos industriales son generadores de desechos, por lo cual, las
industrias tienen la responsabilidad de disponer de manera adecuada de los
residuos producidos pues de otra manera pueden originar problemas

ambientales, tanto en México como a nivel global.

Los desechos liquidos, residuos sdlidos y emisiones gaseosas
industriales estan considerados entre los principales factores causantes de la
degradacion ambiental. Estos presentan concentraciones considerables de
compuestos contaminantes que, sin lugar a duda, provocan un deterioro
gradual del medio ambiente, los recursos naturales y en particular de la salud
humana. Un elemento que mucho tiene que ver es la carencia de tecnologias
amigables con el medio ambiente que a su vez sea de bajo costo y/o presenten
una relacion costo-beneficio favorable para la disposicion de los desechos lo
suficientemente atractivo para el sector industrial. La agroindustria impacta de
manera negativa particularmente la atmosfera y los mantos acuiferos debido a

la eliminacion de desperdicios sélidos y a los cambios en el uso de la tierra.

Los residuos industriales deben ser tratados para su eliminacién; sin
embargo, esto representa un gasto importante para la mayoria de las
empresas. Debido a lo antes mencionado, una opcion rentable es el
aprovechamiento de los desechos para su comercializacién directa o como

materia prima para la elaboracion de productos de valor agregado.



Entre las agroindustrias con gran producciéon de desechos en México, se

ubican la industria de la tortilla y la camaronera.

1.1. Industria de la Tortilla

1.1.1. Proceso de Nixtamalizacion

La nixtamalizacion es un proceso en el que los granos de maiz se
someten a cocimiento a pH alcalino utilizando cal de grado alimenticio. Luego
de este proceso se obtienen los granos cocidos, denominados nixtamal, y se
separan los residuos liquidos, conocido como nejayote y los residuos soélidos

compuestos principalmente por pericarpio.?

La industria de la tortilla en México, procesa mas de 12.5 millones de
toneladas de maiz anualmente a través de la nixtamalizacion. Por lo que se
estima que la generacién de nejayote asciende a 150 ton/dia y 4 ton/dia de
pericarpio.>* Debido a la alta demanda bioquimica de oxigeno (DBO), el
nejayote es tratado microbiolégicamente antes de ser desechado al drenaje,
mientras que el pericarpio se utiliza para la alimentacion de ganado o se arroja
directamente al entorno.®> Sin embargo, en afios recientes, se ha demostrado

que tanto el nejayote como el pericarpio son fuentes importantes de derivados



del acido cinamico como el acido p-cumarico, acido sinapico y acido ferdlico,

este Ultimo, un compuesto de importancia comercial ®®

1.1.2. Acido Ferlico

En la Figura 1 se muestra la estructura quimica del acido 3-(4-hidroxi-3-
metoxifenil)-2-propenoico o acido ferulico (AF), que junto con sus derivados es

reconocido como uno de los antioxidantes naturales de mayor importancia.’

:00H

Figura 1 Estructura quimica del Acido Ferulico

El AF es uno de los acidos fendlicos mas abundante en el reino vegetal,
ya sea en forma libre o conjugado con azucares, formando ésteres y amidas,
generalmente se presenta esterificado con polisacaridos de la pared celular
(arabinoxilanos, pectinas, celulosa, hemicelulosa, xiloglucanos) y con proteinas
para proporcionar rigidez estructural y fuerza a los granos.'® La fuente més
importante de AF es el grano de maiz, presentando concentraciones que van

desde 1 a 2 g/kg."*



1.1.3.  Aplicaciones del Acido Fertlico

Entre las principales aplicaciones del AF se pueden mencionar las
siguientes: agente antienvejecimiento,*? tratamiento de algunos de los efectos
secundarios de la diabetes (ciertos autores refieren actividad hipoglucemiante e

13,14

hipolipidémica), en el tratamiento de arterosclerosis evitando la oxidacion

1817 heuroprotector,*® antidegenerativo de estructuras

lipidica,*® anticancerigeno,
6seas,'® tratamiento para el alivio de algunas molestias ocasionadas por la
menopausia® e inmunomodulador.?* Todas estas aplicaciones son atribuidas a

la actividad antioxidante del AF.

Se ha comprobado que el AF presenta sinergismo con otros
antioxidantes naturales o sintéticos que se consumen a través de la dieta o por
prescripcidon médica. Ademas, presenta mayor actividad antioxidante que otros
compuestos cuando se expone a la radiacion UV por lo que se ha propuesto su

uso como coadyuvante para la proteccién de la piel contra el dafio solar.??

1.1.4. Actividad Antioxidante

Los radicales libres son especies moleculares reactivas dotadas de un
electron desapareado en un nivel energético superior, que a su vez les confiere
propiedades paramagnéticas. Dada su alta energia interacttan de forma
indiscriminada con cualquier molécula produciendo reacciones en cadena que

afectan las células al comprometer la integridad de la membrana o bien al dafiar



moléculas de gran importancia como los &cidos nucleicos.”® Se conocen
diversos mecanismos por los que pueden producirse radicales libres, ocupando
un lugar primordial las reacciones de oxidacién. Los antioxidantes son un tipo
de compuestos capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas
terminando estas reacciones mediante la eliminacion de intermediaros del
radical libre e inhiben otras reacciones de oxidacion disminuyendo o

neutralizando la energia excedente oxidandose ellos mismos.**

Existen diferentes métodos para evaluar la actividad antioxidante; los
cuales, precisan distintos mecanismos de determinacion, por ejemplo: métodos
quimicos basados en el secuestro de las especies oxigénicas y nitrogénicas
reactivas como peroxinitrito, superoxido, ion hidroxilo, entre otros. Otros
métodos miden la desaparicion de los radicales libres mediante
espectrofotometria, por ejemplo, el 2,2-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-
sulfonato (ABTS), un radical cationico o el 1,1-difenil-2—picrilhidrazil (DPPH)
(Figura 2).* Este Ultimo, es un radical de nitrégeno organico estable que

presenta una intensa coloracion violeta y que absorbe radiacién a 517 nm.?°



N—N NO2
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Figura 2 Estructura quimica de 1,1-difenil-2—picril  hidrazil (DPPH)

