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Sintesisde nanoparticulas de quitosano a partir de quitina de exoesqueleto de
camaron para el encapsulamiento de colorantes naturales

Autor: Bryan Andrés Aclg Vega
(bbachig@uce.edu.pc

Tutora: Martha Azucena Suarez Heredia
(masuarez@uce.edu)ec

RESUMEN

Debido a la inestabilidad que presentan los colorantes naturales femiataciones
alimenticias, farmacéuticas y cosméticas frente a factores externos como temperatura, pH
y luz, se hace necesario investigar formas de estabilizacién, de las cuales la encapsulacion
en nanoparticulas es una opcion para conservar los besgtiei los colorantes ofrecen.

En el presente proyecto de investigacion se sintetizé quitosano a partir de quitina de
exoesqueleto de camardn. El quitosano sintetizado se caracteriz6 mediante
espectrofotometria infrarroja, observandose las bandas casticasrde amino (NHla
3255,25 cr, carboxilo (C=0) a 1624,73 che hidroxilo (OH) a 3432,67 ci
coincidentes con la estructura quimca del compuesto. El grado de desacetilaciéon de
quitosano se determiné mediante valoracion potenciométrica, obtes@éma porcentaje

de eliminacion de grupos acetilo 68,22 + 0,98%. Se realizé la comparacion de los
pardmetros que caracterizan las nanoparticulas formadas, utilizando el método de
gelificacion idnica, a partir del biopolimero sintetizado y de un estaadaercial. Las
nanoparticulas obtenidasesentaron un tamafio de 1284 9nm, una polidispersiéon de
0,335+ 0,082 unidades y un potencial Z d8,1 £ 0,3 mV. Medianteun disefio
experimental?, se encapsulo ebtoranteantocianinico proveniente delito del mortifio
(Vaccinium floribundum Kunth). Se compararon losnétodos deadsorcion e
incorporacion emncapsuleidn, utilizando los dos tipos de quitosano, para determinar la
eficiencia de encapsulacion del colorante eBcontré que el mejor trataemto fue la
incorporacion de antocianinas por el método de adsorcion, utilizando nanoparticulas de
guitosano sintetizado en el Laboratorio de Productos Naturales, obteniéndose un
porcentaje de eficiencia de encapsulamiento del 90,47%.

Palabras Clave:NANOPARTICULAS DE QUITOSANO, GELIFICACION IONICA,
COLORANTE ANTOCIANICO, EFICIENCIA DE ENCAPSULAMIENTO.
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Synthesis of chitosan nanoparticles obtained from chitin for exoskeleton shrimp
for the encapsulation of natural colors

Author: Bryan Andrés Achig Ve
(bbachig@uce.edu.pc

Tutor : Martha Azucena Suarez Heredia
(masuarez@uce.edu)ec

ABSTRACT

Due to the instability of natural dyes in food, pharmaceutical and cosimetialations,

as opposed to external factors such as temperature, pH and light, it is necessary to
investigate forms of stabilization, of which encapsulation in nanopatrticles is an option to
preserve the benefits that the dyes offer. In this researcltipicjdosan was synthesized

from shrimp exoskeleton chitin. Chitosan synthesized was characterized by infrared
spectrophotometry, observing the characteristic bands of amino (NH2) at 3255125 cm
carboxyl (C = O) at 1624.73 cthand hydroxyl (OH) at 343@7 cm 1, coinciding with

the chemical structure of the compound. The degree of deacetylation of chitosan was
determined by potentiometric titration, obtaining a percentage of elimination of acetyl
groups of 93.22 + 0.98%. The comparison of the paranibi@rsharacterize the formed
nanoparticles was made, using the ionic gelation method, from the synthesized
biopolymer and from a commercial standard. The nanoparticles obtained had a size of
129.5 + 4.9nm, a polydispersion of 0.335 + 0.082 units angatehtial of-9.1 + 0.3

mV. By means of an experimental design 22, the anthocyanin dye from the mortifio fruit
(Vaccinium floribundum Kunth) was encapsulated. The methods of adsorption and
incorporation in encapsulation were compared, using the two typesitokan, to
determine the efficiency of encapsulation of the dye. It was found that the best treatment
was the incorporation of anthocyanins by the adsorption method, using chitosan
nanoparticles synthesized in the Natural Products Laboratory, obtaipegentage of
encapsulation efficiency of 90.47%.

Keywords: NANOPARTICLES OF CHITOSAN, IONIC GELIFICATION,
ANTHOCYANIC COLORING, ENCAPSULATION EFFICIENCY
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INTRODUCCION

Debido a que los colorantes naturales son sensibles a cambios externosudeypH, |
temperatura, causando el deterioro de las propiedades que poseen losogigsedmn
desarrollad técricas que permiten que los beneficios defdmgnentos naturalesean
aprovechados industrialmentel encapsular colorantesturales con un prodia; que
seaamigable al ambiente y que no presenta toxic{dado lo es el quitosan@yud la
estabilidadde dicho colorante frente a los cambéx$ernos de temperatura, de pH y de
luz, mejorandosu aplicabilidacen productos de lmdustriss farmacéutas, cosméticas
e industrias de alimentos.

El contenido de la investigacion se distribuyd en cuatro capitulos detallados a
continuacion:

En el Capitulo I, se plantea el problema en el cual se concreta la necesidad del
proyecto, ademas de los objetivdesla investigacion y la importancia del estudio.

En el Capitulo Il, detalla los antecedentes de los estudios similares a la presente
investigacion como también abarca los aspectos tedricos que sustentan el estudio, ademas
de las hipotesis formuladas denaestigacion.

El Capitulo Il menciona el disefio experimental, las variables y consideraciones
estadisticas para el analisis de datos provenientes de la ejecucion de la parte experimental.

Por altimo el Capitulo IV y V establecen los andlisis de radaft, producto de
la parte experimental desarrollada como también las conclusiones y recomendaciones que
se puede utilizar para posteriores trabajos dentro de la misma linea de investigacion.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

En la actualidad, existe una demanda considerpata emplearcolorantes
naturales en sustitucion de los colorantes sintéticos, como lo es el colorante rojo No 40
debido a la toxicidad que presenta en alimentos y cosméGarzon, 2008)El gran
problema que presemdos colorantes naturales, e sensibles a factores externos
como: la luz, el pH y la temperatura. Dentro de este grupo de mt@sraaturales se
encuentran laantocianinasgue gracias a los beneficios que presentamaerduccion
de enfermedades corares, reduccion de diabetesgctividad antiinflamatoria,
mejoramiento de la agudeza visual y mejoramiento eangportamiento cognitivason
los pigmentos vegetales con gran potencial para el reemplazo competitivo detesloran
sintéticogCastai@da & Beltran, 2015)

Las antocianinas son colorantes naturales que presaetabilidada cambios
de temperatura, de pldeluz y, debidoa las interacciones que puadener con otras
moléculas presentes dentro de las formulaciofesnacéuticas, @meéticas y
alimenticias no llegan a seaplicables industrialmentéGarzén, 2008)

Un estudio realizado pdéilores & Rivera (2018)demuestra la inestabilidad que
presentan las antocianinas fieera cambios de temperatulzos autores estudiaron
diferentegefrescos energizantes, adistintascantidaégsde antocianinasn cada bebida
conservandolas a temperatura ambigdi®’C) y de refrigeraciorf4°C) durante un
periodo de 86 diad.os resultdos presentaron una mayor degradacién a temperatura
ambiente que a refrigeracion, siguiendo una cinética de primer orden.

Se puedancorporarantocianinas, para que logren la estabilidad frente a los
cambios externosde luz, pH y temperaturacon un materal encapsulante
nanoparticularizadaomo lo mencionaBrito & Suarez (2017)Los autoresdhirieron
antocianinas con nanoparticulas de zeina dispersas en etanol al 20% y de#hpa
dos métodode encapsulacidémncorporacion y adsorcigdonde, emétodo de adsorcion
presentbuna mayor eficiencia de encapsulamier{82,84%) que el método de
incorporacion (16,81%).

Sin embargo, el utilizar un materi@noparticuladopuede llegar a ser téxico. El
trabajar con nanoparticulas perjudicl parda salud. La toxicidad de las nanoparticulas
producidas normalmente a partir de carbén, plata, silice, diéxido de titanio y 6xido de
zinc, presentan grandes problemas a nivel respiratBscasi que se toma caminos
alternos como: utilizar compuestanoparticuladobiodegradables para que no logren
almacenarse das cavidades nasales del cuef@bau, Wu, & Yen, 2007)



El quitosano esin material biodegradable, biocompatible, no es xies un
polimero mocoadhesivgue alformar nanoparticulasctiacomo material encapsulante,
siendo una gran alternativa para: la liberacion de farmacos, enmascaramiento de sabores,
estabilidad de aceitesestabilidad de colorantestc(Peniche, Arguelles, Peniche, &
Acosta, 2003)La capacidad quelantpie presental quitosanpse debe a su naturaleza
policationi@a (gracias a sus grupos i la cual, permite preservar la estabilidad y
bioactividad de macromoléculas contra su degradgd@ogcoolea, Remufidnopez, &

Alonso, 2009)

La propiedadgencapsulantque prgorciona el quitosano, ha sido estudiada en las
Ultimas décadas;on un gran niumero de aplicaciones en: la industria alimenticia, la
industria cosmética, la egultura, medicina, farmaci@jotecnologia, etc. En la industria
alimenticia, esta técnica tie un importante valor debido a la propiedad de proteccion
gue adquieren las sustancias encapsuladas, protegiéndolas y regulandolas de factores
ambientales como son calor y temperatura, cuanderspieadas en la elaboracion de.

En base a estos antecedeném el presente trabajo de investigacion, se propone,
sintetizar nanoparticulas de quitosano a partir de quitina de exoesqueleto de camaron,
para el encapsulamiento de colorantes naturales, especificamente, antocianinas extraidas
delfruto delmortifio (Vaccinium floribundunKunth).

Formulacién del problema

¢ Es posible encapsular antocianieagaidas del fruto del mortifi@/accinium
floribundum Kunth), utilizando nanoparticulas de quitosasmtetizadas a partir de
quitina obtenida de exoesqueleto de agnt?

Preguntas directrices o de investigacion

¢Es posibledesacetilar quitina, mediante hidrdlisis alcalina para obtener
guitosano?

¢Las nanoparticulas de quitosano tienen la capacidad de encapsular a las
antocianinasextraidas del fruto del mortifivaccinium floribundumKunth) y asi
prolongar el tiempo de vida util?

¢ El utilizar un agente entrecruzante favorecera a la formacion y estabilidad de las
nanoparticulas de quitosano con antocianexasidas del fruto del mortifi¥accinium
floribundumKunth) incorporadas?

Objetivos
Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de quitosano obtenido a partir de quitina
de exoesqueleto de camardn para encapsulamiento de colorantes naturales.



Objetivos especificos

Obtener quitosano a partir de qoéide exoesqueleto de camaron por medio de
una hidrdlisis alcalina

Caracterizar lequitosam sintetizadopor espectroscopidT-IR y valoracion
potenciométrica

Sintetizar nanoparticulas de quitosano por el método de gelificacion idnica a
través de agita@n magnética y centrifugacion.

Caracterizar las nanoparticulas de quitosano mediante la determinacion del
tamafio de particula, polidispersion y potencial z utilizando el método de Dispersion
Dinamica de Luz (DLS).

Encapsular antocianinas extraidas deltifior(Vaccinium floribundunkKunth)
utilizando nanoparticulas de quitosano.

Determinar la concentracion de antocianinas extraidas del m@w#oainium
floribundumKunth) antes y después del proceso de encapsulamiento mediante el método
de espectrofotomea UV-VIS para definirel porcentaje de eficienci®e encapsulacion.

