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RESUMEN

Se elabord un biopléstico basado en quitosano con actividad antioxidante, enriquecido con el
extracto hidroalcohdlico de Justicia chlorostachya Leonard a diferentes concentraciones. Los
bioplasticos fueron elaborados a partir de una solucién de quitosano 2% p/v a la que fue afiadido
glicerol 30% como plastificante, después se adicionaron diferentes concentraciones de extracto
(10%, 20%, 30% y 40%). Las soluciones de bioplastico se distribuyeron en cajas Petri y se
secaron a 50°C y humedad relativa (HR) 25%. Los bioplésticos se mantuvieron en un recipiente
hermético a temperatura ambiente y HR 73% durante 48 h antes de su andlisis. Fueron
evaluados los contenidos de compuestos fenolicos y flavonoides totales del extracto
hidroalcoholico y de los bioplésticos elaborados. Se ensay0 la actividad captadora de radicales
libres mediante el método (DPPH). Mediante Espectroscopia IR, fueron investigadas las
interacciones entre el quitosano y componentes del extracto. Las propiedades fisicoquimicas de
los bioplasticos como densidad, contenido de humedad, opacidad, solubilidad en agua vy
permeabilidad al vapor de agua fueron determinadas. Se detectaron interacciones entre el
quitosano y los compuestos fendlicos verificadas por cambios en los picos del espectro IR. El
bioplastico con mejores propiedades fue el formulado con 40% de concentracion de extracto,
con las siguientes propiedades: contenido de humedad 27,16 + 0,695%, solubilidad en agua WS
= 16,62 + 0,59% y permeabilidad al vapor de agua WVP = 3,02 g mm/m? dia kPa,
respectivamente. Ademas, presentd una cantidad considerable de fenoles totales 274,15 + 4,62
mg GAE / g de bioplastico y de flavonoides 46,16 = 1,76 mg QE /g de biopléastico. La actividad
antioxidante de los bioplasticos declind con el tiempo. Los resultados sugieren que la
incorporacién del extracto en la solucién formadora del bioplastico tiene una influencia positiva
para considerarlos como una alternativa viable para usarlos como materiales de empaque. Se

recomienda un estudio microbioldgico.

Palabras Clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACOLOGIA>, <INSULINA (Justicia
chlorostachya L.)>, <EXTRACTO HIDROALCOHOLICO>, <QUITOSANO>, <
GLICEROL>, <COMPUESTOS FENOLICOS>, < ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE>.
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SUMMARY

The present research was carried out with objective for elaborating a bioplastic-based chitosan
with antioxidant activity, enriched with the hydroalcoholic extract from Justicia chlorostachya
Leonard at different concentrations. The bioplastics were made from a solution of 2% wi/v
chitosan (weight / volume) to which 30% as plasticizer, then different concentrations of extract
were added (10%, 20%, 30% and 40%) glycerol was added. The bioplastic solutions were
distributed in Petri boxes and dried them at 50°C and relative humidity RH (Relative Humid)
25%. The bioplastic solutions were kept in an airtight container 73% HR for 48 hours before
their analysis. The contents of phenolic compounds and total flavonoids hydroalcoholic extract
and of elaborated bioplastics were evaluated. The free radical scavenging activity was assayed
by the method (DPPH). Through IR Spectroscopy, the interactions between chitosan and extract
components were investigated. The physicochemical properties of bioplastics such as density,
moisture content, opacity, water solubility and water vapor permeability were determined.
Interactions between chitosan and phenolic compounds verified by changes in peaks of IR
spectrum were detected. The bioplastic with the best properties was formulated with 40%
concentration of extract, with the following properties contained was humidity 27,16 + 0,695%,
solubility in water WS= 16,62 + 0,59% and permeability to water value WVP= 3,02 g mm/m*
kPa day, respectively. In addition, it presented a considerable amount of total phenols 274,15 +
4,62 mg GAE / g of bioplastic and flavonoids 46,16 + 1,76 mg QE /g of bioplastic. The
antioxidant activity of bioplastics declined over time. The results suggest that the incorporation
of extract in the bioplastics forming solution has a positive influence to consider them as a

viable alternative to use them as packing materials. A microbiological study is recommended.

Keywords: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACOLOGY>, <INSULIN (Justicia chlorostachya
L.)>, <HYDROALCOHOLIC EXTRACT>, <CHITOSAN>, <GLYCEROL>, <PHENOLIC
COMPOUNDS>, <ANTIOXIDANT ACTIVITY>.
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INTRODUCCION

La pregunta de investigacion que motivd el presente trabajo fue: ¢Es posible formular un
bioplastico basado en quitosano que posea adicionalmente actividad antioxidante?

La tendencia de la investigacion académica en cuanto a formular bioplasticos basados en
quitosano con actividad antioxidante enriquecido con extracto de Justicia chlorostachya
Leonard, se centra en mejorar la seguridad de los alimentos; asi como, ampliar el campo de
aplicaciones potenciales del quitosano y contribuir a la solucion del problema de contaminacion

ambiental.

Actualmente los consumidores demandan productos frescos. Se conoce que debido a la
oxidacion de grasas y aceites son generadas especies reactivas de oxigeno (ROS) que incluyen a
los radicales libres, estando asociadas a la aparicion de varias enfermedades como el
envejecimiento, cancer, arterioesclerosis, diabetes, y artritis reumatoide; por lo que, es
fundamental utilizar agentes antioxidantes que protejan el organismo del ser humano de los

radicales libres (Liu et al., 2016, p.518).

La conservacién de los alimentos depende del material de recubrimiento de los pléasticos, los
cuales han modificado la produccion y consumo de los alimentos en la poblacién. EI tiempo de
degradacion de los plasticos sintéticos “convencionales” se ha estimado puede llegar a ser hasta
de 500 afios, en comparacién con la descomposicion de productos organicos que pueden llegar a
degradarse en 3 o0 4 semanas. (Villalén etal., 2016, p.218). El uso masivo de plasticos
convencionales ha provocado acumulacion de aquellos en rios, mares, carreteras, etc. Ademas,
en ciertas condiciones pueden ser reducidos en su tamafio llegando a dimensiones inferiores a 5
milimetros, luego de los animales lo ingieren se verifica la muerte de miles de aves y mamiferos

marinos al afio debido a su causa. (Caceres, 2015a: p.1) (Lebreton et al., 2017, p.2).

Se conoce que aditivos quimicos como el bisfenol-A (BPA) que se usa como endurecedor de
algunos tipos de pléasticos (especialmente pléasticos derivados del petr6leo) y recubrimiento tanto
exterior como interior de los recipientes para alimentos pueden llegar a los alimentos por medio
del contacto de los envases de policarbonato que liberan el BPA hacia aquellos por su uso

constante, siendo uno de los principales problemas de este componente. (Healy et al., 2015, p.1)



Los ftalatos, bisfenol-A y, otros componentes de los pléasticos convencionales, son potentes
disruptores enddcrinos. Los disruptores enddcrinos/hormonales son sustancias quimicas que
tienen capacidad de provocar disfunciones hormonales que afectan a la fertilidad, el

crecimiento, el metabolismo, el sistema inmunitario y se ha demostrado que son cancerigenos
(Garcia et al., 2012, pp.262-265).

Por lo tanto, el uso de materiales biodegradables es de gran importancia para el desarrollo
sostenible. Los materiales més utilizados para elaborar bioplasticos son polisacéridos, proteinas,
y compuestos lipidicos derivados de recursos vegetales y animales (Liu et al., 2017a: p.457). Entre
los diversos polisacaridos usados en la elaboracion de “bioplasticos” se ha encontrado que el
quitosano tiene caracteristicas que lo convierten en un importante recurso biodegradable,
biofuncional, y biocompatible; igualmente, varios investigadores sefialan en sus reportes que

tiene actividades antimicrobianas y antiflngicas ( Aider, 2010, p.837).

El quitosano es uno de los polimeros mas comunes en la naturaleza, al ser soluble en soluciones
acidas, el quitosano se fabrica facilmente en diferentes formas de interés tecnoldgico,
dependiendo de la aplicacion, tales como bioplasticos, microesferas, nanoesferas ( Aranaz et al.,

2016, pp.1-4).

Asimismo, el quitosano tiene propiedades antioxidantes y al no ser tdxico es aplicable en
biomedicina, administracion de farmacos, tratamiento de aguas residuales, y tiene buenas
propiedades de formacion de plastico, por lo cual ha sido ampliamente utilizado para la
produccion de bioplasticos para envases de alimentos (Liu et al., 2017b: pp.457-458). Sin embargo, el
quitosano tiene algunas desventajas y requiere de mas desarrollo para conseguir los resultados

especificos de eficiencia necesaria.

El beneficio de incorporar diferentes compuestos/componentes al quitosano es que aquel
aumenta las propiedades deseadas del producto final. Los compuestos fendlicos estan
abundantemente dispersos en todo el reino vegetal y son sintetizados por las plantas durante su
desarrollo y en respuesta a condiciones como infecciones, radiacion UV, etc. (Stalikas, 2007a:
pp.328-329). Con el fin de aumentar o mejorar las propiedades de los plasticos a base de quitosano
tales como las propiedades antimicrobianas, antioxidantes y/o mecénicas, existen estudios en
donde se incorporan diversos compuestos activos tales como aceites esenciales de albahaca y
tomillo (Aljawish et al.,2016, pp.551-552). La ventaja de incluir compuestos fendlicos en el quitosano

es que pueden conferir las propiedades sefialadas anteriormente (Curcio et al., 2009, pp. 5933).



Este estudio cumple con el objetivo 3 del Plan Nacional del Buen Vivir, que es mejorar la
calidad de vida de la poblaciéon cuidando el habitat que debe ser ambientalmente sano y

brindando condiciones de seguridad evitando posibles riesgos para la salud de la poblacién
(Senplades, 2013, pp 135-137).

La investigacion tuvo como objetivo formular un bioplastico basado en quitosano con actividad
antioxidante, incorporando el extracto hidroalcohdlico total de Justicia chlorostachya Leonard,
con el fin de crear un producto de empaque que ademas de su utilidad en la vida diaria sea
amigable con el medio ambiente, con el valor afadido de proteccion a los alimentos de la
degradacion por su propiedad antioxidante.

Este documento escrito de la investigacion estd compuesto por los siguientes componentes:

En el capitulo I, se incluye un marco tedrico que responde a las preguntas epistemoldgicas en
cuanto a los temas de interés sobre: Justica chlorostachya L.; por otra parte, se teoriza sobre
actividad antioxidante, quitosano y sus aplicaciones. Para lo que se ha realizado una blsqueda

bibliogréafica extensiva de articulos cientificos y libros.

En el capitulo I, se presenta la metodologia de investigacion para alcanzar los objetivos

propuestos.

En el capitulo 111, se registra el marco de resultados, discusion y andlisis de resultados.

En la parte final del trabajo de titulacion se presentan las conclusiones en relacion a los
objetivos resultados e hipdtesis; se incluye un apartado de recomendaciones oportunas al tema.
La bibliografia ha sido extraida de articulos cientificos y libros relacionados con las variables de

investigacion.



OBJETIVOS

Objetivo General:
Formular un biopléastico basado en quitosano con actividad antioxidante.

Objetivos especificos:

e Investigar las interacciones potenciales entre el quitosano y los componentes del extracto
hidroalcoholico total de Justicia chlorostachya Leonard en el bioplastico mediante

espectroscopia infrarroja.

e Caracterizar la densidad, contenido de humedad y opacidad del bioplastico mediante

pruebas fisicoquimicas.

e  Determinar la solubilidad en agua y pérdida de agua del bioplastico mediante gravimetria.

e Evaluar el contenido de fenoles y flavonoides presentes en el bioplastico mediante métodos

colorimétricos.

e Evaluar la actividad antioxidante del bioplastico mediante la prueba de captacion de

radicales libres.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Justicia chlorostachya Leonard.

Figura 1-1: Justicia chlorostachya L.

Realizado por: Jessica Monar. 2017.

Tabla 1-1: Clasificacién Taxonémica.

Clasificacion Taxondmica
Nombre Cientifico Justicia chlorostachya
Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Scrophulariales
Familia Acanthaceae
Género Justicia
Epiteto Especifico Chlorostachya
Autor Epiteto Especifico | Leonard

Realizado por: Jessica Monar, 2017.
Fuente: (Monge, 2015a : p.8)

1.1.1. Cuidados y cultivo.

Bosque himedo tropical con clima que oscila entre los 19°C a 20°C, que relna las condiciones
adecuadas para que la especie pueda residir y reproducirse. Algunas especies que se encuentran
en proceso de multiplicacion deben estar en los viveros forestales e invernaderos. (Narvéez, 2009,

pp.42-46)


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie

La exposicion del sol, no debe ser directa a la planta a partir del final de la floracion hasta que
aparezca la nueva vegetacion. A la planta en crecimiento activo se le debera aplicar cada 2

semanas un fertilizante liquido.

Para su conservacion regularmente se debe “cortar las yemas terminales para que la planta siga
arbustiva; reemplazar por un brote arraigado cuando se esparza, por lo general después de 2

afios. Para cultivar esta especie es mejor en primavera mediante estancamiento de los tallos”.
(Pazmifio, 2011a : pp.26-27).

1.1.2. Usos Etnobotéanicos.

El género Justicia corresponde a la familia Acanthaceae que consta de mas de 600 especies
exploradas. “Este género también es reconocido como Jacobinia e incluye a plantas perennes
nativas de Ameérica tropical de hojas ovaladas color verde, nervios bien marcados y flores

tubulares de color rosa, naranjas y rojo palido” (Pazmifio, 2011b: p.25).

Desde tiempos prehispanicos se utilizaba esta planta para tratar problemas como “sarna, flujo
menstrual, disenteria y como estimulante; en la actualidad, en comunidades indigenas tiene un
uso ritual el cual consiste en macerar la planta y bafiar a un nifio a los 7 dias de nacido; los

demas asistentes también deben realizarlo” (Pazmifio, 2011c: p.25).