En este ensayo se evalla la capacidad que tiene un posible antioxidante
para neutralizar radicales libres. En dicho ensayo se determina la concentracion
inicial de DPPH y la concentracion resultante una vez que se ha afadido el
posible antioxidante, de manera que una disminucion en la absorbancia se
traduce en una disminucion de la concentracion de DPPH debida a la captacién
de electrones por la especie antioxidante. La actividad antioxidante se expresa
en términos de ICso, es decir, la concentracién de antioxidante requerida para

neutralizar o inhibir el 50% del contenido de radical libre.?"?®

1.1.5. Produccion de Acido Ferdlico

El AF es producido por sintesis quimica a través de la condensacion de
vainillina con acido maldnico. Dicha reaccion presenta un alto rendimiento pero
requiere de alrededor de tres semanas.” Por otro lado, su obtencién por vias
quimicas genera un producto sintético y la tendencia actual es el empleo de
sustancias de origen natural. Debido a esto, se esta buscando materia prima de

origen natural para la obtencion de AF.



En paises asiaticos, la produccion comercial de AF esta basada en el
aprovechamiento del salvado de arroz proveniente de desechos de la industria
del aceite. El proceso comprende hidrdlisis alcalina de oryzanol, un éster del
acido ferulico, durante 8 horas entre 90°y 100° C seguida por la precipitacion
del AF liberado que se lleva acabo por el enfriamiento de la mezcla
reaccionante. Por ultimo, se recupera del AF crudo y la purificaciéon por

recristalizacion®.

Otros métodos para la obtencion industrial de AF, incluyen la hidrélisis
enzimatica de la material vegetal.? Antrim desarrollo un método para la
obtencion de AF a partir del pericarpio de maiz, utilizando a-amilasas para la
degradacion de almidones residuales seguida de una hidrélisis alcalina para la

liberacién de hemicelulosa y compuestos no carbohidratados?®.

A pesar de que en México se generan grandes cantidades de pericarpio
de maiz, éste es utilizado para alimentar el ganado siendo una fuente
importante de AF. Se ha determinado en los subproductos de la nixtamalizacion
el contenido de AF entre 7 y 11 g AF/kg de pericarpio de maiz crudo y en el
nejayote, nuestro grupo de investigacion ha encontrado de 1.5 a 14 g AF/kg de
s6lidos.*® Ademas, en el pericarpio de maiz se puede encontrar flavonoides,
carotenoides y antocianinas en menor proporcion. Estos componentes
adicionales del pericarpio, también poseen caracteristicas antioxidantes de

suma importancia.®



1.2. Industria camaronera

La industria camaronera genera mas de 120 mil toneladas de desechos
al afio, cifra que aumenta cada afio con el crecimiento de la poblacién.** Los
deshechos generados se constituyen principalmente por el exoesqueleto de los
camarones y otros crustaceos. Estos desechos son perjudiciales para la salud,
debido a que se convierte en un medio de cultivo para diferentes
microorganismos tanto fungicos (Aspergillus, Curvularia, Penicillium, Alternaria,
Cladosporium y Rhizopus) como bacterianos (Bacillus subtilis y Escherichia
coli), los cuales pueden ser patdgenos para el hombre y algunos animales

domésticos.*

A pesar de lo antes mencionado, estos residuos son de gran interés para
el hombre pues a partir de ellos se puede obtener una proteina fibrosa llamada
queratina, diferentes tipos de carbonatos y un polisacarido llamado quitina;
estas tres estructuras, le dan la dureza necesaria al caparazon de los

crustaceos para desempefiar su funcién protectora.®

1.2.1. Quitina y Quitosan

La quitina es un homopolisacarido de unidades de N-acetil glucosamina,

un derivado de la glucosa que contiene un grupo amino acetilado unido al C-2.



El enlace B(1-4) que forman sus unidades no es hidrolizado por enzimas

presentes en los vertebrados (Figura 3).%

Figura 3 Estructura quimica de la quitina

Uno de los principales derivados de la quitina es el quitosan, que se
obtiene a partir de su desacetilacién y se considera un componente de mucha
utilidad y alta rentabilidad. En términos generales el quitosan es un copolimero
linear, integrado por una unidad desacetilada (D-glucosamina) y una unidad
acetilada en el C-2 (N-acetil-D-glucosamina) unidas entre si por enlaces 3(1-4)

(Figura 4).

Figura 4 Estructura quimica del quitosan
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Una de las caracteristicas mas importantes de este compuesto, es la
posibilidad de ser sustituido o de acomplejarse con grupos quimicos afines al
grupo amino de la unidad desacetilada. El quitosan es utilizado como un
bioadhesivo, ya que se une eficazmente a las superficies con carga negativa,

gracias a la carga positiva que presenta el grupo amino a pH fisiolégico.>*

Su composicion le permite ser compatible con la mayoria de los tejidos
bioldgicos, por tanto, carece de efectos secundarios conocidos ademas de ser
biodegradable y no téxico.***® Estas caracteristicas le convierten en un
producto con numerosas aplicaciones en el campo de la medicina, farmacia,

bioquimica, cosmética y nutricién.3>3’

El peso molecular (PM) y el grado de desacetilacion (GDA) del quitosan
son los factores mas importantes que influyen en su valor funcional y su

actividad bioldgica.

El proceso de desacetilacion para obtener quitosan a partir de quitina
involucra la remocién de grupos acetilo de las unidades N-acetil-D-glucosamina
de la cadena de quitina, dejando un grupo amino (-NHy) con un alto grado de
reactividad. Esto hace que el GDA sea una propiedad importante a controlar
durante la produccién de quitosan ya que afecta sus caracteristicas fisicas y
quimicas, lo que determina su aplicacion al igual que la biodegradabilidad y la
actividad inmunoldgica.*®*® El quitosan presenta dos ventajas sobre la quitina

debido al alto GDA. En primer lugar, permite la solubilizacion del quitosan en
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soluciones moderadamente acidas, mientras que la quitina solo es soluble en
solventes como el cloruro de litio o dimetilacetamida reconocidos como
sustancias toxicas. Por otra parte los grupos amino libres representan un sitio

activo en muchas reacciones quimicas.*

Existen métodos para determinar el GDA de quitosan. Estos métodos
incluyen la prueba con ninhidrina, titulacion potenciométrica linear, volumetria
con bromuro de hidrogeno y distintas técnicas espectroscépicas (IR, UV-Vis,
RMN *H).** Empleando RMN *H se obtiene el grado de acetilacién, determinado
por la relacion entre los protones del radical metilo del grupo acetamida y los

protones del anillo glicosidico.

