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RESUMEN 

Existe un interés considerable en el uso de los polímeros naturales o biopolímeros 

para obtener productos comerciales de interés. Sin embargo,  para obtener una 

funcionalidad deseada de éstos, en algunos casos es necesario injertar ciertos 

compuestos a la cadena principal del polímero. En los últimos años el interés en 

quitosano y su modificación se ha incrementado, ya que posee propiedades biológicas 

versátiles (es biodegradable, biocompatible y con actividad antibacteriana). Sin embargo, 

la mayoría de las modificaciones de este polímero se ha llevado a cabo con reactivos 

potencialmente perjudiciales para el medio ambiente o salud humana, lo que impide el 

uso de estos materiales en alimentos o aplicaciones médicas.  

En esta tesis se llevó a cabo la modificación enzimática de quitosanos, de peso 

molecular medio y bajo, con la inserción de galato de octilo (GO) utilizando peroxidasa de 

rábano (HRP) en medio acuoso. Se estudió el efecto de esta modificación en las 

propiedades del quitosano, variando las concentraciones del GO. Los polímeros obtenidos 

fueron caracterizados mediante 1H RMN, ATR – FTIR, SEC y TGA, además se evaluaron 

las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los materiales funcionales. Se 

encontró que la inserción de GO al quitosano llevada a cabo enzimáticamente le 

proporcionaba actividad antioxidante, la cual aumentó proporcionalmente a la 

concentración de galato injertado. Para un porcentaje de inhibición del radical DPPH de 

16.3% la incorporación de GO fue de 8.2%  y para un porcentaje de inhibición de 5.7% la 

incorporación del galato fue de 4.8%. A pesar de que la inserción del GO a la molécula del 

quitosano pudo llevarse a cabo en el grupo – NH2, éste no perdió su actividad 

antimicrobiana y se encontró que para todos estos materiales una concentración mínima 

inhibitoria (MIC) de 0.5 g/L. 
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ABSTRACT 

There is considerable interest in exploiting natural biopolymers for commercial 

products. However, a desired functionality is often attained by grafting compounds of 

interest onto the polymer backbone. In recent years, the interest for chitosan and its 

modifyed forms has increased since it has versatile biological properties, such as 

biodegradability, biocompatibility and antibacterial activity. However, most of the 

modifications of this polymer have been reported using toxic procedures, which prevent 

the use of these materials in food or medical applications.  

Herein, enzymatic modification of two commercial chitosans of low and medium 

average molecular weights has been carried out by grafting octyl gallate (OG) using 

horseradish peroxidase (HRP) biocatalyst in aqueous media. The polymers were 

characterized by 1H NMR, ATR – FTIR, SEC and TGA and also, the antimicrobial and 

antioxidant properties of functional materials were evaluated. It was found that grafting of 

OG onto chitosan was carried out enzymatically to provide antioxidant activity in chitosan, 

which increases as the concentration of OG increased, as reflected in the percentage of 

incorporation of the antioxidant to the chitosan molecule. Therein, an inhibition percentage 

of 16.3% was achieved with an 8.2% incorporation of OG and that of 5.7% inhibition with 

an OG incorporation of 4.8%. Despite the inclusion of OG on the chitosan molecule could 

take place in the group – NH2, its antimicrobial activity remained with a minimal inhibitory 

concentration (MIC) of 0.5 g/L. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La mayoría de los polímeros comerciales se obtienen a partir de materias primas 

derivadas del petróleo con procesos químicos que no siempre son seguros y amigables 

con el medio ambiente.1 

 Debido a esto, se han realizado investigaciones para el desarrollo de materiales 

―ambientalmente amigables‖, obtenidos de fuentes alternativas, con menor consumo de 

energía, biodegradables y no tóxicos para el medio ambiente. Dentro de estas alternativas 

se encuentran los biopolímeros, que son macromoléculas que se encuentran en la 

naturaleza formadas por unidades de repetición de glucosa o fructosa principalmente.2 

Los más comunes son la celulosa, el almidón y la quitina, los cuales son biodegradables y 

las producciones principales se obtienen de fuentes renovables, por lo que representan 

una ruta alternativa interesante a los polímeros  no-degradables para aplicaciones de vida 

corta (empaques, material quirúrgico, higiene, agricultura).3  

En la actualidad la quitina, y el quitosano, uno de sus principales derivados, están 

siendo estudiados en  aplicaciones en farmacéutica, cosméticos, biomedicina, 

biotecnología, agricultura, alimentos y la industria no alimentaria (tratamiento de aguas, 

papelera y textil). Estos polímeros han emergido como una nueva clase de materiales 

fisiológicos de alta funcionalidad debido a su actividad biológica, excelente 

biocompatibilidad y completa biodegradabilidad.4  

Se han empleado una gran variedad de métodos químicos para modificar al 

quitosano. Específicamente, aldehídos, cloruros de ácido, anhídridos de ácido y epóxidos 

se han utilizado para reaccionar con los grupos amino o hidroxilo del quitosano.5 Sin 

embargo, las modificaciones químicas no son preferidas para aplicaciones en alimentos 

debido a que se pone en entredicho la inocuidad de los productos .6 Es por eso que la 

modificación enzimática es una alternativa atractiva, ya que las enzimas promueven 

reacciones más limpias y seguras a las prácticas actuales del uso de reactivos 

perjudiciales y de condiciones severas. Además, la selectividad de las enzimas tiene el 

potencial para el control de una mejor estructura macromolecular.7, 8
 

El uso de enzimas oxidativas representa un método atractivo para la modificación 

de biopolímeros. Las oxidoreductasas son enzimas con la habilidad de poder injertar 

compuestos fenólicos con propiedades antioxidantes a la cadena principal de algunos 
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polímeros por medio de la formación de radicales libres, ya que se cree que están 

involucradas en varios procesos naturales de polimerización, tales como la de la lignina y 

la suberina.1,8
  

En el presente trabajo se lleva a cabo la modificación enzimática del quitosano con 

GO, con el fin de obtener materiales con propiedades antimicrobianas y antioxidantes que 

puedan ser una alternativa en la conservación de alimentos así como su uso en otras 

áreas. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Quitina 

La quitina fue descubierta en 1811 por el químico francés Henri Braconnot cuando 

aisló una fracción llamada ―fungine‖ de las membranas celulares de las setas. 

Posteriormente Odier en un artículo sobre insectos reportó que había encontrado en 

algunos insectos la misma sustancia que forma la estructura de las plantas, llamándola 

―quitina‖ (del griego tunic, envoltura). El uso creciente de la quitina, así como de sus 

derivados, ha sido motivado por el hecho de que, al contrario de los derivados del 

petróleo, ésta se obtiene de los subproductos de las industrias pesqueras, fuente 

naturalmente renovable, no tóxica y no alergénica además de antimicrobiana y 

biodegradable.9,10
 

La quitina es el segundo  polisacárido natural  más abundante derivado de los 

exoesqueletos de crustáceos y también de las paredes celulares de hongos e insectos.4 

Es representada generalmente como un polisacárido lineal con estructura molecular 

compuesta de unidades de N –acetil – 2 – amino – 2 – deoxi – D – glucosa con enlaces 

β(1 → 4), como se muestra en la Figura 1. 

 

Figura 1 Estructura química de la quitina 

 

La quitina es sintetizada de acuerdo a una ruta de reacción común que termina 

con la polimerización de la N-acetilglucosamina (NAc) del precursor activado uridin 

difosfato-N-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc), en este proceso, el nitrógeno proviene de la  

glutamina. La ruta de reacción incluye la acción de la quitina dentro de la matriz 

extracelular. En crustáceos, el aparato de Golgi es el involucrado directamente con la 
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síntesis y secreción de la quitina11. La ecuación de la síntesis de reacción para la quitina 

es:  

   
1n n

UDP GlcNAc GlcNAc GlcNAc UDP


     

2.1.1. Obtención de la quitina 

Los crustáceos son la mayor fuente de quitina a nivel industrial con una producción 

aproximada de 2,200 Ton. El contenido de quitina en crustáceos varía entre 2 y 12% del 

total de masa corporal, el contenido de ésta, así como proteína, minerales y carotenoides 

en el exoesqueleto de crustáceos varía dependiendo de la especie, parte del organismo, 

estado de nutrición y ciclo reproductivo. El exoesqueleto contiene alrededor del 15 a 40% 

de quitina.12
 

Para el aislamiento de la quitina se requieren tres operaciones básicas: 13,14  

 Desmineralización: En esta etapa se utilizan mayormente soluciones diluidas de 

HCl u otros ácidos a fin de eliminar el carbonato de calcio de los caparazones de 

crustáceos. Se evitan las temperaturas altas para no degradar el polímero, 

también puede utilizarse el EDTA como agente acomplejante para evitar esa 

degradación. Alternativamente existen procesos biotecnológicos basados en 

fermentaciones lácticas que proponen condiciones más suaves, y por ende 

ambientalmente benignos, para la preservación de las características del material 

además de fomentar la recuperación de otras sustancias de alto valor agregado 

como pigmentos y proteínas.12,16.   

 Desproteinización: puede llevarse a cabo de dos maneras: 

 Química: con soluciones de NaOH del 1 al 10%, a temperaturas de 65 a 

100 °C durante 1 a 24 h para disolver la proteína. 

 Enzimática: se realiza una digestión enzimática o fermentación con 

bacterias proteolíticas con actividad no quinolítica. Este proceso disminuye 

la degradación química de la quitina, pero no hay una eliminación completa 

de la proteína.12 

 Decoloración: Este paso se realiza con la finalidad de eliminar pigmentos 

carotenoides que poseen naturalmente los caparazones de los crustáceos. Se 

emplea acetona, cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o mezcla de disolventes, 

aunque también se han utilizado agentes oxidantes como el peróxido de hidrógeno 
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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 el polímero. 
 

2.1.2. Aplicaciones de la quitina 

La quitina tiene baja toxicidad y es inerte en el tracto intestinal de los mamíferos; 

es biodegradable debido a la presencia de quitinasas distribuidas ampliamente en la 

naturaleza y se encuentra en bacterias, hongos, plantas  y en el sistema digestivo de 

muchos animales. La quitina ha sido utilizada para preparar columnas de cromatografía 

de afinidad para aislar lectinas y determinar su estructura. La quitina y la 6-O-carboximetil-

quitina activan los macrófagos peritoneales in vivo, suprimen el crecimiento de tumores 

celulares en ratones y también acelera la curación de heridas. La quitina ha sido utilizada 

ampliamente para inmovilizar enzimas y células enteras. Los materiales basados en 

quitina también son utilizados para el tratamiento de contaminantes industriales  y 

absorber complejos de tiosulfato de plata y actínidos.14  

La quitina puede ser procesada en forma de películas y fibras, estás son no 

alergénicas, pero si pueden ser desodorantes, antibacteriales y controlan la humedad. 

