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Resumen

RESUMEN

En este proyecto se describe la sintesis de polimeros funcionales mediante la utilizacion de
quitosano, antioxidantes como &acido galico y octil galato y una enzima peroxidasa de
rdbano que sirve para la insercion via radicales libres de estos dos elementos en la cadena
de quitosano.

El estudio de los polimeros modificados incluyd técnicas analiticas como Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), Infrarrojo (IR), Rayos X, Termogravimetria (TG) y
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), con el fin de observar la incorporacién de acido
gélico y octil galato en la cadena de quitosano, ademés de observar la estabilidad térmica y
posible cristalinidad de los materiales.

El quitosano modificado enzimaticamente presenta diferentes capacidades antioxidantes
que se corroboraron mediante la prueba de DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidracilo);
propiedades antimicrobianas, comprobadas con ayuda de un consorcio microbiano de cepas
del género Pseudomonas (P. fluorescens, P. alcaligenes, P. aeruginosa y P. stutzeri);
ademas de que no producen sustancias toxicas, lo cual se comprob6 con un analisis visual
de los polimeros en lodos activados.

Estos materiales podran utilizarse en distintos sectores de la industria sin un riesgo
considerable para la salud. Se ha demostrado que el quitosano modificado ha tenido
diversas aplicaciones potenciales en la industria, sin embargo, no se ha estudiado la adicion
de acido galico y octil galato al quitosano, es por ello que la sintesis de estos polimeros
permite tener una nueva vision en cuanto a aplicaciones, estudio de su estructura molecular

y sus propiedades.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La gran mayoria de los polimeros utilizados actualmente son derivados del petréleo y se
sintetizan por métodos quimicos que no siempre son benéficos para el medio ambiente
(Vachoud y col, 2001). Se ha incrementado el interés en el &rea de reacciones organicas
catalizadas por enzimas in vitro (Kobayashi y col, 2001) con el fin de transformar sustratos
naturales en una amplia variedad de materiales Utiles. Las peroxidasas han sido utilizadas
alternativamente debido a que son capaces de convertir sustratos fendlicos en
intermediarios radicalarios, los cuales pueden reaccionar con polisacéridos para producir
polimeros funcionales. En estudios anteriores se ha utilizado la peroxidasa para la insercion
de dodecil galato en la cadena de quitosano (Vachoud, 2001). Esta polimerizacién via
radicales libres puede corroborarse mediante analisis de RMN e IR.

En el presente estudio, el quitosano funcionalizado con antioxidantes fendlicos (acido
galico y octil galato) usando HRP (horseradish preoxidase), se determiné la incorporacion
de los antioxidantes a la cadena de quitosano, mediante anélisis de RMN e IR, asi pudieron
observarse sefiales caracteristicas que dan informacion acerca del porcentaje de
incorporacion de acido galico y octil galato. Adicionalmente, el estudio de RMN reflejo el
porcentaje de deacetilacién del quitosano Aldrich, el cual fue de 85% (Gudmun, 1989).

El estudio de rayos X permitié observar que ninguno de los materiales tenia composicion
cristalina en su estructura, asi mismo, se realizaron pruebas de Termogravimetria para
determinar las propiedades térmicas de los materiales, siendo el quitosano el mas estable, y
andlisis de Calorimetria Diferencial de Barrido con el cual no se encontré punto de fusion
ni de ebullicion para ninguno de los materiales.

La capacidad antioxidante del quitosano se potencializd con la insercion de los

antioxidantes, siendo quitosano-co-galico el polimero con mayor capacidad antioxidante.
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El estudio con el consorcio microbiano de cepas del género Pseudomonas, permitié
observar la capacidad antimicrobiana de los polimeros funcionalizados, ya que ninguno de
ellos permiti6 el desarrollo de las bacterias. Se ha reportado que esto ocurre debido a que la
cadena de quitosano en medio acido posee cargas positivas que interacttan con las cargas
negativas de la pared celular de las bacterias, asi, el quitosano insoluble en agua precipita y
es absorbido en la superficie celular, formando una capa que bloquea los canales por los
cuales la célula intercambia sustancias con el medio circundante (Quin y col, 2006).

En la prueba visual con lodos activados se observd que ninguno de los polimeros
funcionalizados causa dafios en la morfologia de los protozoarios presentes en los lodos, lo

cual demuestra que no se generan sustancias toxicas para los microorganismos.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 QUITINA

La quitina [ (1—4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa] es el segundo polisacarido natural
mas abundante después de la celulosa y que proviene del caparazon de crusticeos,
exoesqueleto de insectos, paredes celulares de hongos, levaduras y algas verdes. Se
encuentra como agregados de unidades de N-acetil glucosamina que se unen por puentes de
hidrogeno. Es insoluble en agua o en medio 4cido (Larez, 2003). En la Figura 1 se muestra

la estructura molecular de la quitina.

CHs /CH3
OH
H H o=c/ H H OH H Q=( H
N, A
H o H MH H o H WH
- - HO
0 HO 0
HO o] HO 0
: [ ¥ ! 1
H MH H H MH H
H o—cf H H o—c/ H
N H oH N H oH
CH3 CHs

Figura 1. Estructura de la quitina

2.1.1 ANTECEDENTES

La quitina fue aislada por primera vez en 1811 a partir de hongos superiores por Braconnot,
quien le puso el nombre de fungica. Posteriormente, Odier, en un articulo sobre insectos
reportd que habia encontrado en algunos insectos la misma sustancia que forma la
estructura de las plantas, la llamé “quitina” (del griego tunic, envoltura) (Larez, 2003).

2.1.2 FUENTES Y PRODUCCION DE QUITINA

La quitina se puede obtener a partir de krill, artrépodos, plancton, los cuales, pueden
producir hasta 1g de quitina/m” por afio. Se estima que aproximadamente el 75% del peso
vivo de cada espécimen es desecho. Estos desechos contienen componentes que pueden ser

utilizados en las industrias, se calcula que entre el 20 y 58% del peso seco de estos


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/76/QUITINA.gif�
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desechos es quitina (Marmol y col, 2006).
La sintesis de la quitina se da por la enzima quitin-sintasa de un nucleé6tido que funge como
sustrato, uridin-difosfo-N-acetilgucosamina

2UDP — GIcNAC + (GIcNAC), — (GIcNAC), ., + 2UDP

n+2

Esta sintesis ocurre en la membrana plasmatica y en vesiculas citoplasmaticas. Ademas

requiere la actividad de iones magnesio.

Las patas de cangrejo son féciles de obtener de las plantas procesadoras de carne de

camaron y son la principal fuente de produccion industrial de la quitina.

La produccion anual de quitina por compaiiias japonesas es alrededor de 2,000 toneladas.

2.1.3 OBTENCION DE QUITINA

El aislamiento de quitina requiere de tres operaciones basicas (Gudmund, 1989):

# Desmineralizacion: Se emplean soluciones diluidas de HCI u otros 4acidos a fin de
eliminar el carbonato de calcio de los caparazones de crusticeos. Se evitan las
temperaturas altas porque degradan el polimero, para evitar esto, puede utilizarse
EDTA como agente complejante.

# Desproteinizacion:

Quimica: con soluciones de NaOH del 1 al 10% a temperaturas de 65 a 100°C durante 1 a

24 h para disolver la proteina (Méarmol y col, 2006).

Enzimatica: Digestion enzimatica o fermentacion con bacterias proteoliticas con actividad

no quitinolitica. El proceso enzimatico disminuye la degradacién quimica de la quitina,

pero no hay una eliminacién completa de la proteina.

# Decoloracion: Se realiza con la finalidad de eliminar los pigmentos carotenoides que

poseen naturalmente los caparazones de los crustiaceos. Se emplea acetona, cloroformo,
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éter, etanol, acetato de etilo o mezcla de disolventes, aunque también se han utilizado
agentes oxidantes como el perdxido de hidrégeno del 0.5 al 3%, el hipoclorito de sodio
al 0.3% y el permanganato de potasio al 0.02% a 60 °C. Las desventajas del uso de
agentes oxidantes es que atacan los grupos amino libres y pueden modificar al

polimero.

2.1.4 DERIVADOS Y APLICACIONES DE LA QUITINA

Debido a que la quitina es una fuente natural biolégicamente reproducible, no contaminante

y con un DLsy muy alto (16g/kg de peso corporal en ratones), se le ha dado diversos usos en

la industria, tanto a la quitina comercial como a sus derivados. Algunas de las aplicaciones

son la utilizacién para fertilizantes funcionales y quelante de metales.

Algunos de los derivados de la quitina son:

#

i

L I

#* ¥ #

Alquil-quitina

Derivado N-arilidina o N-alquilidina
Derivado N-acil

Derivado deoxihalo

Derivado N-alquil

Derivado O-carboxi u O-hidroxi-alquil
Derivado Despolimerizado

Derivado O-sulfonil

Derivado Sulfatado, fosforilado o nitrado
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Desacetilacion total

\ 4

1) Desproteinizacion

2) Descalcificacion z
[ (M)
Desacetilacion parcial

Figura 2. Esquema de la produccion de los derivados de la quitina (Larez, 2003)

2.2 QUITOSANO
El quitosano [poli-B (1—4) N-acetil-D-glucosamina] es un biopoliaminosacarido (Qin y

col, 2006) derivado N-deacetilado de la quitina. Su estructura se muestra en la figura 3.

m mm;j; .

Figura 3. Estructura del quitosano (Marmol y col, 2006).
2.2.1 ANTECEDENTES
El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar la quitina con
una solucion caliente de hidréxido de potasio se obtiene un producto soluble en acidos
organicos. En el ano de 1894 cuando Hoppe-Seyler sometié a la quitina a reflujo a 180°C
en hidroxido de potasio y observo que el producto que se formaba era bastante soluble en
acido acético y clorhidrico y lo denomind quitosano (Larez, 2003).
2.2.2 FUENTES DE PRODUCCION DEL QUITOSANO
El quitosano se encuentra en forma natural en las paredes celulares de algunos hongos
como aspergillus y mucor, y en caparazones de crustaceos como el cangrejo, camaron y
langostas (Qin y col, 2006). El rendimiento de quitosano por concha de cangrejo seca es del
20 al 30% aproximadamente (Gudmund, 1989).
2.2.3 OBTENCION DE QUITOSANO

# Meétodos quimicos: Por hidrolisis de la quitina en medio alcalino a altas temperaturas

7
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por periodos de tiempo cortos. Para evitar la pérdida de peso molecular del polimero es
conveniente la ausencia de oxigeno o la presencia de un antioxidante para evitar su
despolimerizacion.