A partir de los espectros es posible calcular el grado de acetilacion

mediante la Ecuacion 1.

% GA = _(Imet) X 100 Ec. 1

(3 Ih2)
Donde, Inet €S la intensidad del integral de la sefial de dos protones metilo de
grupos acetamida e Iy, es la intensidad del integral de la sefial de un hidrégeno
ligado al C-2 del anillo glicosidico.** Estas areas son seleccionadas por estar

libres de la influencia del pico de alta densidad éptica (HOD).

Tanto el PM como el GDA pueden variar segun el origen de la materia

prima y del método de produccion del quitosan. Al parecer, el quitosan con un
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PM promedio de entre 5-20 kDa tiene mayor funcionalidad bioquimica
comparada con el quitosan de alto peso molecular. Liu y colaboradores,
realizaron estudios para evaluar la influencia del PM en el crecimiento de E.
coli, y encontraron mayor actividad cuando éste disminuye.** A un PM entre 5-
10 kDa muestra un mayor efecto en la inhibicion del crecimiento de varios
microorganismos patégenos como Fusarium oxyporum, Phomopsis fukushi,
Alternaria alternata.** También se propone el uso de quitosan de bajo peso
molecular (QBPM) en la preservacion de leche y en productos de higiene bucal

por su actividad antimicrobiana.*

Otros estudios concluyen que el quitosan con PM de 20 kDa previene la
progresion de diabetes mellitus y presenta mayor afinidad por lipopolisacaridos
en comparacion con PM de 140 kDa.*® Se ha demostrado que QBPM, con un
promedio mayor a 5 kDa, previene el aumento de colesterol sérico en ratas con
una dieta alta en colesterol por 14 dias.*” El QBPM también reduce la incidencia

de marcadores pre-neoplésicos de la carcinogénesis del colon.*®

El PM del quitosan puede ser establecido mediante la viscosidad,

basandose en la ecuacion de Mark-Houwink (Ecuacion 2):

[n] = KM? Ec. 2
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Donde, M es el peso molecular de polimeros lineales y [n] la viscosidad
intrinseca al igual que dos constantes (K y a) especificas para cada sistema de

disolventes.*

Para obtener la [n] se necesita calcular la viscosidad relativa (fyel)
utilizando el tiempo de flujo requerido para que un volumen determinado de una
solucion de concentracidn conocida pase a través de un tubo capilar contra el
tiempo de flujo de un volumen igual de disolvente.®® Los tiempos de flujo se
sustituyen en la Ecuacion 3 para obtener la ny.

Nrer= 1t Ec. 3

Donde, t es el tiempo de flujo de la solucién de quitosan y t, es el tiempo de

flujo del solvente.

Con la ne podemos calcular la viscosidad especifica (nesp) segun la

Ecuacion 4:
Nesp = MNrel — 1 Ec. 4

La viscosidad reducida (nrq) relaciona la nesp con la concentracion (c).

Nred =_MNesp Ec.5
Cc
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La viscosidad inherente relaciona el logaritmo natural de la n y la c:

Ninh =10 Nrel. Ec. 6
C

Tomando en cuenta la viscosidad reducida y la inherente, se construye
una grafica con los valores de concentracion en el eje de las abscisas y los
valores de viscosidad reducida e inherente en el eje de las ordenadas. La recta
obtenida se extrapola para determinar la viscosidad reducida e inherente a
concentracion cero, a este parametro se le llama viscosidad intrinseca ([n]) y es

utilizada para calcular el peso molecular a través de la Ecuacion 2.

1.2.2. Aplicaciones de Quitosan

En los ultimos afos, el quitosan ha despertado gran interés pues su
naturaleza quimica le otorga propiedades de interés industrial. Entre las

aplicaciones que se le dan al quitosan se encuentran las siguientes:

1. Ambiental. Se emplea como agente floculante/coagulante para
clarificar efluentes industriales y urbanos. En el tratamiento para potabilizacion
del agua. También es usado como quelante de contaminantes como el
mercurio, plomo, cadmio y elementos radioactivos como el uranio y el cobalto,

, .z .. 33,51 , ~
asi como en la remocién de plaguicidas. En muchos paises se esta
elaborando actualmente cartdon, papel, peliculas y plastico a partir de quitosan

por su biodegradabilidad.3*2
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2. Biotecnologia. El quitosan se emplea en cromatografias, para la

inmovilizacién de enzimas, separacién de proteinas y remocion de células.

3. Farmacéutica. Es utilizado para la elaboracibn de farmacos con
liberacién controlada, espesante, estabilizador de medicamentos y en la
fabricacion de lentes de contacto.®® Un ejemplo de esto, es su USO cComo

vehiculo para el transporte de insulina a través de la mucosa nasal.>**°

4. Cosmeética. El quitosan se usa en la fabricacion de champdus,
acondicionadores, lociones para el cabello y se utiliza para la formacion de

peliculas con proteinas, ya que son mas estables.>

5. Clinica. El quitosan se utiliza como antiacido, secuestrador de
anticoagulantes, reductor de la placa dental y estimulador de la produccion de
vitamina K e hipocolesterolémico reduciendo la absorcion de lipidos ya sea por
interaccion idnica, captacion de acidos grasos y sales biliares, atrapamiento de
triglicéridos e inhibicion de la lipasa pancreatica. También muestra propiedades
antibacterianas, antif(ngicas y antitumorales.****>" En Cuba es usado en forma
de unglento o polvo, para restituir los tejidos dafiados en la terapia de Ulceras

crénicas, quemaduras, pUstulas, heridas en las manos y miembros superiores.*
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6. Medicina veterinaria. Otra aplicacion interesante es en nutricion
animal, como fibra dietética y para favorecer el desarrollo de bifidobacterias en