Justificacion e importancia

En la actualidad, la poblacion es mas consciente de la importancia de la
alimentacion en la salud, buscando productos que no presenten colorantes ssintético
como lo es el colorante rojo No 40, que es uno de los mas utilizados en bebidas, dulces,
cereales, medicamentos y cosméticos. El colorante rojo No 40 ocasiona reacciones a la
hipersensibilidad (parecidas a la alergia) en algunos consumidores e hipEden los
nifios (Santillan & Mejia, 2018) El reemplazar este colorante por uno que presente
mejores propiedades manteniendo la coloracion, como lo son las antocianinas, es el auge
de las investigaciones en la actualidad. Las antocianinas presentan los siguientes
beneficios: protegen los capilarele la retina, refuerzan el sistema cardiovascular,
presentan un efecto antioxidante potente y ayudan a combatir resfriados, infecciones y
alergias. Estos beneficios hacen que cada vez las industrias farmacéuticas, de alimentos
y cosmeéticas utilicen pigméos vegetales en sus producfOstiz et al., 2009) Pero el
utilizar antocianinas en las formulaciones de los productos farmacéuticos, cosméticos o
alimenticios es complejo, debido a las interacciones e inestabilidad que presentan los
pigmentos vegetales dentro de las formulaciones. La inkséabile las antocianinas se
produce cuando existeambios externos desrperatura, luz y pkOrtiz et al., 2009)

El estabilizarlas derdrde un material que mantenga puspiedades y beneficipss el
alcance de las investigacioraetualeskEl material que se utilice, tiene que sempatible
con el pigmento vegetal, m@bepresentar toxicidad yeneque ser biodegradable, como
es el @so del quitosano. Este biopolimeabsernanoparticuladoactia como material
encapsulantesiendo una opcion para estabilidad de coloranteaturalesla liberacion
de farmacos, enmascaramiento de saboregGgcoolea et al., 2009)
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El quitosanoproviene de la hidréliside los grupos acetamidie la quitina, al
tratarla en medio basico.La quitina se obtiene del exoesquelete camedn
industrialmente procesado.

SegunCampana(2017) ministro del Comera Exterior,el Ecuador es uno de
los mas grandes exportademe camaron en el mundo canrededor dé.0 millones de
libras de camarones mensual que representa cerca de 300 millones degiératesus
principales compradores: la Unién Europea, Estabiodos y ChinaConsiderando que,
el tratamiento de éstos marisagsnera residuos solidos commnchas, cabezas de
camarones, exoesqueletos de crustaceos y patas de langgstinesel 85% de estos
sdidos provocan contaminaci@ medio ambient@Marmol et. al 2012) estos residuos
podrian ser utilizados en la produccion de quitida acuerdo a los datos obtenidas,
cabezadel crustaceo representa 30% de la contaminaci@m los rioscausando malos
olores yproliferacion bacterianéChavez & Lopez, 2009 omunmate, las industrias
camaroneras, naprovechatodo el ptencial que los desechos del procesamiento de los
camaronse producen, algunas industr@gesechan los exoesqueldibsrandolos al como
basura biodegradableggnerando un impacto ambiental negafWalencia & Mendoza,
2018)

Al considerar a los desechalel camarén como una fuerde obtencion de
guitosano para utilizarlo en productos de uso alimenticio, cosmético o farmacéutizo
un biopolimero degradable y ambientalmente amigapbl®mando en cuenta que&
industria camaroneréene un altopotendal, nacela importancia de este proyeate
investigaciongque plante#a posibilidad deprovechalos desechodeesta industripara
generarel proceso de obtencion de quitina, quitosanmanoparticulas de ste
biopolimero; que serarutilizadas como mcapsulantes decolorantes naturales,
especificamente antocianinas extraidas del fruto del mgiaccinium floribundum
Kunth). La investigacion se presem@mo una alternatiiaeneficiosapara disminuir los
problemasocasionados pagl consumo de cotantes sintéticos & la vezapoyar en la
disminucién dda contaminacién ambiental que producen las industrias camaroneras
haciendo un uso sustentablelaeresiduogyeneradaos



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Antecedentes

La sintesis de nanopamilas de quitosandja sidoobjeto de estudio para
multiples y variadas investigaciones, con la finalidad de dar a conocer la utilidad y
beneficios quegenera la utilizacibnde este polimero biodegradable. Entre estas
investigaciones se mencionan las ggtes:

En la Universidad de Zhenjiang (Chin&yaludla actividad antibacteriana in
vitrio de nanoparticulas de quitosasargadascon nanoparticulas deobre contra
diversos microorganismosE( coli, S. choleraesuis, S. typhimurium y S. ayreus
Utilizaron el método de gelificacion iénica con aniones tripolifosfato para la sintesis de
las nanoparticulas y decaracterizaron por medio de microscopia de fuerza atémica
(AFM) y andlisis de FAIR. Los resultados revelaron gueente a I&5. choleraesujdas
nanoparticulas provocaron una alteraciéon de las membranas celulares vy filtracion del
citoplasmaQi, Xu, Jiang, Hu, & Zou, 2004)

En la Universidad de Washington (Estadlinidos), utilizaron quitosano como
un recubrimiento para nanoparticulas de hiemo k finalidad de aument#as sefiales
deintensidad déas imagenes de resonancia magnétietectandtumorescancerigenos
dentro del cuerpoLas nanoparticulas déehro recubiertas con quitosase utilizaron
como portadores pasivodepositandoseobre las células cancerigenhses resultados
gue obtuvieron fueron expuestos en su trabajo mediante imagenes fluorescentes abriendo
la posibilidad de crear nuevos campos para la administracion dirigida de agentes
guimioterapéuticos tradicionaléarami, Stephen, Veiseh, & Zhang, 2011)

Valverde, Aguilar, Bbéyas, & Sotelo, (2015prepararonnanoparticulas de
guitosano incorporando aceite esencial de tomillo y evaluaron la actividad antinmarobia
del producto para controldectobacterium carotovom. Se evaluda concentracion
minima inhibitoria (MIC)obteniendaesultados dg®  p& & & de inhibicion del halo
con una concentracion 2,8 % de quitosano disuelto en acido acético.

En la Universidad EIA(Escuela de Ingenieria de Antioquieh Colombia,
sintetizaron nanoparticulas de quitosano por el método de gelacién i6mda asano
agenteentrecruzantéripolifosfato pentasodico (TPRara evaluarsu comportamiento
como excipiente de medicamentos. Utilizaron alginato como agente modificante a una
concentracion fija de quitosano vy realizaron pruebas para medir la capdeidad
encapsulamiento y liberacién controlada de medicamentos usando rodd@naweno
trazador, obteniendeun porcentaje de encapsulamiento del 52% y valores de liberacion
de molécula trazadora del 36% a pH de 7,4 y 46% a pH a@eilienos resultados za
las aplicaciones biomédicéderrera, Acevedo, Castro, & Marrugo, 2016)
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En el Ecuador,Cardenas (2015)de la Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador, sintetiz0 nanoparticulas de magnetita recubiertas con quitosano para la
deterninacion de la bioacumulacién en mosBassophila melanogastejue es un tipo
de mosca de fruta. La autora concluy6 tassnanoparticulas de magnetita recubiertas
con quitosanpproducen la capacidad de disminuir la bioacumulacion de hierro en las
moscadDrosophila melanogastey demostrd que la alteracion a nivel reproductivo fue
menor.

La mayoriade las investigaciones detalladas en la bibliografia revisadatjza
en la posibilidad dencapsulamientque presentalas nanoparticulas de quitosanaony e
la posibilidad de utilizaagentes modificantes que ayudan a estabilizar a las suspensiones.
El presente proyectuotilizO nanoparticulas de quitosano para el encapsulamiento de
colorantes naturales, especificamente a antocianinas extraidas del frutortiébd
(Vaccinium floribundunKunth), y a su evaluacién de su porcentajeefieiencia de
encapsulamiento, por dos sisteméticas diferentes, a través del método
espectrofotométrico UWis.

Fundamento teérico

Produccién del camarén

El camardn, ha sido una de Especies marinake mayorelevancia del comercio
exterior, debido a su aplicabilidad gastronémica. En el Ecuador eti®6&gproduccion
camaronera perteneceailltivo, el otro 4% pertenece a la pesca artesanal. El camaron
blanco (itopenaeus vannanjees la especie primordial de cultivo agropecuario de la
costa ecuatoriafver figura 1) Esta especie es considerada como la mas resistente a
cambios ambientales en su etapa de crecimiento y como una de las especies mas
capturada(Luna, 2012)



Principales Especies Capturas

Litopenaeus vannamei Boone Protrachipene precipua
“Camarén blance”, “Langostino” “Camarén Pomada™
“White shrimp”. Lt 25 cm. “Titi shrimp™. Lt 8.5 cm.

Litopenaeus stylirostris Stimpson Litopenaeus occidentalis Streels
“Camarén blanco”, “Langostino™ “Camarén blance”, “Langosting”
“White shrimp”. Lt 23 cm. “White shrimp”. Lt 24 cm.

Figura 1. Principales especies de camardon capturadas en la provincia de Manabi,
Esmeraldas y Guayaquil. Obtenido (Mendivez, 2016)

En Ecuador,d produccion camaronera secuentralrededor de la provincia de
Esmeraldas, el Golfo de Guayaquil, Manabi y El @rolaTabla 1 se indica el porcentaje
de produccion de las especies comerciales del EcuadBcuadorexpota camarén a
tres grandes mercaddsstados Unidogcon un 63% de la producciond, Union Europea
y Japon. Las exportaciones del camardn ecuatoriasta el afio 2015ueron de
65.455,247 libragBarriga & Ullrich, 2016)

Tabla 1. Porcentaje de produccién de las principales especies capturadas de camardn en
el Ecuador

Especies de Camarones Comerciales

Género Especie Nombre comun %Produccion
Litopenaeus Vannamei Blanco 95
Occidentales
Stylirostris
Protrachipene Precipua Pomada 5

Caracteristicas del exoesqueleto del camardon

Los residuos del camar&@on considerados comum desecho organico ammo
una basura comuiin embargaeberian ser tratados comeateria organica renovable,
debido a que en su estructura predominabigpolimera La estructura polimérica se
encuentra formada por unidades dd-acetitglucosamina,que esconsiderada un
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principio activo paraiso farmacéutico, agroindustrigblimenticio(Bricefio & Montiel,

2008) Los componentes mayoritarios (ver figura 2) que se eneaureatel exoesqueleto

de camarorson: quiina, proteinas, sales mineralefundamentalmente carbonato de
calcio y carotenos. La caracterizacion de estos compuestos se han realizado usando
meétodos fisicoquimicgstermoanaliticos y espectroscopiciRamirez & Rodriguez,

2010.

Composicion quimica del exoesqueleto de camarén

m Quitina
m Proteina
Carbonato de Calcio

Carotenos

Figura 2. Composicion quimica del exoesqueleto de camavtndificado de: (Soro,
2007)

Quitina

La quitina se encuentra principanmte enel exoesqueleto de los crustaceos
(cangrejos, langostas, camarondsgta abundantemente distribuida en diversos reinos de
los organismos vivos. Forma un componente menor en la mayoria de los hongos y
algunas algas, pero en mayor porcentaje seeati@uen caparazones de invertebrados e
insectos(Ruiz & Cuamatzi, 2004)La funcién mejor conocida de la quitina es la que
presenta en animales invertebrados e insectos, actuando como sustancia estructural del
exoesqueleto. En muchos de los casos, la quitina forma una matriz donde se produce la
mineralizacién parecido a comactia el colageno; es decir, como una matriz para el
depdsito del minerdDe La Paz & Fernandez, 2012)

Quimicamente d quitina es un polisacarido lineal formado exclusivameptét
acetitD-glucosamina ligadgor enlace§ p 1 . Este polisacarido presenta una
estructura similar a la celulosa. Su diferencia radica en la presencia de un grupo
acetamido (CECONH) en lugar del grupo hidroxilo (OH) de la celulosa, en el carbono
namero 2 como se puede observar en la figura 3.