# Métodos enzimaticos: La quitina desacetilasa es la enzima que cataliza la conversion de
quitina a quitosano por la desacetilacion de los residuos N-acetil-D-glucosamina. Por
este método se obtiene un material uniforme en cuanto a sus propiedades quimicas y
fisicas, pero se necesita un tratamiento previo debido a que la enzima necesita que la
quitina sea soluble (Gudmund, 1989).

2.2.4 PROPIEDADES DEL QUITOSANO

El quitosano es insoluble en pH neutros, alcalinos y en agua, pero es soluble en acidos
diluidos como acético, formico, lactico, acido glutdmico y acido clorhidrico (Larez, 2003)
debido a la protonaciéon de los grupos amino de la cadena de quitosano. Cuando el grupo
amino adquiere una carga positiva, el quitosano forma soluciones viscosas y precipita,
forma geles con polianiones, es soluble a pH menores de 6.5 (Qin y col, 2006), aumenta su
capacidad hidrofilica y pasa a ser soluble en soluciones acidas diluidas formando sales,
debido a que el pKa del grupo amino del quitosano es de 6.5

Se ha demostrado que el quitosano posee actividad antimicrobiana s6lo en medio acido,
debido a su baja solubilidad a valores altos de pH (Qin y col, 2006) y dana a algunos
hongos debido a su amplio espectro de actividad, alta velocidad de reaccion y niveles bajos
de toxicidad en células de mamiferos. La concentracion minima inhibitoria requerida varia
segin el microorganismo, siendo también dependiente del pH del medio, grado de
polimerizacion, asi como la presencia o no de sustancias tales como lipidos y proteinas que
pueden interferir.

Las propiedades antimicrobianas del quitosano pueden deberse a la interaccion entre las
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cargas positivas presentes en el quitosano en medio acido y las cargas negativas en la
membrana celular de los microorganismos. La interaccion puede provocar la degradacion
de algunos constituyentes celulares como la pared celular, alterando su permeabilidad y
causando la muerte del microorganismo.

Otra posible explicacion es que el quitosano penetra en la membrana del microorganismo e
interactua con el DNA, inhibiendo la sintesis de RNA mensajero, la sintesis de proteinas y

de enzimas (Alonso, 2009).

2.2.5 APLICACIONES

EL quitosano se ha utilizado en la industria textil para evitar el encogimiento de los tejidos,
en la elaboracion de papeles para aumentar su capacidad de retencion de agua y en
cosméticos para aumentar las propiedades humectantes. Ademads, al no ser un compuesto
toxico, biocompatible y biodegradable, ofrece un alto potencial en aplicaciones biomédicas,
en la industria de alimentos para el recubrimiento de vegetales, semillas y frutos post-
cosecha (Curcio y col., 2009), proteccion frente a plagas, estimulante del crecimiento, en
biotecnologia para la inmovilizacion de enzimas, separacion de proteinas, en medicina para
suturas y por sus propiedades antimicrobianas, como excipiente farmacéutico (Illum, 1998),
ya que se ha reportado que el quitosano puede degradarse en tejidos humanos por enzimas
como quitinasa y lisozima, ésta ultima, es secretada por macréfagos y neutrofilos (Verheul
y col, 2009). Como clarificador en bebidas, en la coagulacion del queso, como agente
espesante en la industria alimentaria, para disminuir la oxidacion y como aditivo. En
tratamientos de agua, como floculante, quelante de metales pesados y contaminantes,
precipitantes de proteinas, particulas en suspension y pesticidas. Se ha visto que las

propiedades del quitosano dependen de su grado de deacetilacion (Lavertu y col, 2003).
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2.2.6 MODIFICACIONES DEL QUITOSANO

La presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosano uno de los
materiales més versatiles y también se han estudiado por la posibilidad de realizar una
amplia variedad de modificaciones, tales como las reacciones de anclaje de enzimas,
reacciones de insercion, obtencion de peliculas entrecruzadas, entre otros, de los cuales se
obtienen materiales con propiedades adecuadas para aplicaciones en biotecnologia,
alimentos y medicamentos, entre otras areas. Las modificaciones quimicas del quitosano
son generalmente menos preferidas para la aplicacion en alimentos, debido a la formacion
de productos perjudiciales (Curcio y col. 2009).

La insercion de acido galico y octil galato ocurre en las posiciones 2 y 5 del anillo
aromatico de los antioxidantes, empleando la peroxidasa de rdbano para obtener los co-
polimeros en este trabajo experimental, tal como se muestra en la figura 4. La ventaja de
utilizar enzimas en la sintesis de materiales poliméricos utiles, es evitar el uso de reactivos
toxicos que puedan dafiar el medio ambiente, es asi que se ha incrementado el interés en el
area de sintesis organica catalizada por enzimas in vitro, ya que de este modo se favorece la
llamada “quimica verde de polimeros” para disminuir el dafio al medio ambiente

(Kobayashi y col, 2001).

OH o
OH
OH

RO— RO—¢ oH
OH I OH OH I
o) NH o NH
o)
o)
\O oH OH™ 5 o*
HO © o
o OH ¢}

NH NH O

| OH HO H OH
c=—o0 C—o0r

CH3

Figura 4. Estructura del quitosano modificado. R corresponde a un H en el caso de acido

galico y a la cadena alifatica -(CH,)7;-CHj3 en el caso del octil galato.
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Los posibles mecanismos para la insercion de los antioxidantes acido galico y octil galato
se muestran en la figura 5. Los radicales hidroxilo, generados por la interaccion entre los
componentes del par redox (H,O»/antioxidante), atacan a los &tomos de H en alfa metileno

(CHz) o grupos OH del grupo hidroximetileno del quitosano (Curcio y col, 2009).

STEF2 o @

Figura 5. Posibles mecanismos de insercion de moléculas de antioxidantes en la cadena de
quitosano.

En la reaccion de polimerizacion via radicales libres da lugar a varias unidades de
repeticion del polimero de quitosano modificado estructuralmente. Se han realizado otras
reacciones por medios quimicos utilizando glutaraldehido y un compuesto natural llamado
genipita para la formacion de hidrogeles a partir del quitosano y reacciones por medios
fisicos como el enfriamiento-calentamiento y el que utiliza radiacion gamma (Sanchez-
Moreno y col, 1998). Una de las modificaciones mas frecuentes del quitosano es la adicion

de compuestos fenolicos que sirven como ramificaciones de la cadena principal lo cual le
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confiere al quitosano caracteristicas fisicas y quimicas diferentes, entre ellas, el poder
antioxidante (Vachoud y col, 2001).

En el caso de los polimeros de quitosano modificados enzimaticamente, se busca que
tengan una permeabilidad adecuada para determinados gases como el CO,, el NO,, el vapor
de agua y otros, incluso del O,, por ejemplo para el caso de alimentos post-cosecha que
requieren “respirar’” para conservar una buena apariencia y una mayor vida de anaquel.

2.3 ENZIMAS

Todas las enzimas son proteinas producidas por células vivas, la actividad de las enzimas
varia considerablemente dependiendo de la fuente de la enzima.

Las enzimas son altamente especificas en la naturaleza de la reaccion catalizada y el
sustrato utilizado. Frecuentemente fungen como catalizadores, especificamente cuando se
consideran reacciones con un rango de temperatura fisiologica de entre 25 y 37 °C.

Son utilizadas ampliamente en la industria debido a que catalizan un gran ntimero de
reacciones quimicas. Actualmente, las enzimas son producidas en grandes cantidades
utilizando las técnicas de ingenieria genética (Atkinson, 1991).

Las enzimas estan clasificadas principalmente en: ligasas, isomerasas, liasas, hidrolasas,
transferasas y oxidorreductasas (Atkinson, 1991); éstas ultimas estdn encargadas de
catalizar reacciones de transferencia de hidrogeno o electrones de un sustrato a otro, segiin

la reaccion general: AH, + B — A+ BH,. Una subdivision de las oxidorreductasas son las

enzimas peroxidasas, que juegan un papel importante en procesos de polimerizacion natural
y pueden ser utilizadas en procesos industrialmente benéficos para el medio ambiente

(Wade, 2004).
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2.3.1 ANTECEDENTES

Los beneficios proporcionados por la utilizacion de enzimas, se dan cuando se requiere una
reaccion especifica en presencia de especies que requieren de un sustrato y cuando se
necesita una conversion en la cual no se desea la formacion de subproductos.

En la actualidad, la produccion enzimatica a escala industrial es relativamente sencilla, ya
que se han desarrollado mas y mejores métodos de produccidon, de aislamiento y
purificacion, los cuales han dado origen a un area interdisciplinaria conocida como
“ingenieria enzimatica”, como nuevo enfoque de la biotecnologia. Se han desarrollado
nuevas técnicas para su obtencion, asi como la manipulacion genética, la utilizacion de
reactores utilizando microorganismos, etc. Las enzimas producidas han sido utilizadas en la
industria de alimentos, farmacéutica, textil, en medicina, entre otras.

2.3.2 PEROXIDASA DE RABANO

La enzima peroxidasa de rdbano (HRP por sus siglas en inglés) es una hemoproteina de
cadena simple tipo B (Kobayashi y col, 2001) que pertenece a la clase de ferri- (FIII-
hemoproteinas) que colectivamente son llamadas ‘“hidroperoxidasa”. Se obtiene
principalmente de una planta perenne llamada rabano picante (Armoracia rusticana),
aunque también se puede obtener de la savia del arbol de higo (Atkinson, 1991).

