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RESUMEN 

El objetivo del presente proyecto es preparar y caracterizar nanopartículas de quitosano 

cargadas con humo líquido, así como la liberación controlada in vitro de este para su aplicación 

en la conservación del filete de trucha (Onchorynchus Mykiss). 

Con asistencia del diseño experimental Box-Bhenken (Minitab 18) fueron preparadas 

26 formulaciones diferentes y aleatorias, de las cuales se lograron obtener 4 formulaciones 

optimizadas.  Se determinó mediante DLS que el tamaño de las nanopartículas optimizadas 

estaba en el rango entre 180 a 200 nm, además presentaban una alta estabilidad con un potencial 

Z mayor a +40 mV y polidispersidad en el rango entre 0.36 – 0.45. También se realizó la 

caracterización por espectroscopia de infrarrojo, UV-Vis y microscopía electrónica de barrido 

infiriendo que el cargado y formación de las nanopartículas fue exitosa. Además, se determinó 

la capacidad de carga y eficiencia de cargado de estas 4 formulaciones optimizadas. Las dos 

formulaciones con altos porcentajes de capacidad de carga y eficiencia de cargado fueron: F’2 

(21.6 % y 40.3 %) y F’3 (26.1 % y 49.3 %). 

El estudio de liberación controlada señaló que el mecanismo de liberación de las 4 

formulaciones es similar al modelo de liberación de Korsmeyer-Peppas (mecanismo no 

Fickiano), el cual depende de la difusión y relajación del polímero. La formulación F’2 presentó 

la menor velocidad de liberación (K= 0.0471 min-1), permitiendo así a la dosificación del humo 

líquido cargado y a la conservación de los filetes de trucha. Por otro lado, las pruebas 

antimicrobianas y antioxidantes demostraron que las 4 formulaciones presentan buena actividad 

biológica.  

Por los resultados mostrados tanto en tamaño de partícula, potencial Z, eficiencia y 

capacidad de cargado, actividad antimicrobiana y antioxidante, la F’2 es la más prometedora 

formulación para realizar el cargado de humo líquido y emplearlo en la conservación de filetes 

de trucha. 

Finalmente, los resultados de la estabilidad microbiológica mostraron que los filetes de 

trucha tratados con las matrices QGA-LS, QGA y LS tienen un efecto positivo de inhibición, 

en el tiempo, frente a las bacterias Aéreo mesófilas, E. coli, ácido lácticas o lactobacillus, 

Staphylococcus aureus y salmonella; siendo las matrices de QGA-LS y QGA las que 

presentaron mejor efecto de conservación en el filete de trucha.  
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ABSTRACT 

The objective of this project is to prepare and characterize chitosan nanoparticles loaded 

with liquid smoke, as well as the controlled release in vitro of this for its application in the 

conservation of trout fillet (Onchorynchus Mykiss). 

With the assistance of the Box-Bhenken experimental design (Minitab 18), 26 different 

and random formulations were prepared, which 4 optimized formulations were obtained. The 

size of the optimized nanoparticles was determined by DLS, that was in the range between 180 

to 200 nm, they also had high stability since their Z potential was greater than +40 mV and the 

polydispersity was in the range between 0.36 - 0.45. Characterization was also carried out by 

infrared spectrophotometry, UV-Vis and scanning electron microscopy, indicating that the 

loading and formation of the nanoparticles was successful. In addition, the loading capacity and 

loading efficiency of these 4 optimized formulations were determined. The two formulations 

with high percentages of loading capacity and loading efficiency were: F'2 (21.6% and 40.3%) 

and F'3 (26.1% and 49.3%). 

The controlled release study indicated that the release mechanism of the 4 formulations 

is like the Korsmeyer-Peppas release model (non-Fickian mechanism), which depends on 

polymer diffusion and relaxation. Formulation F'2 presented the lowest release rate (K= 0.0471 

min-1), allowing thus to dose the loaded liquid smoke and preserve the trout fillet. On the other 

hand, the antimicrobial and antioxidant tests showed that the 4 formulations have good 

biological activity. 

Due to the results shown in particle size, Z potential, efficiency and loading capacity, 

antimicrobial and antioxidant activity, F'2 is the most promising formulation to carry out the 

loading of liquid smoke and use it in the conservation of trout fillets. 

Finally, the results of microbiological stability showed that trout fillets treated with the 

QGA-LS, QGA and LS matrices have a positive inhibition effect, over time, against mesophilic 

aerial, E. coli, lactic acid or lactobacillus, Staphylococcus aureus and salmonella bacteria; being 

QGA-LS and QGA those have the best preservation effect on the trout fillet. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1.  Descripción del problema 

El tiempo de vida útil del pescado (en este caso la trucha) es generalmente corta; por lo 

cual es necesario el uso de nuevos métodos que mejoren sustancialmente la conservación de la 

carne. Existen diferentes técnicas para lograr dicho objetivo, tales como: seco salado, empaque 

al vacío o el ahumado (técnica más usada). Sin embargo, dentro de esta última técnica de 

aplicación, se suelen generar hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP’s), los cuales son 

perjudiciales para la salud del consumidor. 

1.2.  Justificación 

En los últimos años, el consumo de productos ultra-procesados (cereales, enlatados, 

carnes reconstituidas, etc.) ha incrementado sustancialmente, en parte debido principalmente a 

la facilidad de consumo, cierto aporte nutricional y bajo costo. Sin embargo, según la 

organización mundial de la salud (OMS), muchos contienen carbohidratos refinados, grasas 

saturadas, sales, acrilamidas e incluso bisfenol o carragenina, siendo la mayoría asociados a 

problemas de salud como la obesidad, enfermedades cardiovasculares, efectos cardio 

metabólicos, cáncer, diabetes, entre muchos otros (Pagliai et al., 2021; Srour et al., 2019). Ante 

ello, surge la necesidad de promover el consumo de alimentos más saludables y naturales. 

Dentro de estos productos se encuentran las carnes de trucha, la cual, aparte de contener muchos 

nutrientes para la salud humana, representa el 43 % de extracción acuífera con 101911 TM 

según estadísticas de la Oficina de Estudios Económicos del Ministerio de la Producción del 

Perú, para el año 2022 (Periodo de enero-septiembre). Por otra parte, durante años, muchos 

productos cárnicos han sido comercializados en los mercados usando preservantes artificiales 

como la formalina o nitritos, compuestos químicos asociados con enfermedades degenerativas 

como el cáncer. En consecuencia, existe un gran interés en los preservante naturales como 

alternativa para sustituir aquellos preservantes sintéticos (Desvita et al., 2020). El humo líquido 

es un buen conservante de alimentos que contiene componentes Gras; es decir, compuestos 

químicos generalmente reconocidos como seguros, así mismo también es conocido por 

proporcionarle el olor y sabor característico a ahumado a las carnes y comidas en general (Food 

and Drug Administration (FDA), 2017). Por otro lado, el quitosano es un biopolímero que 

durante los últimos años ha sido muy utilizado en diferentes áreas de investigación tales como 

áreas industriales, farmacéuticas, alimentaria, medicina, entre otras. Esto debido a sus 

remarcadas propiedades biodegradables, biocompatible, no toxico y antimicrobial(Garavand et 
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al., 2022). Así mismo, actualmente la aplicación de mayor interés es en forma de nanopartícula, 

debido a sus propiedades de protección, conservación, efectividad antibacterial, antioxidante, 

etc. Por otra parte, permiten también encapsular diversos componentes bioactivos como el 

humo líquido, debido a la alta área superficial que provee, así mismo facilitan una dosificación 

más prolongada y controlada del compuesto bioactivo cargado (Chandrasekaran et al., 2020a). 

Por lo tanto, el uso de nanopartículas de quitosano aplicadas a la conservación de alimentos 

permitirá un mayor tiempo de almacenamiento, así mismo conservar el sabor y las propiedades 

fisicoquímicas del producto, ya que se ha reportado que la calidad de los alimentos suele verse 

afectada por procesos químicos y microbiológicos (Desvita et al., 2020; Garavand et al., 2022). 

Finalmente, sobre la base de lo antes mencionado, en el presente trabajo se pretende desarrollar 

un potencial aditivo alimentario a partir de quitosano y humo líquido para su aplicación en la 

conservación del filete de trucha y así promover su consumo de forma más saludable. 

1.3.  Objetivos 

1.3.1. Objetivo general 

Preparar, caracterizar y desarrollar ensayos in vitro de la liberación controlada de 

humo líquido cargado en nanopartículas de quitosano para su aplicación en la conservación 

del filete de trucha. 

1.3.2. Objetivos específicos 

✓ Caracterizar el quitosano de partida y el humo líquido. 

✓ Preparar nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido mediante la técnica de 

gelificación iónica. 

✓ Caracterizar las nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido mediante las 

técnicas de dispersión de luz dinámica (DLS), potencial zeta, espectroscopía infrarroja 

(IR), y microscopía electrónica de barrido (SEM). 

✓ Desarrollar ensayos in vitro de la liberación controlada del humo líquido. 

✓ Evaluar el contenido de polifenoles totales mediante el método de Folin Ciocalteau y la 

capacidad antioxidante de las nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido 

mediante las pruebas de ABTS y DPPH. 

✓ Evaluar la capacidad antimicrobiana de las nanopartículas de quitosano cargadas con 

humo líquido contra las baterías St. Aureus, Bacillus Cereus, E. coli y Salmonella.  

✓ Evaluar el efecto conservante de las nanopartículas de quitosano cargadas con humo 

líquido sobre filetes de trucha, a través de la estabilidad microbiológica en el tiempo.  
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1.4.  Estado del arte 

Los productos alimenticios hoy en día pueden sufrir procesos de descomposición u 

oxidación lipídica debido a diferentes factores físicos, químicos o biológicos que pueden estar 

relacionados a la contaminación por manipulación o esporas (Deliephan et al., 2023a). Frente 

a este problema la nanotecnología se ha presentado como una alternativa que permite garantizar 

la calidad y seguridad de los alimentos hasta que pueda ser consumido y reducir además las 

enfermedades transmitidas por estos  (Lin et al., 2022). La nanotecnología es una nueva 

herramienta que permite diseñar, preparar y aplicar aditivos alimentarios, como conservantes, 

antioxidantes, antimicrobianos, antifúngicos, entre otros; en diferentes matrices alimentarias, 

las mismas que suelen ser más estables y facilitar la conservación de sus características 

originales (Swastawati & Romadhon, 2020)  

Los conservantes naturales son una alternativa actual en productos alimenticios, entre 

ellos se encuentra el humo líquido, un derivado de ingredientes naturales como la hemicelulosa, 

el cual no solo actúa como agente colorante y saborizante en productos alimenticios proteicos, 

sino que también posee propiedades antibacterianas y antioxidantes (Deliephan et al., 2023b). 

No obstante, estas propiedades se deben en gran medida a la presencia de diversos compuestos 

orgánicos tales como alcoholes, cetonas, aldehídos y entre otros (Widayat et al., 2018). La 

Tabla 1 muestra los grupos y estructuras químicas de los componentes que se pueden encontrar 

en el humo líquido. 

Por otro lado, muchos investigadores han venido utilizando el humo líquido por sus 

características preservantes, su baja toxicidad, mejor aroma y textura, también, debido a la 

menor concentración de hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) como el benzo (a) 

pireno, presentes respecto al proceso de ahumado convencional y que llegan a ser cancerígenos, 

además de sus propiedades antifúngicas, bacterianas y antioxidantes (Desvita et al., 2023; 

Mansur et al., 2023). 

En la Tabla 2 se listan algunas investigaciones realizadas respecto al uso del humo 

líquido, han mostrado que dentro de los principales componentes descritos como bioactivos, se 

encuentran los polifenoles, cetonas, alcoholes y ácidos carboxílicos con fuertes propiedades 

antioxidantes y antimicrobianas (Muriady, 2022). Los sustratos sobre los cuales se aplica el 

humo líquido han sido principalmente en derivados cárnicos (pescado y bovino) o quesos . 

También se observado que la inhibición de las bacterias E. coli es un indicador de calidad 

microbiológica; por ello las evaluaciones realizadas en estas investigaciones fueron llevadas a 
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cabo principalmente a condiciones de temperatura ambiente y en almacenamiento de 8 °C. No 

obstante, bajo estas condiciones de temperatura se ha encontrado que existen bacterias que 

pueden sobrevivir, denominadas psicrófilas. 

Tabla 1 

Grupos funcionales encontrados en el humo líquido. 

 Modificado de (Muriady, 2022; Sokamte tegang et al., 2020a) 

Según Hera Desvita y colaboradores, sostienen que el humo líquido (LS) derivado de la 

cáscara de la vaina de cacao permite mantener fresco las albóndigas hasta por 48 horas a medida 

que la concentración de humo liquido en cada tratamiento incrementa. Además, el estudio 

antibacterial mostro que el conteo de colonias para microorganismos está por debajo del límite 

(<1.80 × 105 CFU/g), indicando un consumo seguro de las albóndigas. No obstante, estos 

resultados dependen de la temperatura de pirolisis a las que ha sido obtenido el humo líquido. 

Por otra parte, las pruebas del número más probable mostro que no todas las muestras de 

albóndigas tratadas con LS presentan microrganismos E,Coli durante las primeras 24 h, tiempo 
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posterior a la cual todas las muestras mostraron un crecimiento bacterial hasta las 60 h donde 

la contaminación supero el límite permisible y no seguro para consumo (Desvita et al., 2023). 

Deliephan y colaboradores estudiaron el efecto del humo líquido en el tiempo de vida 

útil sobre alientos de mascotas, encontrando que en diferentes dosis (entre 0.5 a 4 % de LS) el 

tiempo de vida se extiende en promedio entre 11.6 a 24.1 días en comparación a otras muestras 

sin tratar. Además,  los tratamientos lograron inhibir el crecimiento de la Aspergillus Flavus 

inoculados en los alimentos e incubados a 25 °C, así como también de la Fusarium 

graminearum, sugiriendo una alta susceptibilidad antibacterial del LS (Deliephan et al., 2023a). 

Botutihe y colaboradores evaluaron el efecto de la utilización de humo líquido sobre la 

calidad y las características organolépticas del atún, encontrando que el aumento en la 

concentración del LS sobre el pescado presenta un bajo contenido de agua, además 

probablemente sea debido al contenido fenólico. Por otra parte, el alto contenido de agua fue 

asociado a la degradación proteica del pescado atún y una mayor actividad bacterial (Botutihe 

et al., 2023). Mientras tanto, Swastawati y Romadhon, refieren que la encapsulación del LS en 

goma arábica y maltodextrina representa una excelente alternativa para la preservación de 

filetes de pescado, con resultados que remarcan la inhibición del crecimiento bacteriano y los 

procesos de degradación del producto ya que los tratamientos mostraron que los filetes son 

seguros para consumo aun después de 48 h de almacenamiento y con indicadores de recuentos 

bacterianos inferiores a lo máximo permitido (5.7 log(ufc/g)) (Swastawati & Romadhon, 2020). 

Por otra parte, Pasaribu y colaboradores, sostienen que el humo liquido obtenido desde 

las cascaras de grano de cacao poseen baja actividad antibacteriana y fúngica, debido 

principalmente al bajo contenido de polifenoles (0.17 g / 100 mL), saponinas  (0.46 g / 100 mL) 

y taninos (0.047 g / 100 mL), compuestos que generalmente inhiben fuertemente la 

proliferación de las bacterias como la E. Coli y C. utilis. No obstante, Fronthea y 

coinvestigadores afirman que la calidad y productividad del pescado chano y pez gato son 

mejoradas cuando son procesados para empaque con 5 % de humo líquido, ya que encontraron 

bajo conteo de colonias bacterianas inferiores al límite establecido (105 colonias/ g de muestra), 

además, los tratamientos mostraron baja actividad del agua (Swastawati et al., 2022). En 

resumen, según lo descrito en las investigaciones, se puede destacar del humo liquido sus 

propiedades antimicrobianas y antioxidantes, en parte debido a su contenido de polifenoles, 

ácido carboxílicos y aldehídos. No obstante, estas propiedades aun requieren ser estudiadas para 

alcanzar una mejor comprensión del mecanismo de acción, que en el tiempo permita aplicarlo 

más óptimamente como preservante para alimentos como los filetes de trucha. 
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Tabla 2 

Investigaciones realizadas sobre la capacidad antimicrobiana del humo líquido. 

Procedencia del 

humo líquido 

Componente  

bioactivo 
Inhibe Aplicado en Autor 

Cáscara de la vaina 

de cacao 
Fenoles y ácido acético 

 

E. coli. 
Albóndigas 

(Desvita et al., 

2023) 

Preparación en 

laboratorio 

Polifenoles, compuestos de 

carbonilo y orgánicos 

Aspergillus Flavus 

Fusarium graminearum 

Alimentos de 

animales 

(Deliephan et 

al., 2023a) 

Cascaras de coco 
Compuestos carbonilo y 

fenoles 

 

Degradación por actividad 

bacteriana 

  

Pescado de atún 
(Botutihe et al., 

2023) 

Cáscara de coco 
Polifenoles y compuestos 

carbonilo 

Degradación por actividad 

bacteriana 

filetes de pargo 

blanco 

(Swastawati & 

Romadhon, 

2020) 

Cáscara de grano de 

cacao 

Fenoles, saponinas y 

taninos  

E. coli 

Candida utilis 
Ensayo invitro 

(Pasaribu et al., 

2022) 

Humo 

Comercial 
Acido orgánicos y fenoles B. Cereus 

Pez chano y pez 

gato  

(Swastawati et 

al., 2022) 

 

El quitosano (CS), un biopolímero derivado de la quitina, ha mostrado poseer 

considerable actividad antibacteriana y también actividad antioxidante, propiedades que lo 

convierten en un potencial material, útil para prevenir el daño oxidativo de sistemas biológicos 

como el causado por patógenos en filetes de pescado (Pradhan et al., 2024). Además, por su 

naturaleza catiónica, tiene alta facilidad para entrecruzarse con polianiones como los fosfatos. 

Así mismo, debido a su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja inmunogenicidad, 

naturaleza no tóxica, propiedades antibacterianas y mucoadhesividad, ha atraído mucha 

atención en diferentes áreas como la medicina, industria farmacéutica e industria alimentaria 

(Barik et al., 2024; Saeedi et al., 2022; Thambiliyagodage et al., 2023). 

La Tabla 3 muestra algunas aplicaciones del quitosano en diversas áreas como los 

alimentos y bebidas. Dentro estas aplicaciones se mencionan la capacidad antibacteriana y 

preservante para extender la vida útil de productos alimentarios (Thambiliyagodage et al., 

2023). Así mismo, debido a sus propiedades antifúngicas, antibacterianas y biocompatibles aún 

sigue siendo de mucho interés para diversos investigadores, sobre todo para la conservación de 

alimentos como las carnes, frutas y otros productos perecibles (Chaudhari et al., 2023; Fernando 

et al., 2024; Yang et al., 2023). 
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Tabla 3 

Aplicaciones del quitosano en diversas áreas. 

Área Aplicaciones 

Agricultura Libración controlada de fertilizantes. 

Incrementar la disponibilidad de agua en las plantas. 

Controlar el estrés de calor y sequía en las plantas  

Prevenir el estrés abiótico en la flora 

  
Agua y tratamiento 

de residuos 

Floculante para clarificar el agua y remover colorantes 

Eliminación de iones metálicos. 

Polímero ecológico (eliminar polímeros sintéticos y fármacos) 

Reducir los olores fétidos 

Purificación de aguas residuales  
Alimentos y bebidas Aditivo alimentario 

Extender la vida útil de los alimentos 

Preservante alimentario como agente antimicrobiano y antifúngico 

Ingrediente funcional alimentario  

Protectora en empaques y recubrimientos alimentarios 

Agente emulsificante   
Cosméticos y artículos 

de Tocador 

Mantener la humedad de la piel. 