CH,OH CH,OH
H /1> H /1
4 H 1 4 H 1
O OH H OH H e
3 2 H 3 2 H
H NH-CO-CH, H NH-CO-CH,
feives —in
N-Acetylglucosamine N-Acsetylglucosamine

Figura 3. Estructura de la Quitina, donde constan las wiedale repeticion de-Bketil
glucosaminaTomado dgRuiz & Cuamatzi, 2004)

La quitina es un biopolimero de color normalmente blanquecino, presenta
inelasticidad y es insoluble en agw alcali y en acidoinorganicos diluidosEn
anteriores investigaciones se encoqué este polimero sksuelveencloruro delitio al
5%, pero este tipo de disolventes son altamente toXic¥svaf e r alg quell@ hake
inviables para aplicaciones alimenticieas microfibrillas de quitina son semejantes a la
celulosa, y estas pueden presentarse en diferentes forfhas de las cuales es la
estructura mas estable y la mas frecuenta naturalezaPara poder aislkx se requiere
de una serie de tratamientos quimicos que removeran las sales, las proteinas, colorantes,
etc.(Baltodano & Yaipen, 2006)

Las aplicaciones de la quitina en la indasson variadas, por ejemplo, en la
industria alimenticia, la quitina es utilizada como adsorbente de polifenoles, causantes de
las alteraciones del color, aroma y sabor, en vinos bl§Acasgjo & Carrasquero, 2009)

Para tratamiento de aguas, la quitina se utiliza coagulante primario para aguas sesiduale
de alta turbidez y alta alcalinidad. Como floculante para remocién de particulas coloidales
y para encapsular metales pesados en soluciones auéisas 2006) En la industria
agricola, la quitina es efectiva en el control de enfermedades y plagas vedetales.
quitina proporciona beneficios de crecimiento y desarrollo a los microorganismos que
establecen relaciones simbidticas a las plaiMasmol et al., 2012)

Quitosano

El proceso de desacetilacion modifica a latiga en quitosano afectandois
propiedades, de modo que, gracias a sus grupos amino, este es soluble en soluciones
acuosas de la mayor parte de &msdos organicos e inorganicpsndrade, 2015)El
polisacaridadenominado quitosanba adquirido una gran importancia en la agricultura,
tratamiento de aguas, liberacion de farmacos, cicatrizanteagicesencia de los grupos
amino (NH) dentro @ su estructura, le confierpropiedadeguelantes y conservativas,
atrapando principios activos y almacenandoitste grupo puede ser ionizaglo cidos
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diluidos, promoviendo la disolucién del quitosano y el comportamiento polielectrolitico
en lasolucibn (Bautista, Ventura, Correa, & Coronal, 2017)

El quitosano es un polisacarido catidénico lineal basado en unidades de
glucosamina (@&amino2-desox# -D-glucosa) unidas mediante enlaces glicosidicos
I p T como se observa en la figura 4. Normalmente el grado de acetitdutgmido
sueleser de 30-40%, aunque para lograr quitosano se debe alcanzar al menos un grado
de desacetilacion del 50%. El proceso de obtencidn de quitosano a nivel industrial mas
empleado es el método quimico, resultando quitosano de diferentes pesos moleculares
Asi, se puede adqgir comercialmente quitosano de bajo (50A@®D0O00 Da), medio
(190000310000 Da) y alto peso molecular (31085000 Da)Contreras, 2015)

CHOH [ CH,0H ~] CH;OH

Figura 4. Estructura quimica del quégano, donde constan las unidades de repe{i2ion
aminc2-desoxi b -D -glucosa). Tomado déContreras, 2015)

El quitosano presenta propiedades funcionales de: biodegradabilidad,
biocompatibilidad, promotor de adsorcién, actividad antimicrobiana, anticolesterolémica
y artioxidante. Ademas se comporta como un polielectrolito catidnico y por debajo de un
pH 6,5 presenta una alta densidad de carga. Este se adhiere facilmente a las superficies
con carga negativa y logra formar quelatos con iones metédidgsiriendo la prapdad
de encapsulaniirk & Othmer, 2007)

Las aplicaciones del quitosano son variadas, gracias a sus propiedades

encapsulativas, biodegradables, antimicrobianas y biocompdttetio, 2015)En la
tabla 2 seresentaralgunas aplicaciones del quitosano en diferentes areas industriales.
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Tabla 2. Aplicaciones del quitosano en diferentes areas productivas.

Area Aplicacion

Enelareade Se utiliza en la liberacion de medicamentasl artificial, refuerzo
la salud de uias y huesos y aposito para heridas.

Enla Se usa en peliculas de recubrimieto de frutos, hojas, semi

agroindustria  vegetales frescos, en la clarificacion de jugos de fruta, €
proteccion de plantulas, en la liberatiécontrolada de
agroquimicos, en la estimulacion del crecimiento, como inhik
del oscurecimiento de frutos y tubérculos, en biocidas, ¢
corrector de sustratos de crecimiento y como inductor
mecanismos de defensa.

En tratamiento Se utiliza como floculante, coagulante, en tratamientos de flote

de aguas para la remocion de aceites pesados en agua, como agente f
para piscinas y spas, en remocioén de metales y surfactantes.

Quitosano como matriz de encapsulacion

El quitosano presenta lagacidad de formar una estructura alrededor de los
compuestos bioactivosmrincipios activos (nucleo), la cual proteglentcleo contra el
deterioro ypromuevda liberacion bajo condiciones desea(Rarra, 2011)Belmont &
Jiménez,(2013) mencionan que el peso molecularey grado de desacetilacion, son
caracteristicas que hacen del quitosano unelexte matriz encapsulante. El quitosano
muestra un alto potencial para la conservacién efectiva de diversos compuestos
bioactivos ademas de la liberacién selectiva de ¢stosy ano v s k a Kost oska
& Grozdanov, 2012)

El quitosano es una excelente matriz polinééri@a cual no es afectada su
estructura molecular al momento de la formacion de nanoparticulas poliméricas. El
empleo de agentes entrecruzantes como por ejempipadifosfato de sodio (TPP) en
la sducion del biopolimerohace posible a la formacion denoparticulas de quitosano
(Parra, 2011)

Trip olifosfato de sodio como agente entrecruzante

El tripolifosfato de sodio cuyas siglas son TPP, es una sal de sodio pentahidratada
obtenida del acido trifosférico, siendo una molécula lineal (ver figur&IS)PP se lo
considera como elditivo principalen productos alimenticios (conservante), detergentes
(aditivo), en la agricultura (aditivo), en tratamiento de agua (defloculante). EI TPP es un
polvo blanco que presenta una estructura cristalina, es inodoro, presenta un elevado peso
molecular y es solué en agua. Cuando se prepara una solucion de tripolifosfato de sodio
en agua, existe el desprendimiento de iones sodio. Este desprendimientorelegh |
anion tripolifosfato, elcual tiene capacidad secuestrante de dureza, defloculante y
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entrecruzanteLa accidn entrecruzante del tripolifosfato de sodio se produce por los
aniones tripolifosfatos, ligando a moléculas poliméricas entre si y estabilizandolas en un
medio acuos@Veramendi, 2015)

0 o) o

| R

2 P — P —ONa*
| |

O-Na* O-Na* O-Na*

Figura 5. Molécula lineal ddripolifosfato de sodio (TPP). Modificadide (Hamamura,
Negron, Cavero, & Milla, 2010)

Na+O-

Procesos de encapsulacion

La encapsulacién se puede definir como una técnica por la cyasdrhsulas
liquidas, particulas solidas y particulas gaseasas cubiertas con una pelicula
polimérica porosa conteniendo una sustancia activa. Esta membragarestmente
hecha de componentes que forman una red con propiedades hidrofobicas y/o hidrofilicas.
El términoencapsulacién panoencapsulacion se utiliza de igual manera, pero los dos
términos se emplean indistintamer(tearra, 2011)La encapsulacion geuede realizar
por variosprocesos, los @lesson descritos en la tabla 3

Tabla 3. Procesos de encapstilan para la obtencion de nanoparticulas

Procesos Quimicos Procesos Mecanicos
Coacervacion Secado por aspersion
Cocristalizacion Secado por congelamiento/enfriamiento

Pdimerizacion Interfacial
Atrapamiento por lisosomas Extrusion
Gelificacion o gelacion idnica

Método deencapsulacion porgelificacion idnica

El método de gelacididnica o gelificacion ibnica easn método ampliamente usado
para lapreparacion de meparticulas También se le awce como reticulacion idnica
(Madene & Jacquot, 2006 Eske métodaconsiste en la formacion de nanoparticulas en
un medio acuoso que presenta cargas positivas y negativas estabilizadas por un agente
entrecruzante (ver figura).6El agenteentrecruzantenas usado es el tripolifosfato de
sodio (TPP). Cuando el TP#® afiade a una solucion de carga opuesta bajo agitacion
constante y temperatura moderada, las dos cargas opuestas se combinan para formar
nanoparticulagCalderon, 2015)
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Figura 6. Representdon esquematica del proceso de gelificacion idnica con TPP.
Tomado de(Keawchaoon & Yoksan, 2011)

El material encapsulado, mediante el proceso de gelificacion iénica, puede
incorporarse en porciones bajasey porciones altas, esto depende del método de
encapsulacién que se utilideakhreddin, ZandiRezaei, & FarahmandghayR013)se
mencionan dos métodos de encapsulacion de estudio, los cuales son: el método de
incorporacion y el método de adsorcion

Método de adsorcién

Este método se realiza mediante la adsorcion del principio activo en thcieipe
de las nanoparticulas. Las nanoparticulas deben ser tratadas, es decir, preparadas y
acondicionadas previamente, para poder eliminar cualquier contaminante de la
superficie. Los factores que afectan principalmente al proceso son: tipo de ad$mrcion,
velocidad de agitacion, la concentracion y naturaleza del principio activo, la

concentracion y propiedades superficiales de las nanopart{dédtdsnraj & Chen,
2006)

Método de incorporacion

La incorporacion del principio activo se produce en el momento de la formacion
de las nanoparticulas. El principio activo debe estar disuelto en la fase dispersante. El
componente que dacorpora, en su mayoria, es rodeado por el material de la matriz
polimérica, formando una especie dgpsalas. La otra parte que no se incorpora en la
matriz, es absorbida en la superficie de las capsulas. Los factores que influyen
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principalmente en estmétodo son: La velocidad de agitacion, la concentracion del
principio activo y la concentracion de la matriz polimé(Mahanraj &Chen, 2006)

Sustancias que se nanoencapsulan

La nanoencapsulacion es una aplicacion que se encuentra en auge y constante
desarrollo, debido a la gran aplicabilidad que presenta en la indigstriacéutica,
alimenticia y cosmética. Este proc@sweolucra la: incorporacion, adrcion o dispersion
de componentes bioactivos, en pequefias capsulas de diametro nano. Estas nanoparticulas
en la interfase de gotas de emulsion pueden mejorar la estabilidad y controlar las gotas,
siendo utilizadas como transpaftees comestibles para componentes de sabor, aroma o
para liberacion de farmac¢Sozer & Kokini, 2009)

En la actalidad, existen sustancias que pueden ser encapsuladas en particulas de
polvo sélido oen nanoparticulas de emulsiones estructuradas, por ejemplo: perfumes,
fertilizantes, aceites esenciales, farmacos, lipidos, sabores volatiles y colorantes
naturales.También se ha logrado encapsular semillas de frutas como: banano, uvas,
guayda papaya, manma, mora, granadilla y semillas de citri¢®ai, Asthana, Kant,
Jaiswal, & Jaiswl, 2009) Las nanoparticulas son consideradas como @amcav
cientificopara la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica.