Es una enzima con un peso molecular aproximado de 40,000 kDa, su actividad dptima esta
en pH de 7 (Worthington, 2010), aunque otros autores reportan un rango entre 4 y 11. Su
punto isoeléctrico estd en 7.2. Puede ser almacenada por largos periodos de tiempo si esta
en refrigeracion y liofilizada, es altamente estable y se caracteriza por tener una alta
especificidad. Se ha observado que para el desarrollo de la actividad de esta enzima,
prefiere perdxido de hidrogeno principalmente, metanol y etanol, aunque también puede

utilizar alquilperéxido como sustrato.
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Debido a la estabilidad de la enzima, esta se ha utilizado en pruebas inmunohistologicas
para la demostracion de antigenos en tejido y en determinaciones cuantitativas amplificadas
de antigenos solubles y no solubles (Worthington, 2010). Junto con las lacasas, algunas
oxidorreductasas han sido empleadas en la polimerizacion oxidativa de fenoles. De las
peroxidasas, la peroxidasa de rabano es la mas utilizada en este tipo de polimerizaciones
(Puskas, 2009).
2.3.3 CICLO CATALITICO DE LA PEROXIDASA:
La oxidacion de un compuesto aromatico (AH;) por pérdida de un electron catalizada por
peroxidasa es usualmente representada de la siguiente manera:

E + H,O5 ------ - Ei+H,0 ()]

Ei + AH, —---—-=> Eii + *AH 10

Eii + AH; ------ - E+<AH+ H)O
El grupo hemo (co-factor) de la enzima nativa es oxidado en presencia de perdxido de
hidrogeno (agente oxidante) a un intermediario enzimatico activo llamado compuesto |
(Ei). El mecanismo detallado de la formacion del compuesto I en la reaccion de peroxido de
hidrégeno con peroxidasas fue formulado por Poulos and Kraut en las bases del andlisis
estructural del sitio activo de la peroxidasa del citocreomo € y ha sido aplicado
exitosamente a otras enzimas. (Denisov y col, 2002). El estado de la enzima en el
compuesto I aceptard una molécula del compuesto aromatico dentro de su sitio activo y
llevaré a cabo su oxidacion, con lo cual se obtiene un radical libre (*AH), y es liberado a la
solucion dejando a la enzima en un estado llamado compuesto II (Eii). Esta forma de la
enzima oxidard a otra molécula del compuesto aromatico, liberando un segundo radical
libre al seno de la solucion y regresando la enzima a su estado nativo (Barba, 1996). Este

proceso ocurre rapidamente en soluciones acuosas y en una mezcla de agua y solventes
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miscibles en agua como la acetona y el metanol, la peroxidasa puede actuar como un
catalizador para la polimerizacion oxidativa de varios derivados fenolicos, dando como
resultado una nueva clase de compuestos poli-aromaticos (Kobayashi y col, 2001).

El ciclo catalitico de la enzima se puede representar esquematicamente como se muestra en
la figura 6, de la siguiente manera (Pukas, 2009):

Q#—i- -_ .7

a

enzyme ﬂ.l
”\
NH % . NH \ NH
En:ym- Enz?ma
NEY e
OH
"_‘n
a NH G
Enzyme Protoporphyrin IX

Figura 6. Representacion del ciclo catalitico de HRP por un sustrato fenolico y estructura
de su sitio activo.

2.4 ACIDO GALICO Y OCTIL GALATO

El acido galico es el nombre con el que se le conoce al 4cido 3, 4, 5-trihidrobenzoico
monohidrato (figura 7), un 4cido organico obtenido a partir del fruto o arbol peruano
llamado “tara”, el cual contiene una gran cantidad de taninos, que posteriormente se extraen
y se aplican en el curtido de pieles.

El 4cido galico es sensible al alcohol y a la acetona, moderadamente soluble en agua fria y
en éter, insoluble en cloroformo y benceno, se oscurece al exponerlo a la luz.

El octil galato es conocido también como galato de octilo, n-octilo de 3, 4, 5-acido
trihidroxibenzoico, 3, 4, 5 octil- trihidroxibenzoato (figura 7), es insoluble en agua, soluble

en etanol y éter (FAO, 1996).
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OH O——(CHa)7——CH,4

HO OH HO OH

OH OH

Figura 7. Estructura del acido galico y octil galato

2.4.1 ANTECEDENTES

Los antioxidantes, de acuerdo al modo de accion, pueden clasificarse como terminadores de
radicales libres (Sanchez-Moreno y col, 1998), cabe destacar que los fendlicos son
excelentes donadores de electrones y protones (Kuskoski y col, 2004), ademas de que
forman radicales intermediarios estables debido a su resonancia.

Los galatos son antioxidantes utilizados desde 1947 en diferentes industrias como la
cosmética, farmacéutica y alimentaria, con la finalidad de evitar la oxidacion de acidos
grasos insaturados que contienen estos productos (Garcia-Melgares, 2007).

Estos compuestos son solo algunos de los muchos otros que existen para modificar al
quitosano y conferirle propiedades antioxidantes y de biodegradacion para no contaminar el
ambiente.

2.4.2 APLICACIONES

El 4cido galico se utiliza en farmacologia como astringente urinario, para la fabricacion de
tintas, para el curtido de pieles; como antioxidante en alimentos, puede tener un efecto
sinérgico con los antioxidantes sintéticos BHA (hidroxianisol butilado), BHT
(hidroxitolueno butilado) y palmitato de ascorbilo. Se usa como promotor adhesivo en la
fabricacion de pegamentos y en la industria cervecera como insumo de coloracion.

(Somerex, 2010).
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El octil galato se utiliza ampliamente en el curtido de cuero, la tincién de telas, la
fabricacion de tintas, como astringente en algunas enfermedades de la piel debido a sus
propiedades bacteriostaticas, y como fragancia, en perfumeria.

El 4cido galico y el octil galato son derivados fendlicos que se obtienen de taninos de
plantas, se han utilizado como antioxidantes en los alimentos a fin de evitar la reaccion en
cadena de oxidacion, eliminar el oxigeno atrapado o disuelto en un producto y fungir como
agentes quelantes al eliminar las trazas de ciertos metales pesados como el hierro.

2.5 POLIMEROS

La denominacion de los polimeros se basa en los mondémeros que se utilizan en su
fabricacion, es decir, en sus materias primas (Hernandez, 1998).

Las reacciones de sintesis de los polimeros son reacciones que se llevan a cabo a partir de
moléculas relativamente sencillas (mondmeros) que se combinan para producir moléculas
muy grandes, a lo cual, se le llama reaccion de polimerizacion (Hernandez, 1998).

La polimerizacion por radicales libres convencional consiste en un acoplamiento de
monomeros, mediante la apertura de dobles enlaces y la consiguiente union de eslabones
individuales para formar cadenas, sin que el proceso desprenda ningin producto
secundario. (Hernandez, 1998).

Por otra parte, existe la polimerizacidon en solucion, en el cual el mondmero se diluye en un
solvente con el catalizador, debido a ello, se requiere un sistema con agitacion. El producto
se obtiene como un precipitado que puede recuperarse al evaporar el disolvente.

2.5.1 CLASIFICACION DE POLIMEROS

Los polimeros se clasifican de la siguiente manera (Sanchez, 1994):

# En funcion de su origen

» Naturales o biopolimeros: Mineral, animal y vegetal
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» Sintéticos: Derivados del petrdleo
# Por su comportamiento térmico-mecénico

» Termoplasticos: Pueden suavizarse, procesarse mediante la aplicacion de
temperatura o presion ya que poseen estructuras reticulares que no se modifican
por estos medios. Al aplicar calor continuo a los termoplasticos amorfos sufren
una transicion a un estado termoelastico, en el cual pequenas fuerzas provocan
grandes deformaciones, si se sigue aumentando la temperatura incrementa la
movilidad térmica de las moléculas provocando que las cadenas puedan
deslizarse unas frente a otras. (Hernandez, 1998).

» Termofijos: Son quebradizos a lo largo de todo el intervalo de temperatura, no
reblandecen y no funden; un poco por debajo de su temperatura de
descomposicidn, se observa una pérdida de rigidez. (Hernandez, 1998).

La flexibilidad de los polimeros amorfos disminuye drasticamente cuando su temperatura
disminuye por debajo de una temperatura de transicion caracteristica denominada vitrea. A
temperaturas por debajo de esta temperatura no hay movimiento de los segmentos siendo
cualquier cambio dimensional de la cadena del polimero el resultado de distorsiones
temporales de los enlaces de valencia primarios (Seymour, 1995). La temperatura de
transicion vitrea es la temperatura a la cual se produce una absorcion o liberacion de
energia a medida que se aumenta o disminuye la temperatura. Ademds de determinarse por
los métodos de TG y DSC, pueden utilizarse las técnicas de IR y RMN. Se sabe que la
temperatura de transicion vitrea es relativamente alta para plasticos amorfos duros.
(Seymour, 1995).

# Por su composicion quimica

# Poliolefinas
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» Polimeros de cloruro de vinilo

& Polimeros de estireno

» Polimeros fluorados

& Heteropolimeros
# En relacion produccion-costo

& Polimeros de gran tonelaje

» Polimeros de ingenieria

B Polimeros de especialidad
2.6 TECNICAS ANALITICAS
2.6.1 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)
La técnica de RMN es util para proporcionar la estructura de un compuesto y puede
complementarse con otras técnicas como IR. Se usa para estudiar niticleos de atomos como
H, C, N, F y P. Al menos que se especifique, cuando se habla de RMN se refiere a
resonancia magnética nuclear de proton (‘"H-RMN).
La espectroscopia de RMN permite determinar el entorno que rodea a los atomos de
hidrégeno, y proporciona informacion sobre la estructura de los grupos alquilo y claves
sobre los grupos funcionales.
Por esta técnica se detectan las transiciones nucleares, proporcionando informacion del
entorno electronico y molecular de los ntcleos.
2.6.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (IR)
Se utiliza para corroborar la estructura de un compuesto deseado después de una sintesis.
La espectroscopia infrarroja se debe a las vibraciones de los enlaces y proporciona
informacion de los grupos funcionales presentes en las moléculas y de la naturaleza de sus

enlaces.
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2.6.3 RAYOS X

Los rayos X son una radiacion electromagnética de la misma naturaleza que las ondas de
radio, las ondas de microondas, los rayos infrarrojos, la luz visible, los rayos ultravioleta y
los rayos gamma. Los rayos X surgen de fendmenos extranucleares, a nivel entre la
radiacion ultravioleta y los rayos gamma producidos naturalmente.

Los rayos X son una radiacion ionizante porque al interactuar con la materia produce la
ionizacion de los a&tomos de la misma, asi que origina particulas con carga.

Los rayos X son producto de la desaceleracion rapida de electrones muy energéticos al
chocar con un blanco metélico. Una carga acelerada emite radiacion electromagnética, de
este modo, el choque produce un espectro continuo de rayos X, ademas, se encuentran
lineas caracteristicas de cada material.

Se utiliza para obtener los porcentajes de cristalinidad de un compuesto, medir las
dimensiones de los cristales, estudiar las fases en mezclas poliméricas y agregados
moleculares (Sanchez, 1994).

2.6.4 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

Es una técnica basada en la medida de la variacion de la masa de una muestra cuando se le
somete a un cambio de temperatura en una atmosfera controlada que puede ser de
nitrogeno. Esta variacion puede ser una pérdida o una ganancia de masa. El registro de
estos cambios de masa, proporciona informacidon sobre si la muestra se descompone o
reacciona con otros componentes.