Pero su principal aplicación es en medicina y farmacéutica como materiales de vendaje de 

heridas y para liberación controlada de fármacos. Otra aplicación interesante está en una 

compuesto hidroxipatita-quitina-quitosano como material de relleno de huesos, el cual 

forma una pasta de auto endurecimiento para la regeneración tisular guiada en el 

tratamiento de defectos óseos periodontales. Los oligómeros de quitina, los cuales tienen 

también una importancia relevante, han sido afirmados como fármacos anticáncer, y el 

oligómero con DP5 es activo en el control de la fotosíntesis del maíz y la soya, entre otros 

ejemplos.14  
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2.2. Quitosano 

El quitosano  fue descubierto por Rouget en 1859, quién encontró que al tratar 

quitina con una solución caliente de hidróxido de potasio se obtiene un producto más 

soluble en ácidos orgánicos, y la llamó quitina modificada. Más tarde, en 1894, fue 

estudiada por Hoppe-Seyler quién la denominó ―quitosano‖. El quitosano también se 

encuentra de forma natural como un componente presente en las paredes celulares de 

algunos hongos.17 Siendo un polisacárido lineal consistente en β – (14) – 2 – amino – 2 

– deoxy  - β – D – glucosa desde una desacetilación parcial (>70%) de la quitina, figura 2, 

es no tóxico, biodegradable, biofuncional, biocompatible, y con actividades 

antimicrobianas y antifúngicas superiores a las del biopolímero precursor.18  

 

Figura 2 Estructura del quitosano 

 

2.2.1. Obtención del quitosano 

El quitosano puede obtenerse por desacetilación química o enzimática de la 

quitina: 

 Desacetilación química: este se lleva a cabo en medio alcalino, puede ser a 

temperatura bajas o incluso ambiente durante largos períodos de tiempo con lo 

que se asegura la uniformidad de la reacción y la distribución de los grupos acetil 

resultante es arbitraria.19 O también es posible llevarla a cabo a altas temperaturas 

(100 – 140 °C) los cuales favorecen la velocidad de la reacción, sin embargo la 

desacetilación se da con mayor rapidez en las regiones amorfas que en las áreas 

cristalinas lo que proporcionan una distribución de bloque e impide una mayor 

desacetilación.  Las condiciones a las que se realice la desacetilación deben ser 

estrictamente controlados (temperatura, concentración del medio alcalino y 

tiempos de reacción) ya que influyen en el grado de acetilación, peso molecular, 
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distribución molecular y por consiguiente en las propiedades y aplicaciones del 

biopolímero resultante.20  

 Desacetilación  enzimática: en este método se utiliza las enzimas desacetilasas, 

que favorecen a que el proceso sea controlado y no degradativo. Las enzimas 

catalizan la conversión de la quitina a quitosano mediante hidrólisis de los residuos 

de NAc se denomina quitina desacetilasas.13 Por este método se obtiene un 

material uniforme en cuanto a sus propiedades químicas y físicas, pero se 

necesita un tratamiento previo debido a que la enzima necesita que la quitina sea 

soluble.21  

2.2.2. Caracterización del quitosano 

2.2.2.1. Solubilidad del quitosano 

El quitosano es insoluble en disolventes orgánicos puros, pero es soluble en 

ácidos acuosos, los cuáles pueden convertir las unidades de glucosamina en su forma 

soluble protonada  3R NH que precipita en soluciones alcalinas o con polianiones y 

forma geles a pH bajos.22  

Algunos ácidos orgánicos como el fórmico, acético, láctico, pirúvico y ácidos 

oxálicos con frecuencia son usados para su disolución. Ácidos minerales como ácidos 

hidroclóricos y nítricos también solubilizan al quitosano, sin embargo al ácido sulfúrico no 

es conveniente debido a las atracciones iónicas entre la cadena producida por el anión 

divalente del sulfato.12  

2.2.2.2. Grado de N-acetilación (DA) 

El contenido de grupos N – acetil y la repartición de los residuos a lo largo de la 

cadena, dependen de las condiciones de desacetilación y las fuentes de la quitina de 

origen.23 DA es uno de los factores más importantes que influyen en las propiedades de 

este polímero debido al rol que juega en la solubilidad. Al incrementar el DA del quitosano 

acercándose al límite de 50%, el intervalo de pH en el que pueda ser soluble aumenta, lo 

cual se debe a la variación del pKa ocasionada por las propiedades polielectrolíticas del 

mismo.24, 25  

Existen diferentes métodos para determinar el DA del quitosano como la titulación 

potenciométrica, espectroscopía de IR, UV, cromatografía gaseosa de pirólisis, análisis 
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térmicos, hidrólisis ácida y HPLC, GPC-SEC y RMN de protón y carbono.14, 26 Éste último 

presenta la ventaja de la utilización de una pequeña cantidad de muestra y pueden 

analizarse muestras en forma líquida o sólida una de sus desventajas es su elevado 

costo. 

2.2.2.3. Peso molecular  

Distintos factores durante la extracción de la quitina y la preparación del quitosano 

pueden influenciar en el Mw del polímero final. Altas temperaturas y concentraciones de 

ácidos y álcalis así como largos tiempos de reacción, pueden degradar y ocasionar 

depolimerización de las cadenas. Diferentes autores han observado que el Mw del 

quitosano tiene una influencia en su actividad biológica.12 Las distribuciones de los pesos 

moleculares del quitosano han sido obtenidas utilizando SEC. Los Mw se determinan por 

viscosimetría empleando para tal fin las ecuaciones de Mark-Houwink con sus 

correspondientes parámetros para el caso del quitosano.26
  

2.2.2.4. Actividad antimicrobiana del quitosano. 

En los últimos años, la actividad antimicrobiana del quitosano sobre diferentes 

grupos de microorganismos ha sido motivo de muchos estudios. Esta característica solo 

se presenta en medios ácidos. Se ha encontrado que la actividad antimicrobiana del 

quitosano es dependiente de su peso molecular y del DA.22 

No se conoce la manera exacta en la que el quitosano y sus derivados actúan, aún 

así varios mecanismos han sido propuestos, uno de ellos se basa en la interacción entre 

la carga positiva de las moléculas de quitosano y las cargas negativas de las membranas 

celulares alterando su permeabilidad y permitiendo la pérdida de constituyentes 

intracelulares. Se cree que el quitosano en bajas concentraciones actúa en la superficie 

de bacterias interactuando con la carga negativa ocasionando aglutinación, mientras que 

a altas concentraciones el gran número de cargas positivas podrían impartir una carga 

neta positiva manteniéndolas en suspensión. También puede actuar como agente 

quelante que se une selectivamente con trazas de metales inhibiendo la producción de 

toxinas de los microorganismos, 15 en plantas puede ser capaz de activar distintos 

mecanismos de defensa en el tejido del hospedero, funciona como un agente enlazante 

de agua inhibiendo a varias enzimas. Existe la posibilidad de que quitosanos de muy bajo 
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peso molecular lleguen a enlazarse con el ADN e inhibir la síntesis de ARN y por 

consiguiente de proteínas.12, 27  

2.2.3. Usos y aplicaciones del quitosano 

Por las propiedades fisicoquímicas así como antimicrobianas del quitosano permite 

que éste sea utilizado en la industria de alimentos y fármacos, así como en diferentes 

ámbitos de la investigación y proyectos ambientales y agrícolas. 

Tabla 1 Principales campos de aplicación y usos del quitosano14, 28 

Agricultura 

Como mecanismo de defensa en plantas 

Como estimulación de crecimiento de plantas 

Como recubrimiento de semillas 

Para liberación controlada de fertilizantes y nutrientes 
dentro del suelo 

Tratamiento de aguas y 
residuales 

Como floculante para clarificar agua (agua bebible y 
piscinas) 

Para remover iones metálicos 

Elimina polímeros sintéticos 

Reduce olores 

Alimentos y bebidas 

Fibra dietética 

Reductor de colesterol 

Como conservador 

Adelgazante y estabilizador de salsas 

Como recubrimiento protector, fungistático y 
antibacterial para frutas 

Cosméticos y artículos de 
tocador 

Mantiene la humectación en la piel 

Para tratamiento de acné 

Para mejorar la flexibilidad del cabello 

Reduce la estática en el cabello 

En higiene bucal (pasta de dientes, goma de mascar) 

Biofarmacéuticos 

Inmunológico, antitumoral 

Hemostático y anticoagulante 

Cicatrizante y como bacteriostático 

Liberación controlada de fármacos 

Elaboración de hilos para sutura 
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2.2.4. Modificación de quitosano 

Lo que se pretende al modificar el quitosano es que el polímero tenga una 

permeabilidad adecuada para determinados gases como el CO2, el NO2, el vapor de agua 

e incluso del O2, como es para el caso de alimentos post – cosecha que requieren 

―respirar‖ para conservar una buena apariencia y una mayor vida de anaquel. Por otro 

lado, en la mayoría de los casos se busca el mejorar las propiedades mecánicas del 

mismo añadiendo plastificantes, ya que el quitosano suele ser poco flexible. También se 

sabe que para algunos productos poliméricos específicos, especialmente para 

aplicaciones biomédicas y de alimentos, como pueda ser en empaques, la esterilización 

vía radiación es necesaria lo que conlleva al riesgo de degradación, es decir, escisión de 

cadena y/o enlaces cruzados, dando lugar a la decoloración, formación de grietas en la 

superficie, rigidez y pérdida de propiedades mecánicas. Estos serios inconvenientes 

pueden controlarse por el desarrollo de modificaciones químicas en la cadena del 

polímero.6  

Específicamente, por sus propiedades se han llevado a cabo muchas 

investigaciones sobre la modificación de quitosano vía química o enzimática, para obtener 

materiales basados en polisacáridos avanzados con propiedades bioactivas únicas.5, 6  