Nanoparticulas

Las nanoparticulas pertenecen a sistemas coloi@galggensionesprmados por
particulas que presentaautamafio de 1 a 1000 nm. El tamafio es mas cercano a los
atomos y moléculas, el cual les otorga propiedades Unicas a dichas suspéDsBeies
Jianing, & Youan, 2010)

Las nanoparticulas son materialdimminutos que se los pueden clasificar en
diferentes clases segun sus propiedades, formas o tamafios. Los diferentes grupos
incluyen: fullerens, nanoparticulas metalicas, nanoparticulas ceramicas y nanoparticulas
poliméricas. Las nanoparticulas presentapiedades fisicas y quimicas Unicas, debido
a su gran area de superficie y su tamafio a nanoescala. Se menciona que las propiedades
opticas dependen del tamafio, lo que imparte diferentes colores debidos a la absorcion en
la regidn visiblg Khan, Saeed, & Khan, 2017)

Nanoparticulas poliméricas

Normalmeng se trata de nanoparticulasbarsede polimeros organicosen un
término especial colectivo se los denomina nanoparticulas de polimeros. En su mayoria
son nanoesferas y nagapsula. Las primeras son particulas de matriz cuya masa total es
generalmente sdlida y las otras son moléculas que se adsorben en el limite exterior de la
superficie esférica. En la figurasé puede observhr estructura de una nanoesfera y una
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nanoc@sula poliméricaLas nanoparticulas se pueden funcionalizar facilmente y, por lo
tanto, se puede encontrar aplicaciones a las migdthas et al., 2017)

Matriz polimérica

Matriz polimérica Nucleo central

Nanoesfera Nanocapsula

Figura 7. Clasificacion de las nanoparticulas poliméricas. Tomad{Biio & Suarez,
2017)

Nanoparticulas a base de quitosano

Debido a la importancia que han venido adquiriendo las nanoparticulas y a la
incorporacion creciente del quitosano en sistemas acuosos, las nanoparticulas de
guitosano han sido objeto de estudio para los avances de prothro@séuticos,
cosmeéticos y productos alimenticidgelasquez, 2015) as nanoparticulas de quitosano
se enfocaron practicamente solo hacia el transporte y liberacion controlada de agentes
terapéuticos, pero en l@taalidad existen, mas aplicaciones de las nanoparticulas, las
cuales son detalladas en la tably¥dlasquez, 2015)

Tabla 4. Aplicaciones de las nanoparticulas de quitosano en diferneas

Aplicaciones Area
Sistemas de liberacion oral segura y controlada de insulina  Medicina
Sensores de presion Ingenieria
Preparacion de catalizadores heterogéneos Catalisis
Preparacion de electrodos selectivos Quimica
analitica
Preparacion de biopeulas para envasado de alimentos Alimentos
Preparacion de sistemas para terapia genética Medicina
Proteccion antibacterial de textiles Industria Textil

Preparacion de nanoparticulas con ingredientes naturales gri Alimentos
alimenticio

Surfactantegcoldgicos para dispersiones en petroleo Energia
Encapsulamiento de aceites esenciales Alimentos
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Relacion entre nanoparticulas poliméricas de quitosano y colorante vegetal
antocianinico

Las nanoparticulas de quitosano son capaces de formar nanoesfietaisiendo
al principio activo dentro de su matriz poliméridaos colorantes vegetales son
consideraos como un principio activo capaz de encapsularse, manteniendo sus beneficios
y el color del pigmento. Las antocianinas al ser consideradas como upiprautivo,
pueden encapsularse dentro de la matriz polimérica de quitosano, manteniendo la
coloracién del pigmento y sus propiedades antioxidantes y antiinflamatgriases &
Rivera, 2018)

Colorantes vegetales

La definicibn de colorantgegetal o tinte natural se refiere a aquella sustancia
coloreada que puede ser extraida de plantas o animales, aptos para la tintura o coloracion
de productos en formulacioned.os colorantes vegetales pueden ser obtenidos de
diversas plantas, como pormjelo: en el caso de la cebolla, se utilizan las cascaras para
obtener el color café, de la zarzamora se obtiene un coladdilanortifio se obtiene un
color rojoazul, (Quintriqueo & Gutiérrez, 2012).0s tintes vegetales abren una puerta
al desarrollo industrial, como en el caso de productos de la industria alimenticia. Estos
pigmentos no generan dafios a la salud y proporcionan vitaminas propias de cada vegetal
del cual es extraido. Dentro de los colorantes vegetales mas estudiados, existen los
colorante antocianinicos, los cuales poseen beneficios antioxidantes, prevencion de
enfermedades y efectos antiinflamatoli@arzon, 2008)

Antocianinas

Las antoganinas, son un grupo de colorantes natardi@rosolubles que
presentamna gama de coloracion, que va desde el rojo hasta el azul, en diversas frutas,
flores y hojas. Entre las frutas y hortalizas rojas, se destacan: las uvas, los rabanos, los
mortifios las pitahayas, la cebolla rqj@astafieda & Beltran, 2018)as antocianinas,
ademas de otorgar la coloracién roja a las hojas, flores y frutos, presentan: efectos
antiinflamatorios, reducciéon de enfermedades coronarias, reduccion de diabetes,
mejoramiento de la agudeza \awy mejoramierd del comportamiento cognitivo,
llegando a ser un sustitupara colorantes artificiales.aétores como la baja estabilidad
y falta de disponibilidad de material vegetal limitan su aplicacion comédt@aizon,

2008)

Las antociamias son glucosidos de las antocianidinas, pertenecientes a la familia
de los flavonoides. Son compuestos formados por dos anillos arométicos Ay B y por una
cadena de 3 carbonos como se puede observar en &8igsarzon, 2008)
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Figura 8. Estructura de las antocianind@mado d€Garzon, 2008)

El color de las antocianinas depende del numero y de la orientacion de los grupos
hidroxilos y metoxilos de la molécula. El haber incrementos en la hidroxilacionggrodu
desplazamientos hacia tonalidades azules mientras que incrementos en las
metoxilaciones producen coloraciones r¢faarzon, 2008)

Los factores como el pH, temperatura, presencia de oxigeno y acido ascérbico,
hasta su misma estructura, detieran la estabilidad del pigmengd/rolstad & Garzén,
2001) Los cambics de pH altera el color de las @ncianinas un cambio de pH &cido
(mayor estabilidad) hacia otro alcalino, produce la variacién de rojo a azul. Ademas, las
antocianinas, son afectadas por la temperatura, generando cambios en la estructura
molecular por ruptura del enlagiicosidico(Garzon, 2008)

Fundamento Metodoldgico

Obtencién de quitosano

Se produce tras la hidrélisis alcalina de la quitina a temperaturas mayores a 80°C.
A medida que la temperatura de reaccion aumenta, el tamafio del polimero disminuye
debido a la degrad®n que sufren los polisacaridos a altas temperat@asha
comprobado que existe una relacion lineal entre la temperatura y el peso molecular del
polimero siempre y cuando se encuentre en un intervalo de 40° a(150%; 2012)
La concentracion alcalina, es también otro de los factores que afectan a la obtencién de
quitosano.Luna, (2012)ha estudiado que a medida que disminuye la concentracién
alcalina, la viscosidad y el tanmaie particula de quitosano disminuye.
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Caracterizacion del quitosano obtenido
Solubilidad

La solubilidad de quitosano se da en medio acido, considerandose ésta una
reaccion mediante un solvente activo. El solvente méas utilizadoaegdel acéticpen
concentraciones que van desdei01P46. Esto se debe a la presencia al grupardao
primarioen la moléculague es protonada de acuerdo con la ecudcion

06 QOET BDEOD PDOMQOET BIDE OO0
Ecuacion 1. Reaccion deolubilidad de quitosano en acido acético

Al protonarsda amina pimaria, el quitosano aumentsu capacidad hidrofilica
logrando ser soluble en soluciones diluidas con la formacién de salesoiHliergpKa
para la ecuacioil de quitosano es aproximadamente 6,3. El quitosano se solubiliza
cuando mas del 50% de los grupos aminos son protonados. La solubilidad depende del
porcentaje de desacetilacion de quitosano y esta a su vez esta controlada por |
interacciones moleculares con el grup@adetil y por las propiedades hidrofilicas de la
glucosamina libréLuna, 2012)

Grado de desacetilacion

La reaccion de quitina en medio alcalino producesdida de grupos acetilo
(H3sC-CO-R) de la cadena polimérica, formando grupos reactaraso (NH). Este
proceso de eliminacion de grupos acetilo se conoce casacetilacion y se calcula
comoporcentaje de desacetilacid@hcual se define como la cantidad de grupos acetilos
gue no seencuentran presentes en la cadena de quitosano. Este porcentaje de
desacetilaciomeneradiferentes productos, es decir, diferentes quitos@ressigura 9)
(Giraldo, 2015)

> 50 % grupos (I;HS
acetilo CHoOH (IZO
"0 o NH 7~ ..
HO ~
HO
(i':Hs [0 By o
CHoOH ¢o NH2 CH20H
R o] o NH .. Desacetilacién a
HO— . Quitosano
HO /
o

NH CH20H

co CHoOH

CH3 0 (0] N -

HO ~
. 1 HO .
Quitina o
100 % grupos NH (o]
ootils 2 CH20H
Quitano

Figura 9. Estructura polimérica de quitasay quitano segun el grado de desacetilacion
Tomado de(Luna, 2012)
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Estudios previos determinan un méaximo de 85% en desacetilacion dgagoit
en base a factores comentperaturas de 100° a 110°C, concentracién alcalina de 30 a
50% y tiempo de reaccion de 2 a 7 ho(Rmaudo, 2006)No siempre se alcanza un
porcentaje de desacetilacion del 100%, pero si tal fuera eletaggtosano toma el
nombre de gitano(Giraldo, 2015)

El grado de desacetilacion se obtiene de una valoradtenciométrica entre la
solucién de quitosano y una base valorada, mediante el criterio de la primera derivada
aplicando la ecuacion Pa cual describe el porcentaje de grupos amino proton&tlos.
primer y segundo punto de inflexion del gréafico derlmpra derivada, corresponde a la
salida del primer y segundo protén del grupo amina de la molécula de quit@saada
& Miranda, 2004)

Pl o,

P0OO Q

Ecuacion2. Calculodel porcentaje & grupos aminprotonados de quitosano

Donde:

y = Es el punto de inflexibn mayor enL_

x = Es el punto de inflexion menor erL

w = Es el peso en gramos

f = Es la molaridad de la solucion de NaOH

16.1 = Es el valor relacionado con el peso equivalehtguitesano

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), para
caracterizacion de quitosano

El FT-IR proporciona un espectro de reflexibon de bandas de los grupos
funcionales de las sustancias inorganicas y organicas, por lo cuallde pealizar una
identificacion de los materiales, calidad o consistencia de una muestra y la cantidad de
componentes en una mixtura. En la espectroscopiRFIR radiacion IR pasa a través
de la muestra. Una parte de la radiacion IR es absorbidarpoektra y otra pasa a través
de ella conocida como transmitancia, siendo detectada que posteriormente mostrara el
espectro de la muestra (ver figura L0ang, 2004)

La espectroscopiaT-IR es utilizada para aplicaciones en nanomateriales y es
comunmente empleada para determinar el espectro de banda que revela una conjugacién
de nanomateridbiomolécula, por ejemplo las proteinas enlazadas a una superficie de
nanoparticulagliang, 2004)
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Figura 10. Esquema del funcionamiento de un-lRl. Tomado de{Calderdn, 2015)

La presencia de grupos acetillgC-CO)aln presentes en la cadena de quitosano
se puede determinar pospectrofotometria de Infrarrojg se observa como una
disminucion de ldanda de carbonileG=0) a 16001700cn* de la cadena polimérica
de quitina (mgor presencia de grupos aceltilestabanda conforme transcurre el tiempo
de reacciébn va disminuyendo la intensidad, es decir, los grupos acetilo van
desapareciendo de la quitina mientras se va formando quitbsagel, 1969)

Sintesis de nanoparticulas de quitosano

Las nanoparticulas de quitosano son sintetizadadiante varios procesos
qguimicos, per@l método de gelificacion iénica utilizando TRIFgvee alta capacidad de
carga(Goycoolea et al., 2009).a gelacion ibnicaprovecha las cargasesentes en la
suspension para formar quitosano de menor radio hidrodinaitras cargas anionicas
de(TPP) en la soluciérentrecruzan a las cargas cationicas de las particulas poliméricas,
formando particulas a nanoescala. Entre las ventajas que destaca este método es, evitar
el uso de altas temperaturas, uso de solventesioogao procesos drasticos como la
sonicacioén, que fusionado con la naturaleza policatiénica del quitosano, le confieren a las
suspensiones la capacidad de encapsular eficientemente principios activos preservando
la estabilidad de los mism@Soycoolea et al2009)

Purificacion de las nanoparticulas

La centrifugacion y la liofilizacion son los procesos de purificacion de
nanoparticulas mas utilizados. Al centrifugar la suspension de nanoparticulas, las
particulas de mayor tamafio se separan de las derrt@mano, sedimentandose en el
fondo de la suspensi@Btabird & Montero, 2015)La liofilizacion es un proceso que se
basa en la congelacién de la suspensionatindlidad de poder conservartz producto
congelado se pasa por una camara de vacio donde se produce la separacion del agua, con
la finalidad deeliminar los agentes que descompoakproducto. El agua es eliminada
y el producto final es un solido que no pierde su estructura mol¢Ralanos, 2017)
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Caracterizacion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas son generalmente caracterizadas por su: tamafio (DLS),
morfologiay superficies de carga, utilizando avanzadas técnicas de microscopia tales
como la microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia de transmision de
electrones (TEM) y microscopia de fuerza atdbmica (AFM). Las técnicas microscépicas
son muy utiles eta determinacion de la forma tes nanoparticulas poliméricéiRanijit
& Baquee, 2013)

Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

DLS por sus siglas en inglés (Dynamic Light Scattering), es actualmente, el mas
rapido y popular método de determinacion de tamafio de particula. Es también conocido
como espectroscopia de cda@on de fotones (PCS). EI DLS es ampliamente usado
para determinar el taafio lhowniano o conocido también como tamafo hidrodinamico
de las nanoparticulas en suspensiones coloidales. La luz laser, al alcanzar las numerosas
particulas que hay en suspemside dispersa en todas las direcciones posibles. Si se
separa una direccion, los haces de la luz dispersados por distintas particulas interfieren
entre si y se obtiene una intensidad de dispersion determ(iRadantel & Martin
martinez, 2014)El escaner de particulas pequefas fluctia rapidamente y en el caso de
las particulas grandes, esta fluctéiathmente. El coeficiente de difusion de la particula
puede ser determinagbor la intensidad de la funcidon de autocorrelacion, de la cual se
contiene informacion del tamafio de particula. Para particulas esféricas de bajo
movimiento browniano, la ecuacidhe Stokes Einstein relaciona el coeficiente de
difusion de traslado (DT) de las particulas al diametro hidrodindmico de las particulas
(d) como se puede observar en la ecuaci@nu3 Cai, Zhang, & Xu, 2015)

0"y QY
o' £€Q
Ecuacion 3. Ecuacion de Stokesinstein para determinardi® hidrodinamico de las
particulas de bajo movimiento browniano

Donde:

'O "¥ coeficiente de difusion de traslado

E = constante de Boltzman

“Y=temperatura absoluta

¢ =viscosidad dinamica del medio de dispersion

‘Q=diametro hidodinamico

Como se muestra en la figura 11, la distribucion espacial de los haces de luz, son
capturados por una camara digital y rapidamente es transmitida al software, donde se
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podra valorar la informacién correspondiente al tamafio y distribucion sle la
nanoparticulagXu, Cai, Zhang, & Liu, 2014)

Figura 11. Esquema de un DLS {aser, 2lente, 3muestra, 4apertura, 5camara, 6
software). Tomado déCalderén, 2015)

Potencial Z

El potencial Z es una medida que representa la magnitud de repulsion o atraccion
entre las particulas. Los leaes proporcionan una idea detallada de los mecanismos de
dispersion, ademas de que es la clave del control de dispersion electrostatico. El potencial
Z es una herramienta importante para el entendimiento del estado de la superficie de las
nanoparticulay predice la estabilidad a largo plazo de las nanoparticulas. Ademas, es
funcién del entorno iénico de las nanoparticulas, es decir, se puede alterar mediante
variaciones del pH o aumentando electrolitos. Cuando el potencial Z tiende a cero, las
particulascarecen de cargas y se agrupan, logrando que la suspension se desestabilice
(Yoval, Montellano, Soberanis, & Guzman, 2013)

indice de polidispersion

Es la medida de la distribucién de los tamafios de las particulas presentes en una
suspengin. Se considera que las particulas tienen un tamafio homogéneo cuando la
suspension presenta una polidispersidon menor o igual §80&uéz, Guerrero, &
Vernon, 2003)

Encapsulacién del principio activo

Las antocianinas son retenidas en la matriz polimérica de las nanoparticulas de
guitosano utilizando dos métodos diferentes de encapsulacion, método de incorporacion
y método de adsorcidn, los cuales ayudaran a detergliparcentaje de eficiencia de
encapsulamiento.
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Eficiencia de Encapsulamiento (%EE)

La eficiencia de encapsulamiento nos da a conocer el porcentaje de la
concentracion del principio activo que fue cargado. La ecuacion 4 permite determinar la
eficienciade encapsulamiento del principio actiakhreddin et al., 2013)

POO p TITT
Ecuacién4. Determinacion del porcentaje de eficiencia de encapsulamiento
Donde:
%EE = Porcentaje de eficiencia de encapsulacion

Ci = Concentracion antes del proceso de endapisu
Ct = Concentracion después del proceso de encapsulacion

Fundamento legal

El siguiente proyecto se sustenta en los siguientes documentos legales:
El plan Nacional del Buen Vivir menciona, en sus objetivos 2y 7:

AMej orar | a c al poblaxidn ydarantizar tbs derdchos tleala
naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental territorial y glolf@lan Nacional
del Buen Vivir, 2017)

La Constitucién de la Republica del Ecuador, en su Art.13 sefala:

ALas personas Yy colectivi dadeananentea@ nen d
alimentos sanos, suficientes y nutritivos; preferentemente producidos a nivel local y en
correspondencia con sus diversas identidades y tradiciones cultu(@lesstitucion de
la Republica del Ecuador, 2008)

En elregistro oficial suplemento 418 de la Ley de Gestion Ambiental en su Art.1 dice:

ALa gesti-n ambiental se sujeta a | os pr
cooperacion, coordinacion, reciclaje y reutilizacion de desechos, utilizacion de
tecnolodas alternativas ambientalmente sustentables y respecto a las culturas y
practicas tradicionales(bey de Gestion Ambiental, 2004)

La ley de prevencion y control de la contaminacion ambiental en su Art. 15 dice:

A EI Mi ni sterio del Ambiente regular g | a
de poductos industriales que, por su naturaleza, no sean biodegradables, tales como
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pl 8sticos, vi dr(Ladey de pravencion yrdntool dg la cohtaminacidn
ambiental, 2004)

En el Ecuador la investigacion que implica productos naturales, que incluye el
manejo del mortifio (accinium floribundumKunth), debe obtener los permisos

entregados por el Ministeriodélmb i ent e ( MAE) | Il amado ACont:
a | os Recursos Gen®ticos con Fines de | nve
faculta

fiLa recoleccion de especimenes de especies y la utilizacidén del recurso genético
y/o sus productos deados para fines exclusivamente de investigacion cientifica con el
fin de promover, proteger y garantizar la conservacion de la biodiversidad, a través de
la utilizacion sostenible de los recursos biolégicos y gené&tiddaE, 2018)

El Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales, para lxgjede! proyecto
cuentacon el Contrato Marco de Acceso a RecuiGeséticos MAE-DNB-CM-201r
0078.

Hipotesis
Hipdtesis de Trabajo

Hi: Es posible encapsulan@cianinas utilizando nanoparticulas gigtosano
comercial y quitosanobtenido a partir de quita del exoesqueleto del camaron

Hipotesis Nula

Ho: No es posible encapsular antocianinas utilizando nanoparticutagtdsano
comercial y quitosanobtenido a partir de quiha del exoesqueleto del camaron

Sistema de Variables

Factor 1: Método de Encapsulacion
Factor 2: % Desacetilacion de Quitosano
Variable respuesta: % Eficiencia de Encapsulacion
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CAPITULO 1l

MARCO METODOLOGICO

Disefio de lalnvestigacion (Enfoque, nivel y tipo)

El proyecto de investigacion presenta un enfoque cuantitativo, debido al
desarrollo utilizado y a los métodos experimentales que siguen procedimientos
establecidos, utilizando instrumentos y equipos, los cualesnpaese datos numericos
gue se analizaron a travésldeestadistica para verificarabjetar la hipotesis planteada
(Goémez, 2006)

El nivel del proyecto de investigacion es del tipo evaluativo debido a la estimaci
de los resultados de la experimentacion en funcion de los objetivos y la interpretacion de
los gréaficos planteadq3amayo, 1999)

La investigacion es de tipo exploratorio ya que busca examinar un tema estudiado
con el fin de ampliar el grado de conocimiento y tener un panorama mas claro de futuras
investigacimes. De igual forma se puede definir a la investigacion cexaracter

experimentapor la manipulacion de las variables independientes ya que genera efectos
gue produce cambios en la variable respu@sigh, 2005)

Poblacién y Muestra

Muestra

La muestra utilizada en este proyecto de investigason los residuos de
exoesqueleto de camarda restaurantesostefios

Métodos y Materiales

Materiales y Equipos

Los equipos y materiales necesarios para realizar la igaegth s@presentaren
la tabla 5
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Tabla 5. Materiales y Equipos

Equipo Marca Modelo
Ultra congelador-80 Arctiko ULUF 450
Espectrofotometro IR Jasco FT/IR-4600
Bomba al vacio Rocker 300
Balanza analitica Denver Pl1214
Balanzade precision Ohaus PA 1502
Calorimetro diferencial de TA Instruments Q 2000
barrido
DLS (Dispersion dindmica de Horiba SZ-100
luz)
Fluidos supercriticos Scf green Speed SFE

technology

Microscopio de Fuerza Park Systems NX10
Atémica (AFM)
Espectrofotdmetro UV-vis Biocare Cary 50Bio
Molino mecanico Victoria
Estufa de conveccion forzada  Binder BF 53
Estufa Binder ED-240-Dl
Tamizadora Gilson SS15
Liofilizador Teslar LyoAlfa 10/85
Potenciometro Horiba F-12
Centrifugadora MRC HSCEN204
Agitador magnético Talboys 984TA4CHSUSA
Tamices - -
Materiales Marca Modelo

Material de Vidrio

Reactivos y Estandares

En la tableb sepresentaros reactivos y estandares utilizados
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Tabla 6. Reactivos y estandares

Reactivos Marca Grado
Acido clorhidrico Merck KgaA100317 37%
Hidréxido de Sodio Merck KgaA1310673-2 99%
TPP (Tripolifostofato de Tecnas Alimenticio
sodio)

Cianidina-3-glucosido Sigma Aldich Cas: 708424~
4
Quitosano SigmaAldrich Cas:901276-4 GD 75
85%
Quitosano Laboratorio Productos GD
Naturales (LPN) 92,33%
Quitina Laboratorio Productos
Naturales (LPN)
Hipoclorito de Sodio Clorox 5%
Agua Oxigenada 20%
Agua Destilada Tipo |

Disefio Experimental

Se utilizéun disefio factorial completd & un intervalo del 95% de confianz,
cualdetallalos niveles y factoresxperimentales de la investigaci@e estudio el efecto
de dos factores considerando dos niveles en cadauatoocon sus interaccionekos
factores y niveles experimtales se detallan en la tablgGutiérrez & De la Varza,

2008)
Tabla 7. Factores y niveles experimentales
Factores Niveles Unidades
- +
Fa Grado de desacetilacion (93,22+ 0,98)% (75-85)% %GD
de QuitosandGD) (quitosano (quitosano
sintetizad® (Qen)  comercia) (Qsigma
Fs Método de Encapsulacior Método de Método de %EE

(ME) Incorporacion (M)

Adsorcion (Mh)
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El resultado de la combinacion de los factores entre los nifetesan una figura
geométrica, donde los vértices representan cada tratanfiemtdigura 13. El area
representa la region experimentaby resultadogue seobtuvieronsolo tendran validez
sobre esa region.

%EE
A
— b ab
’ M, (+) ®
25
23
N '{—-
= §
5
1) a
LM () y
— 0%GD
(-) (+)
QLP.\' Qngma
Grado de desacetilacion
de Quitosano

Figura 12. Representacion Geométrica del disefio experimeftal 2

El disefio experimentaPZonsistiéde cuatro combinaciones o tratamientos que
se denotagomo una matriestandar en la tabla 8

Tabla 8. Disefio factorial 2Matriz estandar

Tratamientos Factores

GD ME
1 - -
2 + -
3 - +
4 + +

El orden de lasorridas experimentales aiatorizomedianteel programa JMP
Statistical Discover® de manera que los posibles efedathientales y temporales se
vayan repartiendo equitativamente entre los tratamientos
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Matriz de Operacionalizacion de variables

La tabla 9muesta la matriz de operacionalizanide variables, la cual permitié
registrar los valores de la variable respagsesarrollar el tratamiento estadistico para
evaluar la significancia estadistica de los factores de interaccion en el disefio.

Tabla 9. Matriz de Operacionalizacion de Variables

Variable Dimension Indicador

Independiente Grado de desacetilacion %GD
Método de encapsulacién

Dependiente  Porcentaje de eficiencia de encapsulac %EE

Técnicase instrumento de recoleccién de datos

En el AnexoC se detalla el instrumento de recoléncde datos, donde se
encuentra los resultados de porcentaje de desacetilacién, humedad, fosfatos totales,
conductividad, tamafio de particula, polidispersion, potencial Z y porcentaje de eficiencia
de encapsulamiento tanto del quitosano comercial Sigadvech Cas: 901276-4 como
del quitosano sintetizado en el laboratorio de productos naturates parte del trabajo
de investigacion.

Significancia estadistica de los efectos

La tablal0 muestra las aleatorizaciones por duplicéolcho tratamientosjd
disefio experimental, efectuadas en el software estadistico JMP®©. Procedimiento
necesario para la disminucion del error aleatorio del experimento.