Acondicionador y gel para el cabello 

Mejorar la flexibilidad del cabello en champús y ceras   

Reduce la electricidad estática en el cabello 

Tonificar la piel en cremas 

Cuidado bucal (pasta de dientes, chicle) 

Biomédico 
Ingeniería de tejidos y matrices para liberación de fármacos 

Hemostáticos y anticoagulantes en gasas para heridas 

Curación bacteriostática como hidrogeles o nanopartículas 

Eficiente contra las bacterias, virus y hongos 

Adaptado de (Y. Chen et al., 2023; Thambiliyagodage et al., 2023). 

 

La Tabla 4 muestra diversos trabajos de investigación sobre el uso del quitosano como 

matriz para el encapsulado de componentes bioactivos. Por ejemplo, Mingcheng y 

colaboradores, cargaron aceite esencial de comino en nanocápsulas de quitosano, reportando 

una alta eficiencia de encapsulación (52 %), así mismo una eficiente inhibición de crecimiento 

de la E. coli y L. monocytogenes, en parte debido a las propiedades fisicoquímicas como el 

potencial Z mayor +25 mV y polidispersidad (PDI) entre 0.14 – 0.36. Resultados que sus los 

autores convierten a las nanocápsulas en un potencial agente preservante para alimentos (M. 

Zhang et al., 2024). Por otra parte, Lin y colaboradores, sostienen que las nanopartículas 
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ternarias basadas en polisacáridos de nisina y Lycium barbarum cargadas con agentes 

antibacteriales como el aceite esencial de romero (AER), han mostrado ser una estrategia 

efectiva para controlar las enfermedades transmitidas por los alimentos. En parte, debido a su 

efectiva actividad contra la S. aureus y E. coli O157:H7, resultados asociados a la alta eficiencia 

de cargado del  AER (86.6 %), estabilidad térmica y física de las nanopartículas con un tamaño 

entre 167 – 387 nm y PDI entre 0.22 a 0.1 (Lin et al., 2022). 

Las nanopartículas (NPs) de quitosano por su alta área superficial y propiedades 

fisicoquímicas y biológicas únicas, según Elham y colaboradores son una prometedora matriz 

portadora de compuestos bioactivos debido a su alta estabilidad térmica y física con tamaños 

promedios de 359 nm, PDI de 0.32 y Pz de + 30.2 mV (Alehosseini et al., 2022a). Características 

que según Mohamed y coinvestigadores, hacen de las nanopartículas cargadas con 

monoterpenos un efectivo preservante para la carne picada contra cambios oxidativos y el 

crecimiento de microorganismos como la Escherichia coli (ATCC 8739) y Salmonella 

typhimurium (ATCC 1402), además, también presentan actividad antioxidante (Badawy et al., 

2020). 

Maria Mondejar y colaboradores, sostienen  que las nanopartículas de quitosano 

cargadas con aceite esencial de ajo inhiben el crecimiento de microorganismos como la 

Aspergillus versicolor, A. niger y Fusarium oxysporum, permitiendo la germinación saludable 

de semillas vegetales y la preservación de esta. No obstante, los resultados encontrados son 

correspondientes con los compuestos bioactivos presentes en el aceite esencial de ajo y la 

eficiencia (32.8 %) y capacidad (19.8 %) de carga (Mondéjar-López et al., 2022). Por otro lado, 

nanopartículas basadas en quitosano y pectina de zeína cagadas con aceite esencial de orégano 

han probado mejorar la calidad de la salchicha roja de Harbin durante el almacenamiento. Los 

resultados mostraron inhibición al crecimiento de bacterias Escherichia coli y Staphylococcus 

aureus, así mismo una reducción considerable a la oxidación lipídica; lo cual ha extendido el 

periodo de conservación a 9 días. También, del análisis sensorial se ha observado que las 

características del producto como color, sabor y frescura son preservadas cuando las salchichas 

son tratadas con 3 % de las Nps cargadas con el aceite esencial (X. Fan et al., 2024).  

 

Larissa y colaboradores, manifiestan en su trabajo que las nanopartículas basadas en 

nanopartículas de lactoferrina-quitosano-gelano, inhiben el crecimiento de microorganismos 

como la Staphylococcus aureus, preservando las características de la fresa y siendo un potencial 
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material para conservación de otros productos alimentarios. Además, los destacados resultados 

han sido relacionados con el tamaño de la nanopartícula (53.53 nm), alto potencial Z (+ 57.90 

mV) y compuestos bioactivos presentes en los componentes de la nanopartícula (Duarte & 

Picone, 2022). Parichart y coinvestigadores manifiestan en su trabajo que las nanopartículas de 

quitosano o derivados cargados con agentes bacteriales, han mostrado fuerte actividad de 

inhibición de crecimiento contra E. coli (95.33 %) y S.aureus (> 98 %), también  actividad 

antioxidante ( 30 – 80 %). En resumen, las NPs se perfilan como un potencial aditivo para 

bioplásticos que se utilicen posteriormente en la elaboración de envases de alimentos activos 

de base biológica (Kongkaoroptham et al., 2021a). 
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Tabla 4 

Investigaciones realizadas por diversos autores sobre el encapsulado de compuestos bioactivos en quitosano. 

Matriz 

Polimérica 

Agente 

reticulante 

Principio 

Bioactivo 
Método Condiciones 

Tamaño (nm) 

/Pot. Z (mV) 

/Índice de 

Polidispersidad 

Eficiencia de 

Encapsulado 

(%) 

/Capacidad de 

Carga (%) 

Aplicación y  

Condiciones de 

Aplicación 

Autor 

Quitosano 

(1% en acético/ 

280 kDa/ 90% 

G.D.) 

TPP 

Aceite 

esencial de 

comino 

Emulsión -

liofilización 

Agitación  a 60 °C, 

2 h 

584 – 811/ > 

+25  
37 – 52  

Antibacterial y 

potencial 

preservante   

(M. Zhang et 

al., 2024) 

Polisacáridos de 

nisina y Lycium 

barbarum 

No utiliza 

Aceite 

esencial de 

romero 

Interacción 

electrostática e 

hidrofóbica 

Ultrasonicado (600 

Watts), sonicado 

(30 min) 

167 – 387 / No 

reporta/ 0.22-

0.31 

86.6/No reporta 

Antibacterial y 

preservante de 

Beef 

(Lin et al., 

2022) 

Quitosano (50 – 

190 kDa en Ac. 

Acético 1 %v/v) 

TPP No utiliza Gelificación iónica Agitación a 800 rpm 
359/ + 30.2/ 

0.32 
No reporta 

Estabilización 

de emulsiones 

Pickering 

(Alehosseini 

et al., 2022a) 

Quitosano (2 %, 

Bajo peso 

molecular en 

ácido acético 1 

% v/v) 

TPP 

Monoterpenos 

(limoneno, 

linalol, timol) 

Gelificación iónica 

Monoterpenos en 

DMSO, agitación 

2h, ultrasonicado 

34 – 54 /-0.17 a 

-0.33 /No 

reporta 

No Reporta 

/No reporta 

Antibacterial y 

preservación de 

carne molda 

(Badawy et 

al., 2020) 

 



13 

 

Tabla 4  

Investigaciones realizadas por diversos autores sobre el encapsulado de compuestos bioactivos en quitosano (continuación). 

Matriz 

Polimérica 

Agente 

reticulante 

Principio 

Bioactivo 
Método Condiciones 

Tamaño (nm) 

/Pot. Z (mV) 

/Indice de 

Polidispersidad 

Eficiencia de 

Encapsulado 

(%) 

/Capacidad de 

Carga (%) 

Aplicación y  

Condiciones de 

Aplicación 

Autor 

Quitosano 

(1 % v/v ácido 

acético/ 50 – 

190 kDa) 

TPP 

Aceite 

esencial de 

ajo 

 

Emulsificación - 

gelificación iónica 

Agitación por una 

noche, uso de 

Tween 80 

172 – 353 / 0.01 -  

0.42/ 19 – 50 mV 
23 – 33 / 5 - 20 

Actividad 

antifúngica contra 

Aspergillus 

versicolor, A. 

niger y Fusarium 

oxysporum 

(Mondéjar-

López et al., 

2022) 

Quitosano 

(1 % w/v en 

acético 1 %v/v) 

+ Zeína en 

etanol. 

No utiliza 

Aceite 

esencial de 

orégano 

No reportado Agitación / diálisis 253.4 / + 36.5/0.22 
89.77/ No 

reporta  

Preservación de 

salchicha roja 

Harbin  

(X. Fan et 

al., 2024) 

Lactoferrina, 

gelano, 

quitosano (150 

kDa, en ácido 

acético pH 4) 

No utiliza No utiliza  
Complejación 

iónica 
- 

53.53 / + 57.90 / No 

reporta  
- 

Recomienda el uso 

para preservación 

de alimentos: 

Fresa 

(Duarte & 

Picone, 

2022) 

Quitosano ( 700 

kDa, en ácido 

acético 2 % 

v/v) 

EDC/ 

irradiación 

gama 

No utiliza 

Precipitación/ 

copolimerimerizac

ión 

Obtención coloidal 

de CS por 

agitación e 

irradiación gama 

25 53/No reporta - 

Antibacterial y 

preservación de 

alimentos como el 

pan en empaques 

plásticos 

(Kongkaoro

ptham et al., 

2021a) 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1.  Ahumado 

 Es un método de procesamiento por el cual se somete los alimentos a la acción de 

humos procedentes de una combustión incompleta generada por maderas o materia vegetal, que 

arde sin llama. Este procedimiento se caracteriza porque va desde la etapa de salazón hasta el 

ahumado pudiendo realizarse en cámara de ahumado, además permite extender el tiempo de 

vida de los alimentos, así como también reducir la carga de microorganismos (Iko Afé et al., 

2021). 

Durante el ahumado, las capas superficiales del alimento se impregnan con 

constituyentes bactericidas que se generan en el humo tales como aldehídos, fenoles y ácidos 

carboxílicos (Rodríguez González & López Heras, 2016). 

El ahumado se realiza suspendiendo el alimento, sobre el humo generado por el 

quemado de madera, generalmente se prefieren maderas duras como el roble, nogal americano, 

fresno y olmo, aunque también se suelen usar maderas de coníferas. No obstante, las maderas 

inadecuadas son aquellas que son blandas o resinosas dado que producen sabores desagradables 

(Sikorski, 2016) 

2.1.1. Técnicas de ahumado convencional 

✓ Ahumado en frio  

Durante este proceso, la temperatura no debe elevarse al nivel en que la carne sea 

cocida, es decir; en esta etapa la proteína no se desnaturaliza. En la práctica, el promedio de 

temperatura está entre 15 y no sobrepasar los 30 °C. El tiempo del ahumado es variable de 

acuerdo con el producto; preferentemente será mayor en los pescados de mayor volumen 

incluidos las truchas arcoíris. Un producto ahumado en frío tiene las condiciones óptimas 

para el almacenamiento sin refrigeración, además el humo penetra más profundamente en el 

músculo; así puede decirse que todas las porciones quedan impregnadas de los componentes 

del humo (S. K. Kumar & Priya E.R., 2017) 

✓ Ahumado en caliente 

Es un proceso mediante el cual la carne de pescado es cocida al ser sometida al humo 

y al calor, cuya temperatura fluctúa entre 70 y 95 °C, pudiendo alcanzar 110 °C. En general 

el producto ahumado en caliente es consumido sin previa cocción. Este tipo de ahumado 
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cocinará el pescado, destruirá enzimas y reducirá el número total de bacterias (Lozano 

Vásquez & Gabancho Osores, 2014). 

 Las bacterias termorresistentes más peligrosas aún con el pescado cocido podrían 

sobrevivir, por lo cual es muy importante tener cuidados posteriores al ahumado. Se 

recomienda que inmediatamente después de ser sacado del ahumador se enfríe rápidamente 

entre 0 – 2 °C, manteniéndolo a esa temperatura hasta su consumo. El cocido, si bien 

disminuye la carga bacteriana existente en el producto, no evita la multiplicación bacteriana 

que se produce posterior al tratamiento debido a que el coeficiente de actividad del agua 

continúa siendo alto mientras los tiempos de ahumado y penetración del humo son menores. 

Esto hace que los productos ahumados en frío tengan siempre un período mayor de 

conservación que los ahumados en caliente (Fernández et al., 1995). 

2.1.2. Beneficios   

El humo aporta color a las carnes, esto debido a que suceden reacciones amino-

carbonilo que se originan entre los grupos aminos y los compuestos carbonilos. Sin embargo, 

hay quienes sugieren que los componentes fenólicos contribuyen con la formación del color 

para el producto ahumado. El aroma y el sabor son proporcionados por los derivados 

fenólicos como guayacol, siringol y eugenol (Sikorski, 2016; Soldera et al., 2008). El humo 

tiene propiedades antioxidantes por la presencia de fenoles los cuales inhiben la reacción de 

auto oxidación al actuar como catalizadores negativos (inhibidores), estos fenoles también 

contribuyen en su color y sabor (Soldera et al., 2008). 

El poder de inhibición que posee el humo generado por la madera se da por la acción 

de los fenoles. Los más activos son aquellos fenoles que poseen puntos de ebullición más 

bajo. Por ejemplo, se observó que el crecimiento la bacteria Staphylococcus aureus fue 

inhibida usando humo que contenía una fracción fenólica. Por otro lado, los compuestos que 

contienen carbonilo imparten un aroma dulce y tienden a suavizar el fuerte aroma del 

ahumado asociado con los compuestos fenólicos con algunos aromas y sabores "típicos 

curados al humo” (Sikorski, 2016; Simon et al., 2005) 

El humo producido generalmente por aserrín, tiene la capacidad de inhibir el 

crecimiento de microorganismos, la acción combinada entre el humo y el calor forma una 

capa en la superficie del producto que esta actúa como una barrera física y química, de esta 

manera se reduce la proliferación de microorganismos en la superficie, y por eso se dice que 

el ahumado posee un efecto preservante (Fernández et al., 1995). 
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2.2.  Humo líquido 

El humo líquido se prepara comúnmente por pirólisis de aserrín de madera, este humo 

se captura en el agua a contracorriente. El humo se recoge hasta alcanzar la concentración 

deseada. Se procede a filtrar a través de un filtro de pasta de celulosa, aunque estas soluciones 

de humo líquido se pueden usar sin refinado adicional. El producto final se compone 

principalmente de la fase de vapor y contiene fenol, ácidos orgánicos y compuestos carbonilo 

(Deliephan et al., 2023b; Dewi et al., 2019). 

2.3. Agentes encapsulantes 

Independientemente del método para preparar las cápsulas, el primer paso para 

encapsular un principio activo, es la selección de una matriz de encapsulación adecuada. A 

continuación, se presentarán algunas consideraciones importantes. 

Entre los agentes encapsulantes utilizados destacan las proteínas (gelatina, caseinatos, 

suero de leche, zeína, etc.), como se muestra en la Tabla 5. En el tema de carbohidratos es 

extensivamente utilizada la técnica de secado por aspersión sobre todo para ingredientes 

alimenticios como soporte de encapsulamiento. 

Tabla 5 

Materiales empleados como encapsulantes. 

Tipo de encapsulaste Encapsulante específico 

Gomas Agar, alginato de sódio, carragenina, goma 

arábiga 

Carbohidratos Quitosano, almidón, sacarosa, jarabes de maíz 

Celulosas Etilcelulosa, metilcelulosa, acetilcelulosa, 

nitrocelulosa, carboximetil-celulosa 

Lípidos Ceras, parafinas, diglicéridos, monoglicéridos, 

aceites, grasas, ácido esteárico, triestearina 

Proteínas Gluten, caseína, albúmina 

Materiales Inorgánicos Sulfato de calcio, silicatos 
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2.3.1. Biopolímeros  

La palabra biopolímero consta de dos partes, primero el prefijo “bio” que significa 

proveniente de materia viva y pueden ser obtenidos de origen animal, marino, agrícola y 

origen microbiológico, segundo, la palabra “polímero” que se refiere a una cadena larga o 

entrecruzada de una estructura base llamada “monómero”; el cual se repite secuencialmente 

en todo el polímero. Este monómero puede ser ácidos nucleicos de nucleótidos, aminoácidos, 

proteínas o sacáridos derivados de azúcares (George et al., 2020; Villada et al., 2007). En la 

Tabla 6, se observan los diferentes tipos de polímeros, además se deduce que el quitosano 

presenta más propiedades que pueden ser aprovechadas, por ejemplo, su biocompatibilidad, 

su capacidad antimicrobiana y no toxicidad. Además, puede ser utilizado en diferentes 

presentaciones: microcápsulas, perlas o nanopartículas; lo que lo vuelve muy versátil en una 

investigación (Bulmer et al., 2012). 

Tabla 6 

Tipos de biopolímeros. 

Nombre Común Ventajas Desventajas 

Alginato de Sodio Económico y fácil de 

manipular 

Se contrae al enfriarse 

Almidones Material resistente a 

temperaturas 

Insoluble en agua a 

temperatura ambiente 

Carboximetil Celulosa No es inflamable Se utiliza en 

concentraciones de 5 – 15%. 

Quitosano Comestible, antimicrobiano, 

biocompatible, biodegradable 

y no tóxico, diversidad de 

peso molecular. 

Baja solubilidad en agua 

Fuente: (Baxter, Dillon, Taylor, et al., 1992; Deng et al., 2006; Heinze & Koschella, 

2005; Le Corre et al., 2010)  
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2.3.2. Quitosano 

Polímero natural y catiónico que se obtiene por desacetilación de la quitina, uno de 

los biopolímeros más abundantes en la naturaleza. La quitina forma parte de la estructura de 

soporte de numerosos organismos vivos, tales como artrópodos (crustáceos e insectos), 

moluscos y hongos (Barik et al., 2024). La quitina y el quitosano son biopolímeros que en 

los últimos años han encontrado gran cantidad de aplicaciones, especialmente en la industria 

alimentaria en la clarificación de jugos de fruta, en la biotecnológica, así como también en la 

síntesis de nanoesferas y nanocápsulas (Divya & Jisha, 2018; Flores-Belmont & Jiménez-

Munguía, 2013). 

✓ Estructura química 

Al igual que la quitina, el quitosano está formado por cadenas lineales de monómeros 

de glucopiranosas que están unidas por enlaces β-(1-4), siendo nombrada químicamente: 2- 

Amino-2-Desoxi-β-D-Glucopiranosa. La diferencia se encuentra en el carbono número dos 

(C2), en donde la quitina posee un grupo acetamido, mientras que en el quitosano el grupo 

esta desacetilado convirtiéndose a un grupo amino (Khan & Alamry, 2021; Morin-Crini et 

al., 2019) 

Cabe mencionar que tanto el quitosano como la quitina son estructuralmente similares 

a la celulosa (biopolímero formado solo por moléculas de glucosas) tal como se observa en 

la Figura 1, por lo cual también tienen propiedades similares a esta. La configuración β-(1,4) 

-2-acetamido-2-desoxi-β-D-glucopiranosa hacen que su estructura sea rígida y no tengan 

ramificaciones (Morin-Crini et al., 2019). 
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Modificado de (Baxter, Dillon, Anthony Taylor, et al., 1992). 

 

Por otra parte, tanto la fuente de quitina (algas, cutículas de insectos, crustáceos, en 

algunos arácnidos, paredes celulares de hongos zigonicetos, etc.) así como el método de 

obtención, determinan la composición de las cadenas de quitosano y su tamaño. Por lo cual, el 

grado de desacetilación y el peso molecular promedio son dos parámetros de obligatorio 

conocimiento para poder realizar la caracterización del mencionado polímero. Las principales 

propiedades fisicoquímicas del quitosano que determinan sus propiedades funcionales son su 

grado de desacetilación y su peso molecular promedio, también se puede considerar su 

cristalinidad, su contenido de agua, cenizas y proteínas que son características fisicoquímicas a 

considerar para la aplicación de un quitosano específico (Castro et al., 2015). 