2.6.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Es una técnica calorimétrica de desequilibrio en la que se mide el flujo de calor desde y
hacia el polimero en funcion del tiempo o de la temperatura (Seymour, 1995). Las medidas

se pueden realizar en condiciones ambientales o bajo una atmdsfera controlada. Se trata de
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una técnica cualitativa que permite detectar si se dan procesos endotérmicos o exotérmicos
en una muestra, ¢ indica la temperatura a la cual tienen lugar estos cambios.

2.6.6 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA (UV)

La espectroscopia ultravioleta se basa en las transiciones electrénicas y proporciona
informacion sobre el tipo y la naturaleza (electronica) de los enlaces en la molécula de la
muestra.

Esta técnica detecta las transiciones electronicas de los sistemas conjugados y proporciona
informacion sobre el tamafo y la estructura de la parte conjugada de la molécula.

2.7 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante se refiere a la posibilidad que poseen algunas moléculas o
compuestos para donar electrones y con ello, retardar o evitar la formacion de radicales
libres, o intervenir en la formacion de los mismos. Dependiendo la cantidad y la posibilidad
de los compuestos para liberar electrones, mayor sera la capacidad antioxidante que posean.
Las moléculas que poseen alta capacidad antioxidante inhiben la oxidacion de muchos
componentes en alimentos como lo son las grasas, y asi, prolongan la vida util de un
producto, es por ello que entre mayor capacidad antioxidante posea un compuesto, mejor
utilidad tendrd en la industria. Estudios previos, han revelado que los polifenoles son
particularmente importantes por su alta capacidad antioxidante y tienen una contribucion
considerable en la dieta, asi como su efecto en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, cancerigenas y neuroldgicas (Kuskoski y col, 2004).

2.7.1 METODOS PARA DETERMINAR LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Algunos de los métodos para medir la capacidad antioxidante de algunas sustancias son los

siguientes:
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# DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidracilo) (M;: 394.33g/mol) (Molyneux, 2004): Se basa en la
medicion de un barrido de UV-visible de radicales libres de los compuestos que actiian
como antioxidantes utilizando el radical DPPH. Se toman lecturas a 520nm después de
un tiempo de reaccion de 20 minutos. El radical DPPH tiene una absorcién maxima
alrededor de 515 a 528nm (Curcio y col, 2009). Cuando el antioxidante reduce al
radical DPPH, se produce un cambio de coloracion de morado a amarillo (Gadow y col,
1997) que corresponde a la difenilpicrilhidrazina, como se muestra en la figura 8, y la
extension de la reaccion dependera de la capacidad que los antioxidantes tengan para

donar electrones.

N—N NO, + R =~ — N—N NO,

Figura 8. Estructura del radical DPPH (compuesto de color morado) y

difenilpicrilhidrazina (compuesto de color amarillo).

El método del DDPH es descrito como una prueba sencilla, rapida y reproducible que

puede aplicarse independientemente de la polaridad de la muestra, su principal desventaja

es su elevado costo.

# BCB (B-carotene blaching test): Esta basado en la decoloraciéon del B-caroteno por
accion de radicales. El efecto es medido a una longitud de onda de 470nm después de
un tiempo de reaccion cercano a los 120 minutos.

# TBARS: El ensayo de especies reactivas a 4cidos tiobarbitiiricos funciona de manera
similar al BCB. Utiliza la produccion de un pigmento rosa producido por la reaccion de
acido tiobarbitarico (TBA) con malonaldehido (MDA) y otros productos secundarios de

la peroxidacion lipidica. Se mide la absorbancia a 532nm como un indicador del grado
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de degradacion de lipidos (Marxen y col, 2007)

il

ABTS [Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico]: Es aplicable a
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, incluyendo flavonoides y carotenoides (Re y col,
1998). Se utiliza ampliamente debido a su estabilidad, sensibilidad y rapidez. El radical
monocation preformado de ABTS puede ser generado mediante reacciones quimicas:
por la oxidacion de ABTS con persulfato de potasio 6 diéxido de magnesio (Re y col,
1998), reacciones enzimaticas: peroxidasa o mioglobina (Kuskoski y col, 2004) 6
reacciones electroquimicas. El ABTS es reducido en presencia de un antioxidante
donador de electrones, presenta una absorcion maxima en la region de infrarrojo de
734nm (Kuskoski y col, 2004, Re y col, 1999).

El ensayo envuelve la generacion directa del radical ABTS monicatiéon no involucrando a
un radical intermediario. Es un ensayo de decoloracion, este radical es preformado antes de
la adicion de los sistemas del resto del antioxidante, la velocidad de generacion del radical
toma lugar continuamente en presencia del antioxidante. Los resultados del ensayo se
expresan en actividad antioxidante equivalente al Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), el cual es especifico para cada punto de la grafica de
porcentaje de inhibicién de absorbancia en funcioén de la concentracion del antioxidante en
cuestion (Re y col, 1999). También pueden ser expresados en términos de la contribucion
total de la actividad de la sustancia antioxidante sobre el rango de tiempo estudiado,
calculando el area bajo la curva, obtenido de una grafica de porcentaje de
inhibicién/concentracion en funcion del tiempo de reaccion (Re y col, 1999).
Sanchez-Moreno y col. reportan la eficiencia antiradicalaria (AE) como la mas utilizada
para medir el poder antioxidante, en comparacion con ECsy (cantidad minima necesaria de

antioxidante para disminuir el 50% del radical DPPH inicial) (Molyneux, 2004), ya que AE
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toma en cuenta el tiempo de la reaccion. A valores menores de ECsy, los materiales se
consideran con mayor poder antioxidante.

2.8 GENERO PSEUDOMONAS

Los miembros del género Pseudomonas son de los pocos grupos de bacterias patogenas de
las plantas verdaderas y de los humanos. Pueden encontrarse a manera de biofilms unido a
una superficie o sustrato, o en forma de plancton, como un organismo unicelular de vida
libre, que nadan activamente por medio de sus flagelos polares en su estructura.

El género Pseudomonas se destaca por su diversidad metabdlica y son a menudo aislados
de enriquecimiento disefiado para identificar las bacterias que degradan los contaminantes
como el estireno, TNT (trinitrotolueno) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (DOE,
2010), por ello es que también se han utilizado en la bioremediacion de los diferentes
compuestos organicos en suelos y el control bioldgico de patdgenos en agricultura.

# Pseudomonas fluorescens

Es una bacteria Gram negativa, aerobia no fermentativa que abarca un grupo de saprofitos
comunes no patdogenos que colonizan los suelos, el agua y los ambientes de superficie de la
planta. Se trata de un aerobio estricto, a excepcion de algunas cepas que pueden utilizar
NO;s; como aceptor de electrones en lugar de O,. Sus requerimientos nutricionales son
simples y crece bien en medios con sales minerales complementado con cualquiera de un
gran niamero de fuentes de carbono.

# Pseudomonas alcaligenes

Es una bacteria Gram negativa, aerobia no fermentativa, de vida libre, ya que cuenta con un
flagelo que le permite desplazarse. En el laboratorio, generalmente toma mas tiempo

identificarla de otras bacterias. Puede colonizar e infectar a humanos produciendo fibrosis
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quistica, sobrevive en agua y se ha descubierto que se desarrolla bien en soluciones
desinfectantes contaminadas (Haglund, 2010).

# Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria Gram negativa, con flagelo polar, reconocido como un patéogeno
oportunista de relevancia clinica. Causa infecciones del tracto urinario, infecciones de las
vias respiratorias, dermatitis, infecciones de tejidos blandos, infecciones 6seas y articulares,
infecciones gastrointestinales y una variedad de infecciones sistémicas.

Sus necesidades nutricionales son simples, se ha observado que crece a menudo en agua
destilada. En el laboratorio, el método mas sencillo para el crecimiento de P. aeruginosa se
compone de acetato como fuente de carbono y sulfato de amonio como fuente de nitrogeno.
(Kenneth, 2008)

# Pseudomonas stutzeri

Es una bacteria ampliamente distribuida en el ambiente, ademds de ser un patdogeno
oportunista en humanos. Ha sido propuesta como modelo de estudios de denitrificacion,
muchas cepas tienen propiedades de transformacion naturales como la transferencia de
genes dentro de su ambiente, particularmente en la degradacion de metales toxicos
(Lalucat, 2006).

2.9 LODOS ACTIVADOS

Los lodos activados son sistemas ecologicos formados por microorganismos de diferentes
tipos (principalmente heterdtrofos) junto con materiales inertes, organicos e inorganicos
que se utiliza para evaluar la toxicidad de algunas sustancias. La poblacion microbiana de
los lodos estd normalmente dominada por microorganismos heterotrofos que requieren

materia orgdnica biodegradable como fuente de energia y para la sintesis de nuevas células.
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Los factores que afectan el proceso son la temperatura, pH, nutrientes y oxigeno molecular
(Flores, 1998).

2.9.1 ANTECEDENTES

El proceso de lodos activados fue desarrollado en Inglaterra en 1914 por Fowler, Arden,
Mumford y Lockett quienes presentaron los beneficios de retener organismos adaptados al
sustrato para un tratamiento eficiente. Ellos inventaron el término “lodo activado” para
describir la masa biologica resultante (Flores, 1998).

Se han realizado estudios de toxicidad de una sustancia determinada y se ha clasificado de
diversas formas para su estudio, una de ellas es de acuerdo al tiempo de exposicion que un
ser vivo permanece en contacto con el compuesto en estudio. (Leon y col, 2007).

Asi, la toxicidad puede ser aguda, una sola exposicion o periodos cortos; subaguda, con un
tiempo de exposicidon menor a un mes; o subcronica, con un tiempo de exposicion de 1 a 3

mescEs.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS, HIPOTESIS, JUSTIFICACION Y METODOLOGIA

GENERAL

3.1 OBJETIVOS GENERALES

# Sintetizar nuevos materiales funcionales basados en la modificacién enzimatica de
quitosano con &cido galico y octil galato empleando una peroxidasa (HRP).