Tabla 10. Aleatorizacion del disefio experimental 2

Tratamiento Patron Tipo de método % de desacetilacion

1 + - Adsorcion Laboratorio
2 + + Adsorcion Sigma
3 -+ Incorporacion  Sigma
4 - - Incorporacion Laboratorio
5 -+ Incorporacion  Sigma
6 - - Incorporacion Laboratorio
7 + - Adsorcion Laboratorio
8 + + Adsorcion Sigma

Con los resultados de la variable respuesta por duplicado, se ¢almdgnitud
y signosde los efectoprimarios y de interaccidutilizandoel algoritmode Yatesa 95%
de confianza, utilizando el esquedwtallado en la tablal (Montgomery, 2001)
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Tabla 11 Algoritmo de Yates: calculo de la estimaciénae efectos

Célculo de los efectos por algoritmo de Yates
Tratamiento Factores Respuesta Columna Columna2 Divisor Estimacion del Identificacion

A B o0 Media 1 Efecto
1(2) RS 21 yity2 yityztystys 4 (Y1tyzt+ystys)/4  Promedio
2(a) -y yatya yyitysys 2 (Y2'yrtysys)/2  Factor A
3(b) R yzy1 yatyayr-y2 2 (Ystysyl-yz)/2  Factor B
4(ab) + + Y Ya-y3 Ya-yz-yoty:r 2 (Yays-y2+y1)/2  Interaccidn

AB

Un efecto es significativo cuando el valor absoluto de la estimacion del efecto
(S0 "QQ §as énayor al producto entre el estadistico t de student (al 95% de confianza) y
el error estandar del efectaefSdonde el error estanddel efecto e calcula mediante la
ecuacion §Montgomery, 2001)

x Y
0 C

META QIGB@DET | QQOi
Ecuacién5b. Calculo del error estandar del efecto

oy

Donde:

k= estadistico t de stedt al 95% de confianza (Anexqg D

Sk= Desviacién gsndar de cada tratamiento

Metodologias

Obtencion de quitosana partir de quitina de exoesqueleto de camaron

Se utilizé quitina de exoesqueleto de camardn proporcionada pooedtatio de
productos naturale®ara la obtencion se sigi@bmétododescrito poHernandez et al.,
(2009) modificando el tiempo de agitéci a 1600 rpmy temperatura de reacci@n
100°C

Determinacion del grado de desacetilaci® de quitosano por valoracion

potenciométrica

Seprocedi6 a disolvet0 mg de quitosanen 25mL deacido clorhidrico valorado
0.2 Men una plancha de agitacion magnéfiatboysa 1600 rpnpor 24horas En una
buretade 50mL se colocthidréoxido de sodi valorado 0,3 My se afiadié sobre una
solucion homogénea de quitosamdo clorhidrico(Parada & Miranda, 2004)a
valoracionse llevéacabo midiendo el cambio de pH cadall de base afadida, la
adiciéon saealiz6de forma lenta y congitacion continua para homogenizar la solucion
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y evitar posibles erroreParada & Miranda, 2004E| procedimiento se realizd por
triplicado para obtener valores estadisticos confiables.

Caracterizacion de quitosano por espectroscopia irdrroja con transformadas de
Fourier, FT-IR.

La caracterizacion del quitosarsintetizado se lo realizO por espectroscopia
infrarroja por transformadas de Fourier (HR) en un espectrofotometascoFT/IR-
460Q Se coloco una pequefia cantidad de lastnaerel cristal de seleniuro de zinc. Se
ingreso al programa Spectra Manager y se selectampurion Spectra Measuremesg.
analizé primero el background ydespuéda muestrade quitosano sintetizado en el
laboratorio Se realiz6 el espectré-T-IR de quitosanocomercial Sigma Aldrich
utilizando el mismo procedimiento.

Sintesisde nanoparticulasde quitosano por el método de gelificacion ibnica

De acuerdo & tabla7 del disefio experimental, se trabajé conditerentes tipos
de quitosandos cuaés son: quitosancomercialSigma Aldrichy quitosano sintetizado
en el laboratorioSe pes610 mg de QuitosanoomercialSigmadisolviéndolos corb0
mL de acido acético al 1%a disolucion se llevé a calen una plancha de agitacion
magnética Talboys a500 rpm hasta disacidon completa del quitosanha solucién
homogenizada siitré enuna bomba al vacio Rocker 300.li§uido filtrado se llevéa
pH 4,5 con hidréxido de sodio 0,3 e tomounaalicuota de 1@nL de la solucion de
pH 4,5 y se agreg@ goteo lentdd,5 mL de solucion al 1% de tripolifosfato de sodio
mediante bureta gon agitaciérconstande d&000 rpm La solucion resultante se fiftr
por microfiltrosde nitrato de celulosde 0,45 pmy sehomogenizé@a 10000 rpm por 20
minutos(Goycoolea eal., 2009)

Liofilizacion de las nanoparticulas de quitosano

Se colocaron, en frascos liofilizadores, 10 mL de solucion purificada de
nanoparticulas de quitosano en un ultracongelador 80 Arctiko por un periodo de 24 horas.
Este proceso logré un congeliento completo de las soluciones. Los frascos con las
soluciones congeladas, se colocaron en el porta muestras del liofilizador Telstar con la
finalidad de generar vacio. El producto del proceso fueron nanoparticulas sélidas de color
blanco.

Se utilizé el mismo procedimiento para el quitosamatetizado en el laboratorio
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Andlisis de nanoparticulas de quitosano

Determinacién del tamafio de particula y polidispersion

El tamafio de particula y el indice de polidispers&m determinaron
simultdneamenteneel equipo de Dispersion dinamica de (DLS) Horiba SZ100. Para
ello se determin@l indice de refraccion de la solucion purificatiananoparticulas de
quitosano Se colocdla solucién en unacelda de cuarzo de dos ventaras,el porta
muestras detquipo DLS Horiba SA.00. Se progratel equipo en modiparticle sizé
y se procdi6 a realizar las lecturas. Se obtuvaredultadopromedio de tres mediciones
de tamano de particugindice de polidispersion a un angulo de medicion de 173°.

Determinacién del potencial Z

El potencial Z se determirgn el equipo de Dispersi@inamica de luz Horiba
SZ-100. Rara lo cual se tom conuna jeringa de 5nL, solucién purificadade
nanoparticulas de quitosano en aada de electroforesis. La celda se cdlen el porta
muestrasdel DLS, programandose modo fizeta potatial analyzed. Se obtuvo el
reaultadopromedio de tres mediciones

Porcentaje de humedad

Se determind el porcentaje de humedad de las nanoparticulas liofilizadas de
guitosanocomercial y dd quitosam sintetizado en el laboratoridcn un frasco,
previamente tarado, se coloc6é 10 mg de nanoparticulas liofilizadas y luego se llevd a una
estufa Binder a temperatura de 100°C hasta alcanzar completa eliminacion de agua o
hasta alcanzgreso constar. Seaplico la ecuaciél para la determinar el porcentaje
de humedad de las nanoparticulas liofiliza@i#sAM, 2008).

P00 a QQde—wp T
Ecuacién6. Determinacién de humedad en nanoparticulas liofilizadas
Donde:

I = masa de nanoparticulas liofilizadas himedas
& = masa de naparticulas liofilizadas secas

El analisis sdo realizd por triplicadopara la obtencion de datestadisticos
confiables.
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Determinacion de fosfatos totales

Se determinarofosfatos totales de las muestras de nanoparticulas de quitosano
liofilizadas Sigma Aldrich ynanoparticulas liofilizadas dguitosano sintetizado en el
laboratorio, siguiendo la metodologiaSuarez & Carpio(2004) modificadapara una
muestra organicd&n un equipo de reflujo con trampa de hidréxido de sodio, se coloco
0,0010 g de nanoparticulas liofilizadas de quitosametizalocon 5mL de &cido nitrico
concentrado y InL de &cido sulirico concentrado {Se observan desprendimiento de
vapores anaranjados, la digestion debe realizarse eédoubana) La muestra se reflujo
por 30 minutos utilizamnmluna plancha magnética Tajlspcon agitacion constarael 000
rpm. Se procedida agregar 10nL de agua destiladeon unagota de indicador de
fenolftaleing homogenizandose la soluciéon completamdniego se colocdlaOH 6N
hasta cambio de coloracion a rosa profynubsteriormentse neutraliz@éon SOy 5N
hastaperdidadd color. La solucion neutralizada, se aforé arb con agua destilada
se homogenizé completamente.

Para la determinacion de fosfatosales se peparduna curva de calibracion de
estandares de fosfatos sigilo el método descrito pSuarez & Carpio2004) Enun
tubo de ensayae tond 4 mL de la soluciérdigerida de nanoparticulas liofilizadas de
guitosano sintetizado preparada en el apartaderior.Se colocél mL de reactivo
combinado, el cual fue preparado por la metodolog&udeez & Carpio(2004) Se dejo
reposar la solucion por 10 noitos en el tubo de ensayo. Salidila absorbancia de la
solucionutilizando un espectrofotometro W's Biocarea una longitud de onda 880 nm.
Se utilizé la ecuaciode la curva de calibracion de estandares de fogfatasdeterminar
la concentracion de fosfatos en la muestra de namoylag liofilizadas de quitosano
sintetizado

Con la misma metodologia se realiz6 el analisis de la muestra de nanoparticulas
liofilizadas de quitosano comercial.

Encapsulacién del colorante natural en nanoparticulas de quitosano

Preparacion del extracto del fruto del mortifio §/accinium floribundum
Kunth)

Se prepardina solucién de extracto de mortjfioporcionado por el laboratorio
de productos naturales, al 1% en medio etaootionservandose en un frasco ambar
Como las soluciones de antocianinas son inestables, se prepahacmmes de extracto
cada dia.

Encapsulacion mediante el método de adsorcion

Se pes®,01 gramos de nanoparticulas liofilizadasjuitosangas cuales fueron
disueltascon 10mL de solucion de extractte mortifical 1% agitandosgpor 5 minutos
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a 1®M0 rpm enunaplancha magnéticaalboys. El sélido encapsulado se sepg@r
filtracion con papel de nitro celulosa de 0,45 pum de porosigiéizando una bomba al
vacio Rocket 30CEl papel filtro, con las nanoparticulas encapsuladas con el colorante,
seguardaronen una caja Petri para posterior evaluacion y el filtrado se utilizo para la
determinacion d& concentracion de antocianin&akhreddin et al., 2013)

Encapsulacién mediante el método de incorporacion

Segun Fakhreddin et al.(2013) este método implica la incorporacion del
colorante natural en el proceso de formacién de las nanopartiEmasn vaso de
precipitacion se colocd 10nL de solucionde quitosano deH 4,5. Enuna bureta, se
colocé 0,5mL de solucion de TPP al 1% y se adicipad@oteo lentpala solucion de
quitosano de pH 4,5 agitandose a 1000. femotra bureta se coloco ffl. de extracto
de mortifio al 1% se adiciond a la solucién anterior agitando$eQ0 rpm. Se agit6 por
5 minutos para una completa homogenizacion. La solucion resultante se filtrd, en una
bomba al vacié Rocket, con papel filtro de nitro celulosa de |yd8e porosidad. El
papel filtro, con las nanoparticulas encapsuladas con ebotdgrse guardaron en una
caja Petri para posterior evaluacion vy el filtrado se utilizé para la determinaciéon de la
concentracion de antocianinas.

Determinacién de la eficiencia de encapsulamiento

Para el porcentaje de eficiencia de encapsulampmrtel método de adsorcion
se medidla absorbancia del extracto antes y después del proceso de encapsulamiento
utilizando el espectrofotometro W¥s Biocare a una longitud de onda de 520 nm,
determinada poBrito & Suéarez,(2017) Se tand 1 mL de solucion de extractde
mortifioal 1 %afordndose a 18\L con etanalSe procedi@ medir la absorbancia de la
solucion. Se tom610 mL del filtrado guardado del proceso dencapsulaciémor
adsorcionaforandose a 20L. Se procedi@ medir la absorbaracde la solucién

A partir de los resultados de absorbancia obterdddas solucionesiedidas, se
determindla concentracion de cianidirBaglucésido a través da curva de calibracion
realizada porBrito & Suarez(2017) mediante laecuaciony.