El quitosano se puede encontrar a diferentes pesos moleculares siendo el rango de 

valores: quitosano de bajo peso molecular de 50 a 190 kDa, quitosano de peso molecular medio 

de 190 a 310 kDa y quitosano de alto peso molecular de 310 a 375 kDa (Hernández et al., 2011). 

Figura 1 

Estructuras de (a) quitina, (b) quitosano y (c) celulosa. 
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Entre estos tres tipos de pesos moleculares, el bajo peso molecular se destaca por presentar 

mejor solubilidad acuosa, bioactividad y menor toxicidad. Además, luego de preparar las 

nanopartículas, estas muestran menores tamaños, mejor estabilidad, buen porcentaje de 

encapsulamiento y liberación de fármacos o preservantes (Bulmer et al., 2012; Fàbregas et al., 

2013; W. Fan et al., 2012), propiedades de interés en esta investigación. 

El grado de desacetilación del quitosano queda determinado por el porcentaje de grupos 

aminos que quedan libres en la mencionada molécula. Y dicha propiedad está vinculada con la 

solubilidad. Además, es denominado quitosano cuando el grado de desacetilación de la quitina 

es mayor al 50 % (Rinaudo, 2006). 

Como consecuencia de la hidrólisis del grupo N-acetilo, aumenta la capacidad 

hidrofílica del quitosano y pasa a ser soluble en soluciones ácidas diluidas (acético, fórmico, 

clorhídrico, entre otros) ya que el pKa del grupo amino del quitosano tiene un valor de alrededor 

de 6.5 (Expósito Harris, 2010). Además, la protonación de los grupos amino del quitosano en 

medio ácido le confiere un carácter altamente reactivo (Castro et al., 2015). 

✓ Actividad bactericida 

La carga positiva que se desarrolla en el quitosano en medio ácido, pH < 5.5; tal como 

se aprecia en la Figura 2, esto debido a la protonación del grupo amino presente en cada una 

de sus unidades glucosamina, lo cual lo hace soluble en medio acuoso, diferenciándolo así de 

su polímero matriz, la quitina (Lárez, 2008).  
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Adaptado de: (Lárez, 2008). 

Los mecanismos de acción por los cuales el quitosano (con distintos grados de 

acetilación), y por extensión sus derivados ejercen dicha actividad, no han sido dilucidados 

completamente; sin embargo, hay algunos mecanismos propuestos para explicar acciones 

específicas, como por ejemplo: La interacción electrostática entre el quitosano cargado 

positivamente (polielectrolito catiónico) y algunas bacterias con membranas celulares cargadas 

negativamente altera significativamente las propiedades de barrera de la membrana exterior del 

microorganismo. Algunos autores han propuesto que la formación del complejo polielectrolito 

bloquea físicamente la membrana celular externa del microorganismo, impidiendo el flujo 

normal de nutrientes /desechos, provocando la muerte bacteriana (Goy et al., 2009). 

La interacción electrostática entre los grupos -NH3
+ del policatión y los grupos 

fosforilos de los fosfolípidos presentes en la membrana celular de bacterias Gram negativas 

causa daños en ésta, provocando la salida de material intracelular (Antoniou et al., 2015a). En 

este sentido se han realizado estudios espectroscópicos de la salida de dicho material, el cual 

absorbe en la región ultravioleta (270 nm). Más recientemente (Chung et al., 2004) han 

determinado que la salida del material intracelular bacteriano se ve favorecida por el grado de 

acetilación más altos tanto en bacterias Gram negativas (Escherichia coli) como en Gram 

positivas (S. aureus). Para algunas bacterias Gram positivas (S. aureus y Bacillus cereus) que 

carecen de cargas negativas en la membrana celular, el quitosano ha mostrado actividad incluso 

mayor, en algunos casos, que para bacterias Gram negativas. En el caso de S. aureus 

recientemente se ha planteado la posibilidad de que la membrana celular de estos 

microorganismos tenga poros lo suficientemente grandes como para que el quitosano logre 

entrar al interior de las células y alterar funciones vitales de estas (Antoniou et al., 2015a). 

 

 

Figura 2 

Estructura química del quitosano en función del pH del medio 
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✓ Quitosano como agente encapsulante 

El encapsulamiento se trata de que pequeñas gotas de líquidos, partículas sólidas, 

líquidas o gaseosas que se recubren como una red polimérica porosa, conteniendo a una 

sustancia activa. El encapsulamiento en el rubro alimentario, se da cuando se encapsula a 

sustancias de bajo peso molecular (Parra Huertas, 2010). Esta técnica fue referida por Lupo et 

al., (2012), quienes la refieren como la obtención de una barrera que aletarga reacciones 

químicas entre el principio activo y el medio, fomentando el aumento de la vida útil, causando 

de esa manera la liberación gradual y haciendo sencillo su manipulación al modificar el estado 

físico del compuesto activo. 

En la industria, esta técnica ha logrado un importante valor por la protección que se le 

da al principio activo al ser encapsulado, protegiéndolo de factores ambientales (calor y 

humedad) y cuidando así su integridad cuando son empleados en la industria de alimentos 

funcionales (Flores-Belmont & Jiménez-Munguía, 2013; Parra Huertas, 2010). 

2.4. Agentes reticulantes 

Los agentes reticulantes, son aquellos que dan origen a uniones intermoleculares o 

intramoleculares de dos o más moléculas mediante un enlace covalente (Maitra et al., 2014) o 

interacciones electrostáticas. Existen diferentes tipos tanto de origen inorgánico como orgánico, 

algunos de estos y sus características se muestran en la Tabla 7. En el presente trabajo se utilizó 

como agente reticulante el TPP debido a su baja toxicidad y afinidad con el quitosano para 

formar nanocomplejos. 

Tabla 7 

Agentes reticulantes empleados en la síntesis de nanopartículas por gelificación iónica. 

Agente reticulante Descripción Toxicidad 

TPP Polianión, agente reticulante del 

quitosano. 

baja 

CaCl2 Agente reticulante del alginato. baja 

Genipina Se encuentra en el extracto de 

fruta, se utiliza como agente 

reticulante y no es tóxico. 

baja 

Glutaraldehído Limpieza, desinfección y 

esterilización de material clínico 

alta 

Fuente: (Expósito Harris, 2010) 
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2.4.1. Tripolifosfato de sodio (TPP) 

Uno de los agentes reticulantes ampliamente utilizados para la formación de 

nanopartículas de quitosano, es el tripolifosfato de sodio un reticulante iónico que puede 

intercambiar protones con los grupos aminos del quitosano, además posee propiedades 

multivalentes y muy baja toxicidad (Saeedi et al., 2022). 

La estructura del tripolifosfato de sodio se muestra en la Figura 3, en la cual se 

observa la unión de los átomos de fósforo por medio de los oxígenos. Además, las cargas 

negativas sobre los oxígenos que facilitan su interacción con el quitosano; siendo el quitosano 

un policatión. 

 

Modificado de: (Venkatesan et al., 2016) 

Por otra parte, esta molécula contiene grupos fosfatos capaces de interactuar con el 

quitosano mediante interacciones electrostáticas bajo condiciones ácidas. Sin embargo, se ha 

demostrado que las moléculas de quitosano se unen de forma inmediata y selectiva con el TPP, 

generando varios complejos tipo intra e intermoleculares tal como se muestra en la Figura 4 

(de Pinho Neves et al., 2014). 

Figura 3 

Estructura del tripolifosfato de sodio 



24 

 

Figura 4 

Interacción de los grupos hidroxilo del TPP con los grupos amino del quitosano y la 

posterior formación de la nanopartícula. 

Adaptado de: (Fwu-Long et al., 1999). 

 

2.5.  Técnicas de preparación de nanopartículas 

2.5.1. Nanopartículas de quitosano producidas por gelificación basado en la 

emulsificación 

El método propuesto para la preparación de nanopartículas de quitosano está basado 

en la formación espontanea de complejos entre el quitosano y polianiones como el 

tripolifosfato. Las nanopartículas preparadas por este método pueden tener diámetros entre 

200-500 nm y muestran una forma semiesférica bajo la microscopia electrónica de barrido 

(SEM). Las nanopartículas de quitosano producidas por gelificación en un método basado en 

la emulsificación que resulta en partículas con un diámetro de 400 nm. Comparado con el 

método descrito a continuación, esta técnica tiene una mayor desventaja ya que involucra 

solventes orgánicos durante la separación de las partículas; los cuales, son difíciles de 

remover y pueden causar toxicidad. Un ejemplo del proceso de emulsificación se muestra en 

la Figura 5. 
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Figura 5 

Esquema ilustrativo de la técnica de emulsificación. 

 

2.5.2. Nanopartículas de quitosano por gelificación iónica 

Uno de los métodos más rápidos y ventajosos de obtener nanopartículas de quitosano 

es mediante la gelificación iónica, la cual se da a través de un amplio entrecruzamiento 

intermolecular, entre los grupos amino con carga positiva que presenta la estructura del 

quitosano con las cargas negativas de compuestos aniónicos tales como el tripolifosfato de 

sodio. La técnica de gelificación iónica presenta diversas ventajas ya que es un proceso no 

tóxico, no requiere solventes orgánicos, además puede ser fácilmente controlable 

(Alehosseini et al., 2022a). Sin embargo, uno de los inconvenientes de este método es la baja 

carga del compuesto activo durante la formación de las partículas. Además, las 

nanopartículas formadas son sensibles a los cambios de pH y concentración iónica, lo que 

podría causar su alta liberación. (Lupo et al., 2012). 

Este proceso consiste en la adición de la solución que contenga al agente reticulante 

por medio de un proceso extruido o por goteo, dentro de una solución polimérica (Chan et 

al., 2006; Lupo et al., 2012). En la Figura 6 se muestra la encapsulación del ácido gálico 

(GA) en nanopartículas de quitosano y TPP mediante la gelificación iónica. 
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Figura 6 

Mecanismo de la gelificación iónica. 

 

Fuente: (Lamarra et al., 2016) 

 

2.5.3. Método de secado por atomización o desecación por atomización 

La atomización o aspersión es un método que comúnmente se utiliza en la industria 

alimentaria y consiste en atomizar aire caliente en una suspensión o emulsión homogenizada 

del principio activo en la matriz del material encapsulante, para lograr una rápida evaporación 

del solvente (agua) y obtener el principio activo encapsulado en forma de partículas de polvo. 

El proceso de atomización es controlado mediante la alimentación del producto, el flujo 

de aire y la temperatura. Se emplea una variedad de materiales para la encapsulación, aunque 

normalmente se utilizan polisacáridos (Pérez-Leonard et al., 2013). 

Este método permite la posibilidad de establecer esta tecnología como un proceso 

continuo, su facilidad de manejo y su bajo costo son características idóneas y de gran ventaja 

para su aplicación en procesos industriales. Por otro lado, existen inconvenientes relacionados 
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con las altas temperaturas empleadas en el proceso para la evaporación del solvente, las cuales 

pueden afectar estabilidad de la sustancia activa. 

 No obstante, existe un gran número de investigaciones basadas en este método que 

reportan resultados satisfactorios con mínimas pérdidas del principio activo, lo cual indica que 

hay dos factores claves y determinantes para el éxito del secado por atomización: el tipo de 

materiales utilizados para encapsular como (maltodextrina, pectina, quitosano, etc.) y proteger 

la sustancia activa que involucra sus propiedades fisicoquímicas y la optimización de los 

parámetros utilizados en el secado (Pérez-Leonard et al., 2013). 

2.6. Métodos de caracterización 

En esta parte se describen los principales métodos utilizados para la caracterización de 

las nanopartículas empleadas en el trabajo. 

2.6.1. Barrido dinámico de luz (DLS) 

El barrido de luz dinámica o DLS (del inglés Dynamic Light Scattering), es un método 

de análisis instrumental basado en el movimiento browniano de las partículas a cusa de una 

dispersión y lo cual se relaciona con el tamaño hidrodinámico (diámetro) de las mismas. El 

diagrama de funcionamiento se muestra en la Figura 7, en este se observa que el equipo 

detecta la luz dispersada por las nanopartículas en una dispersión coloidal para un intervalo 

de tiempo, en otras palabras, mide la velocidad con la cual las partículas se desplazan, 

determinando así el coeficiente de difusión. Luego, utilizando en la ecuación de Stokes-

Einstein (Ecuación 1) y de donde se obtiene el diámetro hidrodinámico de la partícula (DH) 

(Bhattacharjee, 2016). 

 
𝐷𝐻 =  

𝑘𝑇

3𝜋ƞ𝐷
 ...……... Ecuación 1 

Donde, k es la constante de Boltzman, T la temperatura, η la viscosidad del medio y 

D, el coeficiente de difusión. 

En el presente trabajo esta técnica es utilizada con el fin de determinar la estabilidad 

de las nanopartículas a través de la medida de distribución del tamaño hidrodinámico de la 

partícula, potencial Z, así como también de su índice de polidispersidad. En contraste, la 

técnica proveerá información sobre las características fisicoquímicas de las nanopartículas 

como consecuencia de su interacción con la luz. 
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Figura 7 

Diagrama de la instrumentación del DLS. 

 

Fuente: (Bhattacharjee, 2016a). 

2.6.2. Potencial Z 

El potencial Z también es conocido como potencial electrocinético debido a que se 

refiere al potencial de una nanopartícula coloidal que se mueve bajo un campo eléctrico. El 

potencial Z se define como la diferencia de potencial entre la capa de dispersante del plano 

de deslizamiento que rodea a la nanopartícula electroforéticamente móvil con su doble capa 

eléctrica. Para determinar el potencial Z, se determina la movilidad electroforética y con este 

valor se reemplaza en la ecuación de Henry (Bhattacharjee, 2016). 

 
𝑈𝐸 =  

2𝜀𝑧𝑓(𝑘𝛼)

3ƞ
 ...……... Ecuación 2 

 

Donde: UE es la movilidad electroforética, 𝜀 es la constante dieléctrica, 𝑓(κ𝛼) es la 

función de Henry, η es la viscosidad y 𝑧 es el potencial Z.  

El potencial Z al igual que el DLS facilita información sobre la estabilidad de las 

partículas pero desde el punto de vista de su carga superficial, ya que este es un factor que 

influye significativamente en su comportamiento biológico (Bhattacharjee, 2016; Karmakar, 

2017); por ende en el presente trabajo es usado para analizar la estabilidad de las 

nanopartículas de quitosano, lo cual en conjunto al DLS permitan explicar su 
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comportamiento fisicoquímico, tales como la toxicidad, disolución e incluso la influencia en 

la liberación de principios activos desde su superficie. 

2.6.3. Espectrofotometría UV-Vis 

La espectrofotometría por UV-Vis se basa en la interacción de la radiación 

electromagnética comprendida entre los 190 y 800 nm con la materia. La radiación produce 

la excitación de los electrones hacia un nivel superior de energía. Por lo tanto, la parte de la 

radiación absorbida puede ser determinada mediante la ley de Lambert-Beer, la cual relaciona 

la absorbancia con la concentración de la sustancia. Esta ley se muestra en la Ecuación 3. 

 𝐴 =  𝜀𝐶𝑑 ...……... Ecuación 3 

 

Donde A es la absorbancia, 𝜀 es la absortividad molar, C es la concentración y d es la 

longitud de paso de la celda utilizada (Rocha & Teixeira, 2004). 

La espectrofotometría UV-vis, es una técnica de caracterización tanto cuantitativa y 

cualitativa que se utiliza para medir indirectamente las transiciones electrónicas producidas 

en las especies químicas, según la concentración química de estas y la energía absorbida 

(Faraldos & Goberna, 2011); además las cuales son descritas bajo la ley Lambert – Beer antes 

mencionada. Por ende, en el presente trabajo se utilizó para determinar diferentes sustancias 

o actividad química de estas, tales como fenoles totales, actividad antioxidante, benzo 

(a)pireno, etc. 

2.6.4. Espectroscopía de infrarrojo 

La espectrofotometría de infrarrojo, es una técnica que se basa en la interacción de la 

radiación electromagnética comprendida en el rango de 2.5 hasta 20 μm. Esta región es 

denominada el infrarrojo medio y donde las moléculas de una sustancia absorben la radiación 

y pasan a un nivel superior de energía vibracional. La representación de la absorbancia o 

transmitancia respecto al recíproco de la longitud de onda, permite obtener el espectro 

característico para la sustancia analizada (Schmitt & Flemming, 1996), además el método 

por reflectancia total atenuada (ATR) es una forma de ensayo no destructiva. 

En el presente trabajo, esta técnica es utilizada con el fin de identificar todas las 

transiciones vibracionales, correspondientes a la presencia de los grupos funcionales en la 

estructura de las moléculas; además mediante comparación de las señales espectroscópicas 

determinar también si una muestra tiene o no la misma composición. 
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2.6.5. Microscopía electrónica de barrido 

La microscopía electrónica de barrido o SEM, es una técnica espectroscópica que se 

basa en el uso de electrones acelerados entre 0.1 y 50 keV, los cuales se hacen impactar sobre 

la muestra. Luego del impacto se generan electrones secundario y retrodispersados, los cuales 

son posteriormente detectados y procesados hasta obtener una imagen (Clavijo, 2013). Esta 

técnica es ampliamente utilizada con el objetivo de analizar las características estructurales 

morfológicas y superficiales de una muestra, además de que apenas requieren una 

preparación. En este trabajo, la técnica es usada para analizar las características superficiales 

de las diferentes muestras trabajadas como las nanopartículas, etc. Un esquema del 

funcionamiento se muestra en la siguiente Figura 8. 

Fuente: (Clavijo, 2013). 

 

Figura 8 

Esquema de funcionamiento de un equipo de microscopía electrónica de barrido. 
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2.6.6. Espectroscopía de energía de rayos-X dispersados (EDS) 

El análisis por EDS se basa en el impacto de electrones acelerados sobre la muestra, 

los cuales pueden arrancar un electrón de la capa interna K del átomo. Luego un electrón de 

un nivel superior (L o M) llena ese espacio. Durante esta transición se libera energía en forma 

de rayos-X, tal como se muestra en la Figura 9, la cual es detectada e interpretada por el 

equipo (Wassilkowska et al., 2014). Además, cada elemento tiene una energía característica, 

la cual puede ser identificada de esta forma. Esta técnica de caracterización, es una de las 

más utilizadas ya que proporciona información sobre la composición elemental del material 

o muestra, además al igual que el SEM la muestra no requiere mucha preparación, en parte 

debido a que el EDS suele venir acoplado al SEM, proporcionando así información 

cualitativa y cuantitativa (Faraldos & Goberna, 2011). 

Figura 9 

Fundamento del análisis por EDS. Los electrones acelerados impactan sobre los 

electrones cercanos al núcleo. 

Fuente: (Wassilkowska et al., 2014). 

 

2.7.  Ensayos de cinética de liberación controlada 

Diversos modelos se aplican para el estudio cinético de la liberación controlada de un 

fármaco o aditivo alimentario que ha sido previamente encapsulado. Entre los principales 

modelos como se muestra en la Tabla 8, podemos citar modelos de orden cero, primer orden, 

segundo orden, pero también existen modelos más complejos como los de Higuchi, Hixson-

Crowell, Korsmeyer-Peppas y Baker-Lonsdale (Padmaa Paarakh et al., 2018; SUVAKANTA 

et al., 2017).  
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Tabla 8 

Modelos matemáticos de liberación controlada. 

Modelo Matemático Descripción Aplicación 

Cinética de orden cero: 

𝑄𝑡 = 𝑄0 + 𝐾0𝑡 

𝑄𝑡: Masa liberada en el tiempo 

t. 𝑄0: Masa inicial. 

𝐾0: constante de velocidad de 

orden cero. 𝑡: tiempo. 

Fármacos poco 

solubles en formas 

recubiertas. 

Cinética de primer orden: 

𝑄𝑡 = 𝑄0𝑒−𝐾1𝑡 

𝑄𝑡: Masa liberada en el tiempo 

t. 𝑄0: Masa inicial. 

𝐾1: constante de velocidad de 

orden uno. 𝑡: tiempo. 