3.1.1 OBJETIVOS PARTICULARES

# Caracterizar los materiales sintetizados mediante la utilizacion de las técnicas de RMN,
IR, Rayos X, TG y DSC.

# Evaluar y comparar el poder antioxidante del quitosano modificado con octil galato y
con acido gélico.

# Evaluar las propiedades antimicrobianas de los polimeros con un consorcio microbiano
de cepas del género Pseudomonas

# Evaluar la supervivencia de los microorganismos presentes en lodos activados.

3.2 HIPOTESIS

Los polimeros de quitosano modificados enzimaticamente con &cido gélico y octil galato

tendran poder antioxidante. Al ser expuestos a un consorcio microbiano de cepas del género

Pseudomonas se corroborara las propiedades antimicrobianas de los polimeros, y al ser

expuestos a microorganismos presentes en lodos activados, se comprobara que no afectan

la supervivencia los microorganismos.
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3.3 JUSTIFICACION

La sintesis de quitosano modificado mediante la utilizacién de peroxidasas se ha preferido
ante las modificaciones quimicas que se han realizado, debido a que estos procedimientos
enzimaticos son mas limpios y no generan compuestos toxicos para la salud, asi mismo, se
pueden utilizar ampliamente en la industria alimentaria y en otras areas.

Se optd por &cido galico y octil galato debido a que se han realizado estudios con otros
tipos de fenoles que igualmente polimerizan y confieren propiedades diferentes a la cadena
de quitosano, ademas de que estos antioxidantes han sido ampliamente utilizados en la
industria alimentaria debido a sus propiedades antimicrobianas, y han dado buenos
resultados para mejorar la vida util de los alimentos y retardar su descomposicion.

Se evaluaron las propiedades antioxidantes de los materiales funcionalizados por la técnica
de DPPH para tener una comparacion y saber cual de los polimeros confiere mejores
propiedades antioxidantes al quitosano.

Se evaluaron los parametros moleculares con técnicas de RMN e IR para saber qué
porcentaje del antioxidante se une al quitosano, dependiendo del grado de deacetilacion del
mismo, de la misma manera, los estudios de TG y DSC se realizaron para determinar las
propiedades térmicas de los compuestos sintetizados.

Se evaluaron las propiedades antimicrobianas de los polimeros sintetizados, mediante la
utilizacion de un consorcio microbiano de cepas del género Pseudomonas (P. fluorescens,
P. alcaligenes, P. aeruginosa y P. stutzeri) para posteriormente aplicar los polimeros en la
conservacion de alimentos.

Un estudio nuevo acerca de los polimeros, fue la evaluacion de la supervivencia de
microorganismos heterdtrofos, principalmente protozoarios presentes en muestras de lodos

activados obtenidas de una planta de tratamiento de aguas residuales, para comprobar que
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los polimeros no generan sustancias toxicas.

3.4 METODOLOGIA GENERAL

-
—
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1 SINTESIS DE POLIMEROS (Vachoud y col, 2001)

411 PREPARACION DE REACTIVOS

# Quitosano (Aldrich, E.U.A.).

# Acido gélico (Sigma, China) 30mM disuelto en acetona (Quimica Barsa, grado

analitico).

il

Octil galato (Fluka Analytical, grado HPLC, China) 30mM disuelto en acetona

(Quimica Barsa, grado industrial).

#*

Octil galato (Fluka Analytical, grado HPLC, China) 15mM disuelto en acetona
(Quimica Barsa, grado industrial).
Buffer de fosfatos pH 5.5 (KH,PO,, Reactivo Baker Analyzed, México).

HCI (J. T. Baker, 36.5-38%, México).

*

NaOH (Reactivo Baker, México).

#*

Peroxidase, Type Il From Horseradish (Sigma-Aldrich, E.U.).

i

H,0, (Sigma-Aldrich, E.U.A.) al 5%

4.1.2 EQUIPO UTILIZADO

# Parrilla de agitacion Dataplate PMC

# Liofilizadora Heto FD 1.0 CT 60e

# Bomba. Vacuubrand GMBH, Type: RZ 2

# REVCO Ultracongelador (-80°C)

# Material de vidrio diverso

4.1.3 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

Los polimeros de quitosano modificados enziméaticamente con peroxidasas se sintetizan a

partir de una reaccion via radicales libres, en donde la enzima es activada con perdxido de
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hidrégeno y la cadena de quitosano interactta con el acido galico y el octil galato para dar

lugar a quitosano-co-galico y quitosano-co-octil galato, respectivamente.

4.1.4 PROCEDIMIENTO

» Se preparo una solucion de quitosano 1.6% a pH 2.5 con HCI (2M)

» Se agito durante 24 horas

& Se lleg6 a una concentracion final de quitosano de 0.3% ajustando con buffer de fosfatos
pH 5.5

» Se ajusto el pH a 4.5 con NaOH

» Se adiciond acido galico (y octil galato disueltos en acetona a la concentracién de 30mM
y 15mM segun sea el caso).

B Se adiciond la enzima (por la relacion de peso).

» Se adiciond H,0, al 5% (por la relacion v/v).

» Se agitd durante 1hora

4.2 PURIFICACION DE LOS POLIMEROS (Vachoud y col, 2001)

4.2.1 REACTIVOS UTILIZADOS

# NaOH (Reactivo Baker, México)

4.2.2 EQUIPO UTILIZADO

# Centrifuga Rotixa 50RS

4.2.3 PROCEDIMIENTO

» Los polimeros se precipitaron con NaOH 2M a pH 7

= Se centrifugaron a 4,000rpm durante 30minutos.

» Se filtraron y luego se desechd el sobrenadante.

» Se almacenaron en congelacion durante 24horas (-80°C).

» Se liofilizaron los polimeros durante 24horas.
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» Finalmente, los polimeros se pulverizaron y se obtuvieron en polvo.
4.3 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES
Tanto el quitosano solo como los polimeros sintetizados se enviaron a analisis en el
laboratorio USAI de la Facultad de Quimica para ser analizados por las técnicas analiticas
de RMN, IR, Rayos X, TG y DSC.
# E| anélisis de RMN se realiz6 con un espectrometro Varian Innova operando a
400MHz utilizando cloroformo deuterado.
# El analisis estructural por infrarrojo fue realizado con un Espectrometro de
Infrarrojo de Fourier con un intervalo de longitudes de 400 a 4000cm™ FT-IR,
Perkin Elmer 1605. El anlisis se llevé a cabo en estado sélido.
# El analisis de Rayos X de polvos se realizé con el polimero pulverizado y se analiz
en un equipo Siemens D-5000, Ka. radiacién de Cu a A = 1.5406 Amstrongs.
Se utilizo en un grado de rotacion de 3 a 80, durante un periodo de 30minutos y un tamafio
de paso de 0.02
# El analisis térmico y la determinacion de la temperatura de transicion vitrea se
realizd mediante Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) en un analizador
térmico Du Pont Instruments, 910 Differencial Scanning Calorimeter el cual aplica
un flujo de calor a la muestra, el equipo detecta la temperatura de transicion vitrea y
la temperatura de fusion y la entropia de fusion. Las pruebas realizadas por este

equipo se realizaron en un rango de temperatura de 0 a 350°C.
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4.4DETERMINACION DE PODER ANTIOXIDANTE
4.4.1 PREPARACION DE REACTIVOS
« DPPH radical (Sigma, Alemania) al 0.0025% disuelto en metanol (Quimica Barsa, grado
industrial).

4.4.2 EQUIPO UTILIZADO
# Espectro UV/Visible. Perkin Elmer. Lambda 2S
4.4.3 FUNDAMENTO DE LA TECNICA
Se basa en la medicién de un barrido de UV-visible de radicales libres de los compuestos
que actan como antioxidantes utilizando el radical DPPH (1,1 difenil-2-picrilhidracilo)
(Ramirez, 1998) (figura 9) que es un radical organico estable con una absorcion maxima
alrededor de 515 a 528nm (Curcio y col, 2009).

Ok

NO,
—N
N

Figura 9. Estructura del radical DPPH

444 PROCEDIMIENTO

Se tom6 0.1mL del polimero en solucidn, se colocd en celdas de cuarzo y se afiadieron
2.9mL de solucion DPPH 0.1mM (Molyneux, 2004). Se leyé la absorbancia a 517nm en un
espectrofotdbmetro UV-Visible, a intervalos de 5y 10 segundos, y se dejé correr durante
20min. Se graficaron los datos y se observo el comportamiento de la capacidad antioxidante
a través del tiempo. Se determiné la capacidad antioxidante de los polimeros dependiendo

de su capacidad para inhibir al radical DPPH.
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45 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS DE LOS
POLIMEROS EN PRESENCIA DE UN CONSORCIO MICROBIANO DE CEPAS
DEL GENERO Pseudomonas
45.1 REACTIVOS UTILIZADOS
# Preparacion de medios de cultivo:
= Medio liquido BHI (Becton, Dickinson, USA)

Para la preparacion de 1000mL de medio:

4 Infusion de sdlidos de cerebro corazon 69

4« Péptido digerido de tejido animal 69

4 Cloruro de sodio 59

© Dextrosa 39

«+ Digerido pancreético de gelatina 14.59
© Fosfato disodico 2.5¢

» Medio Mc Conkey (Bioxon, México)

Para la preparacion de 1000mL de medio:

4 Peptonas 209
© Lactosa 10g
4 Sales biliares 5¢
© NaCl 5¢
4« Rojo neutro 0.075¢g

» Medio solido BHI (Bioxon, México)
Para la preparacion de 1000mL de medio:
© Infusion de cerebro de ternera 200g

4 Infusion de corazon de res 2509

34



Materiales y métodos

L1

L]

O

O

O

Mezcla de peptonas
K;HPO,

NaCl

Dextrosa

Agar

pH final 7.4 £ 0.1

109
59
29
29
159

Modo de preparacion: Suspender 52g del polvo en 1L de agua destilada. Dejar remojar

durante 10 a 15min. Calentar agitando con frecuencia y hervir durante un minuto.

Esterilizar a 121°C (15libras de presion) durante 15min.

» Medio mineral

Para la preparacion de 1000mL de medio:

O

L 1)

©

L 1)

4

NH4NO3
K2HPO4
MgSO,
CaCl,

H>O

pH final 7

5¢

0.29
2.0g
0.1g

1000mL

Se adicionan diferentes fuentes de carbono o peptona al 1% en lugar de NH;NO3

4.5.2 EQUIPO UTILIZADO

» Incubadora reciprocante New Brunswick Scientific. Edison, M. J., USA)

» Material de vidrio diverso

4.5.3 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

Se considera que los polimeros afectan la actividad microbiana, inhibiendo el desarrollo de

los microorganismos, dependiendo de la concentracion y forma en que se presenten los
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materiales. La capacidad antimibrobiana de los polimeros de quitosano funcionalizados

consiste en la interaccion de cargas positivas presentes en la cadena de quitosano, con las

cargas negativas de la pared celular de las bacterias, formandose asi, una capa que envuelve

a la pared celular e impide el acceso de solutos hacia fuera y al interior de la célula.