Un nuevo enfoque para mejorar la funcionalidad de quitosano es la de incorporar 

el principio activo de los extractos de plantas naturales y sus derivados en la red troncal 

de polisacáridos.7 Uno de esos casos es la inserción de compuestos fenólicos que sirven 

como ramificaciones de la cadena principal lo cual le confiere al quitosano características 

físicas y químicas diferentes, entre ellas el poder antioxidante.1  

Además se reporta que los antioxidantes pueden funcionar como aditivos para 

polímeros, ya que en algunos procesos de extrusión el antioxidante retarda la 

degradación oxidativa y/o térmica. A pesar de que los antioxidantes de bajo peso 

molecular son menos efectivos a causa de su pobre estabilidad térmica, el uso de estas 

moléculas en la unión covalente dentro de una matriz polimérica mejora su estabilidad y 

reduce los efectos de migración y floreciente (blooming). Esto puede causar que los 

antioxidantes sean fáciles de remover del polímero hospedador por frotación mecánica, 

volatilización o lixiviación.6  
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Para introducir antioxidantes en el quitosano se han utilizado macromoléculas 

tóxicas y químicos irritantes para la piel, los más utilizados  son la carbodiimida, persulfato 

de amonio o formaldehido.7 Por esto, las modificaciones químicas no son preferidas 

generalmente para aplicaciones en alimentos o en biomedicina debido a la formación de 

productos potencialmente perjudiciales.6 La modificación enzimática es una alternativa 

atractiva, debido a la alta especificidad de la catálisis enzimática, a ser amigable con el 

ambiente y el usar procesos de baja toxicidad.7 

En la literatura se encuentra que la inserción de la molécula del antioxidante al 

quitosano se lleva a cabo por una reacción de incorporación inducida por radicales libres.1, 

7
 Un posible mecanismo de inserción vía enzimática de antioxidante al quitosano se 

presenta en la Figura 3. 

 

Figura 3 Mecanismo de inserción de Moléculas antioxidantes al quitosano6 
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En donde los radicales hidroxilo, generados por la interacción de par redox de los 

componentes, involucra a los átomos de H en α - metileno (CH2) o el del grupo hidroxilo 

del grupo hidroximetileno del quitosano. Además, el grupo amino libre del quitosano 

pueden verse también involucrados en la formación del macroradical.6 

 

2.3. Enzimas 

Las enzimas son proteínas con actividad catalítica. Son altamente específicas, 

tanto en la reacción que cataliza como en la elección de sustratos. La gama de reacciones 

catalizadas por enzimas es muy general (reacciones hidrolíticas, esterificaciones, 

amidaciones, poliesterificaciones, oxido-reducciones, aldo condensaciones,  entre 

otros).29-32  

Algunas enzimas del género oxidoreductasas, como peroxidasas y laccasas, han 

sido empleadas para la polimerización oxidativa de derivados fenólicos y anilina 

resultando compuestos poliaromáticos.33  
 

2.3.1.  HRP 

Las peroxidasas pertenecen a la categoría de las oxidoreductasas y están 

ampliamente distribuidas en la naturaleza y pueden ser extraídas fácilmente de la mayoría 

de las células de las plantas, algunos órganos y tejidos animales. Esta enzima utiliza 

como cofactor el grupo hemo. Estas oxidoreductasas usan el peróxido de hidrógeno o 

alquil peróxidos como oxidantes. Las peroxidasas se caracterizan por catalizar la 

oxidación de uno o dos electrones de varios sustratos orgánicos e inorgánicos 

principalmente en la presencia de peróxido de hidrógeno.34
  

 Las peroxidasas tienen amplio potencial en diferentes campos de aplicación. A 

diferencia de otras enzimas puras comerciales como las lipasas, son mucho más 

económicas y generalmente sus tiempos de reacción son más cortos y similares a los 

procesos catalíticos no enzimáticos. Además, el hecho de ser de origen vegetal exenta a 

ésta de los controles y regulaciones obligatorios en aquellas enzimas de origen 

microbiano o animal. Estas encuentran uso por ejemplo en el tratamiento peroxidativo de 

aguas residuales a fin de remover fenoles aromáticos y aminas de soluciones acuosas 
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usando el sistema peroxidasa/peróxido. Pero su mayor aplicación se encuentra en el 

campo de diagnóstico analítico, donde las peroxidasas son usadas como un componente 

clave de biosensores y en inmunoensayos; en bioelectródos y en producción de fármacos.   

A pesar del valor de las peroxidasas, su uso comercial actual está limitado, principalmente 

por la baja estabilidad de la peroxidasa en presencia de su sustrato natural, el peróxido de 

hidrógeno, ya que la presencia de altas concentraciones de éste último lleva a la 

inactivación de hemoproteínas, incluyendo las peroxidasas.34  

 Se ha reportado que la HRP en presencia de H2O2 cataliza la polimerización por 

radicales libres de fenoles, aunque solo cataliza la oxidación inicial de los sustratos 

fenólicos, el crecimiento de la cadena polimérica ocurre de manera no enzimática, y la 

reacción transcurre en cuestión de minutos siendo considerada como rápida.35  

Puskas et al reportan un posible mecanismo de acción de la peroxidasa. En el cual 

el sitio activo de la enzima, o grupo hemo hierro – protoporfirina como se muestra en la 

figura 4. El mecanismo de reacción involucra la oxidación del Fe+3 a un derivado oxo-

hierro a expensas del H2O2; seguido por la sustracción de un electrón precedente de un 

sustrato rico en electrones.33
  

 

Figura 4 Mecanismo de acción de la HRP en la formación de radicales33 
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Por estas características se ha estudiado la habilidad de la  HRP, entre otras cosas 

para injertar fenoles a  polisacáridos.1  

 

2.4. Antioxidantes 

Los antioxidantes pueden ser clasificados como un ―terminador‖ de radicales 

libres, queladores de iones metálicos capaces de catalizar la oxidación lipídica, o como 

―secuestrador‖ (scavenger) de los radicales, como por ejemplo el oxígeno. La oxidación es 

uno de los procesos más importantes en el deterioro de alimentos porque puede afectar la 

inocuidad, el color, sabor y textura de éstos. Los antioxidantes pueden proteger la calidad 

de los alimentos previniendo la deterioración oxidativa de los lípidos o pigmentos.36  

Se han hecho diferentes ensayos para determinar la capacidad antioxidante de 

alimentos y muestras biológicas, entendiéndose como la capacidad antioxidante a la 

habilidad de moléculas redox en alimentos y sistemas biológicos para retardar o evitar la 

formación de radicales libres.37  

Los métodos para la determinación de capacidad antioxidante se clasifican 

básicamente en dos grupos, dependiendo del mecanismo de reacción: métodos basados 

en la transferencia de átomos de hidrógeno (HAT) y métodos basados en la transferencia 

de electrones (ET). La mayoría de los ensayos basados en HAT aplican un esquema 

competitivo, en el cual el antioxidante y el sustrato compiten por generar, térmicamente, 

radicales peroxilo mediante la descomposición de compuestos azo. Los ensayos basados 

en ET miden la capacidad de un antioxidante en la reducción de un oxidante, el cual 

cambia de color cuando se reduce.38  

Algunos métodos para la determinación de capacidad antioxidante son los 

siguientes: 

 TEAC (Capacidad antioxidante equivalente a Trolox) 

La prueba TEAC o prueba ácido 2,2’ – azinobis (3-ethyl benzothiazoline – 6 – sulfonic 

acid) (ABTS) está basado en la terminación (scavenging) del catión radical ABTS.+ 

por los antioxidantes presentes en la muestra. El radical  tiene un color verde azulado 

con absorbancias máximas de  645, 734 y 815 nm. Cuando hay compuestos 

antioxidantes en el medio de reacción, ellos capturan al radical libre, lo cual se 
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traduce en pérdida de color y por lo tanto en una reducción de la absorbancia, 

correspondiendo cuantitativamente a la concentración de antioxidantes presentes.37  

 DPPH (1,1 - Diphenyl – 2 – picrylhydrazyl) 

La molécula de 1,1 - Diphenyl – 2 – picrylhydrazyl o DPPH es caracterizada como un 

radical libre estable debido a la deslocalización. El DPPH es uno de los pocos 

radicales nitrogenados estables y comercialmente disponibles. Este método se basa 

en la reducción de la absorbancia medida a 515 nm del radical DPPH˙ por 

antioxidantes en el cuál la solución de DPPH pasa del púrpura a amarillo.39 

 

Figura 5 Reacción de reducción del radical DPPH 

 

 FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power)  

Este método ocurre por reducción directa, simple operacionalmente y reproducible. 

Consiste en la formación de un complejo férrico con el reactivo TPTZ (2, 4,6 – 

tripyridyl-s-triazine), el cual en la presencia de antioxidantes forma un complejo azul 

de máxima absorción a 593 nm. Es similar al método TEAC a diferencia de que éste 

se realiza en pH neutros y el FRAP  se lleva a cabo en condiciones ácidas (pH 3.6). 