Fármacos solubles 

en agua en matrices 

porosas 

Modelo de Higuchi: 

𝑄 = 𝐾𝐻𝑡1 2⁄  

𝑄 : Masa liberada. 𝐾𝐻: 

constante de disolución de 

Higuchi.𝑡: tiempo. 

Se puede utilizar 

para fármacos 

solubles en agua 

cargados en una 

matriz. 

Modelo Hixson-Crowell: 

𝑊0
1/3

− 𝑊𝑡
1/3

= 𝐾0𝑡 

𝑊0
 =Cantidad inicial de 

fármaco. 𝑊𝑡
 =Cantidad de 

fármaco en el tiempo t. 

Útil para tabletas, en 

donde la forma de la 

tableta inicial es 

constante en el 

tiempo. 

Modelo Korsmeyer-Peppas: 

𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝐾𝑡𝑛 

𝑀𝑡: masa liberada en el tiempo 

t. 𝑀∞: masa liberada en el 

tiempo infinito. 𝐾: constante 

cinética de liberación. n:  

Útil para matrices 

con forma 

cilíndrica. “n” está 

relacionado con el 

mecanismo de 

liberación. 

Modelo de Baker-Lonsdale: 

3

2
[1 − (1 −

𝑀𝑡

𝑀∞
)

2/3

] −
𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝐾𝑡 

Útil para analizar 

microcápsulas o 

microesferas. 

Fuente adaptado de: (Padmaa Paarakh et al., 2018). 
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2.8. Actividad biológica 

2.8.1. Actividad antioxidante 

Los procesos degenerativos ocurridos en la biología molecular, sobre todo en la salud 

humana, es un problema de mucho interés ya que es dañino para el cuerpo. Esto debido al 

impacto negativo que desencadenan la presencia de radicales libres, responsables del proceso 

de oxidación y la causa de la degeneración en los organismos vivos. Por tanto, es de vital 

importancia conocer la actividad antioxidante de un material o compuesto, ya que estos son 

los responsables de capturar o neutralizar el estrés oxidativo de los radicales libres en las 

células de los organismos (Munteanu & Apetrei, 2021). Dentro de los métodos utilizados 

para determinar la actividad antioxidante, existen diversas metodologías tales como el ABTS, 

DPPH, entre otros. 

✓ Método ABTS 

Se utiliza el ácido 2,2´-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfónico (ABTS) para 

formar el catión radical ABTS●+ (solución verde-azul) el cual se obtiene por la reacción del 

ABTS con persulfato de potasio. Luego de formado el radical ABTS●+, se hace reaccionar 

con la muestra. Si la muestra presenta actividad antioxidante, la solución del radical ABTS●+ 

se decolorará hasta obtener una solución incolora (ABTS nuevamente). Este cambio de color 

indica que el catión radical ABTS●+ se redujo a ABTS, la decoloración se mide al determinar 

la absorbancia a 734 nm. Se utiliza una curva de calibración preparada con ácido 6-hidroxi-

2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico (TROLOX, Figura 10) (Moon & Shibamoto, 2009).  

  



34 

 

 

✓ Método del DPPH 

Este método consiste en la reacción del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) con la 

muestra a evaluar, en medio metanólico. Si la muestra presenta actividad antioxidante, la 

solución de DPPH (color violeta) cambiará de color a amarillo, lo que indica que el DPPH 

fue protonado por el agente antioxidante Figura 11. El DPPH absorbe a 517 nm mientras 

que su forma protonada no, por lo que el cálculo de la actividad antioxidante se realiza a esa 

longitud de onda (Brand-Williams et al., 1995). Se utiliza el ácido gálico y el ácido cítrico 

como control positivo. 

Figura 11 

Reacción química con el DPPH. 

 

Figura 10 

(a) Reacción química del ABTS, (b) Estructura química del TROLOX. 
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✓ Cuantificación de fenoles totales 

Una de las formas más comunes de cuantificar los fenoles totales es mediante el 

método de Folin Ciocalteau. Esta prueba consiste en que un reactivo de ácido fosfomolíbidico 

y fosfotungstico (solución amarilla) reacciona con los grupos fenólicos de una muestra en 

medio alcalino. En la Figura 12, se muestra la reacción donde hay transferencia de electrones 

desde los grupos fenólicos hacia la solución de ácidos haciendo que la solución cambie de 

color amarillo a azul (estado reducido). La presencia de grupos fenólicos puede ser 

cuantificable espectroscópicamente a 730 nm, que indica el grado de reducción de Mo6+ a 

Mo5+ (Carmona-Hernandez et al., 2021). 

Fuente: (Carmona-Hernandez et al., 2021) 

2.8.2. Actividad antimicrobiana 

La actividad antimicrobiana, son pruebas de susceptibilidad bacteriana que permiten 

predecir los efectos terapéuticos contra microorganismos y que están asociados a compuestos 

o agentes que poseen la capacidad de matar bacterias o en su defecto reducir su velocidad de 

crecimiento, pero sin ser tóxicos o dañar a los tejidos cercanos (Balouiri et al., 2016; Singh 

et al., 2018). El conocimiento de la actividad antimicrobiana es importante, ya que permite 

saber si un compuesto o agente tendrá la capacidad de suprimir enfermedades infecciosas 

(Singh et al., 2018). Por lo tanto, en el presente trabajo se realizará esta prueba con el fin de 

conocer la efectividad de inhibición de las nanopartículas de quitosano cargadas con humo 

líquido. Por otro lado, existen una variedad de métodos para evaluar la actividad de agentes 

antibacteriales, tales como: el método de difusión en disco, el de gradiente, entre otros. Sin 

embargo, uno de los más apropiados son los métodos de dilución, ya que posibilitan 

Figura 12 

Reacción en el método de Folin Ciocalteau. 
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determinar con más facilidad la concentración mínima efectiva de un agente antibacterial en 

una dilución de agar (Singh et al., 2018). Por otro lado, el método de microdilución permite 

evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de algún compuesto. El proceso consiste en 

adicionar la sustancia a ser probada en un medio de cultivo líquido con el microorganismo a 

ser probado. Luego de un periodo de incubación se determina su crecimiento visual o 

espectrofotométricamente. La microdilución, es una técnica cuantitativa pues permite la 

determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI), la cual es la menor 

concentración en la cual el agente antimicrobiano inhibe el crecimiento del microorganismo. 

Algunas ventajas de la microdilución son la sensibilidad, reproducibilidad y el menor coste 

económico (Veiga et al., 2019). 

Hoy en día, la actividad antimicrobiana se ha convertido en una de las formas más 

efectivas de controlar la calidad e inocuidad de diferentes productos tales como los alimentarios. 

Sobre todo, de bacterias patógenas o deterioradoras, donde su cantidad y variedad puede ser 

muy numerosa. Por ello, se toman como referencia algunos criterios de inocuidad e higiene 

para alimentos establecidos en reglamentos tanto de la Dirección General de Salud Ambiental 

(DIGESA) y el Organismo Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES). En estos reglamentos 

se distinguen bacterias patógenas de indicadores (de deterioro y de higiene) y, desde su 

estructura biológica, pueden ser grampositivas y gramnegativas (DIGESA, 2008; SANIPES, 

2016). Esta diferencia estructural define un comportamiento frente a una serie de factores 

ambientales (pH, actividad del agua, temperatura, antimicrobianos, etc.). Por ello, en cualquier 

investigación sobre el efecto antimicrobiano, es conveniente trabajar como mínimo, con una 

cepa grampositiva y otra gramnegativa, las cuales pueden ser patógenas o indicadoras. No 

obstante, en cada caso se recomienda tomar dos especies grampositivas: una esporulada y otra 

no esporulada, ambas patógenas para el hombre, también dos especias gramnegativas: una 

indicadora de higiene (E. coli) y otra patógena (Salmonella Spp). Por otra parte, la selección de 

estas especies bacterianas se basa en ciertos criterios tales como: la matriz en la que la sustancia 

antimicrobiana será aplicado. Por ejemplo, en el presente trabajo la aplicación de las 

nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido, son aplicadas para la preservación de 

las características sensoriales y fisicoquímicas de trucha evitando así su deterioro por 

microrganismos, además de alargar su tiempo de vida útil. Dentro de estos microorganismos, 

las St. Aureus y Salmonella spp son patógenos que se transmiten frecuentemente a los seres 

humanos mediante productos pesqueros, además, conjuntamente con E. coli, un indicador de 

higiene, en caso de una alta incidencia permitiría deducir falta de la higiene del personal, 
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limpieza de la zona de trabajo y contacto con aguas residuales (Rondon et al., 2020; Corrales 

et al., 2011). Asimismo, CLSI (2010) recomienda el uso de estos microrganismos ya que son 

indicadores de resistencia antimicrobiana, una preocupación por el aumento de casos de 

microorganismos multirresistentes. En el caso del Bacillus cereus, un patógeno esporulado muy 

recurrente en alimentos, es generalmente estudiado para observar si una matriz como las Nps 

seria efectivo en la preservación de productos cárnicos como los filetes de trucha, debido a que 

las esporas de este microrganismo son habituales en el entorno de las plantas de proceso, los 

mercados populares y supermercados, que bajo ciertas condiciones pueden propiciar su 

crecimiento (Rondon et al., 2020). Por otro lado, si bien existe diversos microrganismos 

presentes en los productos pesqueros, existe una serie de razones por el cual muchos son 

descartados en un estudio (DIGESA, 2008; SANIPES, 2016): Vibrio spp es un microorganismo 

muy habitual en los moluscos y mariscos que en pescados; Shigella spp, sus casos reportados 

son significativamente bajos; por ello, la E. coli y Salmonella spp de la misma familia tienen 

mayor prioridad; Hepatitis A y norovirus son oriundos en mariscos y moluscos de aguas 

contaminadas y son descartados mediante un inspección sanitaria previa exigida por SANIPES. 

No obstante, existen otras especies (Carnobacterium spp) pero son de poca relevancia para la 

presente investigación por el tipo de matriz. En conclusión, la selección de los microrganismos 

de estudio en el presente trabajo estuvo sujeta al estado final del producto y prioridad que le da 

los organismos como DIGESA, SANIPES y CLSI a estos microrganismos como indicadores 

de higiene y a algunas de ellas, causantes de enfermedad alimentaria, asimismo a patógenos 

habituales presentes en productos pesqueros (Elbashir et al., 2018). 

Las bacterias, son microorganismos procariotas unicelulares que carecen de algunos 

orgánulos y de un núcleo bien definido. Además, algunas tienen estructuras diferentes, 

agrupándose como Grampositivas o Gramnegativas. Las bacterias Grampositivas por un lado 

tienen una estructura constituida por una pared celular, la cual está conformada por múltiples 

capas de peptidoglicanos rígidas y una gruesa pero porosa (20–80 nm) en comparación con las 

bacterias Gram-negativas (< 10 nm). A diferencia de las bacterias Grampositivas, las bacterias 

Gramnegativas poseen una membrana externa adicional, la cual es impermeable a las moléculas 

grandes. Además, estas clases de bacterias sintetizan lipopolisacáridos adheridos a su 

membrana externa, mientras que las Grampositivas tienen una pared de ácido teicoico y ácido 

lipoteicoico, adheridos a la capa de peptidoglicano y a la membrana celular (Varghese & 

Balachandran, 2021; J. Zhang et al., 2023). Por lo tanto, dependiendo de estas características, 

una matriz puede tener alta o baja actividad antibacteriana.  
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3. DESARROLLO DEL TRABAJO DE INVESTIGACIÓN 

3.1.  Reactivos y materiales 

Los reactivos utilizados en el presente trabajo de investigación fueron: quitosano de 

grado alimentario y bajo peso molecular (Marca Quitoquímica), tripolifosfato de sodio, ácido 

acético glacial (Pureza > 99 %, Sigma), humo líquido LS (Special Smoke 08696, marca 

Frutarom), benzo (a) pireno (Supelco) y acetonitrilo (ACN, grado HPLC, J. T. Baker). Por otro 

lado, las muestras de trucha usados en el análisis biológico fueron truchas provenientes de la 

Acuícola SHAGA, provincia de Oxapampa – Cerro de Pasco y de la Piscigranja Don 

SHALVTA, Provincia de Chachapoyas - Amazonas. 

Los equipos utilizados fueron: potenciómetros (Hanna, modelo: HI5221-0, GIA-FIQT-

UNI; BEL, modelo: W3B, UNESP-Universidad estatal de São Paulo), centrífuga (Eppendorf, 

modelo: 5810R, GISMA-UNI), espectrofotómetro infrarrojo (Shimadzu, modelo; Prestige 21), 

equipo de medida viscosimétrica (Fungilab, modelo: Eagle Plus, LIBIPMET-UNI), 

cromatógrafo líquido de alta performance (HPLC) (Shimadzu, modelo 20A con detector UV-

Vis modelo SPD-20A, UNESP-Universidad estatal de São Paulo), espectrofotómetro UV-

visible (Agilent Technologies, modelo: CARY 60 – UV-Vis), un analizador de dispersión 

dinámica de la luz (DLS) (Brookhaven 90 Plus, GISMA-FC-UNI), un equipo Zetasizer (Malver 

Intruments, modelo: Nano-ZS90), Microscopio electrónico de barrido (SEM, marca JEOL-UNI 

y modelo JSM-7500F-UNESP) y espectrofotómetro UV-Visible (Shimadzu, modelo: 

PharmaSpec UV-1700). 

3.2.  Caracterización del quitosano 

3.2.1. Grado de desacetilación por FT-IR 

El grado de desacetilación del quitosano, fue determinado empleando el método 

descrito por Roberts (Baxter, Dillon, Anthony Taylor, et al., 1992). Se utilizó un 

espectrofotómetro modelo IR Prestige 21, marca Shimadzu. El análisis por infrarrojo se 

realizó mediante la técnica de KBr. Para este método se mezclaron 50 mg aproximadamente 

de quitosano con suficiente bromuro de potasio. Se realizó un barrido desde los 400 cm-1 

hasta los 4000 cm-1. El grado de acetilación se calculó a partir de la Ecuación 4: 

  % 𝐀𝐜𝐞𝐭𝐢𝐥𝐚𝐜𝐢ó𝐧 =  
A1655

A3450
∗ 115 ...……... Ecuación 4 
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Donde: 𝐴1655 la absorbancia en 1655 cm-1 correspondiente a la banda de la amida I 

(estiramiento del grupo C=O) y  𝐴3450 la absorbancia asociada a la vibración de estiramiento 

de los grupos hidroxilo (-OH) en 3450, tal como se muestra en Figura 13. 

El grado de desacetilación se calculó mediante la Ecuación 5: 

 % 𝐃𝐞𝐬𝐚𝐜𝐞𝐭𝐢𝐥𝐚𝐜𝐢ó𝐧 = 100 − % Acetilación ...……... Ecuación 5 

 

 

3.2.2. Determinación del peso molecular por viscosimetría 

El peso molecular del quitosano se determinó por viscosimetría según el método 

descrito por Kassai (Kasaai, 2007), mediante un equipo de medida viscosimétrica (Fungilab, 

Eagle Plus, LIBIPMET -UNI). Este método se basa en la relación existente entre el peso 

molecular de la solución de quitosano con la viscosidad intrínseca de dicha solución, de 

acuerdo con la ecuación de Mark-Houwink-Sakurada (MHS), la cual se muestra en la 

Ecuación 6. 

 [ƞ] = KMv
a ...……... Ecuación 6 

 

Donde: 𝜂 es la viscosidad intrínseca, 𝑀𝑣 es el peso molecular promedio, 𝐾 y 𝑎 son 

constantes que dependen o son propios para cada polímero según el solvente utilizado (ver 

anexo N°1, Tabla 43). Para esta determinación se preparó una solución de quitosano de 

concentración 4 mg mL-1 utilizando como solvente ácido acético (0.25 mol L-1) / acetato de 

sodio (0.25 mol L-1) (K = 15.7 x10-6 y a = 0.79, a 25 °C). La mezcla se dejó en agitación 

Figura 13 

Grupos funcionales asociados al grado de desacetilación en la estructura del 

quitosano. 

Amida I 
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magnética a 200 rpm, durante 24 horas hasta disolución completa. Luego, por dilución, 

fueron preparadas soluciones de 0.0, 0.83, 1.11, 1.38, 1.66 y 1.94 mg mL-1. La viscosidad de 

cada solución fue medida utilizando un viscosímetro de Ostwald, en un baño termostatizado 

a 25 °C. 

La viscosidad relativa se calculó de acuerdo con la Ecuación 7. 

 
[ƞ]rel =  

ƞ

ƞ0
=  

t

t0
 ...……... Ecuación 7 

 

Donde 𝑡 es el tiempo que demora en pasar la solución problema entre las dos marcas 

del viscosímetro de Ostwald y 𝑡0 es el tiempo que demora la solución de 0.00 mg mL-1 de 

quitosano. Luego viscosidad específica se calculó según la Ecuación 8. 

 [ƞ]sp =  [ƞ]rel − 1  ...……... Ecuación 8 

 

La viscosidad reducida se calculó mediante la Ecuación 9. 

 
[ƞ]rel =  

[ƞ]sp

c
 ...……... Ecuación 9 

 

Donde 𝑐 es la concentración de la solución problema. 

Finalmente, la viscosidad intrínseca se determinó según la Ecuación 10. Gráficamente 

puede ser obtenida mediante la representación de la viscosidad reducida versus la 

concentración. De la intersección de la recta con el eje Y, se obtiene la viscosidad intrínseca. 

 [ƞ] =  lim
c →0 

[ƞ]red ...……... Ecuación 10 

 

3.2.3. Porcentaje de humedad 

Eporcentaje de humedad del quitosano (% Humedad), se determinó de acuerdo con 

el método descrito por Lees con algunas modificaciones (Lees & Salguero, 1982). Se pesaron 

tres muestras de 5 g de quitosano cada una en un crisol (los crisoles fueron previamente 

secados a 105 °C durante 4 horas y luego pesados). Las muestras fueron secadas a 105 °C 

durante cuatro horas, después se dejaron enfriar en un desecador y se pesaron. El proceso se 

repitió hasta observar peso constante. El porcentaje de humedad se calculó según la Ecuación 

11. 

 
% Humedad =  

Peso humedo − Peso seco

Peso humedo
∗ 100 ...……... Ecuación 11 
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3.2.4. Contenido de cenizas 

El contenido de cenizas del quitosano, se determinó según el método descrito por 

Lees & Salguero (1982), con algunas modificaciones. Se pesaron 3 muestras de 2 g cada una 

de quitosano. Luego fueron carbonizadas e incineradas entre 550-570 °C durante 4 horas. 

Después fueron enfriadas y pesadas. Se incineraron por media hora más y se volvieron a 

pesar. Esto se repitió una vez más hasta que se observó peso constante. El porcentaje de 

cenizas se calculó según la Ecuación 12. 

 Contenido de cenizas (%) =  
Peso de cenizas

Peso total
*100 ...……... Ecuación 12 

 

3.3.  Caracterización del humo líquido 

Las caracterizaciones del humo líquido se realizaron mediante HPLC con detector UV-

Vis a fin de determinar la concentración presente del benzo(a)pireno y, el contenido de ácidos 

carboxílicos totales, con el fin de conocer las propiedades y características químicas, así como 

la influencia que tendrían según las características en la aplicación para la conservación de filete 

de trucha. 

3.3.1. Análisis del contenido de benzo (a) pireno por HPLC 

El humo líquido fue analizado por cromatografía líquida de alta performance (HPLC) 

empleando un equipo Shimadzu modelo 20A con detector UV-Vis, modelo SPD-20A. El 

equipo contaba con muestreador automático SIL-20A y desgasificador DGU-20A5. 

El análisis fue realizado mediante el método adaptado de Falcón (Falcón et al., 1996) 

y cuyas condiciones fueron: flujo 1 mL min-1 de fase móvil, siendo esta agua: acetonitrilo 

(70:30) y 30 μL de muestra. Primero se realizó la curva de calibración considerando cinco 

puntos de concentración: 0.5, 1, 5, 10 y 20 mg L-1 del Benzo (a) pireno en acetonitrilo (ACN) 

como solvente. Este análisis se realizó con el fin de descartar la presencia de uno de los 

hidrocarburos policíclicos aromáticos más representativos (benzo[a]pireno) y que es 

considerado como carcinogénico (Dewi et al., 2019). 