4.5.4 PROCEDIMIENTO

]

w

Se prepararon medios de cultivo BHI (Infusién cerebro corazén) para el desarrollo
de las cepas del género Pseudomonas (P. fluorescens, P. alcaligenes, P. aeruginosa
y P. stutzeri).

Se prepararon 3.5mL de medio liquido para el desarrollo de los microorganismos y
su acondicionamiento.

Las cepas se dejaron incubar a 37°C durante dos dias.

Se prepararon placas con medio Mc Conkey.

Se utilizd una caja para inocular cada cepa, las cuales se incubaron a 37°C/24horas.
Se prepararon placas con medio BHI

Se utiliz6 una caja para inocular cada cepa, las cuales, fueron obtenidas de medio
Mc. Conckey.

Las placas inoculadas se incubaron a 37°C/24horas.

Se prepararon matraces con medio mineral (MM).

Se prepararon 11 matraces Erlenmeyer con 100mL de medio mineral cada uno.

# Control de crecimiento (+): MM + cepas + Peptona de carne

# Control de crecimiento (-): MM + cepas

# Control de medio: MM

4 Problemas con cepas
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MM + quitosano

MM + quitosano-co-galico
& MM + quitosano-co-octil galato 15mM
& MM + quitosano-co-octil galato 30mM
e Problemas sin cepas
& MM + quitosano
& MM + quitosano-co-galico
& MM + quitosano-co-octil galato 15mM
& MM + quitosano-co-octil galato 30mM

Todos los matraces se metieron a incubacion reciprocante a 150rpmy 37°C durante 4 dias.

46 EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE MICROORGANISMOS
PRESENTES EN LODOS ACTIVADOS MEDIANTE LA ADICION DE LOS
POLIMEROS

Se recolect6 una muestra de lodos activados obtenidos de la Planta de tratamiento de aguas
residuales de la Facultad de Ingenieria, UNAM.

4.6.1 EQUIPO UTILIZADO

# Microscopio optico. Iroscope

# Fuente de poder: Epi-fluorescence INALH

4.6.2 FUNDAMENTO DE LA TECNICA

En este proceso se emplea una suspension de microorganismos agregados floculentos
formado principalmente por bacterias, hongos, protozoarios y metazoarios, los cuales se

emplean para el tratamiento de aguas residuales y otros materiales (Flores, 1998).
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El grupo de microorganismos predominante en los lodos activados depende del tipo de
proceso que las aguas residuales hayan recibido previamente. EI mecanismo bésico del
proceso esta representado por la siguiente reaccion bioldgica:
Materia organica + Microorganismos ----> Microorganismos + CO, + H,0O — Energia
(Flores, 1998).
4.6.3 PROCEDIMIENTO
# Determinacion de la supervivencia de los microorganismos presentes en los lodos
activados (Leon y col, 2007).
» Se tomd una muestra del cultivo y se observo a 40x los microorganismos en el

microscopio para ver su viabilidad.

w

Se extrajeron protozoarios del lodo activado con ayuda de una pipeta Pasteur y se
colocaron en un portaobjetos, en ocasiones se adicioné una o dos gotas de agua
destilada para evitar la deshidratacion.

» Se adicioné al portaobjetos con los lodos activados, 0.0025¢g de quitosano y de los
polimeros.

» Se realizaron observaciones a diferentes tiempos de la disminucién de movilidad
y/o muerte de los microorganismos del lodo activado. Tiempo total de exposicion a
los polimeros: 20 minutos.

» Se determind la supervivencia de los microorganismos de los lodos activados,

mediante la adicion de los polimeros.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 SINTESIS Y PURIFICACION DE POLIMEROS.

5.1.1 CALCULOS
# Blanco:
(Vachoud y col, 2001) hicieron las siguientes consideraciones, las cuales ayudaron a

realizar los célculos para la sintesis de los polimeros funcionalizados:

80mL quitosano = 20mL galatos

0.5gsustratototal
0.0015gHRP

Relacion de enzima/sustrato: =333.33¢g

0.015¢g
00mL

Concentracion de la enzima: =0.015%

Relacion H,O/enzima: 3.2mLH,O0 — 1.5mgHRP

Para la sintesis del blanco, se utilizé la misma metodologia, solo que sin la adicién del
quitosano.

Inicialmente se utilizé un volumen de 100mL de buffer pH 5.5

2» Cantidad de galatos: m?&%xm% = 25mLoctilgalato30mM
0
0.030mol x25mLoctilx L X 282 33goctil =0.2117goctil
1000mL mol

2 Cantidad de sustrato total: 0.2117g octil galato

0.0015gHRP
0.5gsustrato

» Cantidad de enzima: x0.2117goctil = 0.000635gHRP

0.000635gHRP
0.015gHRP

x100mL = 4.3mLHRP

0.635mgHRP

» Cantidad de H,0, al 5%:
1.5mgHRP

x3.2mLperoxido = 1.35mLperdxido
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# Sintesis de quitosano-co-galico 30mM

1.6gquitosano

Solucién de quitosano al 1.6%:
100mL

x100mL =1.6gquitosano

0.3gquitosano

Solucién de quitosano al 0.3%:
OmL

x1.6gquitosano = 533.33mLquitosano

2> Cantidad de buffer pH 5.5: 533.33mLquitosano —100mLtotales = 433.33mLbuffer

“» Cantidad de &cido galico 30mM:

533.33mLquitosano
80%

x100% = 666.66mLquitosano + acidogalico

(666.66mLquitosano + acidogalico) — 533.33mLquitosano = 133.33mLéacidogalico30mM

0.030mol X133.33mLAcidogalicox L Xl?O.lgaadogaIlco
1000mL mol

=0.6804gacidogalico

2» Cantidad de sustrato total: 0.6804gacidogalico +1.6gquitosano = 2.28¢

0.0015gHRP
0.5gsustrato

“» Cantidad de enzima: x2.28gsustrato = 0.00684gHRP

0.00684gHRP
0.015gHRP

x100mL = 45.61ImLHRP

6.84mgHRP

“» Cantidad de H,0, al 5%:
1.5mgHRP

x3.2mLperdxido = 14.59mLperoxido

Producto obtenido: 1.6133g
Rendimiento: 70.76%
# Sintesis de quitosano-co-octil galato 15mM

1.6gquitosano

Solucién de quitosano al 1.6%:
00mL

x200mL = 3.2gquitosano
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Solucién de quitosano al 0.3%: Wx&wquitowno =1066.66mLquitosano

> Cantidad de buffer pH 5.5: 1066.66mLquitosano — 200mLtotales = 866.66mLbuffer

2» Cantidad de octil galato 15mM:

1066.66mLquitosano , ) gngs — 1333, 32mLquitosano + octil

80%
(1333.32mLquitosano + octil) —1066.66mLquitosano = 266.66mLoctil30mM

0.015mal , »66.g6mLoctilx = x 2223999 _ 1 159g0ctil
1000mL " mol

Z Cantidad de sustrato total: 1.129goctil + 3.2gquitosano = 4.329¢

2 Cantidad de enzima: wm.smgsustrato =0.0129gHRP
0.5gsustrato

0.0129gHRP ) homL = 86mLHRP

0.015gHRP
12.9mgHRP x3.2mLperodxido = 27.52mLperoxido

2 Cantidad de H,0, al 5%:
1.5mgHRP

Producto obtenido: 3.3680g

Rendimiento: 77.57%

# Sintesis de quitosano-co-octil galato 30mM
Solucioén de quitosano al 1.6%: 1'GglqoléwXZOOmL = 3.2gquitosano
m

Solucién de quitosano al 0.3%: Wx&%quitosmo =1066.66mLquitosano

» Cantidad de buffer pH 5.5: 1066.66mLquitosano — 200mLtotales = 866.66mLbuffer

2 Cantidad de octil galato 30mM:
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1066.66mL quitosano x100% =1333.32mLquitosano + octil
80%
(1333.32mLquitosano + octil) —1066.66mLquitosano = 266.66mLoctil30mM

0.030mol , 266 66mLoctilx — = x 2223390t _ 5 558q0cti
1000mL mol

2 Cantidad de sustrato total: 2.258goctil +3.2gquitosano = 5.428¢

» Cantidad de enzima: 0.0015gHRP x5.428gsustrato = 0.0163gHRP
0.5gsustrato

0.0163gHRP x100mL =108.66mLHRP

0.015gHRP
Mx&ZmLperéXidO = 34.77mLperoxido

“» Cantidad de H,0, al 5%:
1.5mgHRP
Producto obtenido: 5.033g
Rendimiento: 92.45%

5.1.2 RENDIMIENTO
Rendimiento (%)

Polimero
Quitosano-co-galico 30mM 70.76%
Quitosano-co-octil galato 15mM 77.57
Quitosano-co-octil galato 30mM 92.45

Tabla 1. Rendimiento de los materiales.
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5.2 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES

5.2.1 RMN: Para obtener la proporcion molecular en porcentaje de incorporacion del octil
galato al quitosano se empled la siguiente formula (Hirai, 1991):

alquilica
. 15
% Incorporacion = x100
I H2-H6 (2)(I alquilica)
6 15

Donde:

laquilica representa la intensidad medida de la cadena alquilica del octil galato, y al dividirla
entre 15 (nimero de protones en la cadena alquilica del octil galato) se obtiene la
contribucion a la sefial de un solo proton de octil galato.

Ino-ne representa la intensidad de la sefial de los 6 protones del quitosano, teniendo en
cuenta la correccion del CH, alfa al carbonilo que tiene una sefial solapada en 4ppm.

Asi, el denominador de la ecuacion representa la contribucion a la sefial de un solo proton

del quitosano.