Los resultados se expresan en unidades FRAP, una unidad FRAP está definida 

arbitrariamente como la reducción de 1 mol de Fe (III) a Fe (II).40  

 BCB (β-carotene blaching test) 

Está basado en la decoloración del β – caroteno por acción de radicales libres. El 

efecto es medido a una longitud de onda de 470 nm después de un tiempo de 

reacción cercano a los 120 minutos.21  
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 CUPRAC ( Cupric reducing antioxidant capacity) 

Éste método se basa en la reducción de Cu (II) a Cu(I) para el fondo de la cuestión de 

la reducción de sustancias de la muestra que es objeto de análisis, la detección de 

los iones Cu (I) se realiza mediante la medición de la formación de los complejos 

dada por el Cu (I) y el quelante batocuproína (2,9 – dimetil – 4, 7 – difenil – 1,10 – 

fenantrolina), éste complejo tiene un absorción del espectro con máximo a 480 – 490 

nm. La evaluación se realiza comparando a los valores de absorbancia ( = 490 nm), 

de análisis de la muestra con la curva de calibración obtenida con una concentración 

de ácido úrico conocido, utilizado como agente reductor.40  

 

2.4.1. Galatos 

Los galatos son usados primordialmente como antioxidantes en grasas y aceites 

para prevenir la rancidez y el deterioro. También se utilizan en cosméticos y materiales de 

embalaje y como aditivos alimentarios en la manteca vegetal, productos horneados, 

dulces, goma de mascar y leche en polvo. Pueden utilizarse solos o combinados con Butil 

hidroxitolueno (BHT) y/o Butil hidroxianisol (BHA). El término ―galato‖ usualmente se 

refiere a los ésteres del ácido gálico, propil, octil y dodecil (lauril).41  

 

2.4.1.1. Galato de Octilo 

El GO es conocido como octil galato, n-octilo de 3, 4, 5 – ácido trihidroxibenzoico, 

o 3, 4, 5, octil – trihidroxibenzoato, figura 6. Es un antioxidante utilizado en grasas 

animales y en aceites vegetales. Es un polvo cristalino, sin sabor y olor, blanco, insoluble 

en agua pero soluble en aceites vegetales, etanol y éter. Es inestable en presencia de 

humedad y puede producir un color indeseado en presencia de iones metálicos, por lo 

que a menudo se utiliza frecuentemente con un secuestrante como el ácido cítrico.42  

Se obtiene a partir de la esterificación del ácido gálico con el  n – octanol. También 

se utiliza ampliamente en el curtido de cuero, la tinción de telas, la fabricación de tintas, 

como astringente en algunas enfermedades debido a sus propiedades bacteriostáticas y 

como fragancia en perfumería.  
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El OG se ha utilizado como antioxidante en los alimentos a fin de evitar  la 

reacción en cadena de oxidación, eliminar el oxígeno atrapado  o disuelto en un producto 

y fungir como agente quelante al eliminar las trazas de ciertos materiales pesados como 

el hierro.21 Además, después de que los galatos son consumidos, son hidrolizados, por lo 

que su uso como aditivo antioxidante en alimentos es seguro.43  

 

Figura 6 Estructura química del GO 

 

2.5. Concentración mínima inhibitoria (MIC) 

MICs están consideradas como el ―estándar de oro‖ para la determinación de la 

susceptibilidad de los organismos a antibiótico o antimicrobianos.44  

La MIC se define como la concentración más baja (en mg/L) de un agente 

antimicrobiano que pueda inhibir el crecimiento de un microorganismo bajo condiciones 

definidas 

Existen varios métodos para la determinación de MIC pero las más comunes son 

los métodos de dilución en agar y de dilución en caldo.45 

 Dilución en agar: En este método las soluciones con un número de bacterias 

definido son inoculadas directamente sobre placas de agar nutritivo que tienen 

incorporado diferentes concentraciones de antibiótico o antimicrobiano. Después 

de la incubación, la presencia de colonias de bacterias sobre las placas indica el 

crecimiento del organismo. 

 Dilución en caldo: éste método utiliza el medio de cultivo líquido que contiene una 

creciente concentración (por lo general una serie de diluciones) del agente 

antimicrobiano, que se inocula con un número determinado de células bacterianas. 

El volumen final de la prueba determina si el método se denomina macrodilución, 

cuando se utiliza un volumen total de 2 mL, o microdilución, si se realiza en placas 
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de microtitulación con ≤ 500 mL por pocillo. Después de la incubación, la presencia 

de turbidez o sedimento indica un crecimiento del organismo.  

Para el presente estudio se empleó el método por dilución en caldo en microdilución. 

2.6. Escherichia coli. 

Esta bacteria fue aislada por primera vez en 1885 por el bacteriólogo alemán 

Theodore  Escherich, la cual denominó Bacterium coli commune. Es el microorganismo 

facultativo más predominante hallado en el intestino del hombre y es el bacilo entérico 

más frecuentemente aislado en el laboratorio.46  

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae, dentro de la familia Escherichieae la 

cual incluye los géneros Escherichia y Shigella. El género Escherichia comprende las 

especies de E. coli, E. hermannii, E. blattae, E. vulneris y E. fergusonni. Pero es la 

especie E. coli que mejor se conoce en relación a su capacidad patogénica.47  

Es un bacilo corto, gran negativo, no esporulado, oxidasa negativo, catalasa 

positivo y reducen el nitrato a nitrito, generalmente con flagelos perítricos y fimbrias. Es un 

anaerobio facultativo, que crece a temperaturas desde 2.5 – 45 °C y puede sobrevivir a  

temperaturas de refrigeración congelación. Puede crecer en un intervalo de pH de 4.4 – 

9.0. Es capaz de fermentar una gran cantidad de carbohidratos obteniendo como 

productos tanto ácidos como gases. En medio sólido forman colonias lisas, circulares, 

convexas, con bordes bien definidos.48, 49
  

Sus cepas forman la mayor parte de la flora comensal aerobia y anaerobia 

facultativa del tubo digestivo de animales y humanos, eliminándose por las heces al 

exterior. Por esto, es frecuente que se encuentren en el medio ambiente, donde son 

capaces de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su 

aislamiento constituye un indicador de contaminación fecal.48  
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2.7. Técnicas analíticas 

2.7.1. Resonancia Magnética Nuclear 

Es la herramienta más poderosa de la que se dispone para la determinación de 

una estructura molecular. En RMN se utilizan una amplia variedad de isótopos con 

número atómico impar como 1H, 13C, 15N, 19F y 31P. Los más usados en química orgánica 

son la de protón (1H) y la de carbono  13 (13C), ya que el carbono y el hidrógeno son los 

componentes mayoritarios de las moléculas orgánicas.50  

Ciertos átomos al igual que los electrones, tienen núcleos con espín. El giro de 

estas partículas cargadas – la circulación de la carga  - genera un momento magnético a 

lo largo del eje de espín, de modo que estos núcleos actúan como minúsculos imanes de 

barra. De esta manera la espectroscopía de RMN permite determinar el entorno que 

rodea a los átomos ya que sometidos a un campo magnético externo,  se alinean bien en 

el sentido del campo o en el contrario. Mientras están bajo la influencia del campo 

magnético, los núcleos se irradian con una frecuencia que pueden absorber, lo que les 

permite cambiar la orientación relativa de un espín nuclear con respecto al campo 

externo. Si los núcleos estuvieran aislados, todos absorberían a la misma frecuencia, 

proporcional al campo magnético. Sin embargo los átomos en cuestión de una molécula 

están parcialmente apantallados por el campo magnético inducido de la nube electrónica 

que los envuelve, este apantallamiento depende del entorno de cada núcleo; por lo tanto, 

los núcleos en estudio de una molécula, con diferentes entornos, expuestos a una 

radiofrecuencia constante, absorben la radiación e intensidades de campo magnético 

diferentes. Las cuales son recogidas en el espectro en función de un estándar interno de 

referencia, que suele ser, para el caso de 1H y 13C, el tetrametilsilano (TMS).50, 51
  

2.7.2. Espectroscopía Infrarroja 

Una molécula vibra constantemente; sus enlaces se alargan (y contraen) y se 

comban recíprocamente. La absorción de la luz infrarroja por parte de las moléculas 

orgánicas produce cambios en las vibraciones de éstas. El espectro IR es una propiedad 

característica de un compuesto orgánico y puede emplearse para establecer la identidad 

de dos compuestos y revelar la estructura de uno nuevo, ya que, brinda información de 

los grupos que se encuentran en una molécula, o que no están y de la naturaleza de sus 

enlaces.51
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2.7.3. Termogravimetría 

La TGA se utiliza para evaluar el cambio en la masa de una muestra en función de 

la temperatura. Para este análisis se usa una balanza muy sensible para seguir la 

variación de peso de un polímero en función del tiempo y la temperatura.52  

2.7.4. Cromatografía de exclusión molecular SEC 

La cromatografía de exclusión molecular (SEC; del inglés Size Exclusion 

Chromatography) es un método que se utiliza para separar, purificar y analizar las 

mezclas de sustancias. Se emplea, principalmente, en la determinación de pesos 

moleculares y polidispersidades.53 Anteriormente este método se denominada 

cromatografía de permeación por geles (GPC), ya que los rellenos de las columnas 

originales eran geles orgánicos blandos.54  

En este método, el proceso de separación dentro de las columnas empacadas con 

el material poroso es el resultado de las diferencias en tamaño y, consecuentemente, en 

el grado de penetración de las moléculas en solución a los poros del empaque. Las 

moléculas de tamaño superior al del poro del gel no tienen acceso a éste y pasan a través 

de la columna por el espacio que ocupa el disolvente en el gel en un grado mayor o 

menor, dependiendo de su tamaño. Por consiguiente las moléculas más grandes 

emergerán de la columna antes que las pequeñas, con lo que es posible determinar la 

curva de distribución de pesos moleculares de la muestra.53  

Un sistema de SEC es esencialmente un cromatógrafo líquido de alta resolución 

con columnas conteniendo un relleno poroso cuyo tamaño de poro se encuentra en el 

orden del volumen hidrodinámico de las moléculas de polímero analizadas. En la figura 7 

se muestra un esquema típico. El solvente filtrado y desgasificado circula desde el 

reservorio hacia una bomba isocrática de alta presión. La bomba impulsa a la fase móvil a 

través de una serie de capilares hacia el inyector, columnas y detectores. El inyector 

introduce la solución de polímero en la corriente de alta presión. Una precolumna y un 

filtro (con diámetros de poro entre 0.5 y 2 μm) evitan el ingreso de partículas en las 

columnas. El relleno de las columnas analíticas consiste en partículas porosas con 

diámetros entre 5 y 30 μm, que permiten separar el analito de acuerdo a su tamaño, 

eluyendo primero las moléculas más grandes y finalmente las más pequeñas. Los 

detectores se pueden clasificar en dos grandes grupos: sensibles a la concentración, y 
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sensibles a la masa molar. Finalmente la muestra y la fase móvil luego de pasar por los 

detectores, son transportadas hacia el reservorio de descarte. 

La operación del sistema cromatográfico se efectúa con una computadora, que 

permite monitorear las variables del proceso (caudal, presión, temperatura, etc.), 

sincronizar la inyección con el tiempo de adquisición, digitalizar y almacenar las señales 

de los detectores; y visualizar los resultados del análisis.54  

 

Figura 7 Diagrama esquemático de un cromatógrafo para SEC 

 

Los parámetros más importantes en la caracterización de polímeros son el peso 

molecular y la polidispersidad; mediante el SEC se pueden determinar: el peso molecular 

promedio numérico (Mn), el peso molecular promedio en peso (Mw) y el índice de 

polidispersidad (PDI).  