3.3.2. Análisis de benzo[a]pireno por espectrofotometría UV-Vis 

Se realizó la caracterización por espectrofotometría UV-Vis del humo líquido en 

acetonitrilo. Para ello se utilizó un espectrofotómetro marca Agilent Technologies modelo 

CARY 60 – UV-Vis. Se utilizaron celdas de cuarzo y se realizaron barridos desde los 800 

hasta los 190 nm y se restó automáticamente el blanco acetonitrilo (ACN). 
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3.3.3. Determinación de ácidos carboxílicos totales 

Para el análisis de ácido carboxílicos totales se siguió el método descrito por Saloko 

y colaboradores, con ciertas modificaciones (Saloko et al., 2014). Este procedimiento 

consistió en tomar 20 µL de muestra de humo líquido y se disolvieron en una fiola de 100 

mL con agua desionizada. Luego se realizó la valoración potenciométrica empleando un 

equipo medidor de pH y utilizando como agente valorante una solución de hidróxido de sodio 

0.1 M. Se fue adicionando cada 20 µL hasta alcanzar un pH cercano a 8.15. Por otro lado, 1 

mL de solución de NaOH utilizada, fue equivalente a 60.05 mg de ácido acético. 

3.4. Preparación de nanopartículas de quitosano cargadas con humo liquido 

3.4.1. Diseño experimental 

Para la preparación de las nanopartículas de quitosano con humo líquido, primero se 

establecieron las formulaciones obtenidas mediante el modelo de Box - Behnken del diseño 

experimental. Para ello, en la Tabla 9 se muestra los intervalos de las concentraciones usadas 

en el diseño según el factor interviniente y en la Tabla 10 todas las formulaciones obtenidas 

mediante el software estadístico Minitab 18. 
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Tabla 9 

Factores en la superficie de respuesta múltiple utilizando el modelo de Box y Behnken 

para nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido. 

Factores (unidad) Niveles de factores de estudio 

Concentración de ácido acético (mg mL-1) 2.4 – 9.6 

Concentración del TPP (mg mL-1) 0.25 – 0.75 

Concentración del Humo líquido (mg mL-1) 0.20 – 0.60 

Concentración de quitosano (mg mL-1) 1.5 – 3.5 

 

Tabla 10 

Formulaciones obtenidas mediante el diseño experimental Box Behnken. 

Orden de 

pruebas 

ácido acético 

(mg mL-1) 

TPP  

(mg mL-1) 

Humo líquido  

(mg mL-1) 

Quitosano  

(mg mL-1) 

3 2.4 0.25 0.4 2.5 

23 9.6 0.25 0.4 2.5 

1 2.4 0.75 0.4 2.5 

26 9.6 0.75 0.4 2.5 

5 6 0.5 0.2 1.5 

16 6 0.5 0.6 1.5 

10 6 0.5 0.2 3.5 

11 6 0.5 0.6 3.5 

13 2.4 0.5 0.4 1.5 

17 9.6 0.5 0.4 1.5 

15 2.4 0.5 0.4 3.5 

2 9,6 0.5 0.4 3.5 

14 6 0.25 0.2 2.5 

9 6 0.75 0.2 2.5 

8 6 0.25 0.6 2.5 

4 6 0.75 0.6 2.5 

6 2.4 0.5 0.2 2.5 

21 9.6 0.5 0.2 2.5 

7 2.4 0.5 0.6 2.5 

19 9.6 0.5 0.6 2.5 

18 6 0.25 0.4 1.5 

24 6 0.75 0.4 1.5 

20 6 0.25 0.4 3.5 

25 6 0.75 0.4 3.5 

22 6 0.5 0.4 2.5 

12 6 0.5 0.4 2.5 
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Del desarrollo de las 26 formulaciones se obtuvieron las condiciones para las 

nanopartículas con las características óptimas luego del desarrollo del diseño experimental y 

del análisis mediante software estadístico, se obtuvieron 4 nuevas formulaciones catalogadas 

como F’1, F’2, F’3, F’4, las cuales se muestran en la Tabla 11. Estas formulaciones fueron 

también preparadas y caracterizadas. Adicionalmente se realizó la preparación de una 

muestra denominada Blanco, es decir que no contiene humo líquido. 

Tabla 11 

Formulaciones catalogadas como óptimas después del diseño experimental Box-Behnken. 

Solución Ácido Acético 

(mg mL-1) 

TPP 

(mg mL-1) 

Humo Líquido 

(mg mL-1) 

Quitosano 

(mg mL-1) 

F’1 2.400 0.250 0.600 1.500 

F’2 2.418 0.250 0.583 1.500 

F’3 2.415 0.250 0.547 1.500 

F’4 2.414 0.250 0.539 1.500 

Blanco 2.400 0.250 0.000 1.500 

 

3.4.2. Preparación de la nanopartícula  

La preparación de las nanopartículas (NP) se desarrolló en el instituto de química, 

UNESP por el método de Calvo y colaboradores (Calvo et al., 1997), con ciertas 

modificaciones. Primero, el quitosano grado alimentario fue secado durante 48 horas a 30 

°C. Luego fue molido y tamizado para reducir el tamaño del material.  

Por ejemplo, para la formulación 3 (F3), se pesaron 0.25 g de quitosano y se 

disolvieron en 100 mL de solución de ácido acético 2.4 mg mL-1. Esta mezcla se dejó en 

agitación magnética durante 24 horas. Después la solución fue centrifugada durante 25 

minutos a 4000 r.p.m. Luego del sobrenadante se tomaron 62.5 mL, los cuales fueron vertidos 

en un matraz Erlenmeyer de 250 mL de capacidad y se le añadieron 0.40 mg de humo líquido 

(o su equivalente en volumen). Esta solución de quitosano y humo líquido se puso en 

agitación magnética durante 1 hora, entre 200-300 r.p.m. Luego del tiempo indicado, se 

añadió gota a gota la solución de tripolifosfato de sodio de 0.25 mg mL-1, la cual previamente 

se ajustó hasta pH 5 con ácido acético. Durante esta etapa la solución se mantuvo en agitación 

magnética entre 200-300 r.p.m. Después de añadido el tripolifosfato de sodio, se dejó por una 

hora más en agitación magnética entre 200-300 r.p.m. Finalmente, después de este tiempo, 

la solución fue centrifugada durante 25 minutos a 4000 r.p.m. y se tomaron los sobrenadantes 
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(primeros 10 mL de cada tubo de centrífuga de los 15 mL totales); los cuales fueron 

colectados en un tubo de 50 mL de capacidad., para los posteriores análisis correspondientes 

mediante DLS y potencial Z. 

3.5.  Caracterización de nanopartículas de quitosano 

3.5.1. Determinación del diámetro hidrodinámico mediante DLS e índice de 

polidispersidad 

Las pruebas preliminares sobre el tamaño de la partícula se llevó a cabo mediante 

DLS, realizadas en el equipo NanoBrook 90 Plus (Brookhaven Instruments) en GISMA – FC 

– UNI, mientras que de la etapa experimental las más óptima se realizó en un equipo Zetasizer 

de la marca Malver Intruments modelo Nano-ZS90, con láser de 633 nm y 90° de ángulo de 

dispersión del grupo de investigación INCT DATREM – UNESP, empleando celdas de 

plástico, las muestras fueron medidas sin ningún tratamiento previo, cada lectura se hizo por 

triplicado. El índice de polidispersidad fue obtenido directamente en cada lectura del tamaño 

de partícula mediante DLS. 

3.5.2. Potencial Z 

El potencial Zeta de las muestras fue medido empleando el mismo equipo que para el 

DLS; Zetasizer de la marca Malver Intruments modelo Nano-ZS90, considerando un tiempo 

de estabilización de 120 segundos. Cada lectura se hizo por triplicado.  

3.5.3. Análisis por espectrofotometría de infrarrojo 

Para este análisis se utilizó un equipo infrarrojo marca Bruker, la técnica fue por 

Reflectancia Total Atenuada (ATR). Para ello, las medidas fueron tomadas luego de realizar 

64 barridos en el rango desde los 400 hasta los 4000 cm-1. Las muestras de nanopartículas de 

quitosano, fueron secadas a 50 °C durante 6 horas, previo al análisis. Así mismo el quitosano 

de grado alimentario fue disuelto en ácido acético 2.4 mg mL-1 durante 24 horas y en 

agitación magnética, posteriormente se dejó secar en placas Petri a 50 °C. Las películas 

obtenidas fueron analizadas, así como también los insumos como el humo líquido, 

tripolifosfato de sodio y ácido acético. 

3.5.4. Análisis por espectrofotometría UV-Vis 

Las muestras fueron analizadas por espectrofotometría UV-Vis en el rango de 190-

700 nm empleando celdas de cuarzo y un equipo marca Agilent Technologies modelo CARY 

60 – UV-Vis. Se analizaron los insumos como el humo líquido y el quitosano. 
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3.5.5. Análisis por microscopía electrónica de barrido y EDS 

Las muestras fueron analizadas por microscopía electrónica de barrido para 

determinar las características morfológicas y análisis elemental por EDS. Se utilizó un equipo 

marca JEOL, modelo JSM-7500F. La energía aplicada para la microscopía electrónica fue de 

2 keV, mientras que para el análisis de EDS, la energía fue de 10 keV. Las muestras 

recibieron el mismo tratamiento indicado para la espectrofotometría de infrarrojo descrito en 

la sección 3.5.3. 

3.6. Determinación de la capacidad de carga y eficiencia de carga  

Se determinó la capacidad de carga (% CC) y la eficiencia de carga (% EC) de las 

formulaciones óptimas de acuerdo con el método descrito por Deng et al., (2006), pero 

adaptado para nuestro sistema. Se secaron 25 mL de la dispersión de nanopartículas 

obtenidas, en vasos de precipitados limpios y secos, previamente pesados. Las muestras 

fueron colocadas en la estufa durante 48 horas a 50 °C. Luego se dejaron enfriar y se pesaron. 

Después, se le añadieron 25 mL de agua desionizada y se colocaron en agitación magnética 

durante 48 horas. Las soluciones obtenidas fueron medidas en el UV-Vis (UV-1700 

PharmaSpec, marca Shimadzu) con el fin de determinar la cantidad de humo líquido que 

contenían. Previamente se realizó una curva de calibración de humo líquido mediante la 

misma técnica UV-Vis en agua desionizada y en el rango de concentración desde 0.5 mg mL-

1 hasta 0.0125 mg mL-1.  

La eficiencia de carga se define como la cantidad de principio activo contenido en las 

nanopartículas, dividido entre la cantidad de principio activo añadido. Mientras que la 

capacidad de carga se define como la cantidad de principio activo contenido en las 

nanopartículas, dividido entre la masa total de nanopartículas obtenidas (Haider et al., 2017). 

El cálculo se realizó mediante la Ecuación 13 y Ecuación 14. 

 
%EC =  

Masa de humo liquido

Masa de humo liquido añadido
∗ 100 ...……... Ecuación 13 

 

 
% CC =  

Masa de humo liquido cargado

Masa de nanoparticulas obtenidas
∗ 100 ...……... Ecuación 14 
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3.7. Estudio de liberación controlada de humo líquido cargado en nanopartículas de 

quitosano 

Para la liberación controlada del humo líquido, capacidad de carga y eficiencia de carga 

se empleó el método descrito por Expósito (Expósito Harris, 2010), pero con algunas 

modificaciones. Se tomaron 10 mL de solución de nanopartículas preparadas, y fueron 

introducidas en una membrana de diálisis de 12 kDa. La membrana preparada fue introducida 

en un recipiente (chaqueta) que contenía 50 mL de agua desionizada, luego el sistema se puso 

en un agitador orbital (Marca WiseShake, modelo SHO-2D) a 100 rpm durante 24 horas y la 

temperatura fue controlada mediante un baño termostatizado (Marca DaiHan Scientific) a una 

temperatura de 4 °C similar a la temperatura de anaquel. El análisis del humo liberado fue 

realizado mediante espectrofotometría UV-Vis (Marca Shimadzu, modelo PharmaSpec UV-

1700) a 271 nm, longitud de onda previamente determinada realizando un análisis espectral del 

humo líquido. Finalmente, se tomaron muestras en el tiempo 0, 10, 20, 30 minutos y luego cada 

60 minutos hasta que la concentración se mantuvo constante en la chaqueta con agua 

desionizada. 

3.8. Actividad biológica de las nanopartículas preparadas 

3.8.1. Actividad antimicrobiana 

La capacidad antimicrobiana fue llevada a cabo en el Laboratorio de Microbiología 

de Alimentos de la Universidad Nacional Agraria La Molina liderado por el Dr. Marcial Ibo 

Silva Jaimes, la cual se determinó por el método de la microdilución en caldo, tal como se 

muestra en la Figura 14.  

Para esto, primero se llenó con 90 µL de caldo Mueller-Hilton en 12 columnas de 8 

filas (96 pocillos en una placa). La primera columna como control de crecimiento microbiano 

negativo, debido a que solo presenta el caldo Mueller-Hilton. Luego, a la segunda columna, 

se le añadió 90 µL de las NP CS-LS y a partir de esta se realizó diluciones seriadas hasta la 

columna 11 y a la columna 12 solo 90 µL de agua desionizada. Posteriormente, se añadió 10 

µL de inoculo de 106 UFC/mL de cada cepa desde la columna 2 hasta la 12, siendo la columna 

12 el control de crecimiento microbiano positivo, es decir en esta columna se espera que las 

cepas proliferen libre de la acción de NP CS-LS. Las cepas usadas fueron St. Aureus, Bacillus 

Cereus, E. coli y Salmonella. Las 12 columnas se incubaron a 37 ºC por 24 horas y se 
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determinó la concentración mínima inhibitoria (MIC) mediante espectrofotometría de su 

turbidez a 600 nm, siendo realizado las medidas por triplicado. 

 

3.8.2. Actividad antioxidante y determinación de fenoles totales 

Las pruebas de actividad antioxidante y determinación de fenoles totales fueron 

realizadas en el equipo de investigación “Natural Resources Research” de la facultad de 

Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, liderado por el 

Dr. César Máximo Fuertes Ruitón. La determinación de la capacidad antioxidante de las 

nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido se realizó por dos métodos 

diferentes: ABTS y DPPH. 

  

Figura 14 

Esquema descriptivo del método de microdilución en caldo para determinar la actividad antimicrobiana. 
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✓ Método DPPH 

Para esta prueba, una solución del radical libre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) a 

concentración de 2 mmol L-1 fue expuesta a las formulaciones de NP CS-LS (F’1-F’4), el 

blanco y el estándar de vitamina C como comparativo. Posteriormente, después de 30 min de 

reposo en oscuridad tras la incorporación de las muestras y el reactivo DPPH en la proporción 

de 1 a 2 respectivamente, se realizó la lectura espectrofotométrica a 517 nm. El % CRL (% 

de captación de radicales libre) fue calculado mediante la Ecuación 15: 

 
% CRL =  

ADPPH − ANP CS−LS

ADPPH
∗ 100 ...……... Ecuación 15 

Donde: ADPPH es la absorbancia del DPPH sin NP CS-LS y ANP CS-LS la absorbancia 

de las nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido con DPPH.  

✓ Método ABTS 

Se utilizó como agente reactivo el radical ABTS (ácido 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolin)-6-sulfónico), el cual se preparó 24 horas previas al análisis, mediante la 

incorporación de persulfato de potasio 2.45 mmol L-1 a 7 mmol L-1 de ABTS neutro. Para la 

prueba se incorporó 100 µL de las formulaciones de NP CS-LS (F’1-F’4) y el blanco a 900 

µL de radical libre ABTS preparado. La lectura espectrofotométrica se llevó a cabo a 734 

nm, luego de 7 minutos de reacción. Se empleó como patrón el reactivo TROLOX. El % 

CRL (% de captación de radicales libre) fue calculado mediante la Ecuación 16: 

 
% CRL =  

AABTS −  ANP′CS−LS

AABTS
∗ 100 ...……... Ecuación 16 

 

Donde: AABTS es la absorbancia del ABTS sin NP CS-LS y ANP CS-LS, la absorbancia 

de las nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido con ABTS. 

✓ Cuantificación de fenoles totales 

Esta determinación se basó en el método de Folin Ciocalteau. Se utilizó 200 µL de 

una solución de ácido fosfomolíbidico y fosfotungstico, 2mL de Na2CO3 al 2 % y 200 µL de 

las formulaciones de NP CS-LS (F’1-F’4). Esta mezcla se dejó en reposo a temperatura 

ambiente por 30 minutos para posterior lectura a 725 nm. Para el análisis se empleó como 

patrón estándar al ácido gálico. 
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3.9. Aplicación de las NP CS-LS en el filete de trucha 

3.9.1. Recolección y tratamiento de las truchas 

Se recolectaron truchas en su etapa comercial (aprox. 1 kg) de la Acuícola SHAGA, 

provincia de Oxapampa, región de Pasco siguiendo las buenas prácticas acuícolas. Luego, 

fueron escamadas y evisceradas de manera manual y fileteadas mediante un corte dorsal 

(aprox. 200 g); posteriormente fueron sumergidas en una solución desinfectante de dióxido 

de cloro 10 % (0.125 mol L-1), a excepción de un filete el cual fue directamente empacado al 

vacío y denominado muestra “sin solución de limpieza”. Esta muestra se mantuvo congelada 

hasta su análisis. 

El total de filetes desinfectados fueron separados en 6 grupos de 20, el primer grupo 

no fue tratado y fue etiquetado como “blanco”. Para el segundo grupo “QGA” (20 filetes): 

En cada bolsa de empacado al vacío fueron agregados 5 mL de QGA (Suspensión de 

nanopartículas de Quitosano de Grado Alimentario) para posteriormente introducir el filete 

de trucha fresca, luego se realizó el empaquetado y sellado al vacío, por último, los filetes 

empacados fueron conservados en una caja térmica de tecnopor con hielo en escamas, 

distribuido por capas. Este mismo procedimiento fue realizado también para los grupos 

restantes con etiquetado: QGQ (Nanopartículas de Quitosano de Grado Químico), QGA-LS 

(Nanopartículas de Quitosano de Grado Alimentario cargadas con Humo Líquido), QGQ-LS 

(Nanopartículas de Quitosano de Grado Químico cargadas con Humo Líquido) y LS 

(Solución de Humo Líquido). Las 6 cajas térmicas de tecnopor fueron selladas con film 

transparente para su traslado hacia Lima. Llegado a Lima, las muestras se mantuvieron en 

conservación a 4 °C hasta su traslado a la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM) 

para su análisis microbiológico. 
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3.9.2. Determinación de la estabilidad microbiológica  

La estabilidad microbiológica en los filetes de trucha se realizó a través de los 

recuentos microbianos y por un periodo de 20 días con las matrices blanco, QGA, LS y QGA-

LS. Así mismo, el análisis se llevó a cabo contra bacterias aerobios mesófilas, E. coli, ácido 

lácticas o lactobacillus, Staphylococcus aureus y salmonella; según indica la Norma 

Sanitaria que establece los criterios microbiológicos de calidad sanitaria e inocuidad para los 

alimentos y bebidas de consumo humano, los métodos de análisis se enuncian a continuación: 

➢ Metodología para las bacterias aerobio mesófilas. 

El análisis de recuento para las bacterias aerobio mesófilas se llevó a cabo usando el 

método AOAC 990.12 Petrifilm con algunas modificaciones. 

➢ Metodología para las bacterias E. Coli. 

El análisis para el recuento de las bacterias E.Coli se llevó a cabo usando el método 

AOAC 991.14 con algunas modificaciones. 

➢ Metodología para las bacterias ácido lácticas o lactobacillus. 