los animales.*3

7. Alimenticia. Ofrece consistencia a alimentos procesados, también se
emplea en la recuperacibn de proteinas residuales de las industrias
alimenticias; en la reducciéon de solidos totales, en la purificacién de bebidas
(aguas, jugos, cerveza, vinos, etc.). El quitosan también se emplea como
agente clarificante en los zumos de frutas reduciendo la turbidez de los mismos
y retardando el pardeamiento enzimatico en los jugos de manzana y pera. Se
usa como ingrediente funcional para controlar la textura, estabilidad, mejorar el
flujo de otros ingredientes, proporcionar volumen, controlar la viscosidad y para
incrementar el contenido de la fibra dietética.>**! Debido a que el quitosén no es
absorbido por el organismo, ha sido empleado como acarreador de pigmentos,
sabores y nutrientes; por ejemplo es utilizado para la pigmentacion de especies
acuicolas como truchas arcoiris y salmones, aumentando asi su valor

comercial.®®

8. Agricola. El quitosan se usa como protector contra la invasion de
microorganismos a ciertas plantas, esto permite cosechar frutos maduros que,
al ser fumigados con una solucién de quitosan, pueden permanecer mas tiempo
sin malograrse, evitando de esta forma la cosecha del fruto verde y esperar la
maduracién durante el transporte, lo cual rinde un producto de menor

calidad.®**! Otro uso del quitosan es como medio de atrapamiento que permite
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la liberacion controlada de ingredientes concentrados, agentes antimicrobianos

y sustancias agroquimicas.**

2. Justificacion

Diferentes estudios han comprobado que el quitosan puede ser
modificado con compuestos fendlicos que le confieren actividades biologicas
adicionales. Kenawy en 2005, realiz6 una modificacion del quitosan con
diferentes reactivos (vainillina, p-hidroxiobenzaldehido, p-clorobenzaldehido,
anisaldehido, metil 4-hidroxibenzoato, metil 2,4.dihidroxibenzoato, propil 3,4,5,-
trinidroxibenzoato, 2-hidroximetilbenzoato), obteniendo resultados favorables en
la inhibicién del crecimiento de hongos y bacterias.®® Sin embargo, en este
trabajo no manejan controles adecuados para determinar en qué porcentaje
aumenta o disminuye la actividad antimicrobiana respecto al quitosan sin
modificar. Tampoco fue reportada la actividad antioxidante. Kosaraju en 2006,
encapsulé un extracto de hojas de olivo en microesféras de quitosan, y
caracterizé fisicoquimicamente la preparacion de microesféras, pero no se
realiz6 ningin estudio de actividad bioldgica.’® Por otra parte una gran
desventaja presentada en estos dos estudios es que los sustratos utilizados
para modificar el quitosan son de alto costo en comparacion con los

compuestos fenolicos presentes en el pericarpio del maiz.
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Muchas de las investigaciones actuales buscan utilizar los desechos de
los procesos industriales para la obtencion de compuestos de interés comercial.
Con base en lo anteriormente expuesto, nuestra propuesta es adsorber los
compuestos fendlicos procedentes de la hidrélisis de pericarpio de maiz en
quitosan para obtener un polimero modificado con propiedades antioxidantes y

antibiodticas.
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CAPITULO 2

HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1. Hipotesis

Es posible modificar el quitosan con compuestos fendlicos presentes en
los hidrolizados de pericarpio de maiz, para conferirle propiedades

antioxidantes e incrementar sus propiedades antibidticas.

2. Objetivo General

Producir un polimero modificado con propiedades farmacoldgicas a partir

de quitosan y compuestos fenodlicos presentes en hidrolizados de pericarpio de

maiz.

1.1. Objetivos Especificos

» Caracterizar el contenido quimico del hidrolizado del pericarpio de maiz.

» Modificar el peso molecular del quitosan.

» Caracterizar el quitosan en términos de peso molecular y grado de

desacetilacion.

* Determinar la influencia del peso molecular del quitosan sobre la

actividad antimicrobiana.

* Determinar la actividad antioxidante y/o antibiética de los polimeros

modificados con diferentes contenidos de compuestos fendlicos.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS
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1. Preparacion de Quitosan a Diferentes Pesos Molec

1.1 Hidrdlisis acida de Quitosan

El quitosan fue sometido a hidrolisis utilizando acido acético a través de
un proceso reportado en la literatura.** Fueron disueltos 2 g de quitosan en 38
mL de acido acético al 5% (v/v) e incubados a 50°C por 14, 25y 72 h. Al
término del tiempo de incubacién se ajusto el pH entre 7-9 con una soluciéon de
NaOH 4 N. El precipitado formado fue filtrado a vacio y lavado con agua y
etanol hasta obtener un pH cercano a 7 y secado a 50°C por 24 h. En la Tabla

1 se muestra la clave alfanumérica asignada a las muestras, correspondiente al

tiempo de hidrdlisis.

Tabla 1

Clave alfanumérica asignada segun el tiempo de

hidrélisis de las muestras

Muestra Tiempo de hidrélisis

(h)
Q 0

Q016 016
Q050 0.5
Q100 il
Q140 ”
Q250 5
Q720 =
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1.2. Determinacion de Viscosidad

Se utilizé la viscosidad para determinar el PM del quitosan empleando un
viscosimetro tipo Ostwald modificado por Canon-Fenske con niumero de capilar
25. Los valores para K y a correspondientes al sistema de disolventes utilizado
en este trabajo (HCH,COOH 0.1 M/NaCl 0.2 M) fueron 1.81 x 10° a 25°C y

0.98, respectivamente.”®

Se prepard una solucion de quitosan a 2.0 mg/mL y se dejo reposar en
refrigeracion por una noche. A partir de la solucion antes descrita se procedié a

preparar soluciones a 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 y 2.0 mg/mL.