El Peso molecular promedio numérico se define como el peso molecular en 

gramos del polímero, dividido por el número de moléculas, se expresa como:55  
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El peso molecular promedio en peso, se determina a través de experimentos en los que 

cada molécula o cadena contribuye a la medida final de acuerdo a su tamaño y se 

expresa como:55 
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La relación de w

n

M

M
 es una medida de la polidispersión en los sistemas 

heterodispersos y se denomina el índice de polidispersidad. Las relaciones entre los 

valores de los pesos moleculares se utilizan a menudo para dar una idea de la 

heterogeneidad del peso molecular en las muestras de polímeros, ya que entre más 

grande sea el PDI, hay mayor dispersión entre los pesos moleculares y mientras, el valor 

se acerque más a uno, el polímero es más homodisperso.55
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3. Hipótesis y Objetivos 

3.1. Hipótesis: 

La modificación enzimática del quitosano con GO dará nuevos materiales 

poliméricos con propiedades antioxidantes y antimicrobianas. 

3.2. Objetivo general: 

Sintetizar enzimáticamente nuevos materiales funcionales basados en la 

modificación de quitosano con GO empleando HRP. 

3.3. Objetivos particulares: 

 Establecer una metodología adecuada para injertar galato de octilo en la cadena 

de quitosano en función de concentraciones de sustratos y enzima, así como 

tiempo de reacción y medio acuoso. 

 Caracterizar los materiales sintetizados mediante el uso de técnicas de 1H RMN, 

ATR-FTIR, SEC y TGA  

 Evaluar el poder antioxidante del quitosano modificado con GO mediante la 

metodología de estabilidad de radical DPPH. 

 Evaluar las propiedades antimicrobianas de los polímeros vía tratamiento con E. 

coli. 

 



26 
 

4. Metodología 

4.1. Modificación quitosano 

4.1.1. Materiales 

Se utilizaron dos quitosanos, uno de peso molecular bajo (20,000 cps determinado 

por un viscosímetro de Brookfield) y otro de peso molecular medio (200,000 cps 

determinado por un viscosímetro de Brookfield), ambos de Aldrich. GO de Fluka Analytical 

(99%, HPLC). Fosfato de sodio monobásico de Sigma – Aldrich, fosfato de sodio dibásico 

de Reasol.  Como biocatalizador se utilizó HRP tipo II de Sigma. Peróxido de Hidrógeno al 

50% de Sigma – Aldrich. Acetona grado técnico de Química Barsa. Hidróxido de Sodio 

(NaOH) y ácido clorhídrico (HCl), ambos de J.T. Baker. 

4.1.2. Equipos 

Entre los equipos utilizados para la modificación del quitosano se encuentran: 

Balanza Analítica (marca Ohaus, modelo AP2105, Suiza), potenciómetro (marca 

Beckman, modelo PHI 41, EUA), agitador magnético en forma de cruz, parrilla con 

agitación (marca Thermo Scientific,  modelo Cimarec, EUA), embudo de adición, sistema 

de filtración Millipore© con filtro membrana de 0.45 µm, congelador REVCO a – 78 °C, 

liofilizador (marca HETO modelo FD1.0). 

4.2. Reacción 

Se preparó una solución de quitosano  al 1.6 % (p/p) ajustando el pH a 2.5 con HCl 

(2 M) para solubilizar al quitosano;  a partir de ésta en un matraz de bola se preparó una 

solución 0.3% con buffer de fosfatos (pH 5.5) y se ajustó el pH a 4.5 con NaOH (1 M). A 

esta solución se le agregó el GO 10 mM o 20 mM, según fuera el caso; luego se le agregó 

la enzima. A esta mezcla se le agregó, gota a gota, peróxido de hidrógeno al 5% para que 

la reacción, por radicales libres, se pudiera llevar a cabo. Después de terminar de 

adicionar el peróxido,  se esperó 1 hora más para detener la reacción. 

 Se utilizó una relación en peso de 80:20 de quitosano:GO y la enzima se adicionó 

con la relación en peso de 1.5:500 de HRP: sustrato total. El volumen de disolución (5%) 

de peróxido de hidrógeno tuvo la relación 0.6 ml disolución  por mg de enzima. 
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Se utilizó el siguiente diseño experimental para realizar las reacciones: 

Tabla 2 Diseño Experimental para la modificación del quitosano. 

Muestra Quitosano (Q) 
Concentración 

(GO) 

QOG20M Peso molecular medio (M) 20 mM 

QOG20B Peso molecular bajo (B) 20 mM 

QOG10M Peso molecular medio (M) 10 mM 

QOG10B Peso molecular bajo (B) 10 mM 

QOGB20-S Peso molecular bajo (B) 20 mM 

QOGB10-S Peso molecular bajo (B) 10 mM 

QOGM20-S Peso molecular medio (M) 20 mM 

QOGM10-S Peso molecular medio (M) 10 mM 

OG20 Sin quitosano 20 mM 
S: significa que la reacción se llevó a cabo sin enzima 

4.2.1. Purificación de los polímeros 

Para la precipitación de los polímeros desde el medio se ajustó el pH de la 

reacción a 7 con una disolución de NaOH (2M), se dejó en reposo durante 1 hora para su 

sedimentación, luego se filtró y se lavó con H2O destilada, se dejó secar, se congeló a –

78°C durante 2 horas  y posteriormente fue liofilizado durante 24 horas. 

 

4.3. Caracterización de material modificado: 

4.3.1. Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier con 
reflectancia total atenuada (FTIR –ATR) 

Se utilizó un espectrómetro de IR (marca Perkin Elmer ATR – FTIR, modelo 

Spectrum 100, EUA), en el cual se colocó la muestra en polvo sobre el diamante y se 

obtuvieron los espectros correspondientes a un intervalo de número de onda desde 650 

cm-1 hasta los 4000 cm-1. 
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Figura 8 Espectrómetro de IR (ATR-FTIR) 

 

4.3.2. Resonancia Magnética Nuclear 

Se pesaron 10 mg del polímero y se disolvieron en 700 µl de agua deuterada adicionado 

con 10 µl de ácido clorhídrico deuterado. Los espectros de RMN 1H fueron realizados en 

un espectrómetro  Broker AC 200 a 200Mhz para 1H a 298 °K. El grado de acetilación y el 

de incorporación fueron calculados de acuerdo a  las ecuaciones 1 y ecuación 2, 

respectivamente 56 

 

Ecuación 1 
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Ecuación 2 
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Donde: 

Ialquílica representa la intensidad medida de la cadena del GO, y al dividirla entre 15 número 

de hidrógenos de la cadena alquílica del GO) se obtiene la contribución a la señal 

de un solo protón de GO. 
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IH2 – H6 representa la intensidad de la señal de los 6 protones del quitosano, teniendo en 

cuenta la corrección del CH2 en posición beta al carbonilo que tiene una señal 

solapada con el macizo de los protones anulares del quitosano entre 3-5 ppm. 

ICH3 representa la intensidad de la señal de los protones del grupo metilo de la parte 

acetilada del quitosano. 

4.3.3. Termogravimetría 

Para el análisis termogravimétrico fue utilizado un equipo TA Instruments Hi – Res 

TGA 2950 (EUA) en un atmósfera de nitrógeno usando una rampa de calentamiento de 

10°C/min. El intervalo de temperatura donde se analizaron las muestras fue de  25 a 500 

°C. Este análisis fue realizado por la Unidad de Servicios y Apoyo a la Investigación 

(USAI) 

4.3.4. Determinación de pesos moleculares. 

Para la determinación de los pesos moleculares de los materiales se utilizó un 

equipo GPC con un detector refractómetro diferencial (Waters 410, Millipore, EUA) con 

una columna Ultrahydrogel™ 500 7.8mm x 300 mm (Waters, Japón) a 25 °C, 15 bar, con 

una rapidez de flujo de 0.3 mL/minuto, utilizando ácido acético 0.25 M como fase móvil. 

Para la curva de calibración se utilizaron estándares de polímero Pululano (Varian) de PDI 

estrecha. 

Las muestras fueron disueltas en ácido acético 0.25 M y, antes de inyectar las 

muestras en el GPC, se filtraron con filtros de membrana (0.45 µm). 

 

4.4. Determinación poder antioxidante con el método del DPPH 

Se prepararon una solución de DPPH˙ 0.025g/L en metanol y una solución 0.172 

g/L de cada uno de los materiales obtenidos en ácido acético 0.1 M. En una celda de 

plástico se colocaron 2.9 mL de DPPH˙ y 0.1 mL de la solución del polímero modificado. 

Se dio seguimiento a la reacción durante 20 min en un espectrofotómetro  Perkin Elmer 

UV/VIS  Lambda 2S a una longitud de onda de 517 nm. 
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Figura 9 Esquema para la reacción del material modificado con el radical DPPH. 

La capacidad antioxidante fue expresada como porcentaje de inhibición del radical 

DPPH calculada con la ecuación 3: 57  

Ecuación 3 

0

0

% 100tA A
de inhibición x

A


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Donde A0 es la absorbancia al tiempo = 0 

At es la absorbancia al tiempo = t 

 

4.5. Determinación actividad antimicrobiana 

4.5.1. Reactivos y microorganismo. 

Se utilizó caldo nutritivo y agar bacteriológico (Bioxon, México), cloruro de sodio y ácido 

acético glacial (J. T. Baker, México). Se empleó Escherichia coli, NRRLB – 14218 de la 

colección de USDA - ARS como microorganismo para evaluar la actividad antimicrobiana.  

4.5.2. Preparación del inóculo 

Se inoculó Escherichia coli en 50 mL de caldo nutritivo y se incubó a 30°C durante 

24 horas. Se repitió este proceso por segunda ocasión pero tomando 5 mL del cultivo 

anterior, esto con el fin de tener a la cepa activa. 
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4.5.3. Ensayo para la determinación de MIC 

Para la determinación de la MIC se utilizó la técnica de microdilución en placas de 

microtitulación. Se utilizaron diferentes concentraciones de quitosano 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 

1, 2, 3, 4, y 5 g/L. Para esto se preparó 2 mL de una solución madre (10 g/L) de cada 

material y las preparaciones se realizaron en microtubos para homogeneizar las 

muestras, tal como se muestra en la tabla 3. 

Tabla 3 Diseño experimental para el cálculo de MIC. 