El análisis para el recuento de las bacterias ácido lácticas o lactobacillus se llevó a 

cabo usando el método horizontal para la enumeración de colonias de bacterias ácido lácticas 

mesófilas con algunas modificaciones, establecido en la ISO/FDIS 15214 (1998). 

➢ Metodología para las bacterias Staphylococcus aureus. 

El análisis para el recuento de las bacterias Staphylococcus aureus se llevó a cabo 

usando el método AOAC 2003.11 con placa 3M petriflim y con algunas modificaciones. 

➢ Metodología para las bacterias salmonella. 

El análisis para el recuento de las bacterias salmonella, se llevó a cabo usando el 

método descrito en el Manual de Análisis Bacteriológico (BAM, capitulo 5, año 2023) con 

algunas modificaciones. 

 

  



52 

 

4. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

4.1. Caracterización de materia prima e insumos 

4.1.1. Caracterización de quitosano 

✓ Grado de desacetilación por espectrofotometría FT-IR 

En la Figura 15, se muestra el espectro infrarrojo para el quitosano de grado 

alimentario, donde se observa las dos bandas principales que permiten determinar el grado 

de desacetilación según el método de Baxter, Dillon, Taylor, et al., (1992). Estas señales 

fueron encontradas a 3450 cm-1, atribuida al estiramiento de vibración simétrica del grupo 

hidroxilo (-OH) y a 1655 cm-1, asociado a la vibración de estiramiento del grupo C=O en la 

amida I. 

Figura 15 

Espectro infrarrojo del quitosano grado alimentario obtenido por reflectancia difusa. 

 

Las absorbancias correspondientes a las bandas de 1655 y 3450 cm-1 (C=O en la 

amida I y vibración de estiramiento del –OH, respectivamente), fueron 0.0945 y 0.2886, 

respectivamente. Por lo cual, aplicando la Ecuación 4, se obtuvo un 37.68 % de Acetilación, 

luego reemplazando en la Ecuación 5, se obtuvo un grado de desacetilación de 62.32 %. 

Además, se debe tener en cuenta que la precisión en el grado de desacetilación depende del 

método empleado para determinarlo ya que unos son más exactos que otros. Entre los 

métodos más conocidos, el método por análisis de infrarrojo es uno de lo más precisos y 

3450 1655 
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rápidos en comparación al método convencional de potenciometría; el cual está limitado a lo 

solubilidad del quitosano debido a que las partículas no disueltas pueden generar un mayor 

margen de error en el resultado (Weißpflog et al., 2021). Por otro lado, el grado de 

desacetilación del quitosano, es un factor muy importante ya que afecta directamente las 

propiedades fisicoquímicas (solubilidad, cristalinidad, etc.), además de sus propiedades 

biológicas, biodegradabilidad e incluso el grado de entrecruzamiento entre el polímero y 

algún agente entrecruzante (Gupta & Jabrail, 2006). 

✓ Determinación del peso molecular por viscosimetría. 

El peso molecular del quitosano, al igual que el grado de desacetilación, es otro de 

los factores importantes en la utilidad del biopolímero, ya que definen sus propiedades físicas 

y químicas como la capacidad de gelificación o solubilidad (Martín‐lópez et al., 2020). En la 

Tabla 12 se muestran las viscosidades relativas (rel), específica (sp) y reducida (red) 

obtenidas para cada solución preparada según el método viscosimétrico y cuya 

representación gráfica de la viscosidad reducida vs la concentración se presentan en la Figura 

16. 

Tabla 12 

Viscosidad relativa (rel), específica (sp) y reducida (red) obtenidas en el ensayo. 

ENSAYO % [n] rel [n] sp [n] red 

1 0.83 1.170 0.170 0.204 

2 1.11 1.232 0.232 0.210 

3 1.38 1.291 0.291 0.211 

4 1.66 1.358 0.358 0.216 

5 1.94 1.423 0.423 0.218 

 

Según la Figura 16 y aplicando la Ecuación 6 de Mark-Houwink-Sakurada, se obtuvo 

que la viscosidad reducida fue de 0.1946, luego utilizando este resultado y los parámetros 

propios para el quitosano con K = 15.7 x10-6 y a= 0.79, a 25 °C (ver anexo N°1); se determinó 

que el peso molecular del polímero fue de 151.82 kDa. Por lo tanto, podemos concluir que 

este quitosano es de bajo peso molecular (Hernández et al., 2011). 
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✓ Determinación del porcentaje de humedad y contenido de cenizas 

De los ensayos realizados, se determinó que el porcentaje de humedad del quitosano 

fue de 13.37 %; mientras que el contenido de ceniza fue de 4.34 %, valores consistentes con 

los reportados en la literatura para el quitosano comercial con una humedad entre 6 – 12% y 

contenido de cenizas menor 10 % (Ait Boulahsen et al., 2018; Alani et al., 2014). Sin 

embargo, estos valores son referenciales ya que dependen de las fuentes y métodos de 

extracción usados. El contenido de humedad y cenizas, son dos factores que influyen en las 

propiedades físicas y químicas del quitosano ya que definen su afinidad higroscópica, 

solubilidad y calidad, factor fundamental al momento de tener una aplicación (Alani et al., 

2014). según Sreelekshmi et al. (2022), estos factores pueden afectar también las 

formulaciones sólidas como las nanopartículas basadas en quitosano o incluso disminuir su 

capacidad de enlace debido a la alta presencia de agua, así mismo puede influir en las 

caracterizaciones iniciales por FTIR si es que previamente no ha sido secada la muestra. 

  

Figura 16 

Viscosidad reducida vs concentración de quitosano a 25 °C. 
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4.1.2. Caracterización del humo líquido 

✓ Análisis de benzo(a)pireno por HPLC 

La Figura 17 muestra los resultados del cromatograma realizado para los estándares 

de Benzo(a)pireno en el rango de 0.5 ppm hasta 20 ppm. 

 

En la figura anterior se observó un claro incremento lineal de la señal en 

aproximadamente 3.65 minutos de tiempo de retención, siendo esta señal correspondiente al 

benzo[a]pireno. Por otro lado, la curva de regresión para este compuesto se obtuvo integrando 

las áreas del cromatograma mediante el software Origin y cuya gráfica correspondiente se 

muestra en la Figura 18. 

  

Figura 17 

Cromatograma obtenido para la curva de calibración del 

benzo(a)pireno. 
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La ecuación de regresión obtenida fue la Ecuación 17. 

 Y = 89.014X + 23.884 ...……... Ecuación 17 

 

Donde Y es el área integrada y X la concentración de benzo[a]pireno en partes por 

millón (ppm). 

La Figura 19 representa el cromatograma de la muestra de humo líquido y como se 

puede observar no hay una señal en el tiempo de 3.65 minutos aproximadamente; por lo cual, 

se puede afirmar que el benzo[a]pireno, compuesto aromático con propiedades cancerígenas 

no está presente en el humo líquido. No obstante, este resultado es concordante con algunas 

referencias, las cuales indican que el humo líquido comercial no contiene cantidades 

significativas de HAPs entre ellos el benzo[a]pireno, debido a que se tiene un mejor control 

durante su proceso de obtención (Montazeri et al., 2013); sin embargo, no podemos descartar 

la presencia de otros tipos de HAPs. 

Figura 18 

Curva de calibración para el análisis de benzo[a]pireno por HPLC 
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✓ Análisis de humo líquido por UV-vis  

La Figura 20 muestra los espectros obtenidos a diferentes niveles de concentración 

mediante espectrofotometría UV-Vis en solvente acetonitrilo (ACN) para el benzo[a]pireno. 

Por otro lado, la Figura 21 muestra el espectro UV-Vis referencial del benzo[a]pireno, 

basado en datos de referencias, espectros y correlaciones empíricas (Xiong et al., 2021). 

Comparando ambos espectros podemos observar que en el rango entre 300 y 400 nm los 

espectros son muy parecidos. Por otro lado, entre los 200 y 300 nm se tienen una serie de 

bandas que se asocian a las transiciones 𝜋
 

→ 𝜋∗ del sistema conjugado en los anillos 

fusionados del Benzo(a)pireno (Pretsch et al., 2009). Mientras que en el espectro de humo 

líquido no se observa presencia de picos en el mismo rango, lo cual indica que este no tiene 

benzo(a)pireno. 

  

Figura 19 

Cromatograma obtenido del humo líquido a 10 ppm en acetonitrilo. 
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Figura 20 

Espectros obtenidos por UV-Vis de benzo[a]pireno a distintas concentraciones (0.5; 1; 5; 

10 y 20 ppm) y humo líquido (10 ppm). 

 

Modificado de: (Xiong et al., 2021) 

  

Figura 21 

Espectro UV-Vis referencial del benzo(a)pireno. 

(3,20 µM) en buffer tris-HCl pH= 7,40. 
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✓ Determinación total de ácidos carboxílicos 

En la Figura 22 se presenta la curva de la titulación potenciométrica del humo líquido 

y cuyo pH inicial para una solución (20 µL) diluida en 100 mL de agua desionizada, fue de 

4.46, valor que se encuentra en el rango dado por (Montazeri et al., 2013), quien indica que 

el humo líquido puede estar en un rango entre 1.5 -5.5.  Por otro lado, la Figura 23 muestra 

la primera derivada de la titulación y de donde se observó que el punto de inflexión ocurrió 

cuando fueron añadidos 260 µL de la solución de hidróxido de sodio 0.1 mol L-1. De la 

relación de 1 mL de NaOH 0.1 mol L-1 equivale a 60.06 mg de ácido acético, se tiene que la 

muestra contenía 15.62 mg de ácido acético en 20 µL de humo líquido. Por la tanto, la 

concentración será 781 mg mL-1, lo que representa un 73.42% de acidez. Este valor es mayor 

a los valores reportados por otros investigadores, aunque también depende del tipo de madera 

de donde se obtiene el humo líquido (Montazeri et al., 2013). 

 

 

 

 

 

Figura 22 

Curva de titulación potenciométrica de una solución de humo 

líquido con 0.1 M de NaOH. 
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4.2. Diseño experimental 

Las variables independientes y los niveles utilizados en el análisis de superficie con 

respuesta múltiple, son mostrados en la Tabla 9 y Tabla 13 . Los factores y sus combinaciones 

fueron los siguientes: Factor X1 (concentración de ácido acético, mg mL-1) para el ajuste de pH 

inicial; factor X2 (concentración de TPP, mg mL-1); factor X3 (concentración de humo líquido, 

mg mL-1); y factor X4 (concentración de quitosano, mg mL-1). Las variables seleccionadas 

fueron las siguientes: Y1 (tamaño de partícula, nm), Y2 (potencial zeta, mV) e Y3 (PDI, %). 

Los valores obtenidos para Y1, Y2 e Y3 estuvieron en el siguiente rango: 165 – 370 nm, 33.8 

– 45 mV y 0.24 a 0.60, respectivamente. Los resultados obtenidos de los 26 experimentos 

realizados se analizaron mediante el software Minitab versión 18 (2017). La Tabla 14 presenta 

los resultados obtenidos para el análisis del tamaño de partícula, potencial Z e índice de 

polidispersidad para cada formulación analizada por triplicado y en relación a la concentración 

de ácido acético, TPP, LS y quitosano. Para determinar las variables significativas que afectan 

el tamaño de partícula, potencial zeta y el PDI, se estimaron los valores de R2, p < 0.05 (Tabla 

13). La eficacia del modelo demostrado con el valor R2 que indica si el ajuste, es adecuado 

cuando el valor es cercano a la unidad. Los valores de R2 obtenidos según el modelo fueron 

Figura 23 

Primera de derivada de la curva de titulación potenciométrica de 

la solución de humo líquido con 0.1 M de NaOH. 
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75.24 %, 83.43 % y 87.31 % para tamaño de partícula, potencial zeta y PDI respectivamente; 

estos valores indican que los datos experimentales y predichos están adecuadamente ajustados 

al modelo propuesto. Los resultados obtenidos del análisis ANOVA presentado en la Tabla 13 

mostraron que la variable respuesta Y1 es ajustado al modelo ya que p < 0.05, además que los 

factores X1, X2 y X4 juegan un rol importante debido a que p < 0.05. Por otro lado, respecto a 

Y2, se observó que las variables independientes X2 y X4 tienen influyen significativamente en 

el potencial Z; también que X4 tiene un efecto cuadrático relevante, además del efecto 

interactivo entre X2 y X4 (p < 0.05). En el caso de Y3, se encontró lo siguiente: X1, X2 y X4 

tienen efecto determinante simple, también que X2 y su interacción con X4 (p < 0.05). Los 

efectos de cada una de las variables antes mencionadas sobre el tamaño de partícula, potencial 

zeta y el PDI fueron descritas en la Ecuación 18, Ecuación 19 y Ecuación 20, respectivamente: 

 Y1 =  157 +  8.4 X1 −  85 X2 −  24 X3 +

 26 X4 −  0.89 X1 ∗ X1 +  133 X2 ∗ X2 −

 282 X3 ∗ X3 +  8.6 X4 ∗ X4 −  14.2 X1 ∗ X2 −

 6.4 X1 ∗ X3 +  8.49 X1 ∗ X4 +  351 X2 ∗ X3 −

 95.0 X2 ∗ X4 +  57 X3 ∗ X4  

...……... Ecuación 18 

 

 Y2 =  38.76– 0.135 X1 −  22.6 X2 +  18.0 X3 +

 4.73 X4 −  0.0759 X1 ∗ X1 −  13.73 X2 ∗ X2 −

 14.6 X3 ∗ X3 −  1.308 X4 ∗ X4 +  1.167 X1 ∗ X2 +

 0.799 X1 ∗ X3 +  0.118 X1 ∗ X4 −  8.5 X2 ∗ X3 +

 8.70 X2 ∗ X4 −  2.50 X3 ∗ X4  

...……... Ecuación 19 

 

 Y3 =  0.382 +  0.0445 X1 −  1.378 X2 −  0.332 X3 
+  0.210 X4 −  0.00147 X1 ∗ X1 
+  1.362 X2 ∗ X2 −  0.072 X3 ∗ X3 
−  0.0172 X4 ∗ X4 −  0.0303 X1 ∗ X2 
−  0.0118 X1 ∗ X3 +  0.00590 X1
∗ X4 +  0.845 X2 ∗ X3 −  0.2430 X2
∗ X4 −  0.003 X3 ∗ X4 

...……... Ecuación 20 

 

Finalmente, con base en las tres ecuaciones de regresión para cada variable y con la 

minimización de Y1, Y3 y la maximización de Y2, se determinaron las condiciones óptimas de 

cada parámetro (variable independiente) para las formulaciones F′ 1- F′ 4 que se muestran en 

la Tabla 13. Estas formulaciones fueron preparadas, caracterizadas y evaluadas en términos de 
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su eficiencia de carga, capacidad de carga, actividad antioxidante, actividad antibacteriana y 

liberación controlada de LS (Tuesta-Chavez et al., 2022a). 

 Tabla 13 

Datos ANOVA relacionados con los modelos de respuesta de todas las variables. 

 

4.3. Caracterización de las nanopartículas de quitosano con humo liquido 

4.3.1. Análisis del diámetro de partícula, potencial Z e índice de polidispersidad 

La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos para el análisis del tamaño de partícula, 

potencial Z y el índice de polidispersidad, así mismo cada formulación fue analizada por 

triplicado y para los cuales se obtuvieron las desviaciones estándar correspondientes. Luego 

del análisis estadístico correspondiente, donde se buscaron las condiciones óptimas que 

minimice el tamaño entre (150-200 nm), el PDI (PDI < 0.30) y se maximice el potencial Z 

(> + 30 mV); se obtuvieron 4 formulaciones (Denominadas F’1, F’2, F’3 y F’4). Los 

resultados al análisis del diámetro de partícula por DLS, potencial Z y PDI, además, de las 

26 formulaciones preparadas cuyos valores de potencial Z resultaron ser mayores a +30 mV, 

indicando que estas presentan alta estabilidad. 

  

 Diámetro de partícula (nm) Potencial Z (mV) PDI (%) 

Factor df F-valor p-valor df F-valor p-valor df F-valor p-valor 

Modelo 14 6.43 0.002 14 9.98 0.000 14 13.86 0.000 

X1 1 8.12 0.016 1 2.66 0.131 1 41.97 0.000 

X2 1 8.19 0.015 1 66.40 0.000 1 92.84 0.000 

X3 1 0.27 0.616 1 0.12 0.736 1 0.54 0.477 

X4 1 66.30 0.000 1 44.45 0.000 1 9.32 0.011 

X12 1 0.36 0.563 1 3.09 0.107 1 0.89 0.365 

X22 1 0.18 0.677 1 2.35 0.153 1 17.95 0.001 

X32 1 0.34 0.573 1 1.09 0.320 1 0.02 0.889 

X42 1 0.20 0.667 1 5.46 0.039 1 0.74 0.409 

X1X2 1 0.40 0.542 1 3.23 0.100 1 1.69 0.221 

X1X3 1 0.05 0.825 1 0.97 0.346 1 0.16 0.693 

X1X4 1 2.27 0.160 1 0.53 0.482 1 1.03 0.333 

X2X3 1 0.75 0.405 1 0.53 0.482 1 4.05 0.069 

X2X4 1 1.37 0.266 1 13.84 0.003 1 8.38 0.015 

X3X4 1 0.32 0.585 1 0.73 0.411 1 0.00 0.981 

Lack of fit 10 0.11 0.987 10 300.60 0.045 10 0.23 0.938 

Error 1   1   1   
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Por otro lado, el índice de polidispersidad fue encontrado en el rango entre 0.251 y 

0.65. De la Tabla 14 se observó que las nanopartículas con menores tamaños (F5, F16 y F13) 

fueron aquellas donde la concentración de quitosano fue más baja. Además, la 

polidispersidad fue menor a 0.30, entonces puede considerarse que las nuestras son 

parcialmente homogéneas, además de estables debido a que tuvieron un potencial Z mayor a 

+ 30 mV (Avadi et al., 2010). 

Tabla 14 

Resultados obtenidos para las formulaciones propuestas en el diseño experimental. 