En la Figura 5 se presenta una imagen del viscosimetro tipo Ostwald
modificado por Canon-Fenske donde se muestran las partes que lo componen.
Se afiadieron 10 mL de la solucion de quitosan en el viscosimetro por el tubo G
y se introdujo en un bafo de agua a 25° C por aproximadamente 20 min para
estabilizar la temperatura de la solucion de quitosan. Posteriormente, se aplicd
succién por el tubo A hasta llenar los bulbos D y B. Una vez llenos, la solucion
se dejo fluir por el capilar midiendo el tiempo que tarddé el menisco en pasar
desde la marca C a la marca E. Las determinaciones se realizaron por

triplicado.*®
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Figura 5 Viscosimetro tipo Ostwald modificado por C anon-
Fenske(G) Tubo de ventilacién. (H) Reservorio de la  solucién.
(J) Tubo de Extension. (F) Tubo capilar. (E) Marca inferior de
medida. (D) Bulbo de medicién. (C) Marca superiord e medida.
(B) Bulbo Superior.

2. Determinacion de Grado de Desacetilacion

El grado de desacetilacion fue determinado por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN *H) utilizando un

espectroscopio de resonancia magnética nuclear Broker de 500 MHz.

Las muestras fueron preparadas de la siguiente manera. Se agregé 1 mL
de HCI/D,0O al 1% a 10 mg de quitosan y se incubd con agitacion a temperatura
ambiente por 24 h formando una solucién viscosa. Se tomé una alicuota de esa
solucion que fue colocada en un tubo de 5 mm de didmetro para su posterior

analisis a 70°C. #?°°
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3. Hidrdlisis Alcalina de Harina de Pericarpio

Los extractos de pericarpio fueron obtenidos utilizando un método
quimico-enzimatico.** A 5 g de pericarpio (donado por CIASA, sucursal Ruiz
Cortinez) se le agregaron 2 Ul de a-amilasa llevando a un volumen final de 15
mL de H,O destilada. La solucion fue incubada a 65°C por 3 0 min, terminado el
tiempo de incubacién, se inicio la hidrolisis alcalina utilizando 85 mL de NaOH
2.4 M. La mezcla de reaccion se incub6 a 25°C y 300 rpm por 1 h. Terminado
el tiempo de incubacion se procedio a filtrar a vacio y a ajustar el pH entre 1y 2
con HCl 6 N. Posteriormente se afiadieron 3 volimenes de acetato de etilo
(EtAOC) recuperando la fase organica, misma que fue deshidrata sobre
Na,SOg;, filtrada a través de algoddn y llevada a sequedad utilizando una
evaporador rotatorio (Buchii). Los extractos fueron almacenados a -20°C hasta

su analisis.*

4. Determinacion de Parametros Quimicos del Extract o Seco

de Pericarpio de Maiz

4.1. Determinacion de Acido Ferulico por HPLC

La determinacion de la concentracion de AF en el extracto seco de
pericarpio de maiz se realizd mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) en un Cromatografo Waters 2695, con sistema de bombeo

cuaternario equipado con un detector de arreglo de diodos modelo 2996. Se
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utilizé una columna HyperClone 5U ODS C18 (Phenomenex) con 5 uym de

tamano de particula y 250 x 4.5 mm de longitud por diametro interno.

Se utiliz6 como fase movil un gradiente binario con fases Ay B a 0.8
mL/min. La fase movil A, estaba compuesta por agua:acetonitrilo:acido formico
en proporcién 95:5:1 (v/viv); la fase B, por acetonitrilo:agua:acido formico en
proporcion 90:10:1 (v/v/v). Las proporciones de las fases utilizadas durante el
gradiente para la cuantificacion del AF se presentan en la Tabla 2.3° Las
absorbancias de las substancias eluidas fueron registradas a 305 nm. Para la
conversion de areas bajo la curva a términos de concentracion, se utilizaron

curvas estandar en un intervalo de concentracion de 0.01 a 0.4 mg/mL de AF.

Tabla 2
Gradientes de las fases utilizadas

para el analisis de AF

Tiempo (min) | A (%) | B (%)
Inicial 100 0
15.00 90 10
20.00 80 20
30.00 70 30

El extracto seco de la harina de pericarpio de maiz fue resuspendido en
metanol grado HPLC y filtrado a través de una membrana de nylon de 0.45 um,

para después ser analizado por HPLC. El AF fue identificado comparando los
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tiempos de retencidon y el espectro de UV de los datos de las muestras con

estandares comerciales.

4.2. Determinacion Colorimétrica de Fenoles Totales

La concentracidon de fenoles totales en el extracto seco de pericarpio de
maiz fue determinada de acuerdo al método colorimétrico de Folin-Ciocalteu,
gue consiste en agregar 5 pL de extracto seco resuspendido en H,O caliente
(aprox. 50° C) en una cubeta de plastico con 400 uL de agua destilada. La
reaccion fue iniciada al agregar 30 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, se agitd y se
incubd por 5 minutos a una temperatura aproximada a 25° C. Después de ese
tiempo se agregaron 80 uL de una solucidon de Na,COz al 25 % (p/v), se agité y
se incub6 a una temperatura aproximada a 25°C por 15 min. Transcurrido este
tiempo, se realizaron las lecturas de absorbancia a 765 nm de A un
espectrofotometro Genesys 5. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado. El contenido de fenoles totales se estandarizé utilizando una curva de
calibracion de AF para expresar el resultado como mg equivalentes de AF/g de

extracto seco.*°

4.3. Determinacion Colorimétrica de Flavonoides

La concentracion de flavonoides en el extracto seco de harina de
pericarpio de maiz fue determinada por el método colorimétrico de Liu (2002).
Se tomaron 50 pL de extracto seco resuspendido en H,O caliente (aprox. 50°