=-H- v h F h
Ecuacion7. Ecuacion de la recta para determinar la concentracion de ciaBidina
glucosido

Una vez obtenido la concentracidon de cianieBrglucésido seprocedidaplicar
la ecuacior para eéterminar el porcentajeeceficiencia de encapsulamiento.
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Eficiencia de encapsulamiento (método de incorporacion)

Para el porcentaje de @fncia de encapsulamiento poétod de incorporacion,
se prepard@na curva de calibraci¢debido da existenéa de un medio acido acétitéo-
etanolrelacion 1:1presenteen el proceso de encapsulamiento del colorante natural

Curva de calibracién (medio acido acéticaetanol)

Se prepard00mL de una solucién madre dgu§/mL de estdndar de cianidina
3-glucésid en un balén &mbar de 160 aforandose con solucién de acido acétiee
etanol relacion 1:.1Las ochosa@uciones patrones se preparaeopartir de la solucion
madre tal como lo indica la Takla.

Tabla 12. Preparacion de soliomes patrones para el desarrollo de una curva de
calibracion en medio acido acétietanol relacion 1:1, a partir de una solucién madre de
5 pg/mL de cianidina3-glucésido

Estandar Volumen de Volumen de aforo  Concentraciéon
solucion madre (mL) final (ug/mL)
tomada (mL)
1 15 5,0 15
2 2,0 5,0 2,0
3 2,5 5,0 2,5
4 3,0 5,0 3,0
5 3,5 5,0 3,5
6 4,0 5,0 40
7 4,5 5,0 4,5
8 50 5,0 5,0

Se procedida medir la absorbancia del extracto antes y después del proceso de
encapsulamiento Uizando el espectrofdmetro U\tvis Biocarea una longitud de onda
de 55 nmdeterminado por un barrido espectral realizado con anteriofBatbmal
mL de solucion de extracto al 1 &orandose 10mL con solucién acido acétiestanol
relacion 1:1 Se procedi@ medir laabsorbancia de la solucion. Sento10 mL del
filtrado guardado del proceso eecapsulamiento por incorporacién, aforandoseral20
con solucién acido acético &tanol relacion 1:1. Se procedidnedir la absorbancia.

A partir de los resultados de ablsanciade las soluciones medida®, determia
la concentracion de cianidirBaglucésido mediantela aurva de calibracion que se
desarrolld para éste métodina vez obtenidk concentracidon de cianidiBaglucosido
se pocedié a aplicar la ecuacion para determinar el porcentaje ficiencia de
encapsulamiento
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Andlisis del quitosano obtenido

Se obtuvo un rendimiento del 26,07%de quitosano El porcentaje de
desaetilacion se cuantific6 mediante valoracion potenciométricajue permitio
determinailos volumenes dd5,1 y 15,3nL de NaOH utilizadgscorrespondientes a la
primera y segunda desprotonacion de los grupos amino de la molécula de quitosano
(Parada & Miranda, 2004)a deteminacion de los puntos de inflexion se realiz6
mediante el criterio de la primera derivada, con la finalidad de mejorar la @nedédi
andlisis. En la figura 18e observan los picos més altos correspondientes a los puntos de
inflexion de la curva de titacion Mientras magpréximossean los valores de los puntos
de inflexion, el grado de desacetilacion aumenta de acuerdo a la eciaS®mpuede
apreciar una variacion de 0,2 mL entre los puntos de inflexion de la valore@lg
cual se obtuvan grado de desacetilacion del 93,22 + 1966

30

25
15,3

20

15,1

10

0 =% T 3 < 5 € 7 & +6—31—*. 1
0 5 10 15 20 25

V mL NaOH

Figura 13. Primera derivada de la valoracion potenciométrica de quitosano sintetizado
en el laboratorio de productos naturales.

El grado de desacetilacion del quitosano sintetizadel &boratorio, superan
un 13,22% al grado de desacetilacion del quitosano comercial -3ilgimeh descrito en
la ficha técnican el anexo E. Estos resultados pueden deberse a la modificacion que se
realizo en la temperatura y tiempo de agitacion reéepkcla metodologia utilizada por
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Hernandez et al(2009) SegunBarra, Romero, & Beltramina2012) para que el
quitosano pueda tenama aplicabililad en las industrias cosmética, alimenticia y
farmacéuticadebe presentar un grado de desacetilacion mayor al 60% condicién que se
cumple en el quitosano sintetizaglo el laboratorio del producto naturales.

El espectro déT-IR dequitosanosintetizado en el laboratorio presentea banda
deabsorcion dgrupos OH a 3432,67 cinuna banda dedN a 3255,25 cm que indica
la presenciale grupo aminoyunabanda de €4 a 2920,66 cm, una banda de C=0 a
1624,73 crrt correspondiente al grupzarbonilo de la amida yna banda de ©-C a
1011,23 crit (ver figurald.

100
1624,73 cm’!
%wT Q- 3432,67 cm’! 2920,66 cm’! Cc=0
OH 325525em?! CH 1011,23 em’!
N-H C-0-C
w-
% ! | ! | ] |
40006 3000 2000 1000 649.893
Niimero de onda (cm!) —  Quitosano sintetizado
Figura 14. EspectroFT-IR de quitosano sintetizado en el laboratorio de productos
naturales

El espectro deT-IR dequitosano comercial Sigma Aldrichresenta unasandas
deabsorcion dgrupos OH a 3354,57 chmbandas de grupos-N a 3278,39 a crique
corresponden al grupo aminbandas de € a 2917,77 cm, una banda de C=0 a
1644,02 crit correspondiente al grupo carbonilo de la anyidana banda d€-O-C a
1021,12 a cm(ver figura 15.
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Figura 15. Espectrd=T-IR de quitosano comercial Sigma Aldrich

De acuerdo a las figuras 14 y, B8 pued®bservar que el quitosano sintetizado
en el laboratoripresenta las mismas basdzaaracteristicas que el quitosano comercial.
El método descrito en la obtencion de quitosano a partir de quitina de exoesqueleto de
camarén que se utilizg, resulté ser efectijgue conservia estructura de la molécula
dequitosancsintetizado

Sintesis de nanoparticulas de quitosano

El método degelaciénidnica dio lugar da formacién denanoparticulas de
quitosano comercial y quitosano sintetizadiebido a las interacciones de carga entre los
gruposamonio (NHs") pertenecientes a la estructural duitosano ygruposfosfatos
(Ps0Os) pertenecientes a la estructura del tripolifosfato de sad&mlucion acuog@PP)
(Sreekumar & Goycoolea, 2018)as nanoparticulas se caexizaron mediante las
siguientes pruebas: tamafio de particula, indice de polidispersion, conductividad y
potencial Z.

El tamafio de particuldel quitosanosintetizadoesun 32,14%mayor que el
tamano de particula obtenido paragaltosanocomercial(Tabla 13), sin embargo la
polidispersion de Enanoparticulas de quitosano sintetizado es menor quella del
guitosano comercialplque concuerda con la afirmacion Sieeekumar & Goycoolea,
(2018)quesenala que el aumento del grado de desacetilacién del quitosano modifica la
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intensidad polidigpersionde las nanoparticulasmas no el tamaftuando se mantiene
la concentracion d€EPP constante

Existe una diferencia del indice de polidispersion eé® nanoparticulas de
guitosano comerciaf quitosano sintetizadde 0,05unidadesEstevalor puede deberse
a lapresencia de sales en la suspend&lasnanoparticulas, de acuerdSreekumar &
Goycoolea(2018) Al haber una conductividad mayor, mayor sera la presenciaeke sal
en la suspension, y por latamas compactadas estaran las nanopartjcegadecirson
méas homogéneaBosquéz et al(2003)menciona que una polidispersion menor o igual
a 0,5 representanuamario de particula homogéneas valores de polidispersion de la
tabla BB son menores al valor mencionadpor consiguientelas nanoparticulas de
quitosano comercial y quitosano sintetizado son homogéneas.

Tabla 13. Tamafio departicula,polidispersiony conductividadde lasnanoparticulage
guitosano comercial y quitosano sintetizado

Tamarfo indice de Conductividad
(nm) Polidispersion (mS/cm)
Quitosano Laboratorio de 129,5+4,9 0,335+0,082 7,229 0,058

Productos Naturales (Qen)
Quitosano Sigma Aldrich (@sigmg) 98,0+ 0,9 0,385+ 0,015 5,500+ 0,002

Los valores depotencial Zdetallados en l@abla M4, indicanun entorno negativo
en lassuspensiones de quitosasintetizadoy quitosanccomercial El quitosano sierul
un polimero cationical generar nanoparticulas conamnirecruzantanionicoi fosfato
, da como resultado un excede cargas negativan la suspension, las cuales son
medidas por el potencial Xoval et al.,(2013)propon@ queconun potencial Z menor
o igual a 5 la swspension de nanoparticulasegentauna mayor tendencia a la
desestabilizacianLos valores de potencial gfesentadosnla tabla 4 sonmayores a
los propuestos poiyoval et al., (2013) por endelas nanoparticulas de quitosano
comercial y quitosano sigma presenajatendena@ a la desstabilizacion.

Tabla 14. Valores de potencial Z de las nanoparticulas de quitosaretizado y
comercial

Potencial Z(mV)
Quitosano Laboratorio de Productos  -9,1 + 0,3
Naturales (Q.pn)
Quitosano Sigma Aldrich (Qsigma) -9,4+5,6

Se obtuvo un rendimiento mayor al 10@%nanoparticulas liofilizadas, es decir,
gue el peso de nanoparticulas de quitosano formadas es mayor al peso utilizado de
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quitosano para la formacién de las misn@@gycoolea et al., (2009mencionan que, en

el proceso de formacién y liofilizacion, las nanoparticptzseen la capacidad de atrapar
sales y agua debido a las interacciones que presenta la superficie de contacto del
biopolimero. Elexceso erpesode nanoparticulas, luego de ser secadas por liofilizacion,
puede debersela presencia dgrupos fosfatos, debidal entrecruzante utilizado; agua,
debidaa la retencion € humedad de las nanoparticulas o grupos acetatos, dabidos
medio en el quese formaron las nanoparticulaBara evidenciar lo anteriormente
afirmado, se realizaron determinacisrke fosfatos totales y humedad.

Determinacién de fosfatos totales en nanoparticulas de quitosalafilizadas

La determinacién de fosfatos se realkon el objetivo de observar si estos grupos
alteran el peso de las nanoparticulas liofilizagasa lo cuake elaboréuna curva de
calibracbn,conun coeiciente de correlacion d&9996 La ecuacion de la curva obtenida
a partir de los cinco estandardefosfato didcido de potasio fukbs = 0,1064*C+
0,06255 Secuantificaron logosfatos totales en mg/100mg de nanoparticalastir de
la absorbancia medigmraquitosancsintetizadoy quitosanacomercial

La presencia de fosfata®e corroboracon la conductividad que presemtis
guitosanos utilizadogTabla 15). Al presentarel quitosano sintetizadana mayor
conductividaden k| suspension de nanoparticulasayor sera la cantidad dsmales
presentes entre ellos logruposfosfatos.

Tabla 15. Valores defosfates totales en las nanoparticulas liofilizadas de quitosano
sintetizado y comercial

mg fosfatos/ 100 mg nanoparticulas
Quitosano Laboratorio de 3,4823 £ 2,2792
Productos Naturales (Qen)
Quitosano Sigma Alrich (Qsigma)  2,3222 +1,0700

El entrecruzante anionico utilizado en la formacion de nanopartitigias,una
dosis letal media elevagda cantidad de fosfatdstalesque presentalas nanopafitulas
(Tabla B), no sobrepasa la dosis letal mediaatia en la ficha técnica en el anexo F.

Determinaciéon de la Humedad de las nanoparticulas liofilizadas

La determinacion del porcentaje de humedad en las nanoparticulas liofilizadas de
guitosano utilizadas se realiz6 con la finalidad de observaisteaxa alteracion en el
pesodebida al agua reteniddos valores deporcentaje de humedamtal de las
nanoparticulafiofilizadas sepresentaren latabla B. El quitosano comercial tiene la
capacidad de retener menor cantidad de agua debido al tdmpAdicula que presenta
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(Tabla 13). Lasanoparticulas de mayores tamafios tienen la capacidad de retener mas
compuestos que las nanoparticulas de menores tamafos. Esto puede deberse a las
interacciones y cargas que presentan las nanoparticulas cuarsiotstizadagGarcia

& Reyes, 2013)

Tabla 16. Valores dehumedaden lasnanoparticulabofilizadasde quitosangintetizado
y comercial

Porcentaje de Humedad
Quitosano Laboratorio de 52,9040 = 15,2941 %
Productos Naturales (Qepn)
Quitosano Signa Aldrich (Qsigma) 35,3635 * 2,6696 %

Eficiencia de encapsulamiento

De acuerdo al disefiexperimental descrito en la tabl@, 1a variablerespuesta
qgue se analiz6 fue la eficiencia de encapsulamidms factores estudiados fueron el
tipo de método/ grado de desacetilacién del quitosaBo.la tabla ¥ se detallan los
resultados de la media y desviacién estandar de la eficiencia de encapsulamiento para
cada tratamiento da matrizestandade experimentos

Tabla 17. Resutados de la media y desviacion estandar del porcentaje de eficiencia de
encapsulamiento.