 

Por otra parte, los resultados mostrados en la Tabla 14 fueron analizados mediante el 

software Minitab 18, esto a fin de conocer los principales factores que afectan directamente 

las características fisicoquímicas de las nanopartículas que se desean obtener con mejores 

Formulación Ácido acético  

(mg mL-1) 

TPP  

(mg mL-1) 

humo  

(mg mL-1) 

Quitosano 

(mg mL-1) 

Diámetro de 

partícula 

(nm) 

Potencial Z  

(mV) 

PDI  

3 2.4 0.25 0.4 2.5 286.8 ± 8.3 43.0 ± 0.306 0.378 ± 0.008 

23 9.6 0.25 0.4 2.5 360.9 ± 5.3 42.4 ± 3.20 0.621 ± 0.075 

1 2.4 0.75 0.4 2.5 250.5 ± 1.5 36.1 ± 0.379 0.240 ± 0.010 

26 9.6 0.75 0.4 2.5 273.7 ± 3.9 39.4 ± 1.14 0.374 ± 0.006 

5 6.0 0.50 0.2 1.5 194.4 ± 3.8 37.5 ± 1.27 0.279 ± 0.004 

16 6.0 0.50 0.6 1.5 165.0 ± 0.4 38.4 ± 0.651 0.271 ± 0.003 

10 6.0 0.50 0.2 3.5 399.2 ± 9.4 43.1 ± 1.04 0.364 ± 0.005 

11 6.0 0.50 0.6 3.5 415.4 ± 7.5 42.0 ± 0.781 0.354 ± 0.043 

13 2.4 0.50 0.4 1.5 184.7 ± 2.4 37.6 ± 0.907 0.256 ± 0.009 

17 9.6 0.50 0.4 1.5 224.6 ± 5.2 38.7 ± 0,917 0.358 ± 0.037 

15 2.4 0.50 0.4 3.5 326.4 ± 5.1 41.2 ± 1,00 0.251 ± 0.019 

2 9.6 0.50 0.4 3.5 488.6 ± 8.4 44.0 ± 2,80 0.438 ± 0.025 

14 6.0 0.25 0.2 2.5 334.1 ± 13.7 42.8 ± 2.80 0.655 ± 0.058 

9 6.0 0.75 0.2 2.5 243.6 ± 4.4 39.0 ± 0.833 0.294 ± 0.031 

8 6.0 0.25 0.6 2.5 333.4 ± 7.9 44.3 ± 2.12 0.510 ± 0.082 

4 6.0 0.75 0.6 2.5 313.2 ± 6.0 38.8 ± 2.17 0.318 ± 0.038 

6 2.4 0.50 0.2 2.5 264.0 ± 5.0 42.6 ± 1.70 0.254 ± 0.012 

21 9.6 0.50 0.2 2.5 323.6 ± 13.0 41.6 ± 2.75 0.409 ± 0.043 

7 2.4 0.50 0.6 2.5 281.6 ± 3.3 41.6 ± 0.721 0.287 ± 0.012 

19 9.6 0.50 0.6 2.5 322.8 ± 8.2 42.9 ± 1.79 0.408 ± 0.033 

18 6.0 0.25 0.4 1.5 285.2 ± 15.9 44.9 ± 3.39 0.434 ± 0.024 

24 6.0 0.75 0.4 1.5 248.7 ± 4.9 33.8 ± 0.451 0.324 ± 0.034 

20 6.0 0.25 0.4 3.5 474.3 ± 23.4 45.0 ± 1.27 0.656 ± 0.042 

25 6.0 0.75 0.4 3.5 342.8 ± 10.3 42.6 ± 1.29 0.303 ± 0.031 

22 6.0 0.50 0.4 2.5 242.9 ± 3.1 42.8 ± 2.18 0.299 ± 0.038 

12 6.0 0.50 0.4 2.5 374.5 ± 2.0 42.9 ± 3.35 0.408 ± 0.035 
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proyecciones de aplicación. Los factores evaluados fueron: Factor A (concentración de ácido 

acético, CAA); factor B (concentración de TPP, CTPP); factor C (concentración de humo 

líquido, CHL) y factor D (concentración de quitosano, CQ). Mientras que las respuestas 

evaluadas fueron tamaño de partícula (Y1), potencial Z (Y2) e índice de polidispersidad (Y3). 

Del diagrama de Pareto mostrado en la Figura 24, a un nivel de confianza del 95 %, se 

observó que tanto la concentración de quitosano (CQ), de TPP (CTPP) y la concentración de 

ácido acético (CAA) son las principales variables independientes que influyen directamente 

en el tamaño de la nanopartícula ya que superan el límite estadístico crítico del efecto 

estandarizado. Además, esto se asocia a las interacciones químicas generadas entre ellos, 

sobre todo entre el TPP que va generando redes a causa de la reticulación química con el 

quitosano y de forma similar con el ácido acético que presenta grupos carboxílicos que 

generan interacciones hidrógeno. No obstante, el resultado contrasta lo encontrado también 

en el Anova del diseño experimental y su influencia significativa en la variable respuesta. 

 

En la Figura 25 se observa que a un nivel de confianza de 95 %, la concentración de 

TPP (CTPP), la concentración de quitosano (CQ) y la interacción de estas dos variables 

independientes influyen significativamente en el potencial Z de las nanopartículas 

preparadas. Esto se asocia a la carga iónica que tanto el TPP y el quitosano poseen, lo cual 

puede estar generando variación en la carga superficial de las nanopartículas y por lo tanto, 

dando lugar a que se obtenga diferente potencial Z para cada formulación con variación en 

Figura 24 

Diagrama de Pareto sobre variables que afectan el tamaño de 

partícula (Y1). 
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la concentración de las dos variables. No obstante, los resultados al igual que en el tamaño 

hidronímico de la partícula corresponden con lo antes encontrado en el Anova del diseño 

experimental. 

 

En la Figura 26 se observa que la concentración de TPP (CTPP), la concentración de 

quitosano (CQ) y la interacción de estos dos factores también influyen sobre el índice de 

polidispersidad de las nanopartículas. Esto es asociado a las interacciones electrostáticas que 

se dan entre los grupos del TPP y CQ, además de las interacciones puente hidrógeno 

producidas en el mismo quitosano a través de los grupos hidroxilo, carbonilo y aminos; lo 

cual al incrementar sus concentraciones podrían generar que las nanopartículas interaccionen 

más fuertemente dando lugar a que se puedan aglomerar y se obtengan partículas de diferente 

tamaño y polidispersidad. Por otro lado, la Tabla 15 muestra los valores buscados respecto 

a las respuestas en el proceso de optimización: La minimización del tamaño de nanopartícula 

(Y1), la maximización del potencial Z (Y2) y la minimización del índice de polidispersidad 

(Y3).  

Figura 25 

Diagrama de Pareto sobre variables que afectan el potencial 

Z (Y2). 
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Tabla 15 

Valores buscados en la optimización de las respuestas tamaño de nanopartícula (Y1), 

potencial Z (Y2) e índice de polidispersidad (Y3). 

 

En la Tabla 16, se presentan los resultados obtenidos luego del proceso de 

optimización, observándose un claro incremento en el diámetro hidrodinámico de las 

nanopartículas cargadas con humo líquido, en comparación a las nanopartículas sin cargar 

(177.9 nm). Resultados correspondientes con lo reportado por Lamarra y colaboradores, 

quienes luego de cargar ácido gálico en nanopartículas de quitosano obtuvieron partículas 

con diámetros hidronímicos alrededor de 140 nm, pero con potencial Z cercano +25 mV 

(Lamarra et al., 2016). Por lo tanto, podemos considerar al ácido gálico como un modelo de 

polifenol introducido en nuestra matriz, ya que es conocido que el humo líquido contiene una 

mezcla de polifenoles y otros compuestos orgánicos (Montazeri et al., 2013). Por otro lado, 

a partir de los potenciales Z encontrados (+ 40 mV), se puede considerar que las 

Respuesta Meta Inferior Objetivo Superior Ponderación Importancia 

Y3 Mínimo    0.24 0.6 1 1 

Y2 Máximo 33.8 45.00    1 1 

Y1 Mínimo    165.00 370.0 1 1 

Figura 26 

Diagrama de pareto sobre variables que afectan el índice de 

polidispersidad (Y3). 
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nanopartículas son altamente estables, aunque con cierto grado de polidispersidad por debajo 

de 0.5 (Avadi et al., 2010).  

Tabla 16 

Resultados obtenidos para las formulaciones consideradas óptimas. 

Orden de 

pruebas 

Ácido 

acético 

(mg mL-1) 

TPP 

(mg mL-1) 

humo 

líquido 

(mg mL-1) 

Quitosano 

(mg mL-1) 

Diámetro de 

partícula 

(nm) 

Potencial Z  

(mV) 

PDI  

F'1 2.400 0.25 0.600 1.5 186.0 ± 3.7 43.8 ± 1.79 0.367 ± 0.011 

F'2 2.418 0.25 0.583 1.5 204.9 ± 5.2 45.2 ± 2.36 0.399 ± 0.051 

F'3 2.415 0.25 0.547 1.5 180.3 ±5.2 43.0 ± 1.70 0.452 ± 0.075 

F'4 2.414 0.25 0.539 1.5 221.5 ± 9.4 43.5 ± 0.95 0.451 ± 0.070 

Blanco 2.400 0.25 0.00 1.5 177.9 ± 3.1 47.6 ± 1.74 0.400 ± 0.027 

 

4.3.2. Análisis por espectrofotometría de infrarrojo  

✓ Análisis de humo líquido 

En el espectro infrarrojo del humo líquido (LS) mostrado en la Figura 27, se encontró 

señales características en 3354 cm-1, atribuido tanto a una contribución del medio acuoso, así 

como a la presencia de grupos fenólicos y asociada a la vibración de estiramiento de los 

grupos -OH tanto en los ácidos carboxílicos como fenoles (Guillén et al., 1995). Por otra 

parte, el pico alrededor de 2923 cm-1 es consecuencia de las vibraciones de estiramiento 

asimétrico del C-H en los compuestos aromáticos y cadenas alifáticas (Antoniou et al., 

2015a). La banda ancha débil en 1704 cm-1, es correspondiente con la vibración de 

estiramiento del carbonilo (C=O), función de las cetonas, aldehídos u ácidos carboxílicos 

presentes en los compuestos del LS. Por otro lado, la señal intensa observada en 1641 cm-1 

es atribuido a las vibraciones de estiramiento asimétrico del C=C en los alquenos y 

probablemente también debido a compuestos aromáticos. Las bandas encontradas en 1409, 

1274 y 1083 cm-1, son consecuencia de las vibraciones de deformación del C-H en los 

alcanos, deformación dentro del plano del O-H en alcoholes primarios y secundarios y la 

vibración de estiramiento del grupo C-O en alcoholes primarios, respectivamente  (Sokamte 

tegang et al., 2020b; Suryani et al., 2023). Por otra parte, según Guillen, entre 900 cm-1 y 800 

cm-1, también absorben fuertemente compuestos aromáticos como 2-metoxi-4-etilfenol, 2-

metoxy-4-(2-propenil) fenol, entre otros (Guillén et al., 1995). 
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✓ Análisis de quitosano 

La Figura 28 muestra el espectro infrarrojo (IR) del quitosano de grado alimentario 

mediante la técnica de ATR. Esta técnica fue elegida por la rapidez con la que se puede 

desarrollar el análisis, además por no requerir otros reactivos o diluyentes como el KBr. El 

IR mostro dos señales características en 3354 y 3289 cm-1, correspondiente con las 

vibraciones de estiramiento de los grupos hidroxilo y aminos, respectivamente (Ma et al., 

2015; S. Dassanayake et al., 2019). El pico en 2869 cm-1 fue atribuido a la vibración de 

estiramiento simétrico y asimétrico del C-H en los grupos -CH2- y -CH3 (Antoniou et al., 

2015b; Ma et al., 2015). Por otro lado, fue identificada una banda ancha débil en 1654 cm-1, 

atribuido a la vibración del grupo carbonilo (C=O) en la amida I, indicando que el quitosano 

no está completamente desacetilado. Así mismo el pico en 1585 cm-1 fue asociado a la 

vibración de estiramiento en la amida II. Por último, las bandas en 1369 y 1008 cm-1 

representan las vibraciones de estiramiento del C-O en el alcohol primario y del enlace en el 

polisacárido, respectivamente (Alarfaj, 2019; Boudouaia et al., 2019). 

Figura 27 

Espectro Infrarrojo del Humo líquido concentrado en solución 

acuosa. 
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✓ Análisis de tripolifosfato de sódio 

La Figura 29 presenta el espectro infrarrojo del TPP, con dos señales características 

en 1145 y 889 cm-1, correspondiente con la vibración de estiramiento simétrica y 

antisimétrica de O−P=O y del estiramiento antisimétrico del P-O-P, respectivamente 

(Lamarra et al., 2016; Loutfy et al., 2016; Tomaz et al., 2018). 

  

Figura 28 

Espectro infrarrojo del quitosano grado alimentario, previamente 

secado. Método por ATR. 
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✓ Análisis de nanopartículas cargadas con humo líquido 

En la Figura 30 se muestra el espectro IR de las nanopartículas de quitosano, las 

cuales fueron previamente secadas a 50 °C antes de ser analizadas. El espectro infrarrojo 

mostró bandas características, propias del quitosano en 1647, 1591 y 1369 cm-1 atribuidas a 

las vibraciones de estiramiento del C=O en la amida I, a la flexión del N-H en la amida II y 

el estiramiento en el C-O del alcohol primario. No obstante, comparado con el espectro IR 

de las nanopartículas de quitosano sin carga de humo líquido (Blanco), se observó un 

incremento en la intensidad y un drástico desplazamiento de las bandas a 1633 cm-1 en la 

amida I, a 1533 cm-1 en la amida II y a 1404 cm-1, respectivamente. Así mismo, fue observado 

la aparición de una nueva banda en 1218 cm-1 atribuida a las vibraciones de estiramiento 

asimétrico del grupo PO2 en el TPP. Por lo tanto, estas observaciones encontradas indican las 

interacciones producidas entre los grupos aniónicos del TPP con los grupos aminos 

protonados del quitosano a través de enlaces iónicos, resultados que concuerdan con los 

reportados en la literatura (Alehosseini et al., 2022b; Loutfy et al., 2016; Tomaz et al., 2018). 

Por otro lado, en las nanopartículas cargadas con humo líquido, F´2, fue identificada una 

banda alrededor de 1635 cm-1, atribuido a la vibración de estiramiento en la amida I, también 

fueron encontrados los picos en 1537, 1407 y 1218 cm-1, señales que concuerdan con las 

Figura 29 

Espectro infrarrojo del tripolifosfato de sodio. Método por ATR. 

Muestra sólida. 
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observadas en las nanopartículas sin carga. Sin embargo, sus intensidades aumentan, lo cual 

se asocia a las interacciones que ocurre entre los componentes del humo líquido (fenoles, 

carbonilos, ácidos carboxílicos, etc.) con la matriz de quitosano (Chanphai & Tajmir-Riahi, 

2018). Similares resultados fueron observados para las otras nanopartículas cargadas con 

humo líquido (F´1, F´3 y F´4), lo cual sugiere que este se encuentra únicamente encapsulado 

en las nanopartículas, mediante interacciones débiles tales como las fuerzas de Vander Waals, 

puente hidrogeno, entre otras. Por último, la banda en 3338 cm-1 fue asociada a la vibración 

de estiramiento de los grupos amino libres en el quitosano y los hidroxilo (-OH), mientras 

que el desplazamiento e incremento de la señal en los materiales nanoparticulados fue 

asociado con las interacciones de los grupos amino y la adición de grupos -OH del humo 

líquido, que dan origen a la formación de interacciones tipo puente de hidrógeno (Lamarra et 

al., 2016). La banda en 894 cm-1 fue atribuida al estiramiento asimétrico del P-O-P en el TPP.  

Figura 30 

Espectros infrarrojos de las nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido: 

Formulación optima, LS, blanco, quitosano y TPP. Método por ATR. 
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4.3.3.  Análisis por microscopía electrónica de barrido 

En la Tabla 17 se observa que la muestra denominada blanco; es decir, las 

nanopartículas que no contienen humo líquido, son las de menor diámetro. Por el contrario, 

la muestra F’1 fue la que presento mayor diámetro; lo cual puede deberse a la mayor 

concentración de humo líquido. Sin embargo, las 4 formulaciones presentan una elevada 

desviación estándar, lo cual concuerda con el índice de polidispersidad encontrado mediante 

el análisis por DLS. 

Tabla 17 

Tamaño de partícula obtenido a partir de la microscopía electrónica de barrido. 

Muestra Diámetro (nm) 

NP – Sin Humo Líquido 18 ± 7.2 

F'1 200.6 ± 46.8 

F'2 77.0 ± 27.3 

F'3 22.4 ± 8.2 

F'4 30.2 ± 11.4 

 

El análisis SEM, Figura 31, mostró que las nanopartículas obtenidas presentan una 

morfología esférica. No obstante, la diferencia entre los resultados respecto al análisis por 

DLS puede deberse al tratamiento térmico de secado a 50 °C previo al análisis por 

microscopía SEM, lo cual estaría causando que las nanopartículas se deshidraten y se 

contraigan, reduciendo así notablemente su tamaño. Sin embargo, en ambos casos se 

obtuvieron resultados menores a 200 nm. Por otro lado, el índice de polidispersidad está 

relacionado con la desviación estándar, ya que si es grande significa que las muestras 

preparadas presentan elevada polidispersidad. Por otro lado, el tamaño de las nanopartículas 

obtenidas está relacionado con la cantidad de grupos amino que fueron entrecruzados; ya 

que, se han reportado que para nanopartículas de 30 nm solo un 10 % de grupos amino de la 

cadena polimérica son entrecruzados mientras que para nanopartículas con 110 nm, casi 

todos los grupos amino son entrecruzados (Shukla et al., 2013). 

También se debe tener en cuenta que los factores físicos como la velocidad de 

agitación pueden afectar el tamaño de las nanopartículas obtenidas. Segun, Fàbregas y 

colaboradores encontraron que la velocidad de agitación influye en el tamaño de las 

nanopartículas de quitosano (Fàbregas et al., 2013). Así mismo, la concentración de ácido 

acético también puede jugar un papel importante. En otras palabras, al incrementar la 

concentración de este, se incrementará indirectamente la fuerza iónica del medio haciendo 
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que la cadena de quitosano se movilice con menos libertad. Además, que los contraiones que 

están enlazados a los grupos amino desfavorezcan los sitios disponibles para su 

entrecruzamiento. Por otro lado, un incremento en el tamaño de las nanopartículas, hará que 

la repulsión sea menor y permitirá que se formen agregados más grandes (W. Fan et al., 

2012). Los resultados obtenidos de la microscopía electrónica de barrido se muestran a 

continuación en la Figura 31. 

Figura 31 

Micrografía SEM para las muestras optimizadas F'1 hasta F'4 y el blanco. 

  

  

 

 

F’1 

F’2 

F’4 

NP – Sin Humo Líquido 

F’3 
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4.3.4. Análisis por espectroscopia de energía de rayos-X dispersados 

La Figura 32 muestra los espectros obtenidos del análisis por EDS, en esta se puede 

observar que los constituyentes en las nanopartículas preparadas son carbono, oxígeno, sodio 

y fósforo; lo cual está en concordancia con los insumos que fueron utilizados. Además, 

podemos descartar algún tipo de contaminación con otros elementos, por ejemplo, metales 

pesados. Así mismo se debe tener en cuenta que este método no brinda información exacta 

cuantitativa sobre la composición. Además, la técnica no permite la identificación de 

hidrógenos a pesar de que en la muestra se encuentren presentes. 

Figura 32 

Resultados de la composición elemental de las muestras optimizadas F'1 hasta F'4 y el 

blanco. 

  

  

 

4.4. Determinación de la capacidad de carga y eficiencia de carga 

Los resultados obtenidos para la capacidad y eficiencia de carga de las formulaciones 

óptimas se muestran en la Tabla 18. Por otro lado, en la Figura 33 se presenta la curva de 

calibración previamente realizada según la metodología mencionada en la sección 3.6. 
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Tabla 18 

Eficiencia y capacidad de carga para las formulaciones óptimas según ecuaciones 13 y 14. 

Muestra Eficiencia de carga (%) Capacidad de carga (%) 

FB 0 0 

F'1 34.9 19.4 

F'2 40.3 21.6 

F'3 49.3 26.1 

F'4 39.7 19.9 

 

De la Tabla 18 se puede observar que la formulación F’3 tiene la mayor eficiencia y 

capacidad de carga (49.3% y 26.1% respectivamente), además fue la que presento el menor 

tamaño de partícula tanto por microscopía electrónica de barrido (22.4 nm) y DLS (180.3 nm). 

Mientras que la formulación F’1 mostró la menor eficiencia y capacidad de carga (34.4 % y 

19.4 %, respectivamente), además de mayor tamaño respecto a la F’3 (200.6 nm, medido por 

SEM). Los valores obtenidos para las formulaciones F’1 hasta la F’4, son valores próximos a 

los reportados para otros tipos de sistemas, como el reportado por Amirí (Amiri & Morakabati, 

2017); el cual obtuvo entre 32.07 y 39.93 % de eficiencia de carga de un aceite esencial y entre 

11.42 y 25.41 % para la capacidad de carga. Amirí, utilizó también el proceso de gelificación 

iónica, pero aplicando temperatura de 60 °C a su sistema.  