C) al que se agregaron 300 pL de agua destilada y 20 uL de NaNO; al 5 %
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(p/v). Se dejo reposar por 6 min a una temperatura aproximada a 25° C,
posteriormente se afiadieron 30 pL de AICls al 10 % (p/v), dejando reposar por 5
minutos a la misma temperatura. Al término de este tiempo se afiadieron 100 pL
de NaOH 1 M. La solucién se agitdé y enseguida se realizaron las lecturas de
absorbancia a 510 nm utilizando un espectrofotometro Genesys 5. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. El contenido de flavonoides se
estandariz6 utilizando una curva de calibracion de quercetina para expresar el

resultado como mg equivalentes de quercetina/g de extracto seco.®

5. Adsorcién de los Compuestos del Hidrolizado de

Harina de Maiz

El extracto de pericarpio se resuspendio en 10 mL de agua destilada
(~50° C), obteniendo una concentracién de AF de 0.8 g/L. Esta solucién fue
acidificada con HCI 6N hasta alcanzar un pH de 4. Posteriormente, se
agregaron diferentes cantidades Q y Q720 para obtener concentraciones de 10,
20, 30, 40, 50y 75 g/L. El proceso de adsorcion se realizé a 40°C por 2 ha 125
rom. Transcurrido este tiempo, las muestras de quitosan se separaron por
centrifugacion, al sobrenadante se le ajust6 el pH entre 1 y 2 con HCI 6N para
ser extraido con 3 volumenes de EtAOC, recuperando la fase organica, misma
que fue deshidrata sobre Na,SOgs, filtrada a través de algoddn y llevandose a
sequedad utilizando un evaporador rotatorio (Buchii). Las muestras fueron

posteriormente analizadas por HPLC.*
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6. Determinacion Colorimétrica de Actividad Antioxi dante

Se utiliz6 un método basado en la reduccion del radical libre estable
DPPH. Se tomaron alicuotas de 480 uL de una solucion de DPPH 65 uM en
metanol 80% y se agregaron 20 pL del extracto. La mezcla fue agitada
vigorosamente e incubada por 30 min a 25° C en ausencia de luz. La
absorbancia fue medida a 517 nm en un espectrofotdmetro Genesys 5. Todas
las muestras fueron corridas por triplicado. Utilizando como control acido

ascorbico. La actividad antioxidante es expresada en términos de 1Cs.2%?’

7. Pruebas Antimicrobianas

Las pruebas antimicrobianas se realizaron empleando seis
concentraciones diferentes de Q, Q-Extracto de harina de pericarpio de maiz
(Q-E) y extracto de harina de pericarpio de maiz (E). La actividad

antimicrobiana del quitosan fue probada contra E.coli (ATCC 25922).

El crecimiento del microorganismo se realizé6 en dos etapas; durante la
primera se prepard una suspension E. coli en solucion salina 0.85% con la cual
se inocularon tres matraces Erlen Meyer de 250 mL con 50 mL de medio soya
tripticaseina BD Bioxon (Becton Dickson de México S.A. de C.V.) con 0.5 mL de

la suspension, incubandolos a 37°C por 72 h a 150 rpm.

En la etapa dos, 5 matraces con medio soya tripticaseina fueron

adicionados con diferentes concentraciones Q, Q-E y E (20, 50, 100, 200, 500 y
30



1000 ppm) y posteriormente incubados con un inoculo del 10 % (v/v) derivado
de la etapa uno de cultivo. Los cultivos fueron incubados en agitacién a 150 rpm

ya37°C.

Se tomaron muestras de 1 mL a las 0, 3, 6, 8 y 10 hrs, para medir la

densidad optica (DO) a 610 nm en un espectrofotometro Genesys 5. Las

determinaciones se realizaron por triplicado.*?
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CAPITULO 4

RESULTADOS
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1. Preparacion de Quitosan con diferentes Pesos

Moleculares

1.1 Determinacion de Viscosidades y Pesos Molecula  res

Se utilizo quitosan (Biokrissma) de peso molecular y grado de
desacetilacion desconocido. El peso molecular de este quitosan comercial fue
modificado mediante hidrolisis con acido acético. Este método fue seleccionado
ya que puede ser facilmente controlado y monitoreado y los productos pueden
ser obtenidos sin modificaciones en el grado de desacetilacion, en comparacion

con los métodos enziméaticos no especificos.

1.2. Eleccion de viscosimetro

Para determinar el peso molecular de los hidrolizados de quitosan se
determind mediante viscosidad. Para lo cual fue necesaria la seleccion de un
viscosimetro de Ostwald ya que existen viscosimetros que presentan capilares
con distinto didmetro interno, especificos para un intervalo de viscosidades.
Inicialmente se utilizé un viscosimetro con capilar niumero 50; sin embargo, los
resultados presentaban muchas variaciones debido a que era un capilar con un
diametro mayor al necesario y los tiempos de hidrdlisis eran insuficientes para
la obtencion de PM més bajos. Para la seleccion del capilar, se recurrié al valor
K reportado para quitosan en el sistema de disolvente de HCH,COOH 0.1
M/NaCl 0.2 M, de esta manera se determiné que el capilar nimero 25 era el

adecuado para nuestras determinaciones.
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En la Figura 6 se presentan los resultados de las viscosidades obtenidas

a partir de los tiempos de flujo de las soluciones de la muestra Q.
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Figura 6 Grafica de viscosidad reducida ( nred) y viscosidad
inherente ( ninh) de la muestra Q para la obtencién de la
viscosidad intrinseca ([ n]).

Con el PM de Q determinado, se fijaron los tiempos de hidrolisis en 14,
25y 72 hrs. Obteniendo Q140, Q250 y Q720, respectivamente. Las graficas de
viscosidad reducida e inherente para de las muestras Q140, Q250 y Q720 se

presentan en el apéndice.

Una vez obtenidos los valores de viscosidad intrinseca ([n]), se procedio
a calcular el peso molecular utilizando la Ecuacién 2. Los resultados de la
viscosidad intrinseca ([n]) y el peso molecular de las muestras de quitosan y sus

hidrolizados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3

Resultados de viscosidades intrinsecas y

pesos moleculares

[n] PM
Muestra
(mL/mg) (Da)
Q 623.595 899,519
Q140 353.02 487,867
Q250 261.085 352,714
Q720 155.255 201,695

En la Figura 7 se presenta de modo grafico la relacién de los resultados
de los pesos moleculares con respecto al tiempo. Se obtuvieron pesos
moleculares dentro del rango de 200 a 900 kDa en 72 h de hidrdlisis. Durante
las primeras 12 h se presenta una alta velocidad de hidrélisis que disminuye
después de este tiempo, mostrando una disminucion del 50% del valor inicial
del PM. A pesar de que se deseaba disminuir aun mas el peso molecular, es
poco factible utilizando esta técnica, pues en la curva se presenta un

comportamiento asintético. Por lo anterior para el desarrollo de este proyecto se

decidié utilizar el quitosan de 900 y 200 kDa.
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Figura 7 Grafica de pesos moleculares dados en kDa de las
muestras de quitosan tomadas a diferentes tiempos d e
hidrdlisis.