Patrén % Eficiencia de Encapsulamiento

Tratamientos % de Método de  Respuestal Respuesta?2 Media S
desacetilacion encapsulacion

1 - - 55,72 60,75 58,24 3,56
2 + - 57,76 62,87 60,32 3,61
3 - + 89,48 91,46 90,47 1,40
4 + + 85,02 84,82 84,92 0,14

Con los resultados de la media del porcentaje de eficiencia de encapsulamiento,
se determind la estimacion de losatde, utilizando el algoritmo deates, los cualeson
detallados en la tabla81
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Tabla 18. Valores de lastimacion de losfectos por el algoritmo de yatpara un disefio
experimentap?

% Eficiencia de
encapsulamiento

Patron Media Columnal Columna?2 Divisor Estimaddn Identificacion
del efecto

- - 5824 118,55 293,94 4 73,49 Promedio

+ - 60,32 175,39 -3,47 2 -1,73 %GD

-+ 9047 2,08 56,84 2 28,42 ME

+ + 84,92 -5,55 -7,63 2 -3,81 ME, %GD

Los signos de la estimacién de los efectos representammentdsignopositivo)
o unadisminucién(sigo negativosobre lavariable respuesta cuando los factores pasan
deunnivel () a un nivel (+)El objetivo del proyecto de investigacion es maximizar la
eficiencia de encapsulamiento y determinar el tratamiento masé&dicaga elcolorante
natural sobre la matriz polimérica de nanoparticulas de quitosano.

La tabla 19detalla la significancia estadistica de los efectos primarids s
interaccion que se obtienen de un disefio experimerftaPara el andlisis se litd la
ecuacion 5, donde k proviene de la t de student (al 95% de confianza), cuyo valor se
encuentra en el anexo D.

Tabla 19.Significancia estadistica de los efectos primarios y de la interaccion

Identificacion SR SE Valor absoluto de k k*SE Significancia
la Estimacion Estadistica
Promedio 3,56 2,353
GD (primario) 3,61 3,61 1,73 2,353 8,50 No Significativo
ME (primario) 1,40 1,40 28,42 2,353 3,29 Significativo
ME, GD (interaccién) 0,14 0,14 3,81 2,353 0,32 Significativo

Comose puede observar en la tablad@rado de desacetilacidm presenta un
efecto significativo, es decir, no afecta a la variable respuesta. Esta determinacion es
importante ya que se puede utilizar quitosano sintetizatbobajo cosv para la
encapsulacion déas antocianinas del fruto déaccinium floribundm Kunth, y no
quitosano comercial Sigma Aldrice costo elevaddebido a que no tienen variabilidad
estadistica en la encapsulacion

El tipo de método de encapsulacimeseta un efectoestadisticamente
significativo, es decir, afecta a la variable respueStendo el tipo de método varia de
su nivel bajo (método de incorporacién) a su nivel alto (método de adsorcion), existe un
aumento de 28,42 unidades sobre la varialsipuesta (eficiencia de encapsulamiento).
La interaccion entre el grado de desacetilacion y el tipo de método de encapsulacion, es
estadisticamente significativo, es decir, los dos fact(gesdo de desacetilacion y
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método de encapsulacion) al interactaatre si, afectan con una disminucién3g&l
unidades sobre la variable respuesta (eficiencia de encapsulamiento)

98 -
g | ]
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E 8- -
§ - GD=Comercial i
n' B -
S - ]
g 8 .
-4 L .
=
8 E i
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Figura 16. Interaccionde los efectos sobre la eficiencia de encapsulamiento

En la figura B se observa que ahanipularel método de incorporam con
quitosano sintetizado en el laboratorio de productos naturales, la eficiencia de
encapsulamiento disminuye en un 2,08% en comparacion al método de incérpooaci
guitosano comercial, en cambal utilizar el mébdo de absorcidbn con quitosano
sintetizado, la eficiencia de encapsulamiento aumenta en un 5,55% en comparacion al
meétodo de absorcidn con quitosano comergialitilizar el método de incorporacion, la
eficienciade encapsulacioes bajasin importar egrado de desacetilacion de quitosano
utilizado, en cambio, al utilizar el método de absorcién, la eficiencia de encapsulacion es
alta sin importar el grado de desacetidaaile quitosano utilizado y por lo tanto el método
de absorcion es eficaz en el autoede la eficiencia de encapsulamiento del colorante
del frutodel mortifio ¥accinium floribunduniKunth).

La ecuacién &stablece la relacion del grado de desacetilacion y el tipo de método
de encapsulacion con la variable respuesta en la zona expeltimentaonada en la
figura 12.

. g,  owp,
POO xhw%cuo %hppUODGD
Ecuacion 8. Ecuacion matematica que describe la relacion de los efectos con la variable
respuesta en la zona experimental analizada.
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De acuerdo a lo anteriormente planteadométodo mas eficiente que se
recomienda, con una eficiencia de encapsulamieeto90,47%, es el quatilizo
quitosano sintetizado en el laboratorio aplicando el método de adsorcidn.

Validez de la Hipétesis de trabajo

Con los resultados analizadosatpresente capitulo, se puedsidarla hipotesis
de trabajo de la presente investigaci®e definidla posibilidad de encapsular
antocianinas del fruto de mortiio (Vaccinium floribundum Kunth) utilizando
nanoparticulas de quitosano comercial y quitosabtenido a partir de quitina de
exoesqueleto de camardé8in embargo de acuerdo a los resultados estadistieos
evidencia que en vista de que el quitosano sintetizado tiene condiciones de menor costo,
es preferible que éste sea utilizado.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se obtuvo quitosan@or medio de una hidrdlisis basica, econrendimiento del
26,07%. El quitosano se caracterizo por valoracién potenciométrica y espectrometria FT
IR, obteniéndosein grado de esacetilacion del 93,22 + 0,98 y un espectro FIR
donde se resaltan las bandasabsorciértaracteristicas de los grupos carbo(@eO)

a 1624,73 crit, amino(-NHz) a 3255,25 crit e hidroxilo (OH-) a 3432,67 crit. El

espectro FAIR y el resultado de grado de desacetilacion permiten concluir que la
molécula no fue alterada en su estructura y que podria ser aplicable para productos de la
industria farmacéutica, cosmética y alimenticia.

Se sintetizaromanoparticulas de quitosano comar@igma Aldrichy de
quitosanoobtenidoen el Laboratorio de Productosrales utilizando el método de
gelificacion idnica Las nanoparticulas fuergurificadas por liofilizacién, obteniéndose
como solidog/ de coloraan blanquecina.os parametrode caracterizaciofueron:un
tamafo de particula de 129,5 + #h® en quitosam sintetizado y 98,0 £ Op®n en
guitosano comercialjn indice de polidispersion de 0,335 * 0,08&lades en quitosano
sintetizado y 0,385 + 0,01Bidades en quitosano comelgciana conductividad dg229
+ 0,058nScm en quitosano sintetizaddy500 + 0,0@ mS/cm en quitosancomercial
y un potencial Z de9,1 + 0,3mV en quitosano sintetizadefy4 + 5,6mV en quitosano
comercial.

Se obtuvo un porcentaje de rendimiento eanaparticulas liofilizadas de
guitosano sintetizado y quitosano comercial mayor al 1@38%dgecir, un exceso en peso
de nanoparticulapor lo quese realizaron pruebas para justifichicho excesolLas
pruebas realizadas fueron

1 Determinacion de fosfatdetales debido a la interaccion que preseelta
entrecruzantanionico enel medio, obteniéndose un 3,4823 + 2,2%92
en nanoparticulade quitosano sintetizado y @)3222 + 1,070% en
nanoparticulas de quitosano comercial

1 Determinacion de porcentaje Heamedaddebido a la retencién de agua
que presentarlas nanoparticulas soélidase obtuvo un 52,9040 +
15,29426 en nanoparticulade quitosano sintetizado y un 35,3635 +
2,6696% en nanoparticulas de quitosano comercial.
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Las pruebasealizadasde fosfabs y porcentaje de humedagkidenciaronla
propiedad que presemtaas nanoparticulas de quitosano comercial y ogaito
sintetizado liofilizadaspararetener ciertasustanciapudiendo aumentar su pesatros
compuestosque pdieron estar presentes yowoborar el exceso de peso en las
nanoparticulas de quitosarsmn los grupos acetatiebido almedio CH3COOKNaOH
(acido acéticohidroxido de sodio) que se formaron.

Se encapsularon antocianinas extraidas del fruto del mogti&ocinium
floribundumKunth) con nanoparticulas liofilizadas de quitosano comercial y quitosano
sintetizado por el método de incorporacion y método de adso@udrios resultados del
porcentaje de eficiencia de encapsulamiento, se detefensignificancia estadistica de
los factores de estudi@bteniéndoseomo resultado quel grado de desacetilacion no
es significativo sobre la eficiencia de encapsulamiento y que el método de incorporacion
y la interaccidn de los efectos son significativos sobre leéeafia de encapsutaento.
Siendoel efecto del grado de desacetilacidm sgnificativo sobre la fciencia de
encapsulamiento, es posibleecomendar utilizarquitosano sintetizado para la
encapsulacion de las antocianinas del fruto de motiogjnium floribunduniKunth)
debido a que no presenta variabilidad estadistica en la encapsutagiésar que su
interaccion con el tipo de método conduce a una ligera disminucion en la eficiencia de
encapsulacién

El método de incorporacionon quitosano sintetizado en el Laboraiode
Productos Mturales, la eficiencia de encapsulamiento disminuye en un 2,08% en
comparaciéon al método de incorporacion con quitosano comercial, en cambio al utilizar
el método de absorcidon con quitosano sintetizado, la eficiencia de encapsulamiento
aumenta en un 5,55% en comparacion al método de absorcion con quitosano comercial,
llegando a la conclusién que el método de adsorcion es recomendable para aumentar la
eficiencia de encapsulamiento del colorante del fruto del mortWacc{nium
floribundumKunth).

Se recomendbéomoel tratamiento mas eficiente para el aumento del porcentaje
de eficiencia de encapsulamieaftguel que utiliz@uitosano sintetizado en el laboratorio
aplicando el método de adsorcion, obteniéndose un encapsulamiento del 96,47% d
antocianinagxtraidaglel fruto de mortifigVaccinium floribunduniKunth).

Con lo detallado anteriormentgacias a las pruebas realizadasa los analisis
estadisticg, se valida la hipétesis de trabajo, estableciendo la posibilidad de sintetizar
nan@articulas de quitosano comercial y quitosano sintetizado en el laboratorio de
productos naturalgsor medio del método de gelificacion idnica, con un alta capacidad
de cargar antocianinas extraidas del fruto de monaodinium floribunduniKunth) que
pueden ser empleadas para el desarrollo de diversos productos de la industria
farmacéutica, alimenticia y cosmética.
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Recomendaciones

Debido a los factores que afectan a la formacion de nanopatrticulas, se recomienda
plantear una investigacion donde seropute el tamafio de particula, la polidispersion y
el potencial Z de las nanoparticulas de quitosano sintetizado en el laboratorio de
productos naturales.

Debido al andlisis estadistico, y haciendo hincapié en la sugerencia de utilizar
quitosano sintetizio para la elaboracién de nanoparticulas. Se recomieatizar un
estudio econdémico detallado debsto de la obtencidéuitosano sintetizado en el
laboratorio y comparar con el valor de ahigion de quitosano comercial.

Se recomienda realizar un editu de la estabilidad de las nanoparticulas de
guitosano cargadas con antocianinas extraidas del futo del moXtaeTiium
floribundum Kunth) y la aplicacibn en un producto farmacéutico, alimenticio o
cosmético.
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