También es usada por los chamanes. “Las hojas de esta hierva son hervidas con los tallos de
Banisteriopsis caapi para preparar Ayahuasca. La mezcla con esta hierba no intensifica los
efectos alucindgenos de esta bebida, pero se dice que disminuye el sabor amargo. Las personas
gue son desobedientes o hablan malas palabras, se les friega la boca con las hojas de esta planta

cuando la luna llena esta en el 0caso” (Rios et al., 2007, p.401).

Igualmente, en forma de coccién se registra su uso para enfermedades de caracter pulmonar
como neumonias, sin descartar el empleo de esta especie vegetal en tratamientos como la
diabetes Illegando a formar un ente de atencion en los ultimos tiempos; por lo que la Justicia

chlorostachya Leonard es conocida como insulina vegetal en la Amazonia Ecuatoriana (Monge,
2015b: pp.7-8).

1.1.3. Composicion quimica y actividad farmacoldgica del género Justicia.

Entre los componentes principales del género Justicia se han identificado “lignanos y saponinas

con posibles efectos inhibidores de la fertilidad en las mujeres. La naftalida un lignano ha sido
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asociado con actividad antidepresiva y antiarritmica. En algunas especies se han aislado aminas

aromaticas, kaempferol, esteroles, &cido salicilico, aceites esenciales y alcoholes alifaticos”
(Pazmifio, 2011d: pp.66-67).

Los andlisis preliminares de Justicia pectoralis demuestran “la presencia de esteroles,
mucilagos y un aceite esencial. La actividad hipoglicemiante de Justicia chlorostachya L. es
alta, por la presencia de compuestos fenolicos tipo flavonoides, la cual disminuiria los
problemas vasculares degenerativos ocasionados por las EROS, provenientes de las multiples
reacciones de oxidacion derivadas de un metabolismo imparcial de la glucosa a nivel sistémico-

SOmMAatico™ (Pazmifio, 2011e: pp.66-67).

1.2. Compuestos fendlicos.

Son uno de los principales metabolitos secundarios de las plantas y su presencia se debe a que
las especies herbivoras del reino animal se alimentan de estas. Es importante mencionar que
“los fenoles actan como fitoalexinas”( Stalikas, 2007b: pp.3268-3270) es decir las plantas con
heridas secretan compuestos fenélicos para su defensa flngica o bacteriana; ademas, los fenoles
favorecen a la pigmentacién de varias partes de las plantas, por ejemplo los antocianos dan

color a las cortezas de hortalizas, frutas, etc.

Los compuestos fenolicos estan dispersos en todo el reino vegetal, aproximadamente hay 8000
estructuras fendlicas diferentes, siendo sintetizados por las plantas en periodo de desarrollo y

actlian frente a condiciones como radiacién UV, infecciones, entre otras (Stalikas, 2007c: pp.3268-
3270).

1.2.1. Caracteristicas quimicas generales de los fenoles.

Lo que méas destaca de los fenoles son sus propiedades antioxidantes, por una parte, son
susceptibles a ser oxidados, y por otra imposibilitan que los metales catalicen las reacciones de
oxidacion. Lo que les otorga caracteristicas especiales con relacion a los demas alcoholes esto
se debe a que los “grupos hidroxilos, al estar unidos a un anillo aromatico, presentan la
posibilidad de que el doblete del &tomo de oxigeno interaccione con los electrones del anillo”

(Creus, 2004a: p.82).

También los fenoles pueden actuar como quelantes formando complejos con metales di o

trivalentes, especialmente con aluminio y hierro, lo que puede tener importancia nutricional
(Creus,2004b: p.82).



En el anillo aromatico los compuestos fendlicos simples tienen dos (en las posiciones 1,2, 1,3 0
1,4) o tres (en las posiciones 1, 3,5 0 1, 2,3) grupos hidroxilo (Pefiarrieta et al., 2014 a : pp.68-69).

Los polifenoles en la dieta diaria otorgan beneficios para la salud, incluidas sus propiedades
antioxidantes, efectos antiinflamatorios, actividades antialérgicas, anti-proliferativas,
antitromboticas y antihipertensivas; también, se ha determinado que confiere actividades

antibacteriana, antiviral y antifungica (Fernandez et al.,2017 pp:118-119).

El término biofenol se establecid para sustituir el término de uso comin que es “Polifenol”. Esto
es porque el prefijo 'poli' crea una inapropiada impresién de naturaleza polimérica.
Ultimamente, la palabra que se usa es biofenoles a la que se defini6 como “compuestos
fenolicos aislados de tejidos de plantas y metabolitos”. En general, los biofenoles se pueden

dividir en grupos distintos como &cidos fendlicos, lignanos, flavonoides, entre otros (Sied et al.,
2017, pp.3-5).

1.2.2. Flavonoides.

El término flavonoide viene del latin “flavus”, que significa amarillo. Los flavonoides son un
tipo particular de los polifenoles presentes en plantas y son responsables de la coloracion de
frutas y flores (Pefiarrieta et al.,2014b:pp.71-73). Ademas, los flavonoides tienen accion beneficiosa

sobre la salud.

Los flavonoides se identifican por una estructura de quince carbonos, la estructura contiene
benzo-y-pirona y un anillo fendlico. Estos se clasifican en funcién del grado de oxidacion del
puente de tres carbonos, entre las principales se encuentran las antocianinas, flavonoles,

flavonas y estan estrechamente relacionados con los taninos (Avalos y Elena, 2009, pp.133-134).

Los flavonoides actdan primariamente como antioxidantes. La funcion antioxidante de los
flavonoides depende especialmente de su capacidad de reducir radicales libres y complejar

metales.

1.3. Descripcion general de los antioxidantes.

Un antioxidante es una molécula apta para prevenir la oxidacion de otras moléculas. Siendo, la
oxidacion una reaccion quimica para transferir electrones de una sustancia a un agente oxidante

(Llacuna y Mach, 2013,pp.16-17). Asimismo, las reacciones de oxidacion pueden originar radicales



libres que posteriormente inician reacciones en cadena que finalmente dafian las células (Vvalls,

2009a: pp.3-4).

A nivel bioquimico la defensa antioxidante puede ser tanto enzimatica como no enzimatica. En
el sistema no enzimatico las células utilizan una serie de compuestos antioxidantes como son

Vitamina E, Vitamina C, ferritina, acido Urico y flavonoides (Vvalls, 2009b: pp.3-4).

Las reacciones en cadena de radicales libres dentro de un material pueden ser inhibidas por la
adicion de productos quimicos (antioxidantes preventivos) y retardar la formacién de radicales
libres o implantando sustancias (antioxidantes de cadena) que compitan por los radicales

existentes y los elimine del medio de reaccion (Se-kwon, 2011a: p.207).

1.4. Quitina.

La quitina es un polisacarido cationico compuesto por N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc, 2-
acetamido-2-desoxi-d-glucosa) con enlaces glicosidicos (1 — 4) entre cada monomero (Figura
2-1 a). La quitina se encuentra en 3 formas polimorficas de estado sélido y son a, By v, se
diferencian en su grado de hidratacion, tamafio de la celda y nimero de cadenas de quitina por
celda unitaria (Se-kwon, 2011b: pp.12-13).

La a-quitina se encuentra en los exoesqueletos de mariscos y en las paredes celulares de los
hongos y es una de las mas abundantes, la B-quitina se la encuentra especialmente en plumas de
calamar y diatomeas (algas), y la y-quitina se suele encontrar en el revestimiento del estomago

de calamares y sepias (moluscos) (Se-kwon, 2011c: pp.12-13).

1.4.1. Quitosano.

El quitosano es un biopolimero compuesto por D-glucosamina (GIcN) y (GIcNAc) obtenido por
desacetilacion de la quitina (Figura 2-1 b). Al igual que la quitina, con enlace glicosidico B (1 —

4) y ha sido definido como el "biomaterial mas versatil de la naturaleza" ( Sandford,1989; citado en
Se-kwon, 2011d ).

Mientras que otros polisacéridos de origen natural son de naturaleza acida, tanto la quitina como
el quitosano son bésicos, por lo que se someten a las reacciones de neutralizacion; ademas, a
nivel molecular, la quitina y el quitosano son semejantes, ambos poseen grupos hidroxilo y

amino. Existen pocos disolventes para la quitina, pero para el quitosano casi todos los acidos



acuosos lo disuelven facilmente, siendo el &cido acético y férmico los mas utilizados (Se-kwon,
2011e: p.13).

La produccion de quitina y derivados de los residuos de mariscos es en gran parte dependiente
del contenido de quitina en el caparazén utilizado, que varia dependiendo de la especie esto se
debe a factores ambientales, alimentacion, etapa de maduracion, y condiciones de recoleccion
(Se-kwon, 2011f: p.13).

] CH,OH _ ] CH,OH

™ e
o }— 0
J o 4| Y-

OH “OH

" D R = G

(a) NHCOCH, (b) NH,
Figura 2-1: Estructuras moleculares de (a) quitina y (b) quitosano.
Fuente: (Se-kwon, 2011g: p.13)

1.5. Produccion / procesamiento de quitina y quitosano.

El procesamiento de mariscos produce admirables cantidades de materiales de desecho, y se
pueden procesarse en quitina, o su derivado méas valioso el quitosano. La produccion de
quitosano implica un tratamiento con A&cido (descalcificacion), un tratamiento alcalino
(desproteinizacion); también, un proceso de decoloracién y posterior desacetilacion tipicamente
con un alcali fuerte a alta temperatura y presion o a través de procesos enzimaticos (Amber y
Bumgardner, 2017a: pp.4-5).

En el proceso de produccion del quitosano se encuentran varios factores implicados que
producen variabilidad en las propiedades fisicogquimicas del polimero, siendo los mas
importantes la temperatura, el tiempo de incubacion, la concentracion alcalina, la proporcion de
quitina alcalina, la atmdsfera, la fuente de quitina, el tamafio de particula, algunas condiciones

de desacetilacion, y el uso de procesos de la desacetilacion de un solo paso o multiples pasos
(Van Den et al., 2014, pp.1-2).

Los métodos de produccién de quitina y quitosano pueden variar, todos involucran
infaliblemente la desproteinizaciéon y la desmineralizacion de las conchas de los crusticeos.
Factores tales como el tipo de concha (camardn, cangrejo, langosta), la frescura del caparazon, y
la porcion de caparazon manipulada intervienen en la cantidad de quitina presente en una

concha, asi como en los rendimientos del quitosano (Amber y Bumgardner, 2017b: pp.4-5).
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El procesamiento de quitina / quitosano involucra la trituracién y el secado de los residuos. El
producto se procesa con &cidos y posteriormente con alcalis para eliminar el mineral de calcio y
proteina, respectivamente. El caparazon tratado obtenido después de este proceso es quitina, que
se seca y se guarda. La quitina se trata con hidroxido de sodio concentrado (NaOH) en un

proceso conocido como desacetilacion para producir quitosano. Figura 3-1 (Amber y Bumgardner,
2017c: pp.4-5).

Pocos trabajos publicados informan sobre la produccion de quitina y quitosano a partir de
hongos e insectos y sobre la composicidn de la quitina de crustaceos terrestres. En donde se ha
determinado que el rendimiento de la quitina y el quitosano de estas fuentes resulta menor que
el de las fuentes de crustaceos acuéticos. El problema en el proceso de produccion de la quitina
formada con otros compuestos como la melanina (en insectos) y el glucano (en hongos) se debe
a la dificil extraccion y purificacion de la quitina y el quitosano a partir de los insectos y hongos
(Se-kwon, 2011h: pp.22-26).

Residuos de manscos (cangrejos,
camarones, eic.)

T
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T
Deprotonizacidn con
NaOHKOH
)
Desmineralizacidn
con HCI
secado
El s;cadu -I
Quitina I Desacetlacion
Desacetilacion heteregénea (40%
homogénea Despolimerizacidn -5086 de NaOH,
(40% -50% de ! hidrdlisis parcial termperatura alta)
MalH, ;
e ratura -
" Disobver en
ag'h'e:m } Acida (2% de
eoato | Oligdmeros de quitina | Acido acético)

i ]

[ [}
Elongacion L imarizac - Sales de
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con NaOH chitosenia
lavar y secar (solubles en
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Quitosano 29u2)

Oligémeros {forma de
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Figura 3-1: Procesos quimicos para la obtencion de quitina, quitosano y los aligomeros
de quitina / quitosano (COS).
Fuente: (Se-kwon, 2011i: pp..14-16)
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1.6. Propiedades generales del quitosano.

El quitosano comercial generalmente tiene un grado de desacetilacion (DD) que oscila entre el
70 y el 95% y un peso molecular de 104-106 g / mol. De tal manera, que es importante conocer
el numero de grupos N-desacetilados (DD), en la valoracién de la eficacia del proceso de

desacetilacion de quitina (Moura et al., 2011a: pp.351-352).

Las muestras pueden presentar caracteristicas distintas con respecto al grado de desacetilacion y
distribuciones de peso molecular, que a su vez concretan su aplicacion e intervienen en el
rendimiento del biopolimero. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que el efecto
antimicrobiano del quitosano estaria relacionado con el peso molecular como con el DD. De la
misma forma, la actividad antibacteriana del quitosano contra las bacterias Gram negativas,

aumenta con la disminucién del peso molecular y el pH (Moura et al., 2011b: pp.351-352).

El quitosano es una base débil debido a la presencia del residuo de D-glucosamina y es
insoluble a valores de pH neutros y alcalinos. A diferencia de otros polisacaridos naturales
como por ejemplo, celulosa, pectina, acido alginico, dextrano, agar, carragenanos y agarosa que
son de naturaleza neutra o acidica (Se-kwon, 2011j: pp.117-118).