Solución 
madre (µL) 

Caldo Nutritivo 
(µL) 

Concentración 
final de 
material 

polimérico 
(g/L) 

5 895 0.05 

10 890 0.1 

25 875 0.25 

50 850 0.5 

100 800 1 

200 700 2 

300 600 3 

400 500 4 

500 400 5 

 

Se inoculó 100 µl del microorganismo, 1 x 108 UFC/mL, en caldo nutritivo 

adicionado con el quitosano modificado, se incubó durante 24 h a 30 °C. Después de este 

tiempo se realizó la determinación de crecimiento del microorganismo por un método 

modificado de siembra sobre superficie, en el cual se depositaron 5 µl de cada dilución 

(hasta 10 -8) en una caja petri con agar nutritivo. Para obtener el número de unidades 

formadoras por mililitro (UFC/mL) se contaron las colonias de la dilución mayor y se 

multiplicó por 200 (para obtener 1 mL) y por el inverso de la dilución. 

El porcentaje de inhibición se calculó con la ecuación 4: 

% 100c t

c

UFC UFC
Inhibición x

UFC

 
  
         (4) 
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Donde: 

 UFCc: Se refiere a las unidades formadoras de colonias que se contabilizaron en el medio 

de cultivo sin la presencia del material modificado después de 24 h de incubación. 

UFCt: Se refiere a las unidades formadoras de colonias que se contabilizaron en el medio 

de cultivo adicionado con el material modificado después de 24 h de incubación. 

 

4.5.4. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 

Para la SEM se utilizó un microscopio electrónico  JEOL JSM – 5900LV (Japón). Para la 

observación del microorganismo en el microscopio, se fijaron las células con 

glutaraldehído, seguido de un lavado con buffer de fosfato (pH 7) para retirar el 

glutaraldehído, seguido de la adición de tetraóxido de osmio, OsO4, posteriormente se 

procedió a deshidratarlas con etanol y posteriormente se secaron con CO2 al punto 

crítico.27 
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5. Resultados 

5.1. Modificación del Quitosano 

Un bosquejo de la reacción enzimática del galato de octilo con el quitosano y sus 

posibles lugares de inserción se presenta en la figura 10. 

 

Figura 10 Esquema de la reacción de modificación de quitosano con GO. 

 

También se realizó una prueba en la que se utilizó solo GO sin el quitosano, esto 

con la finalidad de descartar la posibilidad de obtener poli – GO; y se pudo comprobar que 

esta reacción no se llevaba a cabo, ya que no se observó precipitado alguno y al filtrar la 

reacción no se obtuvo polímero. 

Los porcentajes de incorporación se determinaron por medio de H1 RMN y los 

resultados de presentan más adelante. 
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5.2. Caracterización de las muestras 

5.2.1. Espectrofotometría FTIR  empleando la técnica de ATR 

Está técnica se utilizó para demostrar que el GO si se injertó en el quitosano. 

 

Figura 11 Espectro ATR - FTIR del quitosano nativo. 

Para ambos quitosanos (peso molecular medio y peso molecular bajo) se 

presentaron bandas similares. En la tabla 4 se resumen las bandas características para el 

espectro de quitosano de la figura 11. 

Tabla 4 Bandas características del quitosano nativo. 

Número de onda (cm-1) Vibración Grupo funcional 
3356.96 O – H Hidroxilo 

 N – H Amina primaria. 
2865.82 C – H Alcanos 
1582.86 N - H Vibraciones de deformación del 

grupo NH 
1148.03 C – O – C Éter cíclico 
1024.15  Confirmación del grupo éter 
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En la figura 12 se presenta el espectro para el quitosano modificado enzimáticamente con 

GO. 
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Figura 12 Espectro ATR - FTIR  del quitosano modificado (QOG20B) 

Las bandas características para este espectro se resumen en la tabla 5. 

Tabla 5 Bandas características de QOG20B 

Número de onda (cm-1) Vibración Grupo funcional 
2921.51 C – H Alcanos 
1714.32 C = O carbonilo 

1628.37,  1537.35 N – H Vibraciones de deformación del 
grupo NH 

1456.46 C – H Señal confirmativa – CH3 
1150.56 R – O – R Éter cíclico 
1029.21  Confirmación del grupo éter. 

 

La presencia de la banda en la longitud de onda de 1714.32 cm-1 correspondiente 

al éster del grupo galato nos indica que la modificación del quitosano con GO se pudo 

llevar a cabo. 

2850.63 

2921.51 

C = O 

1059.55 

1226.40 

1029.21 

1628.37 

1714.32 

1537.35 
1314.88 

1150.56 

1375.56 

1456.46 
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En la figura 13 se muestra la comparación de los espectros de transmisión del 

ATR – FTIR del quitosano de bajo peso molecular y del quitosano de peso molecular 

medio. 
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Figura 13 Espectros de transmitancia.de ATR – FTIR  A) Muestras de quitosanos de peso molecular 
bajo y B) Muestras de quitosanos de peso molecular medio. 
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En las figuras anteriores se puede observar que la inserción del GO al quitosano 

se lleva a cabo enzimáticamente ya que en las reacciones que se realizaron sin enzima 

no presentaron la banda característica del grupo carbonilo de un enlace tipo éster. 

5.2.2. Resonancia Magnética Nuclear  

Esta prueba se realizó con la finalidad de cuantificar la inserción del GO en el 

quitosano en aquellas muestras que presentaron la banda característica en la prueba de 

ATR – FTIR. Además con esta prueba se calculó el porcentaje de acetilación de los 

quitosanos utilizados. Muestras de reacciones control realizadas sin enzima no dieron 

señal de incorporación de GO, lo que señala que se necesita de la enzima para que la 

reacción tenga lugar. En la figura 14 se presenta el espectro de resonancia para el 

quitosano nativo y en la figura 15 el espectro del quitosano modificado. 

 

Figura 14 Espectro 1H RMN del quitosano nativo. R corresponde a un H en el caso de la forma 
desacetilada o a –CO-CH3 en el caso de la forma acetilada 
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Figura 15 Espectro 1H RMN del quitosano modificado QOG10B. Ampliación de la señal  
correspondiente a los protones de la cadena alquílica. 

 

Se puede observar que la inserción enzimática del GO al quitosano se realizó, ya 

que a 1.2 ppm se presenta un grupo de señales característica de hidrógenos alifáticos. La 

resolución en muchos casos en dicha zona del espectro de 1H RMN en 2 señales anchas 

poco definidas, puede deberse por un lado a los hidrógenos metilénicos más cercanos al 

grupo éster, por ende apantallados del campo electromagnético externo, cuya corrimiento 

respecto al estándar interno (TMS) es mayor que aquellos asignables a la zona terminal 

de la cadena alquílica del GO. 

El porcentaje de DA para ambos quitosanos comerciales (QM y QB) coincidió en  

16%. Según lo reportado entre mayor sea el grado de desacetilación del quitosano es 

más fácil que ocurran las reacciones de copolimerización ya que éstas se dan 

preferentemente por medio de enlaces covalentes con el grupo amino libre del quitosano. 

Se ha encontrado que un buen DA por debajo de 25 % es bueno para que suceda 

exitosamente la formación de copolímeros funcionales que le proporcionan características 

diferentes al quitosano para sus posteriores aplicaciones.19  
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Aplicando las ecuaciones 1 y 2 para el cálculo del porcentaje de incorporación, se 

obtuvieron los porcentajes que se presentan en la tabla 6. Estos porcentajes representan 

el número de unidades insertadas de GO por cada 100 unidades de polímero modificado. 

Tabla 6 Porcentaje de incorporación obtenidos del RMN 

Muestra 
% de Incorporación 

de GO 

QOG20B 8.15 ± 1.14 

QOG20M 8.42 ± 1.14 

QOG10B 4.82 ± 0.1   

QOG10M 5.31 ± 0.1 

 

De estos resultados podemos notar que a medida que se aumenta la 

concentración del GO en la reacción, la incorporación aumenta. Por otro lado, no existe 

una gran diferencia en la incorporación de GO en función del peso molecular promedio de 

los quitosanos. Esto se explica porque los sitios de inserción son iguales en ambos casos 

e independientes de la longitud promedio de las cadenas de polímero.  

5.2.3. Termogravimetría 

Con esta técnica se determinó la estabilidad térmica de los materiales obtenidos. 

En la figura 16 se muestra los termogramas de las muestras analizadas y en la tabla 7 se 

resumen las temperaturas de descomposición a la cual se tiene un 5% de pérdida de 

peso de la muestra inicial. 
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Figura 16 Termogramas  — QM,   -----  QB,   ●   QOG20M    ○   QOG10M,  ▲  QOG20B y   ∆   QOG10B 

 

Tabla 7 Temperaturas de descomposición (Td). 

Muestra Td  (°C) 

QOG20B 174.1 ± 32.01 

QOG20M 176.1 ± 8.83 

QOG10B 202.2 ± 2.38 

QOG10M 224.4 ± 13.62 

QM 279.8 

QB 277.8 

 

Podemos notar que a medida que la concentración de GO aumenta, la 

temperatura de descomposición disminuye, es decir, los materiales son térmicamente 

menos estables, esto podría deberse a la relativamente baja estabilidad térmica de los 

enlaces éster en el GO injertado al quitosano y también a posibles cambios 

conformacionales  a medida que aumenta la incorporación del compuesto fenólico. 
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5.2.4. Determinación de pesos moleculares 

En este trabajo se estudió la posibilidad de analizar mediante SEC la distribución 

de los pesos moleculares de nuestros materiales. Los resultados se muestran en la tabla 

8 tanto para las muestras de quitosanos nativos de peso molecular bajo como para el de 

peso molecular medio  y su los injertados. Cabe mencionar que en este análisis no fue 

posible determinar con rigurosidad un peso molecular promedio para cada muestra debido 

a que presentaban más de una señal en los cromatogramas, por lo que se presenta el 

peso molecular numérico promedio (Mn) de cada uno de los picos  con sus 

polidispersidades (PDI) y porcentajes de áreas relativas. Los cromatogramas de cada 

muestra pueden observarse en las figuras del anexo A 

Tabla 8 Peso molecular promedio numérico,  polidispersidades y % de área de quitosanos modificados 
y nativos 

Nombre de la 
Muestra Mn (g/mol) PDI % Área 

QOG20B 
 

559421 4.4895 36.5618 
2721 1.842 10.7733 
325 1.0185 1.5174 

QOG20M 
3499396 1.975 25.5263 
34544 1.8617 29.5287 
307 1.7394 29.6872 

QOG10B 
11984244 3.9292 30.9944 

28652 2.3105 35.0098 
308 1.5877 28.9541 

QOG10M 
4373797 1.921 30.4999 
34496 1.9915 37.8129 
291 1.0653 6.2031 

QB 
3561288 1.9805 24.2007 
32991 1.8225 57.7824 
478 1.5649 18.0170 

QM 1558987 1.4529 35.8137 
12554 2.9172 64.1863 

 

Para estas determinaciones se utilizó la siguiente curva de calibración mostrada en 

la tabla 9 a partir de los estándares de pululano, los valores mostrados corresponden al 

peso molecular promedio  reportado por el fabricante. 
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Tabla 9 Curva de calibración de pesos moleculares. 