0.119
% Incorporac ion = 1011 %g)(o 119) x100 = 5.19%Incorporac ion
6 15

43



Resultados y discusion

Spirtlerks 2: 1F

n-alquilica

Figura 10. Espectro de RMN de incorporacion de octil galato

Se han propuesto algunos métodos para medir el grado o porcentaje de deacetilacion del
quitosano, como ejemplo esta la espectroscopia IR, UV, el analisis elemental y la
cromatografia de permeacion en gel (GPC) (Lavertu y col, 2003), en este trabajo se utilizo
RMN por ser un método preciso, reproducible y que requiere poca cantidad de material, y
para calcular del grado de deacetilacion del quitosano Aldrich, se empled la ecuacién

propuesta por (Hirai, 1991):

1
5 ICHS
% Deacetilacion =|1—- 1 x100
g I H2-H6
L0.0719
9% Deacetilacion = 1—31— x100 = 85.78%
(Lo
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El porcentaje de deacetilacion del quitosano Aldrich obtenido fue de 85.78%, el cual, es un
buen porcentaje para la insercién de algunos polifenoles como lo son el acido gélico y el
octil galato. Entre mayor sea el grado de deacetilacion del quitosano es mas facil que
ocurran las reacciones de co-polimerizaciéon ya que éstas se dan por medio de enlaces
covalentes con el grupo amino libre del quitosano. Un buen porcentaje de deacetilacion del
quitosano es un 75% o mayor para que suceda exitosamente la formacién de co-polimeros
funcionales que le proporcionan caracteristicas diferentes al quitosano para sus posteriores
aplicaciones industriales (Gudmund, 1989).

En el espectro de RMN se observd que el metileno tuvo una sefial solapada en 4ppm.

La cadena alquilica del octil galato tuvo una sefial en 1ppm y el metilo terminal de la
cadena presentd una sefial en 2ppm aproximadamente.

Aplicando las ecuaciones para el calculo del porcentaje de incorporacion del octil galato en
el quitosano, se obtuvo un 5.18%, por lo que se pensaria que lo restante pudo perderse en el
proceso de purificacion del polimero. Sin embargo, se confirmé la presencia de la cadena
alquilica y la cadena lateral de poli-octil galato, el cual presenta baja solubilidad en agua y
permitié que precipitara y se lograra recuperar en el proceso de purificacion, tanto en el
blanco sin quitosano, como en la sintesis del polimero.

El quitosano-co-galico no permitié encontrar una relacion de incorporacion en un espectro
de RMN, es por ello gque no se obtuvieron sefiales por esta técnica, se obtendria una sefal
aproximadamente en 7ppm debido a los H aromaticos, pero esto indicaria que hay cadenas
laterales de poligélico, lo cual no se observo al momento de la sintesis del blanco con &cido
galico y sin quitosano. Asi, como el &cido poligalico es soluble en agua, entonces aunque se
haya obtenido, éste se separdé en el proceso de purificacion, especificamente en la

centrifugacion, ya que no se observé precipitacion del polimero.
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Figura 11. Espectro IR del quitosano i

# Quitosano: Bandas de intensidad media corresponden a las vibraciones de estiramiento
del grupo -NH ubicadas en la regién 3,500-3,300 cm™ y la banda de absorcién de
intensidad media a fuertes relativa a vibraciones de deformacion del grupo amino a una

frecuencia entre 1,640 a 1,500 cm™.
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Bandas caracteristicas Rango reportado (cm™)
Interpretacion
(cm™) (Lavertu y col, 2003)
3,000-3,700 -OH
3,434.87 3,500-3,400 (Méarmol y
col, 2006) -NH
1,650-1,580 (Marmol y -NH
1,655.77 col, 2006)
Alrededor de 1,700 -CO-
1,155.59 1,300-1,100 Banda confirmativa -OH

Tabla 2. Bandas de interpretacion IR de quitosano

# Quitosano-co-galico:

100.0
95 |
90 |
85 ]
80 |
75
70
65 |

60 2883.27

55 ]
50 ]
%T
45 ]
40 ]
35 ]
30 |
25
20
15 |

3433.87

10 |
5]

0.0

1380.31

1638.64

1071.00

4000.0 3600 3200 2800 2400

2000 1800 1600 1400 1200

cm-1

Figura 12. Espectro IR de quitosano-co-galico

1000 800 600 400.0
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Bandas caracteristicas
Rango reportado (cm™) Interpretacion
(cm™)
3,433.87 3,000-3,700 -OH
Ausencia de grupos metilo y
288327 | e
metileno
1,638.64 Alrededor de 1,700 -CO-
Conserva una sefial similar
138031 | e
al quitosano
Sefial menos intensa que en
107200 | -
el quitosano

Tabla 3. Bandas de interpretacion IR de quitosano-co-galico

# Quitosano-co-octil galato 15mM:

100.0
95 |
90 |
85 |
80 ]
75 ]
70 ]
65 |
60 |
55 ]

50
%T

45 4
40 |
35
30 |
25 |
20 |
15 |
10
5]
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4000.0

1380.32

1640.41

2928.80

1074.21
3428.27

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
cm-1

Figura 13. Espectro IR de quitosano-co-octil galato 15mM

400.0
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Ademaés de las sefiales caracteristicas del polimero, deberia de observarse una sefial entre
1,720-1,725 cm™ y otra aproximadamente en 1,460 cm™. Debido a que no estuvieron estas
dos sefiales en el espectro, pudo confirmarse que no se incorpor6 todo el octil galato, lo

cual es confirmativo con el célculo de incorporacion obtenido por la técnica de RMN.

Bandas caracteristicas
Rango reportado (cm™) Interpretacion
(cm™)

3,428.27 3,000-3,700 -OH

2,928.80 Alrededor de 2,925 -CH;

2,859.03 Alrededor de 2,850 -CH;

Alrededor de 1,700
1,640.41 -CO-
1,800-1,650

1,154.27 1,300-1,100 Sefial confirmativa de -OH
Sefial méas intensa que en el

1074217 | ==

quitosano

Tabla 4. Bandas de interpretacion IR de quitosano-co-octil galato 15mM
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100.0 .,
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Figura 14. Espectro IR de quitosano-co-octil galato 30mM

# Quitosano-co-octil galato 30mM: La sefial en 1,711.26 cm™ es la que muestré una

mejor incorporacion del octil galato al quitosano, a diferencia del octil galato con una

concentracién de 15mM.
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Bandas caracteristicas (cm™)

Rango reportado (cm™)

Interpretacion

3,430.12 3,000-3,700 -OH
2,928.68 Alrededor de 2,925 -CH,
2,867.03 Alrededor de 2,850 -CH,
1,720-1,725
Confirma la incorporacién de
1,711.26 Cadena alifatica de 4 o mas -
octil galato al quitosano.
CH,
Alrededor de 1,700
1,631.32 -CO-
1,800-1,650
1,461.90 Alrededor de 1,460 Sefal confirmativa de —CH;
1,154.25 1,300-1,100 Sefal confirmativa de -OH
Sefial ligeramente menos
107392 | e

intensa que en el quitosano

Tabla 5. Bandas de interpretacion IR de quitosano-co-octil galato 30mM

51




Resultados y discusién

5.2.3 Rayos X

2-Theta Scale FACULTAD DE QUIMICA,UNAM.MEXICO 15-0ct-2Z8@9 14:86
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Figura 15. Espectro de rayos X de quitosano
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Figura 16. Espectro de rayos X de quitosano-co-galico
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Theta - Scale FACULTAD DE QUIMICA ,UNAM .MEXICO 15-0ct-28839 14 42
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Figura 17. Espectro de rayos X de quitosano-co-octil galato 15mM
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Figura 18. Espectro de rayos X de quitosano-co-octil galato 30mM
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Los espectros de Rayos X demostraron que el quitosano y los materiales sintetizados no
poseen una estructura cristalina y son completamente amorfos. Sin embargo, si se not6 una
diferencia en cuanto a los polimeros con respecto al quitosano, en la Gnica prolongacién de
pico que tienen las sefiales del espectro, se observé que en el caso del quitosano-co-galico
hubo una variacion mayor en la sefial, siendo menor en el caso del quitosano-co-octil galato
30mM vy siguiéndole el polimero con octil galato 15mM, el cual, se distorsiona menos con
respecto al quitosano nativo, esto quizéas también debido a la menor incorporacion de octil
galato 15mM que octil galato 30mM.

5.2.4 Termogravimetria

Aexo QuIT (TG) 18.09.2009 14:05:28

Step -5.2524 %

-’_-t -0.1050 mg

\ Step -41.0168 %
-0.8203 mg
Pi=2.000mg

a

-
o

I O O |

Figura 19. Termograma de quitosano

Aexo QGAL (TG) rep. 22.09.2009 13:17:51

| Step -129265% Step 25343 % —

— “DA4TET g -93.8461e-03 mg 363

—— . %?E . :

Step -20.6310 % o

Pi=3.7030mg -1.0872mg 3

2_55

TG :.uﬂ
Ll 1 T I L 1 T ] T 1 T 1 T I T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T |\ U I T 1 T 1
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1 r

Figura 20. Termograma de quitosano-co-galico
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Aexo QOCT 15 (TG) 18.09.2009 13:37:24
Step -8.8612 %
1 -0.4285 mg e -l dhda
—— . 12129 mg 4:
— . i
) Step 31.2687 % N
Pi=4.3250mg -1.3524 mg -
\3—
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 21. Termograma de quitosano-co-octil galato 15mM
Aexo QOCT 30 (TG) 22.09.2009 12:27:22
g .
R “ =
s
Pi=5.0140mg x 4
Step -32.9413 %
-1.6517 mg
3
TG
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Figura 22. Termograma de quitosano-co-octil galato 30mM

El andlisis termogravimétrico se realiz6 en un rango de 0 a 350°C, con lo cual se pudo
comprobar la estabilidad térmica de los materiales analizados, tomando en cuenta las
temperaturas aproximadas a las cuales se descomponen.

En la tabla 6 se muestran los materiales en orden de estabilidad segln sus temperaturas de

descomposicion:

Material Temperatura de
descomposicién (°C)

Quitosano 268.03

Quitosano-co-galico 240.34
Quitosano-co-octil galato

15mM 231.89
Quitosano-co-octil galato

30mM 222.56

Tabla 6. Estabilidad térmica de los materiales
5.2.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
Tanto en el quitosano como los materiales sintetizados, no se detectaron procesos

endotérmicos ni exotérmicos al exponerlos a temperaturas de hasta 350°C, asi mismo, no
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poseen punto de fusion, punto de ebulliciéon ni temperatura de transicion vitrea definidos,
puesto que los materiales no se deformaron a altas temperaturas ni se alteraron en su

estructura molecular.

5.3 DETERMINACION DE PODER ANTIOXIDANTE

5.3.1 CALCULOS

Se partié de preparar 100mL de una solucién de DPPH de 0.025g/L (Sanchez-Moreno y
col, 1998), aunque se pudieron utilizar concentraciones de DPPH de entre 0.415¢g/L a
0.025¢/L (Sanchez-Moreno y col, 1998).