1.6.1. Propiedades quimicas.

Las propiedades quimicas del quitosano se deben a:

1. Grupos amino reactivos.
2. Estructura de poliamina lineal.
3. Grupos hidroxilo reactivos disponibles.

4. Capacidad de quelar muchos iones de metales de transicion.

1.6.2. Propiedades bioldgicas.

Las propiedades bioldgicas del quitosano son las siguientes:

1. Biocompatible.
2. En abundancia es el segundo polimero natural seguro y no toxico.
3. Se une a células de mamiferos y microbianas.

4. Acelera la formacion de osteoblastos responsables de la formacion 6sea.
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5. Efecto regenerativo sobre el tejido de las encias conectivas.

6. Depresor del sistema nervioso central.

7. Hemostatico.
8. Fungistético.
9. Antitumoral.
10. Inmunoadyuvante (Se-kwon, 2011).

Tabla 2-1: Principales aplicaciones del quitosano.

Agricultura

Mecanismo defensivo en las plantas

Estimulacion del crecimiento de las plantas.

Recubrimiento de semillas, proteccién contra la helada
Liberacion de tiempo de fertilizantes y nutrientes en el

suelo.

Tratamiento de agua

Floculante para clarificar el agua (agua potable, piscinas)
Eliminacion de iones metalicos
Polimero ecoldgico (elimine polimeros sintéticos)

Reducir olores

Alimentos

Protectora, fungistatica, antibacteriana recubrimiento para

alimentos.

Cosméticos y articulos de tocador

Mantener la humedad de la piel

Tratar el acné

Mejore la flexibilidad del cabello.

Reducir la electricidad estatica en el cabello.
Tono de piel

Cuidado oral (pasta de dientes)

Biofarmacia

Inmunoldgico, antitumoral
Hemostatico y anticoagulante

Curativo, bacteriostatico

Realizado por: Jessica Monar, 2017.
Fuente: (Marguerite, 2006, p.623)

Hasta mediados de la década de 1980, las principales aplicaciones de quitosano fueron en la
deshidratacion de lodos, quelacion de iones metalicos y procesamiento de alimentos. En la
actualidad oligbmeros y polimeros de quitina, quitosano y sus derivados son considerablemente
usados en una amplia gama de campos como se mencionan en la tabla 2-1 en agricultura,

alimentos, cosméticos, medicina, etc. Se debe a las propiedades bioldgicas, fisico-quimicas y

mecénicas de estos polimeros.

13




Ademas, el quitosano por su no toxicidad, biocompatibilidad y efecto antimicrobiano (Bacterias

Gram-negativas, Gram-positivas y hongos), se considera como material biomultifuncional (Nesic
etal., 2017, pp.368-369) .

Segun (Hu..et al.,2017) el quitosano se puede utilizar para numerosas aplicaciones médicas tales
como la aplicacién ocular topica, la implantacion o inyeccién y vendaje de heridas. Debido a
sus cargas positivas a pH fisiologico, el quitosano podria unirse a las superficies cargadas
negativamente de la mayoria de las células y tejidos.

También el quitosano es usado para aplicaciones destinados a polvos, peliculas y

microparticulas (Corsello et al.,2017, pp.3-4).

En la Gltima década ha traido considerable atencion la incorporacién de aceites esenciales (OE)
en peliculas biopoliméricas comestibles o revestimientos, para que sirvan como barreras

antimicrobianas y ser aplicadas para la conservacién de los alimentos (Tastan et al., 2016, pp.3-4).

Los autores (Jovanovié., et al, 2016a: pp.1-3) aseguran que los aceites esenciales en las matrices de
polimeros pueden mejorar las propiedades fisicoquimicas, antimicrobianas, mecénicas, y de
color de estos ultimos. El quitosano se puede utilizar en forma de recubrimientos por lo que
tiene varias ventajas sobre los materiales sintéticos, como la biodegradabilidad, la

biocompatibilidad y la calidad de ser respetuoso con el medio ambiente.

La actividad antimicrobiana de las peliculas de quitosano resulta ser mayor con la adicién de
aceite esencial de tomillo, mostrando actividad antimicrobiana hasta las 24 h de

almacenamiento (Jovanovi¢, et al, 2016b: pp.1-3).

Por las razones expuestas el plastico biodegradable ha surgido como una alternativa al sintético
para aplicaciones tanto farmacéuticas como alimentarias (Kaya et al.2016 a: pp.1-2). Estos
bioplasticos se aplicarian a nivel industrial, proporcionandole un tiempo de vida Gtil mas

prolongado a los alimentos (Aljawish et al., 2016, pp.551-552).
1.7. Definicién de bioplésticos.
Se define a los bioplasticos en sus siglas (BPL) a materiales plasticos, que son considerados

biodegradables (se degradan por la accion de los microorganismos), que tienen origen en

materiales organicos (Pilla, 2011a: pp.1-2).
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Los bioplésticos basados en recursos renovables describen a la mayoria de familias de
materiales poliméricos. Por tal razdn, es importante detallarlos claramente. Segun los informes
de la Comision Europea, los productos bioldgicos describen a los productos no alimentarios
derivados de la biomasa (&rboles, plantas, cultivos, organismos marinos, algas, residuos

bioldgicos de los hogares, animales, y produccion de alimentos) (UNE, 2001, p.9).

Los productos con base biolégica comprenden desde productos quimicos, como productos
cosméticos, aditivos alimentarios, farmacéuticos etc., hasta materiales de gran volumen, como
materias primas quimicas o biopolimeros generales, excluye productos basados en

biocombustibles como el papel, madera y biomasa como fuente de energia (Malinconico, 2017,
pp.35-36).

Los plasticos bioldgicos o bioplasticos pueden ser reciclados naturalmente por procesos
biolégicos, almacenando recursos naturales limitados (combustibles fésiles). Conjuntamente,

reduciendo la emision de gases de efecto invernadero (CO, neutro) (Pilla, 2011b: pp.1-3).

1.7.1. Clasificacion de los bioplasticos.

Bioplasticos

Matural Patroleo / Combustible fosil

Bioplasticos ecologicos son 2l
almidon como &l almidonds maiz, 2l
almidon de puizantes, maicena, aceitas)
wvagstales

FPolimeros

—t (zlulosa, quitina, quitosano,

polilictidos

Figura 4-1: Clasificacion de los bioplasticos.

Fuente: (Pilla, 2011 c: p.348)

Los polimeros naturales o bioplésticos verdes aun se estan investigando la celulosa, almidon,

quitina, quitosano (Pilla, 2011d: p.348).
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1.8. Materiales para empaques en alimentos.

1.8.1. Bioplasticos procedentes de recursos renovables.

Se pueden clasificar en dos tipos:

e  Los provenientes directamente de organismos vivos.

e  Los que requieren ser sintetizados pero su procedencia es de un recurso renovable.

1.8.1.1. Polimeros renovables provenientes directamente de organismos vivos.

Incluye a proteinas (colageno, queratina, gelatina, gluten de maiz o de trigo, proteinas de leche o
de soya), polisacaridos (almidon, derivados de celulosa, quitosano, alginatos, carragenatos, y

pectinas), lipidos (ceras, acidos grasos y monogliceridos) (Cruz et al., 2013a: pp.43-45).

1.8.1.2. Bioplasticos que requieren ser sintetizados (procedencia: recurso renovable)

Biopléasticos que requieren ser sintetizados pero su procedencia es de un recurso renovable. En
este grupo se encuentra el acido polilactico (PLA), asi como algunos poliésteres producto del
metabolismo de bacterias (polihidroxialcanoatos o PHA). EI PLA es un biopolimero sintetizado

a partir de productos agricolas con un alto contenido en almiddn (Cruz et al., 2013b: pp.43-45).

1.8.2. Plasticos derivados del petrdleo

El uso de los materiales plésticos derivado del petrdleo, como el polietileno (PE) y
polipropileno (PO), tienen implicaciones que son altamente negativas en la evaluacion de la
degradabilidad, capacidad de renovacion de los materiales y contaminan el medio ambiente

(Gongalves et al., 2017, pp.1-3).

El mayor porcentaje de registros por ingesta de residuos plasticos en animales, se verifica en la
fauna marina como delfines, peces, aves, ballenas entre otros, en los cuales se han encontrado
restos de polimeros sintéticos como microplasticos, bolsas etc. Los desechos plasticos causan la

contaminacion y la muerte de los animales, por la obstruccion del aparato digestivo y otros

16



problemas fisioldgicos. El porcentaje de registro de residuos plésticos en animales terrestres en

el contenido estomacal 0 heces son escasos (Céceres et al., 2015b: pp.1-3).

Diariamente la poblacién estd en contacto con productos quimicos artificiales, absorbiendo
concentraciones constantes y cronicas del bisfenol A, sustancia quimica que afecta al sistema
endocrino y por lo tanto, pueden interferir procesos controlados hormonalmente de los seres

humanos y los animales (Deba y Nufiez, 2017 a: pp.53-55).

El bisfenol A se utiliza en la industria del plastico. “Dichos plasticos estan presentes en la
mayoria de productos comunes, como en dispositivos médicos, botellas de agua y envases de
alimentos etc.”. La liberacion de este quimico al igual que otros quimicos utilizados en el

pléstico, depende de la temperatura y el pH (Deba y Nafiez, 2017b: pp.53-55).

1.9. Bioplasticos a base de quitosano.

El segundo polisacarido natural méas abundante es la quitina. La quitina como se menciond
anteriormente mediante un proceso de desacetilacion quimica o enzimatica se convierte en
quitosano. Actualmente, el quitosano se ha convertido en el aditivo de alimentos de origen
bioldgico preferido, esto se debe a sus propiedades antimicrobianas y a su capacidad para

formar recubrimientos (Cruz et al., 2013c: pp.43-45).

Los bioplasticos elaborados a partir de quitosano en comparacién con otros polisacaridos tiene
propiedades Opticas, mecanicas y de barrera al oxigeno superiores, pero no con respecto a la
permeabilidad al vapor de agua. Aun asi, los bioplasticos de quitosano han sido utilizados en
muchos productos, principalmente en aplicaciones sobre frutas y hortalizas (Cruz et al., 2013d:

pp.43-45).

1.9.1. Descripcion de los compuestos utilizados para elaborar bioplasticos.

Se puede observar en la tabla 3-1 la descripcion de los componentes para elaboracion de

bioplasticos.

Tabla 3-1: Componentes utilizados para la elaboracion de bioplasticos.

COMPONENTES DESCRIPCION

Quitosano Biopolimero que forman soluciones claras que momento de secado

forman bioplasticos fuertes.

Acido acético Los usos del &cido acético son numerosos, uno de ellos actia como
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disolvente en los bioplasticos.

Glicerol Utilizado como agente plastificante, mas comUnmente utilizados en
tecnologia de los bioplasticos debido a su naturaleza no toxica, con una
concentracion adecuada de glicerol la elongacién de los bioplasticos
aumenta y la fuerza necesaria para tensarlas es menor. Es un compuesto
que brinda mejores caracteristicas a las particulas, sin la necesidad de

utilizar otros plastificantes.

Realizado por: Jessica Monar, 2017.
Fuente: (Kaya et al., 2016 b: pp.1-2) (Brunson, 2013, pp.58-59)

Para poder envolver un producto con una formulacion de un empaque biodegradable implica el
uso de al menos un material capaz de formar una matriz con suficiente continuidad y cohesion,
Ademas, es necesario que esta matriz cumpla con propiedades como baja permeabilidad al
oxigeno y permeabilidad al vapor de agua (WVP), asimismo pruebas mecanicas como fuerza de
tension (TS), y alargamiento antes de ruptura. (Cruz et al., 2013e: pp.42-45)

La propiedad antioxidante del quitosano se debe a la capacidad de los grupos amino libres
residuales de quitosano para reaccionar con los radicales libres formando radicales
macromoleculares estables y grupos de amonio. Conjuntamente, la actividad antioxidante del
quitosano depende de su concentracion, grado de desacetilacion, peso molecular y duracién de

la prueba (Yuan et al., 2016a: pp.6-10).

En estudios realizados se encontrd una baja actividad antioxidante de los bioplasticos de
quitosano puro comparado con la actividad antioxidante de bioplasticos de quitosano
incorporados con aceites esenciales de tomillo y orégano que fue mas alta. EI aumento de la
actividad antioxidante en los biopléasticos se debe a compuestos fendlicos y terpenoides
procedentes de los aceites esenciales (OE), que actuarian mediante varios mecanismos como:

donantes de hidrégeno, actividad de eliminacion de radicales libres, entre otros (Yuan et al., 2016c:
pp.6-10).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1.  Lugar de la investigacion.

La investigacion se realizé en los laboratorios de Productos Naturales y Laboratorio de Analisis
Instrumental de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. Recoleccion de la especie vegetal.

Se recolectaron las partes areas (tallos, hojas y flores) de Justicia chlorostachya Leonard, las
cuales fueron obtenidas del Parque Etnobotanico “OMAERE” de la ciudad del Puyo, Provincia

de Pastaza.

2.3. Materiales, equipos y reactivos.

2.3.1. Especie vegetal.
Se utilizé tallos, hojas y flores de Justicia chlorostachya Leonard.
2.3.2. Materiales.

Tabla 1-2: Materiales de laboratorio utilizados.