Td Mp(g/mol) 

20.905 708000 

22.543 375000 

26.698 107000 

31.543 21000 

34.503 5900 

38.663 180 

 

A partir de la curva de calibración y de los gráficos mostrados se puede notar que 

para los quitosanos nativos, el peso molecular (Mn) de QB se encuentra entre 21,000 y 

107,000 g/mol y para QM el intervalo de Mn se encuentra entre 21,000 y 708,000 g/mol. 

La distribución de pesos moleculares por SEC de estos materiales comerciales es muy 

amplia y multimodal tal y como se observa en los cromatogramas del anexo A. Esta 

característica es común en los polímeros de origen natural, siendo el quitosano la forma 

desacetilada de la quitina. El fabricante por ende reporta una estimación del peso 

molecular, bajo o medio, por medición de viscosidad mediante un viscosímetro de 

Brookfield, esto junto con los datos reportados en la tabla 7 nos da a entender que el 

quitosano comercial no  es homogéneo, sino más bien es una distribución amplia de 

pesos moleculares, que son catalogados según su viscosidad más que por su peso 

molecular. De todas formas, comparando los materiales sintetizados con los quitosanos 

nativos se nota que  el peso molecular aumenta ligeramente en los primeros, esto podría 

deberse a la incorporación del GO al quitosano y por ende al aumento de sus volúmenes 

hidrodinámicos en la fase móvil en la SEC.  
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5.3. Determinación del poder antioxidante 

Los resultados para la determinación del poder antioxidante de los materiales se muestran 

en la figura 17.  
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Figura 17 Porcentajes de Inhibición del radical DPPH con el material polimérico. 

 

Se puede observar que el quitosano sin modificar presenta una inhibición 

despreciable empleando la técnica del DPPH, pero conforme el porcentaje de 

incorporación de GO en el material va aumentando, su capacidad de inhibir el radical 

DPPH aumenta. Esto demuestra que  el anillo bencénico de los galatos es lo que le 

confiere esta característica.41
 También se puede notar que el porcentaje de inhibición es 

un poco mayor en los materiales sintetizados a partir de los quitosanos de peso molecular 

medio, en comparación con aquellos de peso molecular bajo. Esto puede atribuirse a que 

el GO incorporado al quitosano tiene una tendencia ligeramente mayor, como se observó 

en los estudios de RMN, en el de peso molecular medio aun sin diferencias significativas 

entre ambos. Sin embargo, también podría atribuirse a que los bencenos estuvieran más 

expuestos en un caso en comparación con el otro, aunque no tenemos pruebas 

concluyentes que afirmen esto en este trabajo. 
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5.4. Actividad antimicrobiana 

5.4.1. Determinación de MIC 

La distribución de las muestras en los pozos se puede observar en la figura 18. 

 

Figura 18 Prueba antimicrobiana  de materiales basados en Quitosanos de peso molecular medio a 1, 
2, 3, 4 y 5 g/L de concentración al tiempo cero.  

 

Después de 24 h de incubación a 30° C se observó que en los pozos se 

presentaba un precipitado, figura 19, el cual podría deberse al crecimiento del 

microorganismo por lo que se realizó la determinación del crecimiento por la técnica de la 

gota. 
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Figura 19 Prueba antimicrobiana  de materiales basados en Quitosanos de peso molecular medio a 1, 
2, 3, 4 y 5 g/L de concentración después de 24 h de incubación. 

 

De esta prueba no se obtuvo crecimiento alguno en las placas por lo que el 

precipitado que se apreciaba era el material polimérico insoluble y células no viables. Se 

concluyó que  la concentración utilizada de quitosano era muy alta, razón por la cual se 

decidió realizar de nuevo esta prueba pero con concentraciones más bajas (0.05, 0.1, 

0.25 y 0.5 g/L). Al disminuir la concentración se pudo observar crecimiento microbiano. 

La MIC fue determinada a 0.5 g/L. Esta concentración se encuentra en el intervalo 

reportado por Li y colaboradores58, quienes encontraron que la MIC para E. coli en 

presencia de quitosano sin modificar es de 0.05% a 0.2%.  

En la figura 20 se muestra como el crecimiento del microorganismo disminuía 

cuando la concentración del quitosano (nativo o modificado) aumentaba. 
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Figura 20 Efecto del material QOG20M en diferentes concentraciones sobre el crecimiento de E. coli. El 
blanco se refiere a solo medio de cultivo sin microorganismo. El control se refiere al medio de cultivo 

con microorganismo pero sin la adición de quitosano. 

 

Este comportamiento se apreciaba en cada uno de los materiales, esto podría 

significar que a pesar de la inserción del GO al quitosano, éste no pierde su propiedad 

antimicrobiana, lo cual nos permite tener un material con propiedades tanto antioxidantes, 

proporcionado por el compuesto fenólico injertado, como antibacterianas. 

5.4.2. Determinación del efecto de los quitosanos nativos y modificados 
sobre la a cuenta bacteriana 

En la Fig. 21 se muestra la cuenta bacteriana determinada   en los medio de 

cultivo adicionados con quitosano nativo o modificado según fue el caso. 
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Figura 21 Cuenta bacteriana de E. coli con diferentes concentraciones de quitosanos nativos y 
modificados después de 24 h de incubación. Se presenta el error estándar de la media. Letras iguales 

no son diferentes significativamente a α ≤ 0.05. 

 Las medias  de cuenta bacteriana fueron comparadas con la prueba de 

comparación múltiple de medias de Duncan (α ≤ 0.05). Se utilizaron las siguientes fuentes 

de variación: peso molecular del quitosano, concentración del GO, concentración del 

material y también la interacción de estas tres.  Los datos del análisis estadístico se 

encuentran en el anexo B. 

Para el caso del quitosano se encontró diferencias significativas (α < 0.05) entre 

los pesos moleculares probados y como se puede  observar en la figura 21 las muestras 

con quitosano de peso molecular medio fueron las que presentaron una mayor 

disminución en la cuenta bacteriana, esto de acuerdo a lo reportado por Mellegard et al 59, 

y por No et al,60 en donde reportan que entre mayor sea el peso molecular del quitosano, 

el efecto antimicrobiano es mayor. Se puede notar que a concentraciones bajas el 

quitosano no fue antimicrobiano, esto probablemente se deba a que la cantidad de 

quitosano presente en el medio es muy pequeña para que el microorganismo se vea 

afectado por la presencia de este polisacárido, ya sea nativo o modificado. En cambio 

cuando la concentración del quitosano aumenta, ya sea nativo o modificado, la cuenta 

bacteriana disminuye de manera significativa (α < 0.05), esto se observa en la figura 21 

para la concentración de 0.5 g/L en donde los materiales a base de quitosano de peso 

molecular medio (QM) presentaron mayor disminución en la cuenta bacteriana comparado 

con los materiales a base de quitosano de bajo peso molecular (QB). 
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La concentración de GO empleada no presentó diferencias significativas (α < 0.05) 

en el análisis estadístico, sin embargo su efecto se puede notar en la figura 21 que en el 

caso de los materiales con concentración de 20 mM de GO produjeron una disminución 

ligeramente menor en la cuenta bacteriana que los materiales con 10mM de GO. 

En el caso de la concentración del material, se puede notar que a 0.05 g/L todos 

los materiales, a excepción de QOG20M y QM, no presentaron disminución en la cuenta 

bacteriana, sino que por el contrario favoreció el crecimiento del microorganismo, en 

cambio las otras 2 muestras disminuyeron la cuenta, QOG20M en 0.2 ciclos logarítmicos 

y QM en 2 ciclos logarítmicos. Sin embargo cuando la concentración del material fue de 

0.1 g/L los materiales  no presentaron disminución en la cuenta bacteriana con respecto al 

control, pero si presentaron disminución en comparación con la cuenta obtenida a 0.05 

g/L. Cuando la concentración del material fue de 0.25 g/L se observa que QM y QB 

disminuyeron la cuenta microbiana de manera significativa. Para el caso de 0.5 g/L se 

puede observar que la disminución en la cuenta bacteriana es significativa en todos los 

materiales.  

Con la interacción de las tres fuentes de variación se  observó que el quitosano – 

GO preparado con QB a baja concentración (0.05 g/L) incrementó la cuenta bacteriana un 

ciclo logarítmico. Por su parte el QM disminuyó la cuenta en más de dos ciclos 

logarítmicos con respecto al control. A 0.1 g/L los materiales  no presentan diferencias 

significativas (α < 0.05) con el control. Por otro lado, a partir de 0.25 g/L los  materiales 

QOG20B y QOG20M, son los que presentaron mayor inserción de GO en la cadena de 

quitosano (Tabla 6), se puede observar que un efecto negativo  en la cuenta bacteriana,  

mientras que a esa misma concentración los quitosanos nativos disminuyeron en 5 ciclos 

logarítmicos con respecto al control la cuenta bacteriana, esto podría deberse a que la 

inserción del GO se llevó a cabo en el grupo amino, que es al que se le atribuye  la 

propiedad antimicrobiana.61 La cuenta bacteriana disminuye significativamente en 

presencia de todos los quitosanos, nativos o modificados, a 0.5 g/L a pesar de la pérdida 

de los grupos amino en los quitosanos nativos, esto podría deberse a la presencia del GO 

ya que se ha reportado  además de sus propiedades antioxidantes es también  

antimicrobiano. 43, 62, 63 No se ha establecido un mecanismo de la forma en que el GO 

actúa sobre el microorganismo se piensa que el GO, al tener  una estructura de cabeza – 

cola, actúa  como un surfactante no iónico, es decir, el mecanismo de acción del GO 

involucra la interacción con la membrana, con pérdida de potencial de la misma y la fuga 



49 
 

de materiales intercelulares lo que podría ser una de las causas de la inhibición del 

crecimiento microbiano.43, 59 

5.4.3. Determinación del efecto de los quitosanos nativos y modificados 
sobre el porcentaje de inhibición. 

Los porcentajes de inhibición de crecimiento del microorganismo E. coli  con los 

quitosanos nativos y modificados  se presentan en la figura 22. 