Se calcularon los moles contenidas en 2.9mL de la solucion de DPPH adicionados en la

0.025gDPPH . 1mol
L 394.33gDPPH

celda de cuarzo:

=63.40uM lo cual esta dentro de lo

establecido en el rango de 50-100uM
Para conocer la cantidad de DPPH contenida en 2.9mL contenidos en la celda:

0.025gDPPH
1000mL

x2.9mL = 7.25x10"° gDPPH

Se partié de 100mL de una solucion de DPPH de tal concentracion para que al utilizar
0.1mL de ella, se mantuviera la relacion 171, 100, 50, 17 y 10g antioxidante/lkg DPPH
respectivamente. Por lo tanto, las cantidades necesarias de quitosano y polimeros para las

respectivas relaciones se calcularon como sigue:

171gPolimero

X7.25x107° gDPPH =1.24x10"° gPolimero
1000gDPPH

1.24x107° gPolimero
0.1mL

x100mL = 0.0124gPolimero .....Solucién A

La solucidn A, que se diluy6 en metanol de grado industrial para la preparacién de las otras

concentraciones. A esta solucion se le adicionaron 24 gotas de HCI 2M/100mL para ayudar
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a disolver los polimeros.

100gPolimero

x7.25x107° gDPPH = 7.25x10° gPolimero
1000gDPPH

50gPolimero

x7.25x107° gDPPH = 3.63x10° gPolimero
1000gDPPH

17gPolimero

x7.25x107° gDPPH =1.23x10° gPolimero
1000gDPPH

10gPolimero
1000gDPPH

x7.25x10~° gDPPH = 7.25x10~" gPolimero

Para determinar la capacidad antioxidante de los materiales poliméricos, se midié como el
decremento de absorbancia del DPPH, y fue expresada en porcentaje de inhibicion de los
radicales DPPH de la siguiente manera (Curcio y col. 2009, Molyneux, 2004, Gadow y col,
1997):

% Inhibicion =

A=A 00
Ay

Donde A, es la absorbancia del estandar corregido que se prepard en las mismas
condiciones, sin muestra de polimeros, y A; es la absorbancia de las muestras de polimeros.
Cada medida se hizo por triplicado.

La accesibilidad del centro del radical libre DPPH de cada polimero, puede también influir
en el orden de poder antioxidante obtenido (Sanchez-Moreno y col, 1998).

La buena actividad antioxidante mostrada por los materiales funcionarizados provee la
eficiencia del método de reaccién (Curcio y col., 2009).

En las pruebas de poder antioxidante de los polimeros, se esperaba una tendencia a que las
concentraciones mas bajas de polimero, inhibiera menos que las concentraciones mas altas,

sin embargo, se obtuvieron resultados que no solo dependian de la concentracion de las
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soluciones preparadas de polimeros al momento de realizar las pruebas.

El polimero con &cido galico tuvo mayor poder antioxidante, debido a que a
concentraciones mas bajas, presenté una capacidad superior para inhibir el radical DPPH a
comparacion de los otros polimeros. En el caso del quitosano-co-octil galato 15mM, la
concentracion de 10g polimero/kg DPPH no fue suficiente para degradar al radical DPPH,
debido a que quizas no estuvo tan concentrado el octil galato, pese a ello, este polimero
presentd la tendencia de inhibicion esperada para el radical. En el caso del quitosano-co-
octil galato 30mM, la concentracién de 171g polimero/kg DPPH reflejé que el octil galato
estuvo muy concentrado y es por ello que no presentd una inhibicion considerable, de

hecho, inhibié ain menos que la concentracion mas baja de 10g polimero/kg DPPH.

% Inhibicion de Quitosano-co-galico 30mM

¢ DPPHsolo

- DPPHconH
10g/kg DPPH
17g/kg DPPH
50g/kg DPPH

= 100g/kg DPPH

- 171g/kg DPPH

% Inhibicion

0 5 10 15 20

tiempo (min)

Gréfica 1. Porcentaje de inhibicion de quitosano-co-galico
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% Inhibicion de Quitosano-co-octil galato 15mM
—— DPPH
o —=— DPPH conH

S gg - 10g/kg DPPH
) W
o 30 :
5 il 17g/kg DPPH
2 25 g/kg
€ 20 sttt
L 15 1 —— 50g/kgDPPH

10 1

5 OO PSS —*— 100g/kg DPPH

0 ’ G AR ) I

0 5 10 15 20| — 171g/kg DPPH
tiempo (min)
Gréfica 2. Porcentaje de inhibicion de quitosano-co-octil galato 15Mm
% Inhibicién de Quitosano-co-octil galato 30mM
—— DPPH solo

80

70 —=— DPPHconH
< 28 10g/kg DPPH
% 40 1 17g/kg DPPH
= 30 - . e el
S 50 A y K T —*— 50g/kg DPPH

0 —*— 100g/kg DPPH
0 5 10 15 20 | —— 171g/kg DPPH
tiempo (min)

Gréfica 3. Porcentaje de inhibicion de quitosano-co-octil galato 30mM
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54 EVALUACION DE LAS PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS DE LOS
POLIMEROS EN PRESENCIA DE UN CONSORCIO MICROBIANO DE CEPAS
DEL GENERO PSEUDOMONAS

El control positivo con medio mineral, cepas y peptona de carne presentd crecimiento
microbiano, a diferencia del control negativo que se tenia con medio mineral y cepas
solamente, donde no hubo desarrollo microbiano. Esto se debe a que la peptona
proporciona la fuente de carbono adecuada para el buen desarrollo de los microorganismos.
Debido a que en presencia de ninguno de los materiales hubo crecimiento microbiano,
todos los polimeros tienen la capacidad de inhibir el crecimiento del consorcio microbiano
de cepas del género Pseudomonas (P. fluorescens, P. alcaligenes, P. aeruginosa y P.
stutzeri), después de 4 dias de incubacion

Como no hubo crecimiento microbiano, puesto que los polimeros no presentaron

alteraciones y solamente precipitaron, se dice que tienen propiedades antimicrobianas

efectivas. \‘ l ‘% F

¢ -

Figura 24. Matraces inoculados en MM + polimeros
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Material Después de 92 horas

Quitosano

Quitosano-co-gélico

Quitosano-co-octil galato

15mM

Quitosano-co-octil galato

30mM

Tabla 7. Fotografias del medio mineral con los materiales y el consorcio microbiano de

cepas del genero Pseudomonas, después de 4 dias de incubacion a 150rpm y 37°C.
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5.5 EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA DE LOS MICROORGANISMOS
PRESENTES EN LODOS ACTIVADOS MEDIANTE LA ADICION DE LOS
POLIMEROS
La microbiota observada en los lodos activados consistia en borticellas, flagelados y
flagelados coloniales principalmente, aunque también se encontraron algunas bacterias.
La observacion al microscopio de los polimeros y del quitosano se realiz6 por triplicado a
intervalos de 2 minutos durante un tiempo total de exposicion de 20 minutos, y con ello se
observd que en ninguno de los casos se mostré deformacién en la morfologia de los
microorganismos, asi también se mantuvo intacta su membrana celular. Con esta evidencia
cualitativa puede inferirse que, tanto el quitosano solo como los polimeros no liberan
ninguna sustancia toxica que pueda dafiar a los microorganismos, por lo tanto, estos
materiales no se consideran toxicos.
Cabe resaltar que entre mas fino es el polvo del polimero, mas facilmente se dio la
hidratacion del mismo, al momento de adicionarlo al portaobjetos con lodos activados.

2 Finura de los granulos de polimeros:
Quitosano < Quitosano-co-galico < Quitosano-co-octil galato 15mM < Quitosano-co-octil
galato 30mM

2> Grado de hidratacion:
Quitosano < Quitosano-co-galico < Quitosano-co-octil galato 15mM < Quitosano-co-octil
galato 30mM

El quitosano no se hidrato.
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Sin material Con material

Quitosano

Quitosano-co-

galico

Quitosano-co-
octil galato

15mM

Quitosano-co-
octil galato

30mM

Tabla 8. Fotografias de lodos activados antes y después de adicionar los materiales
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

El mayor rendimiento de los polimeros se obtuvo con el quitosano-co-octil galato 30mM,
siendo el rendimiento de un 92.45%, en segundo término el quitosano-co-octil galato
15mM con un 77.57% de rendimiento y por ultimo el quitosano-co-galico con un

rendimiento de 70.76%

El porcentaje de incorporacion de octil galato al quitosano, obtenido por RMN fue de

5.18% y se utilizd un quitosano Aldrich con un porcentaje de deacetilacion de 85.78%

El analisis de IR fue complementario para la corroboracién del porcentaje de incorporacion
de acido galico y octil galato en el quitosano, resultando una mayor incorporacion de octil

galato 30mM, octil galato 15mM vy &cido gélico, respectivamente.

En el analisis de rayos X se comprobd que todos los materiales son estructuralmente

amorfos.

El analisis termogravimétrico permitidé comprobar la mayor estabilidad la tiene el
quitosano, seguida de quitosano-co-galico, quitosano-co-octil galato 15mM y el menos

estable fue quitosano-co-octil galato 30mM

El analisis de DSC comprobd que los materiales no presentan punto de fusion, punto de

ebullicién ni temperatura de transicién vitrea.

Tomando como referencia que el quitosano tiene mayor capacidad antioxidante, los
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polimeros con mayor capacidad antioxidante fueron: quitosano-co-galico, quitosano-co-

octil galato 30mM y quitosano-co-octil galato 15mM, respectivamente.

En el estudio microbiolégico con el consorcio microbiano de cepas del género
Pseudomonas no se observd crecimiento de los microorganismos, por lo tanto se

corroboraron las propiedades antimicrobianas de los materiales.

En el estudio con lodos activados se observé la supervivencia de los microorganismos y la
ausencia de alteraciones morfoldgicas al adicionar los polimeros. Asi, se pudo comprobar
qgue los materiales no generan sustancias toxicas que alteren a los microorganismos.

Solamente se observd una mayor hidratacion de los materiales entre mas finos eran.
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ik

PERSPECTIVAS
Determinar las propiedades reoldgicas de los polimeros para su aplicacion en alimentos.
Implementar el uso de biopeliculas para el recubrimiento de frutos post-cosecha.
Determinar in vivo la toxicidad de los materiales, utilizando animales de
experimentacién, a los cuales se les suministre dieta con alimento protegido con los

polimeros.
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