Técnica Materiales

Vasos de precipitacion

Crisoles de porcelana

19



Control de Calidad de la especie vegetal

Cépsulas de porcelana

Pinza para capsulas

Vidrio reloj

Tripode

Piseta

Reverbero

Embudo

Papel Filtro

Tamizaje Fitoquimico

Gradilla

Tubos de ensayo

Pinzas para tubos de ensayos

Pipetasde 10 mL, 5mLy 1 mL

Papel filtro

Obtencion del extracto hidroalcohdlico

Probeta de 100 mL

Embudo Buchner

Embudo simple

Pipetasde 10 mL, 5mL y 1 mL

Vasos de precipitacion de 200 mL y 150 mL

Papel filtro

Control de calidad del extracto
hidroalcohélico

Vasos de precipitacion de 100 mL y 50 mL

Cépsula de porcelana

Pinza para capsula

Probeta de 50 mL

Picnémetro

Cuantificacion de compuestos fendlicos y

flavonoides totales

Vasos de precipitacion de 150 mL, 100 mL y 50 mL

Pipetade 5 mLy 10 mL

Espatula

Micropipeta de 100 pL y 1000 pL

Piseta

Matraz de aforo de 100 mL, 25 mL y 10 mL

Tubos de ensayo

Puntas amarillas y azules para las micropipetas

Papel aluminio

Actividad Antioxidante

Tubos de ensayo

Gradilla

Papel aluminio

Micropipeta de 1000 pLy 100 pL

Puntas azules y amarillas para la micropipetas

Matraz de aforo de 50 mL

Vaso de precipitacion de 150 mL, 100 mL y 50 mL

Espatula

Papel aluminio

Papel de cocina
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Elaboracion de bioplasticos y Pruebas de

control de calidad del bioplastico

Pinza para capsulas

Capsulas de porcelana

Tasas de aluminio

Envases plésticos pequefios con tapas

Recipiente hermético

Micropipetas de 1000 pL y 100 pL

Cajas Petri

Celda de cuarzo

Realizado por: Jessica Monar, 2017

2.3.3. Equipos.

Tabla 2-2: Equipos utilizados en las distintas técnicas.

Técnica

Equipos

Control de Calidad de la especie vegetal

Obtencion del extracto Hidroalcohdlico

Control de calidad del extracto
hidroalcoholico

Cuantificacion de fenoles y flavonoides
totales y actividad antioxidante.

Elaboracion del bioplastico

Espectroscopia Infrarroja

Densidad : Peso y espesor del bioplastico

Opacidad

Humedad

Solubilidad en agua (WS)

Molino Arthur H. Thomas C.O

Estufa Memmert SNB 400

Balanza analitica

Mufla IVYMEN N-8 LITROS 1100°C
Desecador

Sonicador Branson 2510

Bomba de presion al vacio

Rotavapor BUCHI R 110 & B-465 Water Bath
Congelador

Refractometro

pH-metro

Vértex mixer MRC S1-100

Balanza analitica

Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 220
Cronémetro

Balanza analitica

Estufa Memmert SNB 400

Agitador magnético

Termohigrometro

Sonicador Branson 2510

Espectroscopia JASCO FT/IR-4100

Balanza analitica

Micrémetro digital

Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 220
Micrémetro digital

Estufa Memmert SNB 400

Desecador

Balanza analitica

Estufa Memmert SNB 400
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Permeabilidad al vapor de agua (WVP)

Realizado por: Jessica Monar, 2017

2.3.4. Reactivos.

Agitador magnético

Desecador

Tabla 3-2: Reactivos utilizados en cada técnica.

Técnica

Reactivos

Control de calidad de la especie vegetal

Agua destilada

Acido clorhidrico al 10%

Tamizaje Fitoquimico

Etanol

Eter Etilico

Agua destilada

Reactivo Sudan 111

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de FeCl;

Reactivo de Fehling Ay B

Cloruro de Sodio

Reactivo de Borntrager

Acido clorhidrico concentrado

Acido clorhidrico al 1%

Reactivo de Baljet

Cloroformo

Anhidrido acético

Acido sulfdrico concentrado

Hidroxido de sodio al 5%

Cloruro Férrico

Reactivo para catequinas

Cinta de magnesio metalico

Carbonato de sodio

Alcohol amilico

Obtencidn del extracto hidroalcohdlico

Agua destilada

Etanol

Control de calidad del extracto
hidroalcoholico

Agua destilada

Etanol

Determinacion de fenoles totales del

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Agua destilada
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extracto hidroalcoholico

Carbonato de sodio al 7,5%

Cuantificacion de flavonoides totales

Metanol

Agua destilada

NaNO, al 5%

AICl; al 10%

NaOH

Elaboracion de los bioplasticos

Quitosano

Agua destilada

Glicerol

Acido acético

WS Agua destilada
CaCl, anhidro
WVP KNO;

Cuantificacion de fenoles totales en el
bioplastico

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Carbonato sédico al 10%

Agua destilada

Cuantificacion de flavonoides totales

NaNO, al 5%

Agua destilada

AlICl; al 10%

NaOH

Actividad Antioxidante

Reactivo DPPH

Metanol

Agua destilada

Realizado por: Jessica Monar, 2017

2.4. Técnicas y métodos.

2.4.1. Proceso de limpieza, secado y molienda de la especie vegetal.

Se elimind todo tipo de impurezas, con la limpieza minuciosa de la especie vegetal, que
posteriormente fue sometida a secado de en una estufa a 40°C. Finalmente, se tritur6 en un
molino apropiado y se almacend la especie vegetal triturada en bolsas de papel para su estudio.

2.4.2. Determinacion de los parametros de control de calidad de la especie vegetal.

Una vez triturada la especie vegetal se procedio a la realizacion de los parametros de control de

calidad.

2.4.2.1. Determinacioén del contenido de humedad.
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El exceso de agua en la droga vegetal promueve el crecimiento de hongos, insectos, etc., y

puede inducir hidrolisis de los componentes provocando su pronto deterioro y pérdida.

Procedimiento:

Se pes6 2 g de la especie vegetal molida con una desviacion permisible de 0.5 mg, en una
capsula de porcelana previamente tarada, y se colocd en la estufa a 105°C durante 3 horas.
Posteriormente, la capsula se coloco en el desecador en donde se dejé enfriar durante 15
minutos, luego se peso y nuevamente la capsula fue llevada a la estufa durante una hora, se dejé

enfriar y se pesé hasta obtener una masa constante (Miranda, 2006a: p.34).

Formula:

g ="My 00
T M2 — M

Donde:

H = pérdida en peso por desecacion (%).

M, = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M; = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la cépsula vacia.

100 = factor matematico.

2.4.2.2. Determinacion de cenizas totales.

Residuo inorgénico que se tiene al incinerar una especie vegetal.

Procedimiento:

Se pesaron 2 g de especie vegetal molida con una desviacién de 0.5 mg, y se coloc6 en un crisol
de porcelana previamente tarado. Posteriormente, se carbonizé la muestra en el crisol en un
reverbero y una vez que estuvo bien carbonizada la muestra fue colocada en una mufla a una
temperatura de 700°C para su incineracién, por un lapso de tiempo de 2 horas. Finalmente, se
enfrio el crisol en un desecador por 30 minutos y se peso hasta obtener masa constante (Miranda,

2006b: pp.31- 32).

Formula:

24



we = M2 M 00
T MI-M

Donde:

C = porcentaje de cenizas totales.

M = masa del crisol vacio ()

M;= masa del crisol con la porcién de ensayo (g)
M,= masa del crisol con la ceniza (g)

2.4.2.3. Determinacion de cenizas solubles en agua.

Esta prueba permite determinar la cantidad de material inorganico que existe en las cenizas

totales.
Procedimiento:

A las cenizas totales que se encuentran en el crisol obtenido anteriormente se afiadieron 15 mL
de agua, el crisol fue tapado con un vidrio reloj y hervido en la Illama del mechero durante 5
minutos. La solucién obtenida fue filtrada a través de un papel filtro libre de cenizas, el cual fue
colocado en el crisol utilizado inicialmente, se carboniz6 en un mechero y se incineré en una
mufla a una temperatura de 700°C durante 2 horas. Posteriormente, el crisol fue introducido en

el desecador para enfriarlo hasta temperatura ambiente hasta peso constante (Miranda, 2006c: p.33).

Formula:

M2-Ma
M1-M

%Ca = x 100

Donde:

C,= porcentaje de cenizas solubles en agua.

M, = masa del crisol con las cenizas totales (g).

M, =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M; = masa del crisol con la muestra de ensayo (Q)

M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.
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2.4.2.4. Determinacioén de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.

Esta prueba permite determinar el contenido de sustancias minerales insolubles en &cido

clorhidrico que contiene la especie vegetal.

Procedimiento:

A las cenizas totales obtenidas anteriormente se le afiadieron 3 mL de acido clorhidrico al 10%,
se calentd el crisol tapado con un vidrio reloj en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos,
se lavo el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente y se une al contenido del crisol; seguidamente,
la solucidn se filtro a través de un papel filtro libre de cenizas, el residuo se lavé con agua
caliente repetidamente hasta que la solucion filtrada hasta que la solucion filtrada acidulada con
acido nitrico (a la cual se afiadié 2 gotas de nitrato de plata 0.1 mol/L), no indigque la presencia

de cloruros.

El filtrado conjuntamente con el residuo fue desecado en estufa a 105°C y luego transferido al
crisol utilizado inicialmente, luego se incinera en una mufla a 700°C durante 2 horas. Después
de ese tiempo, el crisol se introduce en el desecador y cuando alcanz6 la temperatura ambiente
se pesd hasta obtener masa constante (Miranda, 2006d: pp. 33-34).

Formula:

Donde:

B= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.
M;= masa del crisol con la muestra de ensayos (g)

M = masa del crisol vacio ()

M,= masa del crisol con las cenizas acido clorhidrico (g)

100= factor matematico.
2.4.3. Tamizaje Fitoquimico.
Por medio del tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico se pueden determinar

cualitativamente los principales grupos fitoquimicos presentes en una especie vegetal, mediante

distintas reacciones de coloracion o precipitacion.
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Procedimiento:

Las partes aéreas de la especie vegetal, fuerdn sometidas a extracciones sucesivas con solventes

de diferente polaridad, como se muestra en la figura 1-2.

30- 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

\
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medirvolumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

|
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION

DURANTE 48 HORAS. |
FILTRAR
|
EXTRACTO ALCOHOLICO
Medir volumen y calcular concentracion
RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO i
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. ‘

FILTRAR
|

CTO ACUOSO

EXTRA .
Medir volumen y calcular conceftracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 1-2: Esquema para elaborar los extractos para el

Tamizaje Fitoquimico.

Obtenidos cada uno de los extractos se procedié a realizar las diferentes reacciones de
identificacion de metabolitos secundarios. Se observa en la figura 2-2, figura 3-2 y en la figura
4-2 los protocolos para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto etéreo, alcohdlico y acuoso
(Miranda, 2006 f: pp. 40-45).
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EXTRACTO ETEREO

I
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

5'mL Shl
ENSAYO DE BALJET
E(klcséﬁ‘TYscs) P §R§\lsJPs’;‘N (LACTONAS Y COUMARINAS)

e b " 5'mL
EN I i S 3 OO eS).  ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

e ——
Figura 2-2: Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto etéreo.
Fuente: (Miranda, 2006 , pp. 40-45)

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

1wl 2mL 2mL ‘ 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE 2 ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE

mL .

CATEQUINAS FEHLING ENSAY: Cl Fe ENSAYO DE KEDODE 6 ML en 3 porciones
(AZ REDUCTORES] | BERMAN-BUCHARD. [FenoLesy Taumos) | D miiar 1| CARDENOLIBoS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF

(TRITERPENGS ESTEROIDES) ! (QUINONAS) MAYER Y WAGNER

Nsi‘";‘é 0E 2mL (ALCALOIDES)

. RESINAS 2'mL ENSAYO DE 2mlL
ENSAYO E‘E BALJET NlNHJURlNAI ENSAYO DE
(AACTONAS) AMINGACIDOS) ANTOCIANIDINA
2'mbL Al
ENSAYQ ESPUMA m
(SAFONINAS) ENSAYO DE
SHINODA

(FLAVONOIDE 5)

Figura 4-2: Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto alcohdlico.
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40-45)

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

IENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
RGN ARAOs08
2mL
ENSAYO DE SHINODA .
(FLAVONODIDES) 10 2 GOTAS
ENSAYO DE
2 mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura 3-2: Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico del extracto acuoso.
Fuente: (Miranda, 2006, pp. 41-45)

2.4.3.1. Ensayo de Sudan.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de compuestos grasos. Para la realizacion del

mismo se tomaron 5 mL del extracto y se le afiadié 1 mL de colorante de Sudan Ill. Se calentd
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en un bafio de agua hasta volatilizacion del solvente. Este ensayo se considera positivo si
aparecen gotas o una lamina coloreada de rojo en el liquido o en las paredes del tubo de ensayo
(Miranda, 2006g: pp.40-45).

2.4.3.2. Ensayo de Dragendorftf.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de alcaloides, para lo cual se tomaron 5 mL del
extracto, se evaporizé el solvente y el residuo se redisolvié en 1 mL de &cido clorhidrico al 1%

en agua.

En el caso del extracto acuoso, se afiadié una gota de acido clorhidrico concentrado, (se calent6
suavemente y dejé enfriar hasta acidez). A la solucion acuosa acida se adicion6 3 gotas del
reactivo de Dragendorff. El ensayo se considera positivo cuando existe opalescencia (+),

turbidez definida (++) y precipitado (+++) (Miranda, 2006h: pp. 40-45).

2.4.3.3. Ensayo de Mayer.

Este ensayo detecta la presencia de alcaloides, para lo cual se procedi6 de la misma forma
descrita anteriormente hasta obtener la solucion acida. Luego se afiadié una pizca de cloruro de
sodio en polvo, se agitd y se filtro; finalmente, se agregaron 3 gotas del reactivo de Mayer. El
ensayo se considera positivo cuando existe opalescencia (+), turbidez definida (++) y
precipitado (+++) (Miranda, 2006i: pp. 40-45).

2.4.3.4. Ensayo de Wagner.

Este ensayo también detecta la presencia de alcaloides, para la realizacion de este ensayo se
procedi6é de la misma forma que el ensayo descrito anterior hasta obtener la solucion acida;
posteriormente, se afiadieron 3 gotas del reactivo. El ensayo se considera positivo cuando existe

opalescencia (+), turbidez definida (++) y precipitado (+++) (Miranda, 2006j: pp. 40-45).