 

Figura 22 Porcentajes de Inhibición de crecimiento de E. coli en presencia de diferentes 
concentraciones de quitosanos nativos y modificados a 24 h de incubación. Se presenta el error 

estándar de la media. Letras iguales no son diferentes significativamente a α ≤ 0.05. 

 

En la figura 22 se presentan los materiales que mostraron inhibición en la cuenta 

bacteriana, donde se puede observar que todos los materiales presentaron inhibición 

bacteriana en 0.5 g/L, de estos materiales los QM, QOG20M y QOG10B son los que 

presentaron inhibición en casi todas las concentraciones. 

5.4.4. Microscopía Electrónica de Barrido. 

Se realizaron micrografías SEM a algunas muestras del microorganismo inoculado 

en caldo nutritivo adicionado con los quitosanos modificados con GO (QOG20M, 

QOG10B, QOG10M) y un control con E coli en caldo nutritivo sin la presencia de material 

polimérico, para observar mejor el efecto del quitosano en el crecimiento de E. coli. 
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Comparando estas fotografías se puede notar que cuando el microorganismo se inocula 

en el medio enriquecido con quitosano, éste último va recubriéndolo, debido a que el 

quitosano a pH bajos se comporta como un policatión interactuando con los grupos 

cargados negativamente de la pared celular bacteriana.58 En la figura 23-B se puede 

observar que la pared celular del microorganismo se encuentra rodeada por este 

polímero, de hecho la pared celular se nota un poco más rugosa en comparación con el 

control. En las figuras 23-C y 23-D se observa, aunque de una forma menos intensa, que 

el quitosano tiene el mismo efecto de cubrir al microorganismo, también se puede notar 

una disminución en el tamaño la célula, que se puede atribuir al hecho de que el 

quitosano impide el paso de los nutrientes hacia el interior de ella. Otro efecto que se 

puede notar es, cuanto mayor es el GO incorporado al quitosano, el efecto sobre la pared 

celular del microorganismo es mayor (23-B) en comparación con los quitosanos con 

menor incorporación de GO (23-C y 23-D), tal y como se había previsto en la literatura.43, 

61, 62  

 
A) 

 

  
B) 

  
C) 

  
D) 

Figura 23 Microscopías electrónicas de barrido de A) Control (E. coli en caldo nutritivo), B) Con 
adición de QOG20M, C) QOG10B y D) QOG10M
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6. Conclusiones 

 Se estableció una metodología para la reacción enzimática de inserción  de octil 

galato a quitosano.  

 El porcentaje de incorporación de GO al quitosano, obtenido por RMN fue mayor 

para las concentraciones de 20 mM del fenólico, 8.15 ± 1.14 para el quitosano de 

bajo peso molecular y 8.42 % ± 1.14 para el quitosano de peso molecular medio, 

en comparación con las concentraciones de 10 mM de GO, 4.82% para el 

quitosano de bajo peso molecular y 5.31 % para el quitosano de peso molecular 

medio. Además se determinó que DA de los quitosanos utilizados coincidió para 

ambos en 16%.  

 El análisis de ATR, al igual que con el RMN, corroboró la incorporación del 

compuesto fenólico en el quitosano.  

 Con el TGA se pudo notar que los materiales modificados presentaron una 

disminución en la temperatura de degradación en comparación con el quitosano 

sin modificar, siendo más estables los que utilizaron 10 mM de octil galato en la 

reacción. 

 La mayor capacidad antioxidante fue presentada por el material que se obtuvo 

utilizando el quitosano de peso molecular medio con 20 mM de octil galato; y el de 

menor fue el material obtenido utilizando el quitosano de bajo peso molecular con 

10 mM de octil galato. 

 En el estudio microbiológico con la E. coli, se comprobó que los materiales 

presentaban actividad antimicrobiana, encontrándose una MIC de 0.5 g/L para 

todos los materiales. Los materiales QM, QOG20M y QOG10B son los que 

presentaron inhibición en casi todas las concentraciones analizadas. Además por 

medio de SEM se observó que el material se adhirió a la pared celular del 

microorganismo posiblemente impidiendo el crecimiento microbiano. 
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7. Recomendaciones y trabajo futuro 

Se proponen algunas ideas que pueden ser sujetas a estudio en el futuro. 

1. Estudio básico de las estructuras moleculares de los materiales obtenidos, por 

ejemplo mediante técnicas cristalográficas, para entender las variaciones 

observadas en cuanto a la estabilidad térmica y poder antioxidante. 

 

2. Estudiar la actividad antimicrobiana de estos materiales en otras especies de 

microorganismos, a fin de poder ampliar el campo de aplicación de estos. 

 

3. Determinar las propiedades reológicas de estos materiales para su aplicación en 

películas u otros materiales. 

 
4. Realizar un estudio in vivo para determinar la toxicidad de estos materiales y 

estudios de biodegradabilidad.  
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9.1. Anexo  A: Cromatogramas de determinación de pesos moleculares de los quitosanos nativos y modificados. 

 

 

 

 
Figura 24  Cromatograma QOG20B 
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Figura 25 Cromatograma QOG20M 
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Figura 26 Cromatograma QOG10B 
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Figura 27 Cromatograma QOG10M 
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Figura 28 Cromatograma QB 

 

 

 

 

 

 

 



65 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 29 Cromatograma QM 
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9.2. Anexo B: Análisis estadístico (ANOVA) de los materiales empleados para la 
actividad antimicrobiana 

Para todos los análisis se empleó un nivel de significancia de α ≤ 0.05, el grado de 

acetilación para ambos quitosanos (peso molecular medio y peso molecular bajo) fue de 

16%, las concentraciones de GO fueron 0, 10 y 20 mM y las concentraciones del material 

empleadas fueron 0, 0.05, 0.1, 0.25 y 0.5 g/L. 

Tabla 10 ANOVA empleando Log (UFC/mL) como variable de respuesta y el peso molecular del 
quitosano como fuente de variación. 

Fuente de 
variación GL Suma de 

cuadrados 
Media de 

cuadrados F Nivel de 
probabilidad 

Nivel de 
significancia 

(α=0.05) 
A: Peso molecular 
del Quitosano 

2 907.6375 453.8187 24.52 0.000000* 0.999998 

Error 120 2220.747 18.50622    
Total 123      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
 
 

Tabla 11 ANOVA empleando Log (UFC/mL) como variable de respuesta y la concentración del GO 
como fuente de variación. 

Fuente de variación GL Suma de 
cuadrados 

Media de 
cuadrados F Nivel de 

probabilidad 
Nivel de 

significancia 
(α=0.05) 

A: Concentración GO 2 5.243876 2.621938 0.10 0.904242 0.065067 
Error 120 3123.14 26.02617    
Total 123      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
 
 
Tabla 12 ANOVA empleando Log (UFC/mL) como variable de respuesta y la concentración del material 

como fuente de variación. 

Fuente de 
variación GL Suma de 

cuadrados 
Media de 

cuadrados F Nivel de 
probabilidad 

Nivel de 
significancia 

(α=0.05) 
A: Concentración 
del material en el 
medio de cultivo 

4 1062.352 265.588 15.17 0.000000* 0.999999 

Error 118 2066.032 17.50875    
Total 123      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
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Tabla 13 ANOVA empleando Log (UFC/mL) como variable de respuesta interactuando los 3 factores de 
variación, material (Quitosano – GO) vs concentración del material 

Fuente de variación  GL Suma de 
cuadrados 

Media de 
cuadrados 

F Nivel de 
probabilidad 

Nivel de 
significancia 
(α=0.05) 

A: Material 8 946.2497 118.2812 43.25 0.000000* 1.000000 
B: Concentración Material 4 742.3721 185.593 67.86 0.000000* 1.000000 
AB 32 1023.49 31.98405 11.69 0.000000* 1.000000 
Error 78 213.3309 2.735012    
Total 123      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
 

 

Tabla 14 ANOVA empleando el porcentaje de inhibición como variable de respuesta y el peso 
molecular del quitosano como fuente de variación. 

Fuente de 
variación GL Suma de 

cuadrados 
Media de 

cuadrados F Nivel de 
probabilidad 

Nivel de 
significancia 

(α=0.05) 
A: Peso molecular 
del Quitosano 

2 36209.92 18104.96 10.75 0.000047* 0.988870 

Error 135 227451 1684.822    
Total 138      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
 

Tabla 15 ANOVA empleando el porcentaje de inhibición como variable de respuesta y la concentración 
de GO como fuente de variación. 

Fuente de variación GL Suma de 
cuadrados 

Media de 
cuadrados F Nivel de 

probabilidad 
Nivel de 

significancia 
(α=0.05) 

A: Concentración GO 2 7978.62 3989.31 2.11 0.125663 0.426387 
Error 135 255682.3 1893.943    
Total 138      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
 

Tabla 16 ANOVA empleando el porcentaje de inhibición como variable de respuesta y la concentración 
del material como fuente de variación. 

Fuente de 
variación GL Suma de 

cuadrados 
Media de 

cuadrados F Nivel de 
probabilidad 

Nivel de 
significancia 

(α=0.05) 
A: Concentración 
del material en el 
medio de cultivo 

4 109295.8 27323.94 23.54 0.000000* 1.000000 

Error 133 154365.1 1160.64    
Total 138      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
 



68 
 

Tabla 17 ANOVA empleando el porcentaje de inhibición como variable de respuesta interactuando los 
3 factores de variación, material (Quitosano – GO) vs concentración del material 

Fuente de 
variación GL Suma de 

cuadrados 
Medio de 

cuadrados F Nivel de 
probabilidad 

Nivel de 
significancia 

(α=0.05) 
A: Material 8 40455.84 5056.98 14.21 0.000000* 1.000000 
B: Concentración 
del Material en el 
medio de cultivo. 

4 76515.52 19128.88 53.77 0.000000* 1.000000 

AB 32 65107.98 2034.625 5.72 0.000000* 1.000000 
Error 93 33087.67 355.7814    
Total 138      

* Término significativo a α ≤ 0.05, GL: Grados de libertad 
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