2. Determinacion del Grado de Desacetilacion

Comparando el método de hidrolisis acida con los enzimaticos, se llego a
concluir que se pueden obtener productos sin modificacion en el GDA, pues los
valores porcentuales que presentaron tanto la muestra original como sus
derivados se encuentran cerca del 85%. En la Tabla 4 se muestran los
resultados del calculo del grado de desacetilacion obtenidos a partir del grado

de acetilacion que se determiné a partir de los espectros de RMN H™.
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Tabla 4

Resultados del porcentaje de grado de acetilacion y desacetilacion

Muestra % GA %GDA
Q 15 85
Q140 15 85
Q250 15 85
Q720 15 85

3. Determinaciones de Parametros Quimicos del Extra  cto Seco

de Harina de Pericarpio de Maiz

Después de la obtencion del extracto de pericarpio de maiz por hidrolisis
guimico-enzimatica, se procedi6 a la cuantificacibon de AF por HPLC,
compuestos fendlicos totales por el método de Folin-Ciocalteu y flavonoides por

un método colorimétrico.

1.3. Determinacion de Acido Ferulico

La Figura 8 muestra un cromatograma del extracto seco de harina de
pericarpio de maiz donde se aprecia la sefial del AF a 26.056 min. En la Tabla 5

se presenta la concentracion de AF en la muestra.
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Figura 8. Cromatograma del extracto seco de la hari na de
pericarpio de maiz.

En el cromatograma del extracto seco de la harina de pericarpio de maiz
se aprecia como compuesto principal al AF y también observan algunas sefales
con menor intensidad pertenecientes a compuestos no identificados. Los cuales
probablemente pertenecen a la familia del &cido cinamico pues poseen
espectros de UV parecidos al AF. Se obtuvo una concentracion de AF de 7 g/Kg

de harina de pericarpio de maiz, constituyendo el 0.7% del peso de la muestra.

1.4. Determinacion de Compuestos Fendlicos Totales

Los resultados de la determinacion de los compuestos fendlicos totales
presentes en el extracto seco de la harina de pericarpio de maiz se presentan
en la Tabla 5. Obteniendo casi el 50% de compuestos fendlicos en la harina de

pericarpio de maiz.
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1.5. Determinacion de Flavonoides

Otro de los parametros determinados en el extracto seco de la harina de
pericarpio de maiz es la presencia de flavonoides. Sin embargo, los resultados
obtenidos no fueron confiables ya que la metodologia utilizada presentd
interferencias con algun componente del extracto de pericarpio de maiz

arrojando falsos positivos.

Tabla 5
Resultados de los parametros quimicos del extracto seco de la harina de pericarpio

de maiz

Determinaciéon Concentracion

Acido Ferdlico 7 g de AF por kg de harina de pericarpio

Compuesto fendlicos totales | 406 g de AF por kg de harina de pericarpio

Flavonoides ND*

* ND = No determinado

2.  Capacidad de Adsorcion de las Muestras Q y Q720

Una vez obtenidos y caracterizados los hidrolizados de E y Q a distintos
PM, fue determinada la capacidad de adsorcion de los compuestos fendlicos
presentes en el extracto de pericarpio en Q y Q720. Los resultados se muestran

en la Figura 9.
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Es necesario tomar en cuenta que la formacion de complejos se da entre
los grupos amino libres expuestos y los compuestos fendlicos, siendo un factor
trascendente para una eficiente captacién de los mismos. Es por esto que el
tamafio de particula influye en gran manera sobre el fenbmeno de adsorcion.
Siendo importante tomar en cuenta esta variable a la hora de poner en contacto
estos compuestos. A concentraciones menores o iguales a 10 g/L Q presenta
mayor capacidad de absorcidbn que Q720. Al parecer, este resultado fue
afectado debido a que el tamafio de particula de Q720 no fue uniforme
comparado con Q. Por otro lado, a concentraciones mayores a 20 g/L Q720
presentd mayor capacidad de adsorcion que Q. Este fendmeno se explica por la
caracteristica del quitosan de formar aglomerados o acumulados, por lo que, en
altas concentraciones este fendmeno evita que las particulas que se encuentran

en el centro del aglomerado expongan sus grupos aminos libres e interaccionen
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con los compuestos fenolicos, disminuyendo la capacidad de adsorcion a altas

concentraciones.

Finalmente se decidié utilizar una concentracion de 10 g/L para los
analisis subsiguientes para asegurar que, tanto la actividad antioxidante como
la antimicrobiana se presenten con menor variabilidad al ser comparadas con

las muestras individuales.

3. Determinacion de Actividad Antioxidante

Ademas de determinar la actividad antioxidante del E y del acido
ascoérbico como control. Se determing la actividad antioxidante de las muestras
Q-E y Q720-E resultantes de la adsorcion del AF en 10 g/L de quitosan. Los
resultados de la actividad antioxidante expresados como ICsy de las muestras

analizadas se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6
Resultados de la actividad antioxidante (estabiliza  cion de

radicales libres [DPPH])

Muestras ICs0 (Mg/mL)
Acido ascorbico 0.22
E 0.96
Q-E 3.05
Q720 -E 6.22
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Una vez adsorbidos los compuestos fendlicos en quitosan fue necesario
determinar la actividad antioxidante del polimero modificado y compararla con el
E y el acido ascérbico como referencia. Como se observa, el E presentd un ICsg
4.3 veces mas alto que el ICsy del acido ascorbico. Q-E y Q720-E presentaron
IC5o mas altos que E. Como era de esperarse, debido a las capacidades de
adsorcion, Q-E present6 un ICso mas bajo que Q720-E. Por tanto, corrigiendo el
tamafno de particula utilizada en las muestras de quitosan, se espera aumentar
la capacidad de adsorcion y con esto aumentar la actividad antioxidante de
Q720-E. Por lo anterior, para realizar el resto de las pruebas se decidi6 utilizar

solamente las muestras de Q.

4. Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

En las Figuras 10, 11 y 12 se muestran las curvas de crecimiento de E.
coli en presencia de E, Q y Q-E a distintas concentraciones. En las pruebas
microbioldgicas realizadas con Q, se logro la inhibicion del crecimiento de E.
coli; sin embargo, los resultados obtenidos con E no fueron los mismos, ya que
en éste no se presento modificacion alguna en el crecimiento. Finalmente para
Q-E no se observaron diferencias significativas en la actividad de quitosan. Con
esto se puede determinar que la actividad antimicrobiana esta determinada por

el Q y que E no afecta la actividad antimicrobiana de éste.
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Figura 11 Grafica de la curva de crecimiento de E.coli en
caldo de soya tripticaseina con extracto de harina de
pericarpio de maiz (E).
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CAPITULO 5

DISCUSION
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En afios recientes se ha reconocido al quitosdn como un compuesto de
gran interés por sus diversas aplicaciones en distintas areas del cuidado de la
salud y el medio ambiente. Aunado al interés actual de consumir productos con
menor procesamiento y reutilizacién de desechos; en éste trabajo se proponen
nuevas aplicaciones para los desechos de la industria camaronera y de la

tortilla.

Fue necesario caracterizar tanto el quitosan como el extracto de
pericarpio de maiz a fin de optimizar sus propiedades; ya que, en el quitosan el
peso molecular es un factor de suma importancia que influye de manera
determinante sobre las propiedades antimicrobianas de éste. Por lo que fue
necesario la puesta en marcha de metodologias que nos permitieran determinar
y modificar su peso molecular. Para alcanzar esta meta se eligio la medicion de
la viscosidad e hidrdlisis acida respectivamente. Sin embargo, a diferencia de lo
reportado en la literatura, se observd una disminucion de la velocidad de
hidrolisis del quitosan después de 12 horas, provocando que los cambios en el
peso molecular del quitosan fueran minimos a tiempos mayores y no se
obtuviera un valor cercano a 10 kDa peso molecular reportado como 6ptimo
para la inhibicion del crecimiento de microorganismos segun la literatura. Este
comportamiento pudo ser ocasionado por la formacién de agregados que
dificultan la difusion del acido acético, pues es conocido que polimeros como el
quitosan bajo determinadas condiciones formen agregados que cambien sus
propiedades reoldgicas. A pesar de este Ultimo inconveniente las muestras de

quitosan fueron capaces de inhibir completamente el crecimiento de E. coli.
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Por otro lado, se caracterizO parcialmente el extracto de pericarpio de
maiz obtenido por hidrolisis quimico-enzimatica, determinando que el 40% del
extracto esta formado por compuestos fendlicos, entre los cuales, el acido
ferulico se presenta en mayor proporcion en los analisis por cromatografia de
alta resolucion. En otra determinacion se trato de medir el contenido de
flavonoides, sin embargo, interferencias presentes en el extracto impidieron una
determinacién confiable, posiblemente debida a la presencia de compuestos
fendlicos polimerizados. Asi mismo, se comparo la capacidad antioxidante del
extracto de pericarpio de maiz contra acido ascoérbico resultando
aproximadamente 5 veces mayor. No obstante, sigue siendo un producto de

gran interés al ser un producto de valor agregado.

Diferentes concentraciones de quitosan fueron utilizadas para su
modificacion a una concentracion conocida de extracto, a fin de determinar la
capacidad de adsorcion del quitosan. Se observé que a concentraciones bajas
de quitosan se obtuvo mayor capacidad de adsorcion. Esto nos confirma que, al
aumentar la concentracion de quitosan se promueve la formacion de
aglomerados, disminuyendo el area superficial de las particulas. Por otro lado,
el quitosan de bajo peso molecular presento un comportamiento un tanto
erratico, probablemente por diferencias en el tamafio de particula. A pesar que
a 7 g/L presentd mejor capacidad de adsorcion se propone utilizar 10g/L para
preservar la actividad antimicrobiana del quitosan. Una vez formado el complejo
Q-E se determiné la actividad antimicrobiana concluyendo que la presencia de

los compuestos fendlicos no la afectan. En cambio, el ICso sufrié un incremento,
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ya que la mayor parte estaba constituido por quitosan y una pequefia parte por

los compuestos fendlicos que proporcionan la actividad antioxidante.
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CAPITULO 6

CONCLUSIONES
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Se disminuyo el peso molecular del quitosan a través de la hidrolisis
acida de acido aceético, sin modificacién en el grado de desacetilacion.
Dentro de las primeras 24 horas de hidrolisis acida del quitosan se logra
la disminucion de peso molecular mas significativa.

El quitosan de alto peso molecular (~900 kDa) logré inhibir el crecimiento
de E. coli

En el extracto de pericarpio de maiz obtenido por hidrolisis quimico-
enzimatica, el compuesto con una mayor concentracion es el acido
ferdlico.

La actividad antimicrobiana del quitosdn no se vio afectada por la
adsorcion de los compuestos fenolicos del extracto de pericarpio de
maiz.

El extracto de pericarpio de maiz no presento actividad antimicrobiana.
Se le confirié actividad antioxidante al quitosan con la adsorcion de los

compuestos fenolicos presentes en el extracto de pericarpio de maiz.
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CAPITULO 7

RECOMENDACIONES
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Llevar a cabo la determinacion de la capacidad de adsorcién del
guitosan, manejando tamafio de particula uniforme y observar el
aumento de la concentracibn de compuestos fendlicos por gramo de
guitosan.

Realizar la determinacion de actividad antioxidante al acido ferulico puro,
para saber si existe aumento o disminucion de la actividad, y asi saber si
conviene o no la purificacion de este compuesto.

Efectuar la determinacion de la actividad antioxidante por otras
metodologias para corroborar los resultados obtenidos y si es 0 no
factible el desarrollo del quitosan modificado como principio activo.
Identificar la interferencia presente en el extracto de pericarpio de maiz
responsable de la interaccién que impide el uso de la técnica utilizada
para la determinacion de flavonoides, asi como determinarlos por

métodos mas precisos
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Grafica de Viscosidad reducida y viscosidad inheren te de la muestra Q
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Tabla de viscosidad intrinseca y pesos moleculares de Q114

Viscosidad intrinseca promedio (ml/g)

Peso molecular en kDa

353.02

487.876
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te de la muestra Q720
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