2.4.3.5. Ensayo de Baljet.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de compuestos con agrupamiento lactonico,
especificamente coumarinas. Si el extracto no esta en alcohol, debe evaporarse y redisolverse en

1 mL de alcohol, luego se adiciona 1 mL de reactivo. Se considera este ensayo positivo cuando

aparece una coloracion roja (++) o un precipitado rojo (+++) (Miranda, 2006k: pp. 40-45).

29



2.4.3.6. Ensayo de Borntrager.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de quinonas en los extractos. Para realizar este
ensayo se tomd una alicuota del extracto y se evapor6 hasta sequedad en un bafio de agua, el
residuo se redisolvié con 1 mL de cloroformo. Se adicion6 1 mL de hidroxido de sodio al 5% en
agua. Se mezcld y se agito, se dejo en reposo hasta la separacion de las fases. El ensayo se
considera positivo cuando la fase superior, es decir; la fase acuosa alcalina toma una coloracion

rosada (++) o roja (+++) (Miranda, 20061: pp. 40-45 ).

2.4.3.7. Ensayo de Liebermann-Burchard.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de compuestos del tipo triterpenos y/o
esteroides, ya que ambos poseen un nlcleo de androstano, insaturado en el anillo B y la
posicién 5y 6.

Para realizar este ensayo se tomd una alicuota del extracto, se evaporo el solvente en un bafio de
agua caliente y el residuo se redisolvié en 1 mL de cloroformo; luego, se adiciond 1 mL de
anhidrido acético y se mezclo, por las paredes del tubo de dejaron resbalar 3 gotas de acido
sulfarico concentrado sin agitar.

Se considera este ensayo positivo cuando existe un cambio rapido de coloracion como se detalla

a continuacion:

Rosado - Azul (muy rapido).
Verde intenso - visible (aunque rapido).

Verde oscuro — negro - final de la reaccidn (Miranda, 2006m: pp. 40-45).

2.4.3.8. Ensayo de Catequinas.

Para realizar este ensayo se tomd una gota del extracto alcohdlico con un capilar y se aplicé
sobre papel filtro; después se adiciond una gota de solucidn de carbonato de sodio sobre la
mancha del extracto en el papel filtro. El ensayo se considera positivo si aparece una mancha

verde carmelita al observarse el papel filtro en una camara UV (Miranda, 2006n: pp.40-45).

2.4.3.9. Ensayo de resinas.

Para este ensayo se tomé 2 mL del extracto etandlico y se adicionaron 10 mL de agua destilada.

El ensayo se considera positivo cuando se observa la aparicion de precipitado (Miranda, 2006f:
pp.40-45).
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2.4.3.10. Ensayo de Fehling.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de azUcares reductores. Para realizar este
ensayo se evapor0 el solvente, en caso de que el extracto no se encuentre en agua, y se
redisolvio el residuo en 2 mL de agua. Posteriormente, se adicion6 2 mL de reactivo y la mezcla
se calentd en un bafio de agua durante 10 minutos. El ensayo es considerado positivo si la

solucion se colorea de rojo o aparece un precipitado rojo (Miranda, 20060: pp. 40-45).

2.4.3.11. Ensayo de la espuma.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de saponinas tanto esteroidales como
triterpénicas. Para el cual se tomaron 2 mL del extracto y se diluy6 con 5 veces su volumen en
agua, se mezcl6 y agitd fuertemente por un lapso de tiempo de 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm

de altura y persiste por un tiempo de 2 minutos (Miranda, 2006p: pp. 40-45).

2.4.3.12. Ensayo de cloruro férrico.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de compuestos fendlicos (fenoles y taninos),
para lo cual se tomaron 2 mL del extracto alcoholico y se adicionaron 3 gotas de tricloruro
férrico al 5% en solucion salina fisioldgica. En extracto acuoso se determinan taninos, se
tomaron 2 mL del extracto y se afiadié acetato de sodio sélido y 3 gotas de tricloruro férrico al
5% en solucion salina fisiolégica. En caso de que el ensayo sea positivo, los colores

desarrollados dan fe del tipo de compuesto fenolico presente, como se indica a continuacion:

Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecélicos.

Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos (Miranda, 2006q: pp. 40-45).

2.4.3.13. Ensayo de Shinoda.

Para realizar este ensayo se diluyeron 2 mL del extracto alcohdlico o acuoso en 1 mL de &cido
clorhidrico y magnesio metalico. Se esper6 5 minutos a que finalice la reaccion y finalmente se
adiciono alcohol amilico, se mezcld y se dejé reposar hasta que las fases se separen. El ensayo
se considera positivo cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo

(Miranda, 2006r: pp. 40-45).
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2.4.3.14. Ensayo de antocianidinas.

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de estructuras de secuencia Cq-C3-Cq del grupo
de los flavonoides. Primero se calientan 2 mL del extracto alcohdlico por un tiempo de 10
minutos con 1 mL de acido clorhidrico concentrado. Después se dejan enfriar y se adicionan 1
mL de agua y 2 mL de alcohol amilico, se agita y espera la separacion en dos fases. Si muestra
un color rojo a marrén en la fase amilico, es indicativo que el ensayo es positivo (Miranda, 2006s:

pp.40-45).

2.4.3.15. Ensayo de mucilagos

Por medio de este ensayo se detecta la presencia de estructuras tipo polisacarido, que forma un
coloide hidrofilo de alto indice de masa que aumenta la densidad del agua donde se extrae. Para
realizar este ensayo se enfrian 10 mL de extracto acuoso a 0-5°C, si la solucion toma una

consistencia gelatinosa el ensayo es positivo (Miranda, 2006t: pp.40-45).

2.4.3.16. Ensayo de principios amargos y astringentes

El ensayo se realiza probando 1 gota del extracto acuoso, reconociendo el sabor de estos
principios (Miranda, 2006u: pp.40-45).

2.4.4. Preparacion del extracto hidroalcohodlico de Justicia chlorostachya L.

Procedimiento:

Se colocaron 100 g de la especie vegetal en 500 mL de etanol al 70% como solvente extractivo
y se dejaron en reposo durante 48 horas en un frasco de color &mbar. Luego, el macerado se
coloc6 en un sonicador por 2 horas, se filtrd y se procedié a concentrar el extracto en rotavapor

a 60°C y se guardo6 en congelacion para su posterior analisis y uso.

2.4.5. Control de calidad del extracto hidroalcohdlico.

2.4.5.1. Requisitos organolépticos.
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e Determinacion de olor: Se tom6 una tira de papel secante de 1 cm de ancho por 10 cm de
largo y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo, se olfated y se determiné la

correspondencia con la caracteristica del extracto.

o Determinacion del color: Se tom6 un tubo de ensayo limpio y seco y se llend las tres
cuartas partes con el extracto, se observd el color, la transparencia, la presencia de

particulas y la separacion en capas (Miranda, 2006v:pp.56-60).

2.45.2. Determinacion de la densidad relativa.

Es la relacion existente entre la masa de un volumen de la sustancia a ensayar a 25°C y la masa

de un volumen igual de agua a la misma temperatura.

Procedimiento:

Para determinar la densidad relativa inicialmente se pes6 un picnémetro vacio y seco a 25°C,
luego se llend con la porcion de ensayo manteniéndolo a 25°C durante 15 minutos y se registro

el peso. Después se peso el picndmetro con el agua destilada a 25°C (Miranda, 2006w:pp.56-60).

Férmula
M1-M
“M2-M
Donde:

M. peso del picndmetro de la muestra (g).
M,. peso del picnémetro con el agua (9).
M: peso del picnémetro vacio (g).

2.4.5.3. Indice de refraccion.

El indice de refraccion constituye la relacion entre el seno del angulo de incidencia de la luz y el

seno del angulo de refraccion cuando la luz pasa oblicuamente a través del medio.

Procedimiento:

Para realizar este ensayo se colocé en el prisma del refractdmetro una gota de agua destilada, se

ajusto el equipo seleccionando la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del

33



campo visual, moviendo el compensador cromatico y colocando la interseccién del reticulo

sobre la linea limite de los campos claro y oscuro.

Posteriormente, se colocé una gota de la muestra de ensayo sobre el prisma de medicion, el
termoprisma fue cerrado y se enfocd la luz por medio del espejo, de tal modo que la misma
incida sobre la apertura de entrada del prisma de medicidn (Miranda, 2006x:pp.56-60).

2.4.5.4. Medicion del pH.

Es el indice numérico que se usa para expresar la mayor o menor acidez de una solucién en

funcion los iones hidronio.

Procedimiento:

La medicién del pH se realiz6 mediante un instrumento medidor de pH digital, para lo cual se
ajusto el equipo con la solucién calibrada reguladora de pH, posteriormente se determind el
valor de pH de la muestra (Miranda, 2006y: pp.56-60).

2.45.5. Determinacion de sélidos totales.

Es la determinacion de la variacién de la masa debido a la pérdida de sustancias volatiles
mediante un proceso de evaporacion de la porcién de ensayo y secado del residuo en una estufa

hasta masa constante.

Procedimiento:

Para el ensayo se tomaron 5 mL del extracto y se llev6é a una capsula previamente tarada, se
evapord hasta sequedad en un bafio de agua caliente. Después, la capsula se trasladé hacia una
estufa a 105°C durante aproximadamente 3 horas, después se colocd la capsula en un desecador
para que se enfrie hasta que alcance temperatura ambiente y se registro el peso de la capsula

hasta que se obtuvo masa constante (Miranda, 2006z:pp.56-60).

Formula:

ST = 100
7 x

Donde:
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Pr= masa de la capsula mas el residuo (g)
P=masa de la capsula vacia (g)

V= volumen de la porcién de ensayo.
100=factor matematico para el célculo.

2.4.6. Cuantificacion de compuestos fenolicos por el método de Folin-Ciocalteu.

El método de Folin-Ciocalteu es utilizado como medida del contenido de compuestos fenolicos
totales en extractos vegetales. Se fundamenta en que los fenoles reaccionan con el reactivo
desarrollando una coloracién azul. Este reactivo contiene una mezcla de sulfato de litio, agua
destilada y bromo, después de eliminar el bromo en campana de extraccion se afiade tungstato
de sodio y molibdato de sodio, agua destilada, acido fosférico y acido clorhidrico y se deja 10
horas en reflujo. Este reactivo de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da
lugar a un complejo de color azul intenso. La concentracion de compuestos fendlicos fue
medida por espectrofotometria UV, esta técnica se basa en una reaccion colorimétrica de éxido-

reduccidn en el que el agente oxidante es el reactivo de Folin-Ciocalteu.

En primer lugar, se preparé una curva de calibracion para lo que se utilizaron soluciones

estandar de acido galico a las concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm (mg/L).

Procedimiento:

El procedimiento fue el mismo tanto para los extractos como para las soluciones estandar.

Se tomaron 250 pL de la solucién de muestra y se afiadieron 15 mL de agua destilada.
Posteriormente, se afladieron 1,25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se homogeniz6
en un agitador vortex por un lapso de tiempo de 2 minutos y se dej6é en la oscuridad por 8
minutos. Luego se adicionaron 3,75 mL de carbonato de sodio al 7,5%; se afor6 a 25 mL y se
homogenizé en agitador vortex por 2 minutos y se dejé nuevamente en la oscuridad durante 2
horas. Finalmente, se procedié a medir la absorbancia a 765 nm (Garcia, Segovia y Fuentes, 2010).
Los resultados se expresaron como miligramos de equivalentes de &cido galico en mL de

extracto.

2.4.7. Cuantificacion de flavonoides totales

La concentracion de flavonoides totales fue evaluada por espectrometria UV. En primer lugar,
se prepar6 una curva de calibracion de soluciones estandar de quercetina a las concentraciones
de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm (mg/L).

35



Procedimiento:

El procedimiento fue el mismo tanto para los extractos, bioplasticos y soluciones estandar. Se
tomé 1 mL de la solucién muestra y se colocd en un tubo de ensayo, y se afiadieron 4 mL de
agua destilada, seguidamente 300 pL de nitrito de sodio al 5%, se homogeniz6 por 1 minuto y
se dejo en oscuridad 5 minutos. Posteriormente, se adicionaron 300 pL de tricloruro de aluminio
al 10% y se homogenizd por 1 minuto y se dejé en oscuridad 5 horas, después se afiadieron 2
mL de hidroxido de sodio 1 M, se homogeniz6 por 1 minuto y se dej6 en oscuridad 15 minutos.

Por ultimo, se registraron las absorbancias de las muestras a 510 nm (Boukhris et al., 2012, pp. 1206-
1213).

2.5. Preparacion de los biopléasticos.

Para la formulacion de bioplasticos se siguié la metodologia de Wang et al., (2013a: p.36) con

ligeras modificaciones.

Se preparard una solucién de quitosano al 2% disolviéndolo en una solucion acuosa de
acido acético al 1% (v/v) mezclando hasta disolucién a unas condiciones de 60°C a 800

rpm.

Se afiadi6 glicerol como plastificante, a la solucién de quitosano a una concentracion del
30% en peso del quitosano.

Las soluciones de extracto de Justicia chlorostachya L. con diferentes concentraciones se
prepararon mezclando el extracto de la especie vegetal con agua destilada a 60°C y
agitando a 200 rpm durante 10 minutos.

Las soluciones de bioplastico se prepararon mezclando la solucién de quitosano y las
soluciones de extracto de la especie vegetal a una relacion en peso 1: 1 para elaborar los
bioplasticos de quitosano incorporando el extracto de Justicia chlorostachya Leonard al
10% , 20% , 30%, y 40% del peso de quitosano.

N

Después se agita a 800 rpm con temperatura de 60°C por 60 minutos. Posteriormente, se

desgasifica.

La cantidad deseada de solucién formadora del bioplastico se distribuy6 en cajas petri y
fue secada a 50°C con una humedad relativa del 25% por 24 horas.

N

Una vez obtenidos los bioplasticos se mantendran en un recipiente hermético a
temperatura ambiente y una humedad relativa del 73% por 48 horas antes de su uso
experimental.
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Figura 5-2: Esquema para la elaboracion de los bioplésticos

Realizado por: Jessica Monar, 2017

2.5.1. Pruebas para determinar la calidad del bioplastico.

2.5.1.1. Andlisis por Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja se usa para investigar las interacciones del quitosano y los
compuestos fenolicos del extracto en los bioplasticos (Wang et al., 2013b: p.36).

2.5.1.2. Densidad.

La densidad del bioplastico se determiné a partir del peso de la muestra y volumen. El volumen

de la muestra se calculd a partir del area de muestra y espesor (Wang et al., 2013c: p.36).

2.5.1.3. Espesor.

El espesor de la muestra se medié utilizando un micrémetro digital con una precision de +0,001

mm en cinco diferentes posiciones en cada muestra (Wang et al.,2013d: p.36).

2.5.1.4. Contenido de humedad.

Se registra la pérdida de peso del bioplastico al someterlo a secado en estufa a 105°C durante 24
h.

Formula:

Mw-Md
w

H (%) = x 100

Donde:

Mw = es el peso del bioplastico a equilibrio de humedad

Md = es el peso en seco del bioplastico (Wang et al., 2013e: p.36).
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2.5.1.5. Opacidad.

Procedimiento:

» Se medid la absorbancia del bioplastico a 600 nm usando un espectrofotometro UV-visible.
» Se corta el bioplastico en una pieza rectangular y se coloca directamente en una celda de

ensayo del espectrofotometro, se utiliza una celda de ensayo vacia como referencia (Wang et
al., 2013f: p.36).

Formula

o Abs 600
o d

Donde:

O = es la opacidad,
Abs 600 = es el valor de absorbancia a 600 nm

D =es el espesor de la pelicula (mm).
2.5.1.6. Solubilidad en agua.

Procedimiento:

Los bioplasticos se cortaron a 1 cm - 4 cm, luego fueron sumergidos en 50 mL de agua destilada
y se agitaron a 100 rpm. Después de 24 horas, las tiras se sacan y se seca a 105°C durante 24
horas y se mide el peso seco final (Wy).

El peso inicial (W;) se determina previamente secando las tiras en un horno a 105°C hasta peso

constante (Wang et al.,2013g: p.36).

Formula

Wi — Wf
WS (%) = TxlOO

2.5.1.7. Permeabilidad al vapor de agua.
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Se determind gravimétricamente, para realizar este ensayo se utiliza un recipiente especial de

aluminio de 6.0 cm de didmetro, 8.3 cm de didmetro externo y 1.3 cm de profundidad.

Procedimiento:

El recipiente se llena con 2 g de CaCl, anhidro para proporcionar HR (humedad relativa) de 0%,
luego se coloca en un desecador a temperatura ambiente y 95% HR. El recipiente se pesa
periédicamente (cada 2 h durante 18 h) usando una balanza analitica con una precisién de +0.1

mg.

El WVP del bioplastico se calcula multiplicando la velocidad de transmision de vapor de agua
(WVTR) por el espesor.

EI WVTR y WVP se determina utilizando las siguientes férmulas.

Pendiente

WVTR = ——
A

WVP — WVTR x d

~ px(R1—R2)

Donde:

A: area expuesta

d: espesor del bioplastico

p: presion de vapor de saturacion del agua a temperatura 25°C.
R:: HR en el desecador.

R,: HR dentro de la tasa (Wang et al., 2013 h: p.37).

2.5.1.8. Contenido total de compuestos fenélicos en el bioplastico

Se determina usando el método de Folin-Ciocalteu.

Soluciones acuosas de &cido galico con concentraciones variadas de 10, 20, 40, 60, 80 y 100
ppm para obtener la curva de calibracion.
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Procedimiento:

La solucion de extracto del biopléstico se prepara por inmersién 125 mg de muestra de
bioplastico en 15 mL de agua destilada durante 24 h.

Se toma de la solucion de extracto del biopléastico 0.1 mL. La solucion de extracto se mezclo
con 6 mL de agua destilada y 0,5 mL de Reactivo de Folin-Ciocalteu. Después de 8 min, se
afladieron 1.5 mL de carbonato sddico al 10%.

La mezcla se llevé a 10 mL de volumen total con agua destilada y se incubd durante 2 h en
oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, se midi6 la absorbancia a 765 nm mediante el
uso de un espectrofotdmetro UV-visible. El contenido fendlico total se expres6 en mg de acido

galico equivalente (GAE) / g de bioplastico (wang et al.,2013i: p.37).

2.5.1.9. Capacidad de captacion de radicales libres mediante DPPH.

Procedimiento:

La solucion de ensayo de DPPH se prepard mezclando 9 mL de la solucion de extracto de
biopléstico con 3 mL de solucién metanélica de DPPH (10 mol L™). Después de agitar durante
1 minuto, la mezcla se incuba en oscuridad a temperatura ambiente durante 1 hora. Finalmente,
se midio la absorbancia de la solucion de ensayo a 517 nm. La actividad de captacion de DPPH

se calcul6 con la siguiente formula.

ADPPH-As

DPPH(%) = ADPPH

x 100

Donde:

ADPPH es el valor de absorbancia a 517 nm del metanol solucion de DPPH.

As es el valor de absorbancia a 517 nm de la DPPH solucidn de ensayo (Wang et al., 2013 j: p.37).

Siempre se utiliz6 las medidas de seguridad como mandil, mascarilla, cofia y guantes durante la
realizacion practica del proyecto. Ademas, se realizaron ensayos por triplicado y se obtuvo la

media de los datos.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1.  Parametros de control de calidad del extracto de la especie vegetal

Se observa en la tabla 1-3 los resultados obtenidos de los pardmetros de control de calidad de las

partes aéreas de Justicia chlorostachya Leonard.

Tabla 1-3: Resultados del control de calidad de la especie vegetal.

Parametro Resultados (%)
Humedad 10,59 + 0,07
Cenizas totales 9,41 +0,04
Cenizas solubles en agua 4,94 +0,04
Cenizas insolubles en &cido clorhidrico 0,98 +£0,04

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Entre los pardmetros de control de calidad del extracto de las partes aéreas de Justicia
Chlorostachya L., se determind el contenido de humedad que fue de 10,59% encontrandose
dentro de los rangos establecidos por la USP # 35, que establece un porcentaje < 14%, el cual
nos indica un adecuado cuidado en la recoleccién, secado y almacenamiento de la especie
vegetal. A menor contenido de humedad se evita posibles procesos de hidro6lisis y proliferacion

de microorganismos.

La determinacion de cenizas totales nos permite conocer el contenido inorgénico que presenta la
especie vegetal. El porcentaje de cenizas totales obtenidas fue de 9,41%, encontrdndose dentro

de los valores de referencia establecidos por la USP # 35 que es de < 12%.

El porcentaje de cenizas solubles en agua fue de 4,94%, cumpliendo con el rango establecido <

7%, este porcentaje representa el contenido de sales solubles; ademas, se determin6 el
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porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico que fue de 0,98%, cumpliendo con el
rango establecido <5%, el cual permite determinar si la especie vegetal contiene sustancias

minerales como la arena.

Se determind que el extracto analizado de la especie vegetal Justicia chlorostachya L. cumple

con los parametros requeridos para su uso.
3.2. Tamizaje fitoquimico
Con el objetivo de conocer cualitativamente los metabolitos secundarios, a continuacion, en la

tabla 2-3 se puede observar los compuestos identificados en el extracto etéreo, alcohdlico y

acuoso de la especie vegetal en estudio.

Tabla 2-3: Resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico de las partes aéreas de Justicia

chlorostachya L.

Ensayo Compuesto a Extracto etéreo Extracto Extracto acuoso
identificar alcohdlico

Sudan Compuestos + NA NA
grasos

Dragendorff Alcaloides - + +

Mayer Alcaloides - + +

Wagner Alcaloides - + +

Baljet Coumarinas - - NA

Liebermann-buchard Triterpenosy /o | ++ ++ NA
esteroides

Catequinas Catequinas NA + NA

Resinas Resinas NA - NA

Fehling Azucares NA + +
reductores

Espuma saponinas NA + +

Cloruro férrico Fenoles y NA +++ +++
taninos

Borntrager Quinonas NA -

Shinoda Flavonoides NA +++ +++

Antocianidina Secuencias de NA ++ NA
grupos de
flavonoides

Mucilagos Polisacaridos NA NA -
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Principios amargos Principios NA NA -
amargos y

astringentes

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

(+) Escaso

(++) Moderado
(+++) Abundante
NA: No aplica

Se observa en la tabla 2-3 los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico de las partes
aéreas de Justicia chlorostachya L. En el extracto etéreo se encontr6 escasa cantidad de
compuestos grasos mediante el ensayo de Sudan. En el extracto alcoholico se evidencian ligeras
cantidades de catequinas, azUcares reductores, saponinas y alcaloides mediante los ensayos
respectivos; y, en el extracto acuoso se encontré en escasa cantidad saponinas y alcaloides; tanto
en el extracto alcohdlico como en el acuoso se encontr6 mayor cantidad de compuestos

fendlicos y flavonoides mediante el ensayo de cloruro férrico y Shinoda, respectivamente.

Por medio del tamizaje los metabolitos secundarios representativos son los compuestos

fendlicos y flavonoides, los cuales fueron de importancia para este estudio.

En un estudio realizado por Vélez (2015,0.39) se muestran similares resultados, en donde los
metabolitos que mayoritariamente presenta el extracto de Justicia chlorostachya L., son los
compuestos fendlicos y flavonoides.

3.3. Control de calidad del extracto hidroalcohoélico

Los resultados obtenidos del control de los parametros de calidad del extracto hidroalcohélico

de las partes aéreas de Justicia Chlorostachya Leonard se observan en la tabla 3-3.

Tabla 3-3: Determinacion de los parametros de calidad del extracto hidroalcohdlico de

las partes aéreas de Justicia chlorostachya L.

Caracteristicas organolépticas
Pardmetro Resultados
Aspecto Turbio
Color Ligeramente rojizo
Olor Alcohdlico, aromético
Sabor Astringente
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Caracteristicas fisico-quimicas
Parametro Resultados
Densidad relativa 0,983 g/mL
pH 6,10
indice de refraccion 1,364
Sélidos totales 1,18%

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Como se observa en la tabla anterior, el extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Justicia
chlorostachya L., presenté un color ligeramente rojizo, con olor alcoholico aromatico y sabor
astringente. El color rojo se debe a la presencia de flavonoides (Harborne, 1980, p.18).

La densidad relativa del extracto de las partes aéreas de Justicia chlorostachya L. fue

0,983g/mL. El valor obtenido indica la presencia de sustancias disueltas en el extracto.

El indice de refraccion fue de 1,364 y el resultado del porcentaje de solidos totales 1,18%. A
mayor valor de solidos totales, mayor es la probabilidad de existencia de metabolitos activos

presentes.

El pH fue ligeramente acido con un valor de 6,10; este valor se debe a las caracteristicas acidas

débiles de fenoles, flavonoides, taninos (Ochoa et al., 2013, p.57).

3.4. Cuantificacion de fenoles por el método de Folin-Ciocalteu del extracto.

Se cuantificaron los fenoles del extracto de las partes areas de Justicia Chlorostachya Leonard
usando el método Folin-Ciocalteu, para lo cual se elaboré la curva de calibracion de acido
galico a diferentes concentraciones, la ecuacion fue y = 0.0026 x + 0.0286 con un valor de Rz =
0.9991. Se observa en el grafico 1-J.

La lectura en el espectrofotometro UV-visible fue a una longitud de onda de 765 nm. Con las
absorbancias obtenidas y mediante la ecuacién de la curva se calculé la concentracion de
fenoles totales expresados en mg equivalentes de acido galico por mL de extracto de la especie

vegetal. Se puede observar el resultado en la tabla 4-3.

Tabla 4-3: Resultado de la cuantificacion de los compuestos fendlicos del extracto

hidroalcoholico de las partes aéreas de Justicia chlorostachya L.

Extracto Fenoles totales expresados como mg de &cido
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galico/ mL de extracto.

Etanodlico 70 % 106,82 + 0,96

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Se observa en el resultado que el extracto de Justicia chlorostachya L., posee un considerable
contenido de fenoles totales expresados como equivalentes de acido galico 106,82 + 0,96 mg
GAE / mL de extracto. No hay estudios realizados a estas condiciones del ensayo con respecto

a esta especie vegetal.

3.5. Cuantificacion de flavonoides del extracto

Los flavonoides totales del extracto de las partes aéreas de Justicia chlorostachya Leonard
fueron cuantificados utilizando un método colorimétrico de tricloruro de aluminio. Previamente
se elabord una curva de calibracion de quercetina, la ecuacion obtenida fue y = 0.0012 x +
0.0256, con un R?=0,999. Se observa en el gréfico 2-J.

La lectura en el espectrofotometro UV-visible fue a una longitud de onda de 510 nm. Con las
absorbancias obtenidas y mediante la ecuacién de la curva se calculd la concentracién de
flavonoides expresados en mg de equivalentes de quercetina por mL de extracto de la especie

vegetal.

En la tabla 5-3 se observa los resultados de la cantidad de flavonoides obtenidos en el extracto.

Tabla 5-3: Resultados de la cuantificacion de flavonoides del extracto hidroalcohdlico de las

partes aéreas de Justicia chlorostachya L.

Extracto Flavonoides totales expresados como mg de
quercetina / mL de extracto
Etandlico 70 % 40,25 £ 0,38

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Se observa el resultado obtenido del extracto de las partes aéreas de Justicia chlorostachya L.,
el mismo que presenta un considerable contenido de flavonoides expresados como equivalentes
de quercetina 40,25 + 0,38 mg QE / mL de extracto. No hay estudios realizados a estas

condiciones del ensayo con respecto a esta especie vegetal.
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3.6. Determinacion de la calidad de los bioplasticos

3.6.1. Andlisis Infrarrojo

Para obtener los espectros de los bioplasticos se realizé un andlisis infrarrojo en el equipo
espectroscopia IR, el cual se us6 para observar las posibles interacciones entre el quitosano y los

componentes del extracto de la especie vegetal.

A continuacién, se observa en el grafico 1-3 los picos de cada uno de los tipos de bioplasticos
elaborados a base de quitosano con el extracto de Justicia chlorostachya L., a diferentes
concentraciones de 0; 10; 20; 30 y 40% respectivamente. Con mas claridad la grafica se puede

observar en el anexo K en los gréficos 1K, 2K, 3K, 4K y 5K.
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Grafico 1-3: Espectro IR de los bioplasticos.

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Se puede observar en el gréafico anterior que con el aumento de la concentracion del extracto que
contiene compuestos fendlicos el pico ubicado a 3262 cm™ se desplazé a 3280,32 cm™
perteneciente al estiramiento O-H. Los picos 2924,52 cm™ y 2877,27 cm™ correspondieron al
estiramiento C-H; se observa en el anexo K. El pico 1550,49 cm™ se desplazé a 1548,56 cm™
que corresponden al estiramiento N-H (Shurvell, 2000, pp.1791-1808). Otro cambio fue el nuevo pico

que surgié a 1250 cm™ correspondiente a vibraciones de estiramiento C-O; ademas, se observa
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que el pico localizado a 1029 cm™ se desplazé a 1032 cm™ que corresponden a C-O-C por

enlaces etéreos, el tramo simétrico de C-O-C se encuentra alrededor de 1020-1075 cm™(Banerjee
et al., 2002,p.98).

Las observaciones anteriores indicaron que se produjo cambios en la estructura de la cadena del

quitosano después de adicionar extracto de Justicia chlorostachya Leonard.

En un estudio realizado por Wang et al.,(2013) los resultados fueron similares, en donde se elabor6
bioplasticos a base de quitosano incorporando polifenoles de té a diferentes concentraciones, se
observé un pico de N-H de flexion en quitosano ubicado a 1550 cm™ que se desplazé a 1540
cm™, y emergi6 un pico a 1230 cm™, lo que era atribuible al C-O de los polifenoles. También el
pico localizado a 1070 cm™ se hizo mas plano y menos discernible, y el pico a 1030 cm™ se
desplaz6 a 1040 cm™.

Los resultados también fueron similares al estudio realizado por Bourtoom y Chinnan, (2008,p.1635-
1639), en el que se prepararon bioplasticos biodegradables basados en quitosano afiadiendo una
mezcla de almidon de arroz. Presentando el pico a 3233,41 cm™ asociado al estiramiento del O-
H. El pico en 2908.04 cm™ correspondiente al estiramiento C-H. En el estudio realizado por
(Nunthanid et al., 2001; citado en Bourtoom y Chinnan, 2008) el pico a 3268,23 cm™ corresponde al

estiramiento O-H, mientras que el pico a 1541,15 cm™ al N-H.

Cuando se mezclan componentes, las mezclas fisicas frente a las interacciones quimicas se ven

afectadas por los cambios en los picos de los espectros caracteristicos.

3.6.2. Caracterizacion de opacidad, densidad y contenido de humedad.

Se realiz6 las pruebas de opacidad, densidad y contenido de humedad a cada uno de los
bioplasticos, el blanco como prueba control en la que no se afiadi6 extracto y diferentes

concentraciones de extracto al 10, 20, 30 y 40% respectivamente.

Tabla 6-3: Resultados obtenidos de opacidad, densidad y contenido de humedad de los

bioplésticos
Bioplastico Densidad (g/cm®) Opacidad Contenido de
(A/ mm) humedad (%0)
Blanco 1,08+0,05 0,87 £0,02 43,51 +0,99
10% 1,14 +0,03 1,58 +0,09 35,43 +0,79
20% 1,19 +0,08 2,01 +£0,15 32,25 +0,59
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30% 1,24 +0,08 2,30 0,08 29,63 +0,47
40% 1,26 +0,09 2,55 +0,09 27,16 £0,70

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Se observa en la tabla 6-3 los resultados obtenidos sobre densidad, opacidad y contenido de
humedad de los bioplasticos.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante el programa SPSS 21, por medio
del analisis de varianza univariante se realizd las pruebas de los efectos inter-sujetos para
verificar si existen diferencias significativas, se aprecia en el grafico 1 N los efectos de la
concentracion de compuestos fendlicos sobre la densidad, opacidad y contenido de humedad en
los bioplasticos.

A pesar de que el efecto de la incorporacion de compuestos fendlicos en la densidad no se
verifican afectaciones significativas (p>0,05), la densidad de los bioplasticos aumentd
levemente con el aumento de la concentracidn de extracto de Justicia chlorostachya Leonard.
En cambio, la opacidad y el contenido de humedad de los bioplasticos se vieron
significativamente afectados (p<0,05) debido al aumento de la concentracion de extracto de
Justicia chlorostachya Leonard.

Los bioplasticos de control fueron mas transparentes que los bioplasticos a los que se afiadio
extracto de la especie vegetal; por lo tanto, el valor de la opacidad de cada uno de los
bioplasticos aumentd con la concentracion de extracto, esto se esperaba y es atribuible al
contenido de compuestos fenolicos que contiene el extracto hidroalcohdlico de Justicia

chlorostachya Leonard.

Las interacciones entre el quitosano y los compuestos fendlicos son responsables de que el
contenido de humedad disminuya con el aumento de la concentracidn de extracto, porque las
interacciones podrian reducir la disponibilidad de grupos hidroxilo y amino, a su vez, limitan las

interacciones del agua con el quitosano a través del enlace de hidrégeno (Wang et al., 2013k: p.38).
Resultados similares se obtuvieron al elaborar bioplasticos de quitosano incorporando
polifenoles de té realizado por Wang et al.,(20131:p.38), los bioplasticos fueron menos transparentes
y presentaron mayor opacidad a mayor concentracion de extracto.

La apariencia de los bioplasticos es una propiedad importante, debido a que al utilizarlos como

revestimiento superficial de alimentos o para mejorar la apariencia del producto (Jridi et al.,
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2014,p.14), pueden afectar el aspecto general y la aceptacion del consumidor (Peng y Li, 2014,p.291)
por lo tanto, se desea que los compuestos activos incorporados no cambien su transparencia.

3.6.3. Solubilidad en agua

En la tabla 7-3 se observan los resultados obtenidos de la solubilidad en agua de los bioplasticos

obtenidos a las diferentes concentraciones de extracto vegetal.

Tabla 7-3: Resultados de la solubilidad en agua de los bioplasticos a diferentes

concentraciones de extracto de Justicia chlorostachya L.

Concentracion Porcentaje (%)
BLANCO 20,59 + 1,06
10% 19,66 £ 0.31
20% 18,59 + 0,53
30% 17,38 £ 0,26
40% 16,62 + 0,60

Realizado por: Jessica Monar, 2017.
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Gréfico 2-3: Solubilidad en agua de los bioplasticos

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Después de aplicar el test ANOVA de un factor, se determind que existe una diferencia
significativa entre los resultados obtenidos donde (p<0.05), consecuentemente se rechaza la

hipotesis nula (Ho); se puede observar en la grafica 3-N.
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Los resultados mostrados en el gréafico 2-3 exhiben que el bioplastico de quitosano sin la adicion
de extracto de Justicia chlorostachya Leonard present6 una solubilidad en agua del 20,59%,
valor que es cercano al valor de 23,52% informado por wang et al.,( 2013) y el valor de otro
estudio que obtuvo el valor de 23,2% informado por Ojagh et al., (2010).

En este estudio la solubilidad en agua porcentual fue disminuyendo a mayor concentracion de
extracto afiadido a los bioplasticos, contrario al estudio realizado por Wang et al.,(2013m: p.38), en
donde sus resultados presentaron un aumento del porcentaje de la solubilidad en agua a mayor

concentracion de extracto.

La solubilidad en agua es una propiedad importante de los bioplasticos para aplicaciones en la

proteccién de alimentos.

3.6.4. Permeabilidad al vapor de agua

A continuacion, se observan en la tabla 8-3 los valores obtenidos con respecto a la
permeabilidad al vapor de agua de cada uno de los bioplasticos a concentraciones de extracto de

0, 10, 20, 30 y 40% respectivamente.

Tabla 8-3: Resultados de la permeabilidad al vapor de agua de los bioplasticos a diferentes

concentraciones de extracto de Justicia chlorostachya L.

Concentracion g mm/m?dia kPa
Blanco 6,23
10% 3,55
20% 3,24
30% 3,15
40% 3,02

Realizado por: Jessica Monar, 2017.
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Gréfico 3-3: Permeabilidad al vapor de agua de los bioplasticos

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

Después de aplicar el test ANOVA de un factor a los resultados, se logré determinar que existe
una diferencia significativa entre los resultados obtenidos donde (p<0.05), consecuentemente se

rechaza la hipétesis nula (Ho); se puede observar en el gréafico 4-N.

Una de las funciones principales de un bioplastico es impedir la transferencia de humedad entre
los alimentos y la atmésfera circundante, por lo que WVP del bioplastico debe ser lo mas baja
posible (Bourtoom y Chinnan, 2008b: p.1632). En general, la transferencia de vapor de agua depende

tanto de la difusividad como de la solubilidad.

Se puede observar en el grafico 3-3 que a medida que aumenta la concentracién del extracto de

la especie vegetal, la WVP de los bioplasticos disminuye.
La WVP del bioplastico a mayor concentracion de extracto de Justicia chlorostachya L. es 3,02
g mm/m’ dia kPa; en comparacion con el estudio realizado por Wang et al.,(2013n:pp.38-39) en la

formulacion del 40% de polifenoles, que alcanzé 5,77 g mm/m? dia kPa.

Por lo tanto, el bioplastico de este estudio tiene mejor capacidad para evitar la transmision de la

humedad.
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3.6.5. Contenido fenolico total de los bioplasticos

Se cuantificaron los fenoles totales del extracto en el bioplastico en funcion del tiempo usando
el método de Folin-Ciocalteu.

La lectura en el espectrofotometro UV-visible fue realizada a una longitud de onda de 765 nm, y
mediante la ecuacion de la curva que se observa en el gréafico 1-J, se calcul6 la concentracién de
fenoles totales expresados en mg de equivalentes de &cido galico por g de bioplastico. Se

pueden observar los resultados en la tabla 9-3.

Tabla 9-3: Resultados de la cuantificacion de compuestos fendlicos de los bioplasticos.

Concentracion Dia 1 Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24
Blanco 7,98 £231 7,98 £2,31 492 +£231 492 +£231 492 +£231
10% 57,23 £ 4,62 49,54+ 2,31 4492 + 2,31 37,23+2.31 31,08 +2.31
20% 97,23+ 2,31 91,08+ 2,31 86,46+ 2,31 81,85 +2,31 75,69 + 4,62
30% 197,23 +2,31 181,85 + 4,62 171,07 £ 2,31 157,23 +2,31 | 149,54 + 4,62
40% 274,15 + 4,62 240,31 + 2,31 229,54 + 2,31 208,00 £2,31 | 194,15+2.31

Realizado por: Jessica Monar, 2017.
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Graéfico 4-3: Contenido fenolico total del bioplastico en funcion del tiempo.

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

En el grafico 4-3 se observa la disminucion del contenido fendlico total de los bioplasticos
preparados a diferentes concentraciones de extracto en el tiempo. Después de incorporar el
extracto de Justicia chlorostachya Leonard, el contenido fendlico total de los bioplasticos fue
mayor que el bioplastico control y aumentd significativamente (p<0,05) a mayor concentracion

de extracto.
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El bioplastico que contiene un 40% de extracto presentd el mas alto contenido fendlico total
expresado como equivalentes de &cido galico (274,15 + 4,62 mg GAE / g de bioplastico). El
contenido fendlico de los bioplasticos preparados a las concentraciones de extracto de 10, 20 y
30% fue menor con respecto al de 40%; sin embargo, el contenido fendlico disminuyd
significativamente con el tiempo en todos los casos; situacion que puede atribuirse a la

oxidacion de compuestos fendlicos.

3.6.6. Cuantificacién de flavonoides en los bioplasticos.

Los flavonoides totales del extracto del bioplastico fueron cuantificados utilizando un método

colorimétrico de tricloruro de aluminio.

La lectura se realiz6 en un espectrofotometro UV-visible a una longitud de onda de 510 nm.
Con las absorbancias obtenidas y mediante la ecuacion de la curva que se observa en el gréafico
2-J, se calculd la concentracion de flavonoides expresados en mg de equivalentes de quercetina
por g de bioplastico. Se pueden observar los resultados en la tabla 10-3.

Tabla 10-3: Resultados de la cuantificacion de flavonoides de los bioplasticos.

Concentracion Dial Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24
Blanco 4,86 £ 0,76 4,86 £ 0,76 4,35+0,76 4,35+ 0,76 4,35+0,76
10% 15,77 £3,04 14,99 £ 3,42 10,69 +1,14 10,18 £0,76 9,17 +£1,14
20% 29,94 + 4,56 26,14 +1,90 21,83+1,52 20,57 1,50 15,75 +£1,52
30% 36,53 +1,14 33,74 £1,52 32,47 +£1,90 31,46 £ 1,52 30,95+1,14
40% 46,16 + 1,76 43,37 + 3,55 43,11+2,28 41,85+1,84 40,33 +1,90

Realizado por: Jessica Monar, 2017
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Grafico 5-3: Contenido de flavonoides del extracto del bioplastico en funcion del tiempo.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

Después de realizarse el test ANOVA de un factor, se determind que existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos donde (p<0.05), consecuentemente se rechaza la
hip6tesis nula (Ho); que se puede observar en el grafico 6 N.

Se observa en el gréafico 5-3 que el bioplastico que contiene un 40% de concentracion de
extracto de Justicia chlorostachya L., fue el que present6 el mas alto valor de compuestos tipo
flavonoide, que fue de 46,16 + 1,76 mg QE /g de bioplastico.

En algunas especies vegetales dentro del grupo de los compuestos fendlicos los que mas
prevalecen en cantidad son los flavonoides, estos compuestos actlan primariamente como

antioxidantes (Siedentopp, 2009, pp. 197-198).

3.6.7. Determinacién de la actividad antioxidante de los bioplasticos

La actividad antioxidante de los bioplasticos se evalu6 mediante el método de captacién de
radicales libres (DPPH), radical que se disuelve en metanol y su color purpura muestra una
absorcién caracteristica a 517 nm; las moléculas antioxidantes eliminan el radical libre mediante
la donacion de hidrégeno y el color de la solucion de DPPH se torna amarillo claro, lo que da
como resultado una disminucidn de la absorbancia. Los resultados obtenidos se observan en la
Tabla 11-3
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Tabla 11-3: Resultados del porcentaje de actividad antioxidante del biopléstico

mediante el andlisis de la captacion de radicales libres.

Concentracion Dial Dia 6 Dia 12 Dia 18 Dia 24
Blanco 8,66 7,87 7,24 6,77 5,04
10% 34,17 32,13 29,92 28,19 27,09
20% 46,46 44,09 41,73 40,63 39,84
30% 50,87 48,66 48,03 45,67 44,72
40% 57,48 54,33 53,54 52,28 51,38

Realizado por: Jessica Monar, 2017
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Gréfico 6-3: Porcentaje de la actividad de captacion de radicales libres en funcién del tiempo.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

El potencial antioxidante por lo general se revela al expresar la actividad antioxidante en
términos de contenido fendlico total. Las propiedades antioxidantes ayudan principalmente a las
actividades de eliminacion de radicales, su importancia radica en lo perjudicial que resultan ser

los radicales libres en los alimentos y en el sistema biolégico (Pan et al., 2008,p.1269).

Se observa en el grafico 6-3 que la incorporacion de compuestos fendlicos aumentd
significativamente (p<0,05) el porcentaje de captacion de DPPH en los bioplasticos, la
formulacion del 40% de concentracion de extracto fue la que obtuvo el mayor valor de
captacion del radical libre 57,48%, la actividad antioxidante aument6 seis veces respecto al

bioplastico control y decliné al dia 24 hasta un 51,38%.

En estudios realizados tanto por Kannat., et al (2008), COMO Wang et al., (2013) sus resultados revelan
que un bioplastico sin adiciéon de extracto muestra una pequefia actividad de captacion de

radicales libres DPPH, situacion similar que se aprecia en los resultados de este estudio.
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La actividad de captacion de radicales libres de los bioplasticos basados en quitosano
incorporados con el extracto total de Justicia chlorostachya L., fue mayor que la encontrada en
los biopléasticos basados en quitosano incorporados con el aceite esencial de Zataria multiflora
Boiss y extracto de semilla de uva (Moradi et al., 2012,pp.481-482), demostrando que la especie
vegetal Justicia chlorostachya Leonard posee una cantidad considerable de compuestos
fendlicos que pueden usarse para mejorar la actividad antioxidante de los bioplasticos de

quitosano.

CONCLUSIONES

e Se elaboraron bioplésticos basados en quitosano con actividad antioxidante,
enriquecidos con extracto hidroalcohdlico de Justicia chlorostachya Leonard a
diferentes concentraciones (0, 10%, 20%, 30%, y 40%), denotando que el bioplastico

con mejores propiedades fue el formulado con 40% de concentracion de extracto.
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e Se detectaron interacciones entre el quitosano y los compuestos fendlicos verificadas

por cambios en los picos del espectro infrarrojo.

e Se determinaron los parametros fisicoquimicos del bioplastico formulado con 40% de
concentracion de extracto, con las siguientes propiedades contenido de humedad
27,16%, densidad 1,26 g/cm®, opacidad 2,55 mm, solubilidad en agua WS = 16,62% y
permeabilidad al vapor de agua WVP = 3,02 g mm/m?®dia kPa.

e Se determind mediante métodos colorimétricos que el bioplastico con una
concentracién de extracto del 40% presentd una cantidad considerable de fenoles totales
expresados como equivalentes de &cido galico 274,15 mg GAE / g bioplastico y de
flavonoides expresados como equivalentes de quercetina 46,16 mg QE /g de

bioplastico.

e Se evalud la actividad antioxidante mediante el método de captacion de radicales libres
(DPPH), en donde se demostro que la actividad captadora de radicales libres més alta
provino del biopléstico formulado con 40% de extracto de Justicia chlorostachya
Leonard, el cual presentd un porcentaje de 57,48% resultado que es aproximadamente

seis veces mayor que la prueba control.
e La incorporacién del extracto hidroalcohdlico total de Justicia chlorostachya Leonard
en la solucién formadora del bioplastico tiene una influencia positiva considerable en

las propiedades fisicoquimicas, lo que hace que muestren un gran potencial para

considerarlos como una alternativa viable para usarlos como materiales de empaque.

RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar otros estudios como el andlisis de inhibicion contra algunos

microorganismos.

e Es necesario realizar pruebas de color y pruebas mecénicas como fuerza de tension

(TS), y alargamiento antes de ruptura.
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e Esaconsejable, ampliar el presente trabajo utilizando el bioplastico basado en quitosano
incorporado con el extracto hidroalcohdlico de Justicia chlorostachya L., directamente

en alimentos y pruebas de estabilidad.
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ANEXOS

Anexo A: Seleccidn, limpieza secado y molienda de la especie vegetal Justicia chlorostachya
L.

Grafico 1-A: Limpieza de la

especie vegetal.

Gréfico 2-A: Secado de la especie

vegetal en estufa a 50°C



Grafico 3-A: Molienda de la
especie vegetal.

Gréfico 4-A: Especie vegetal molida.

Anexo B: Obtencidn de los extractos



Gréfico 2-B: Concentracion del

extracto en el rotavapor a 60°C.

Anexo C: Control de calidad de la materia prima

Cenizas totales

Cenizas solubles en

agua

Cenizas insolubles

en acido clorhidrico

Humedad




Incineracion

Anexo D: Tamizaje Fitoquimico

Extracto etéreo

Extracto alcohdlico

Extracto acuoso
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Anexo E: Métodos generales para el andlisis de extractos

Sélidos totales

indice de refraccion pH

Refractémetro




Anexo G: Elaboracién de los bioplésticos

Grafico 2-G: Glicerol
(Plastificante)

Gréfico 3-G: Extracto

hidroalcohdlico.



Gréafico 4-G: Mezcla de los

Componentes y el extracto.

Grafico 5-G: Desgasificacion.

.y
N

Grafico 6-G: Solucion formadora

de bioplasticos en la caja Petri.



Grafico 7-G: Secado en estufa a
50°C con HR: 25%.

Gréfico 8-G: Bioplasticos colocado en recipiente

hermético a temperatura ambiente y HR: 75%.

Gréfico 9-G: Bioplasticos a diferentes

concentraciones de extracto.
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Gréfico 10-G: Bioplésticos de control y de

concentracién de extracto al 10, 20, 30 y 40 %.

Anexo H: Pruebas para determinar la calidad del bioplastico.

Grafico 1-H: Espectroscopia IR.

Gréfico 2-H: Espesor del bioplastico

(Micrometro digital)



Grafico 3-H: Determinacion del contenido
de humedad.

Gréfico 5-H: Permeabilidad al
vapor de agua.

Anexo |: Preparacion de la solucion de extracto del bioplastico

Dial Dia 6 Dia 12 Dia 18

Dia 24




Anexo J: Determinacion del contenido fendlico, flavonoides y la actividad antioxidante.

Folin - Ciocalteu DPPH Flavonoides

Curva de Calibracién del Acido Galico

0,3
0,25
0,2
0,15

Absorbancia

0,1

0,05

0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion en ppm

Gréfico 1-J: Curva de calibracion del acido galico

Realizado por: Jessica Monar, 2017.



Curva de Calibracion de Quercetina
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Grafico 2-J: Curva de calibracién de la quercetina.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

Anexo K: Analisis espectroscdpico de los bioplasticos
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Graéfico 1-K: Espectro IR del bioplastico control (sin adicién de extracto)

Realizado por: Jessica Monar, 2017.

110
mﬂ‘w\\ /V‘/-\/”"M‘”W\
1260.61 g1
|
/é B2 cm-1 f\ ’l
a0 U / 114744 crct ;|
326,82 crm-1
T 1555 Fhebed ot
B0
I
40 1029.8.cm-1
an
3820 3000 2000 1000 580

Graéfico 2-K: Espectro Ir al 10 % de extracto de la especie vegetal.

Wavenumber [cm-1]

Realizado por: Jessica Monar, 2017.



110

w\\ T

100

1250 61 gm-1

A n

g0 H24.52 i1 1162 26| cm-
32 1.61‘10/
15845.67 ©

|
1409.71 em-1

%T

21

40 1029 BI cr-1

- . . .

3820 3000 2000 1000 580

Wavenumber [cm-1]
Grafico 3-k: Espectro IR al 20 % de extracto de la especie vegetal.
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Grafico 4-K: Espectro IR al 30 % de extracto de la especie vegetal.

Realizado por: Jessica Monar, 2017
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Gréfico 5-K: Espectro IR al 40% de extracto afiadido de Justicia

chlorostachya L.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

Anexo L: Medicién de grosor y absorbancia de los bioplasticos.

Anexo M: Resultados de la permeabilidad al vapor de agua expresado en mg.

Bioplastico Grosor (mm) Absorbancia (600nm)
Blanco 0.146 £0.014 0.124 +£0.0018
10% 0.077 + 0.011 0.128 + 0.002

20% 0.070 £ 0.019 0.140 £ 0.011

30% 0.063 +0.010 0.145 + 0.005

40% 0.067 +0.013 0.170 +0.004

Realizado por: Jessica Monar, 2017

Bioplastico 0 2 4 6 8 10
Blanco 13395,967 | 13423,167 13428,533 | 13443,733 13456,2 13469,2
10% 13100,83 13115,5 13136,06 13147,07 13157,5 13165,167
20% 13229,533 13242,868 13261,568 13277,1 13291,333 13305,533
30% 13222,767 13254,6 | 713275,966 13283,868 13296,7 13305,133
40% 13057,733 | 13080,133 13089,5 13102,9 13114,3 | 13129,7667

Realizado por: Jessica Monar, 2017




Anexo N: Andlisis estadistico de los pardmetros de control de calidad de los bioplasticos

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Varizhle dependients: Contenido de humedad
Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadritica
tipo 1T
Medelo corregide 483 435 8 60,429 107,159 ,000
Interseccion 14758931 1 14758,931 26171,92 ,000
6
densidad 1,576 2 788 1,397 318
opacidad L0000 0 . . .
Biopléstico 14,611 2 7,305 12,954 007
densidad® opacidad 000 0 . . .
densidad® biopléstico 132 1 132 234 646
opacidad * bioplastico L0000 0
densidad® opacidad® bioplastico L0000 0 .
Error 3384 6 564
Total 17417187 15
Total corregida 486,819 14
a F cuadrado = 993 (R cuadrado corregida = 984)

Gréfico 1-N: Analisis de varianza univariante, prueba de efectos inter-sujetos

Realizado por: Jessica Monar, 2017

Contenido de humedad

Duncan®~

BIOPLASTICO N Subconjunto

1 2 3 4 ]

40% 3 27,1600

30%% 3 29,6333

20% 3 32,2467

10 % 3 33,4333

blanco 3 43,5067
Sig. 1.000 1,000 1.000 1,000 1,000

Se muestran las medias de los grupes de subconjuntos homoegénsos.
Baszdas en l2s maedizs observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 564,

2 Usz el tamafio muestral de la media arménica = 3,000

b. Alfa=0,03.

Gréfico 2-N: Prueba post-hoc Duncan subconjuntos homogéneos.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

ANOVA de un factor
Solubilidad en agua (%)
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 8,081 1 8,081 10,073 050
grupos
Intra- 2407 3 802
grupos
Total 10487 4

Grafico 3-N: ANOVA de un factor respecto a WS.

Realizado por: Jessica Monar, 201



ANOVA de un factor

Permeabilidad al vapor de agua (gmmim2diakPa)
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética

Inter- 7,148 2 3574 | 51,057 019

grupos

Intra- 140 2 ATa

grupos

Total 7,288 4

Gréfico 4-N: Prueba de ANOVA de un factor respecto al WVP.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

ANOVA de un factor

Contenido fendlico total
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Inter- 164332420 2 82166,210 81,143 000

grupos

Intra- 22277,299 22 1012,605

grupos

Total 186609719 24

Graéfico 5-N: Prueba de ANOVA de un factor del

contenido fendlico total.

Realizado por: Jessica Monar, 2017

ANOVA de un factor
Flavonoides
Suma de vl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 4311,636 2 2155818 71,284 ,000
grupos
Intra- 665,343 22 30,243
grupos
Total 4976,979 24

Grafico 6-N: Prueba de ANOVA de un factor del

contenido de flavonoides

Realizado por: Jessica Monar, 2017

ANOVA de un factor
Actividad antioxidante
Suma de vl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 3909,666 4 977,417 7.613 001
grupos
Intra- 2567616 20 128,381
grupos
Total 6477282 24

Gréfico 7-N: Prueba de ANOVA de un factor

Realizado por: Jessica Monar, 2017