4.5. Estudio de la cinética de la liberación controlada 

La liberación de principios bioactivos desde una matriz portadora depende de muchos 

factores tales como la capacidad de hinchamiento, estructura, velocidad de degradación o 

y = 1.8835x + 0.0012
R² = 0.9998
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Figura 33 

Curva de calibración de humo líquido en agua 

desionizada. 
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erosión de la matriz (Mao et al., 2023). La Tabla 19 muestra los resultados de la liberación 

controlada para las formulaciones F’1-F’4, mientras que la Figura 34 muestra la gráfica 

correspondiente a los perfiles de la liberación del LS durante 24 horas de estudio. En estos se 

observa que la cinética presenta un perfil de liberación en dos etapas: una etapa inicial rápida 

durante los primeros 300 minutos, atribuido a la salida del LS más superficial adsorbido, 

mientras que una segunda etapa más estable y controlada durante el resto del tiempo de estudio 

y es asociada con la reducción del gradiente de concentración del LS en la superficie de las 

nanopartículas, debido a las interacciones producidas entre sus grupos funcionales y el 

quitosano que constituye la matriz. 

Tabla 19 

Resultados de la liberación controlada de las formulaciones F’1-F’4. 

Tiempo 

(min) 
Masa liberada de humo líquido (ug) 

F’1 F’2 F’3 F’4 

0 0 0 0 0 

10 526 579 499 632 

30 1057 924 871 1003 

60 1641 1428 1322 1402 

180 2835 2596 2331 2490 

240 3127 2941 2543 2782 

300 3286 3154 2809 3048 

360 3446 3313 2915 3180 

420 3738 3552 3260 3313 

480 3764 - - 3499 

540 3817 3685 3180 3658 

1440 3870 3977 3419 4030 
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En resumen, la máxima masa liberada de humo líquido (LS) luego de 24 horas de 

estudio es mayor a los 4030 μg (74.8 % ), tal como se muestra en la Tabla 20. 

Tabla 20 

Masa liberada de humo líquido en las muestras F’1-F’4 luego de 24 horas. 

Formulación Masa liberada de LS (μg) Liberación de LS (%) 

F’1 3870 64.5 

F’2 3977 68.2 

F’3 3419 62.5 

F’4 4030 74.8 

 

La cinética de la liberación de un principio activo como el humo líquido, también es 

ajustable a modelos matemáticos que nos proporcionan una estimación más clara de cómo se 

da el mecanismo de difusión o el comportamiento de liberación desde una matriz portadora 

tales como las nanopartículas de quitosano. Por lo tanto, los datos experimentales de la 

liberación del LS fueron ajustados al modelo matemático de regresión exponencial de 

Korsmeyer- Pepas, Ecuación 21, considerando las características fisicoquímicas de la matriz 

tales como la difusión, erosión o degradación, así como también la biodegradabilidad del 

Figura 34 

Perfiles de la liberación controlada de LS para las formulaciones 

F’1-F’4, en agua desionizada. 
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quitosano sobre la cual fueron preparadas las nanopartículas e incluso la solubilidad del LS. 

Adicionalmente, el modelo fue escogido tomando en cuenta que el mecanismo de liberación es 

desconocido e ideal para sistemas poliméricos (Expósito Harris, 2010; Heredia Ayala, 2021). 

Los análisis del ajuste al modelo matemático fueron realizados mediante el software Origin 8.6. 

 Mt

Mꝏ

= Ktn ...……... Ecuación 21 

 

Donde Mt es la masa de humo líquido liberada en el tiempo t y 𝑀∞ es la máxima 

cantidad de humo líquido liberado (en nuestro caso luego de las 24 horas); K y n son los 

parámetros a determinar en el modelo de regresión, los cuales están relacionados con la 

velocidad de liberación y el mecanismo de liberación respectivamente (Expósito Harris, 2010; 

S. Kumar et al., 2015). La Figura 35 muestra los perfiles cinéticos según el modelo matemático 

de Korsmeyer – Pepas linealizado (grafico 𝑙𝑜𝑔(𝑡) 𝑣𝑠 𝑙𝑜𝑔(
𝑀𝑡

𝑀∞
)), de donde fueron obtenidos los 

valores K y n para los datos de liberación controlada en las muestras F’1-F’4.  Por otra parte, 

la Tabla 21 muestra los datos calculados de K, n y el coeficiente de correlación luego de 

realizado el análisis estadístico según el modelo. 

Tabla 21 

Parámetros obtenidos según el modelo de Korsmeyer- Pepas para la liberación 

controlada de las formulaciones F’1-F’4. 

Formulación R2 K (min-1) n 

F’1 0.9789 0.0496 0.4944 

F’2 0.9907 0.0471 0.4899 

F’3 0.9888 0.0501 0.4853 

F’4 0.9954 0.0555 0.4511 
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Figura 35 

Perfiles de la liberación controlada para las formulaciones F’1-F’4, según modelo de 

Korsmeyer - Pepas. 

Los resultados según el modelo matemático utilizado, permitieron determinar el valor 

de n que relaciona el mecanismo de liberación, el cual establece puede ser un mecanismo 

Fickiano o no Fickiano, dependiendo del valor obtenido. En el caso de las 4 formulaciones 

estudiadas, se encontró valores de n entre 0.43 y 0.50, indicando que la liberación sigue un 

mecanismo no Fickiano o anómalo y que depende de la difusión y la relajación que 

experimenten las cadenas del quitosano en la estructura de las nanopartículas (S. Kumar et al., 

2015,Stulzer et al., 2009). Por otro lado, el valor de K es relacionado con la velocidad de la 

liberación; es decir, define la velocidad a la cual el humo líquido va saliendo desde las 

nanopartículas (S. Kumar et al., 2015). De todas las formulaciones, F’2 con K= 0.0471 min-1 

libera de manera más lenta con respecto a las otras, ya que el valor de K fue el más bajo de 

todos; lo cual indicaría una mejorar dosificación del humo líquido cargado y una mayor 

conservación del filete de trucha en el tiempo.  



80 

 

4.6. Determinación de actividades biológicas 

4.6.1.  Estudio de capacidad antimicrobiana de las nanopartículas de quitosano 

cargadas con humo líquido. 

Los resultados de la actividad antimicrobiana contra las bacterias St. Aureus, Bacilius 

Cereus, E. Coli y Salmonella se reportan en la Tabla 22, Tabla 23, Tabla 24 y Tabla 25, 

respectivamente, mientras que en la Tabla 26, se presenta en resumen la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) para cada formulación optima. 

Tabla 22 

Actividad promedio de las formulaciones F’1-F’4 en las bacterias St. Aureus. 

Concentración (%) 

Formulación 

Concentración 

100 % 

(mg mL-1) 

100 50 25 12.5 6.25 Control Positivo 

F'1 0.600 0.314 0.333 0.320 0.307 0.364 1.356 

F'2 0.583 0.340 0.302 0.323 0.305 0.331  

F'3 0.547 0.219 0.300 0.309 0.330 0.337 Control negativo 

F'4 0.539 0.270 0.349 0.320 0.294 0.329 0.299 

 

Tabla 23 

Actividad promedio de las formulaciones F’1-F’4 en las bacterias Bacillus Cereus. 

 Concentración (%) 

Formulación Concentración 

100 % 

      (mg mL-1) 

100 50 25 12.5 6.25 Control 

Positivo 

F'1 0.600 0.316 0.318 0.328 0.303 0.365 0.885 

F'2 0.583 0.306 0.316 0.378 0.335 0.375 
 

F'3 0.547 0.358 0.352 0.348 0.334 0.720 Control negativo 

F'4 0.539 0.350 0.314 0.338 0.347 0.357 0.325 
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Tabla 24 

Actividad promedio de las formulaciones F’1-F’4 en las bacterias E. Coli. 

 Concentración (%) 

Formulación Concentración 

100 % 

    (mg mL-1) 

100 50 25 12.5 Control 

Positivo 

F'1 0.600 0.333 0.328 0.634 0.653 0.728 

F'2 0.583 0.330 0.344 0.559 0.733 
 

F'3 0.547 0.308 0.359 0.358 0.649 Control negativo 

F'4 0.539 0.311 0.356 0.570 0.734 0.265 

 

Tabla 25 

Actividad promedio de las formulaciones F’1-F’4 en la bacteria Salmonella. 

 
 Concentración (%) 

Formulación Concentración 

100 % 

     (mg mL-1) 

100 50 25 Control Positivo 

F'1 0.600 0.358 0.651 0.808 0.767 

F'2 0.583 0.348 0.632 0.721 
 

F'3 0.547 0.336 0.586 0.720 Control negativo 

F'4 0.539 0.352 0.582 0.752 0.272 

 

Tabla 26 

Resumen de la concentración mínima inhibitoria determinada para cada formulación 

óptima. 

Formulación 

Concentración Mínima Inhibitoria (%) 

Grampositivas  Gramnegativas 

St. Aureus 
Bacillus 

cereus 
E. Coli 

Salmonella 

spp 

F'1 6.25 6.25 50 100 

F'2 6.25 6.25 50 100 

F'3 6.25 12.5 25 100 

F'4 6.25 6.25 50 100 

 

Del análisis microbiológico por el método de microdilución en caldo, se observó una 

inhibición de crecimiento en los microorganismos St.Aureus, Bacillus Cereus, E. coli y 

Salmonella spp. Así mismo, los cuatros tratamientos inhibieron a la St. aureus a una 

concentración de 6.25% respecto a la concentración inicial, mientras que a la Salmonella spp a 
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concentración inicial del 100 %.  Por otro lado, las formulaciones F’1, F’2 y F’4 mostraron la 

misma CMI para las bacterias grampositivas y gramnegativas. Las tres inhibieron a Bacillus 

cereus a una concentración de 6.25%; mientras que el tratamiento F’3 inhibió a 12.5%.  

Finalmente, los tratamientos F’1, F’2 y F’4 inhibieron a la E. coli a una concentración de 50 %; 

mientras que el tratamiento F’3 inhibió al 25 %. No obstante, las diferencias en la respuesta de 

las muestras frente a las bacterias grampositivas y gramnegativas fue atribuido a su 

conformación estructural y a las características fisicoquímicas de las nanopartículas tales como: 

Potencial Z (> + 40 mV), concentración, pH e incluso el peso molecular y grado de 

desacetilación del mismo quitosano, ya que se ha reportado que estos factores afectan 

directamente la pared celular de las bacterias durante su etapa de crecimiento (Chandrasekaran 

et al., 2020a; Garavand et al., 2022). Por un lado, el potencial Z de Nps permite que su carga 

positiva superficial se adhiera a la pared celular de las bacterias con carga negativa, lo que 

permite la interacción electrostática con los grupos amino de la glucosamina de las NPs CS-LS, 

de esa forma la pared microbiana varía su permeabilidad y permite el ingreso de las 

nanopartículas o compuestos de LS quienes dañan el ADN y conducen a la muerte celular. 

Además, dependiendo del diferencial de carga entre ellos, el quitosano puede llegar a penetrar 

incluso hasta al núcleo celular, dañando el ADN bacteriano u ocasionar una lisis celular por la 

pérdida de biomateriales  (Bertrand et al., 2024; Duan et al., 2019). La fase o etapa de 

crecimiento, también es un factor que afecta a la sensibilidad de las bacterias frente a las CS-

NPs, ya que la negatividad de su superficie puede cambiar a medida que cambian la fase de 

crecimiento e incita la susceptibilidad de las células bacterianas. Por otro lado, el pH es otro 

factor relacionado con la actividad antimicrobiana de las NPs CS-LS ya que el quitosano 

presenta actividad antibacteriana solo en condiciones ácidas, debido a que a pH mayor a 6.5, es 

insoluble. No obstante, se ha reportado que la capacidad antimicrobiana aumenta cuando el 

aumento del pH. Adicionalmente, el peso molecular del quitosano también es un fator 

determinante, ya que según la literatura un alto peso molecular del quitosano incrementa el 

tamaño de la NPs CS, contribuyendo a que la potencial zeta disminuya, reduciendo así la 

actividad antibacteriana. En contraste, las NPs CS preparadas con quitosano de bajo y medio 

peso molecular pueden inhibir fuertemente el crecimiento de los patógenos (Chandrasekaran et 

al., 2020b; Tuesta-Chavez et al., 2022b). 

En resumen, el mecanismo que rodea la actividad antibacteriana de las nanopartículas 

frente a las bacterias, es asociada con las interacciones que involucran la estructura policatiónica 

del CS con los grupos aniónicos que se encuentran en la superficie de la célula bacteriana, lo 
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cual provoca alteraciones y cambios químicos en la pared celular de las bacterias 

Grampositivas, específicamente en la membrana externa. No obstante, estas interacciones 

electrostáticas son capaces de modificar la cadena de transporte electrónico y facilitar la 

permeabilidad de las nanopartículas en la membrana citoplasmática, conduciendo así a la 

pérdida de constituyentes esenciales como enzimas, nucleótidos, iones y en consecuencia 

muerte de la célula bacteriana (Confederat et al., 2021; Zou et al., 2016). Por otro lado, los 

compuestos fenólicos, carbonilos y ácidos orgánicos presentes en el LS (Lingbeck et al., 2014; 

Soares et al., 2016) tienden a penetrar en las células microbianas, provocando la lisis y muerte 

de los microorganismos (Gyawali et al., 2015; Lima et al., 2019). Además, debido a que las 

bacterias Grampositivas están constituidas por una capa simple de peptidoglicanos, son más 

propensas al efecto antimicrobiano del LS y las Nps de quitosano cargadas con humo líquido. 

En cambio, las bacterias Gramnegativas presentan mayor resistencia gracias a que están 

rodeadas por varias capas finas complejas (petidoglicanos) y una membrana externa con alto 

contenido de lípidos (lipopolisacáridos) (Gyawali et al., 2015; Vera et al., 2017). Es por esta 

razón que se requiere una concentración inhibitoria mínima más alta para la inhibición de la 

E.Coli y Salmonella sp. 

4.6.2. Estudio de la capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales en 

nanopartículas de quitosano cargadas con humo líquido. 

La Tabla 27 muestra los datos obtenidos para la determinación de la capacidad 

antioxidante por los métodos ABTS y DPPH, así como el resultado para la determinación del 

contenido de fenoles. Los valores de DPPH y ABTS, fueron expresados en función al 

porcentaje de captación de radicales libre ( % CRL). 

Tabla 27 

Resultados del análisis de capacidad antioxidante y contenido de fenoles en las muestras 

F'1-F'4. 

Formulación Capacidad Antioxidante Contenido de 

Fenoles 

(ug/mL) 
DPPH 

(%CRL) 

ABTS 

(%CRL) 

F'1 93.9 89.0 39.35 

F'2 92.7 93.0 42.00 

F'3 91.4 84.6 33.84 

F'4 89.6 97.9 35.47 

Blanco 5.0 28.3 0.57 

Humo Líquido 93.9 99.0 63.80 
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Los resultados de % CRL obtenidos en los ensayos DPPH y ABTS fueron superiores 

al 80 % en las formulaciones F’1 a F’4, consistente con los valores reportados por  Luzia & 

Jorge, (2014), superiores al 70 %, indicando de este modo una remarcada actividad 

antioxidante. Por otro parte, se considera que el catión de radical ABTS•+ generado a partir 

de la oxidación del ABTS con persulfato de potasio, es adecuado para determinar la actividad 

antioxidante de compuestos que pueden romper cadenas y donar hidrógenos tales como los 

compuestos fenólicos o ácidos carboxílicos en el LS y CS (Chen et al., 2018; Pu et al., 2019). 

La actividad de eliminación de ABTS•+ a través de la acción del quitosano y el LS, es 

atribuido al hecho de que el quitosano elimina el radical a través de la acción del nitrógeno 

en el enlace simple –NH2 y a través de la acción del H+ en el –NH3
+ (Kongkaoroptham et al., 

2021b; Pu et al., 2019b). Por otro lado, los grupos –OH del quitosano y el LS también pueden 

influir en la eliminación de estos radicales libres a través del mecanismo de transferencia de 

electrones, debido a que estos grupos son buenos captadores de radicales gracias a los 

electrones libres que poseen (Pu et al., 2019b; Shang et al., 2018). 

Por el contrario, el DPPH es un radical libre estable que puede aceptar electrones o 

radicales de hidrógeno para convertirse en una molécula diamagnética estable. No obstante, 

el mecanismo de eliminación del DPPH ocurre a través de la reducción de la solución 

alcohólica en presencia de un antioxidante donador de hidrógeno (compuestos fenólicos de 

LS y quitosano), esto debido a la formación del DPPH-H no radical (Pu et al., 2019b). 

Además, DPPH es un radical lipofílico con acceso limitado a los componentes hidrofílicos 

del antioxidante (Liang & Kitts, 2014); razón por la cual, los valores de la capacidad 

antioxidante mediante DPPH fue menor respecto a los de ABTS. Así mismo, el reactivo 

ABTS•+ tiene algunas ventajas fisicoquímicas sobre el DPPH ya que puede interactuar con 

antioxidantes de naturaleza tanto hidrofílica y lipofílica, además no se ve fuertemente 

afectado por factores estéricos (Ivanova & Yaneva, 2020). 

Los resultados también mostraron que humo líquido tiene un alto contenido de 

compuestos fenólicos: 63.8 μg. mL−1 (ver anexo N°2). Por otra parte, en los ensayos de DPPH 

(relativo a la actividad antioxidante), se encontró que él % CRL es directamente proporcional 

al contenido de humo líquido utilizado en las formulaciones (disminuye de F'1 a F'4); sin 

embargo, en el ensayo ABTS, se observó un patrón de comportamiento diferente debido 

particularmente a las variaciones entre las formulaciones. En contraste se encontró que F′1 

contiene una mayor concentración inicial de humo líquido en las NP (0.600 mg. mL−1) en 
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comparación con F′2 (0.583 mg. mL−1); sin embargo, cuando se realizó el ensayo de Folin 

Ciocalteau, se encontró que las nanopartículas en F′2 presentaban una cantidad de 42 μg mL−1 

de compuestos fenólicos en comparación con 39.35 μg mL−1 en F′1. Este resultado puede 

atribuirse al hecho de que F'2 mostro un diámetro de partícula mayor en comparación con 

F'1 (204.9 y 186 nm, respectivamente). En resumen, la diferencia entre el diámetro de las 

partículas mostro una relación directa entre el contenido fenólico cargado y el diámetro de 

las nanopartículas, conduciendo así a un % de CRL relativamente más alto observado para 

F′2 en relación con F′1. El mismo comportamiento se observa entre F′3 y F′4; considerando 

que este último contenía menor cantidad de humo líquido en comparación con el primero, 

además presentó un mayor diámetro de partícula y mayor contenido de fenoles cargados, 

reflejando de este modo un mayor % CRL en comparación con el F′3. 

Según (Munteanu & Apetrei, 2021), el uso de varios métodos de investigación 

permite tener una mejor comprensión del comportamiento de la muestra en términos de 

actividad antioxidante. Acorde con las consideraciones realizadas por Zhang & Kosaraju, 

(2007), las concentraciones consideradas para la obtención del efecto antioxidante deberían 

ser diferentes a las demás, ya que la presencia de matrices complejas como el quitosano hace 

que el comportamiento antioxidante del principio activo en solución ya no varíe directamente 

con su concentración, sino con las interacciones y propiedades fisicoquímicas del 

nanomaterial, como la concentración, potencial zeta, diámetro de partícula, eficiencia de 

carga (Morales-Olán et al., 2021). También es probable que dentro de un mismo ensayo 

antioxidante se obtengan resultados diferentes cuando se emplea el principio activo puro o el 

nanomaterial contra el ataque de radicales libres (Munteanu & Apetrei, 2021). 

4.7. Determinación de la estabilidad microbiológica  

La evaluación de la estabilidad microbiológica de filetes de trucha, se realizó con el fin 

de determinar la eficacia de las nanopartículas de quitosano de grado alimentario, cargadas con 

humo liquido (QGA-LS) y su potencial uso como material capaz de prolongar el tiempo de 

conservación del filete de trucha, así mismo se contrarrestó con las nanopartículas de quitosano 

solo (QGA), humo liquido (LS) y un blanco. Es sabido que las carnes como los filetes de trucha, 

pollo, entre otras por la exposición durante el proceso de comercialización y almacenamiento, 

hasta su consumo, pueden ser contaminados por diferentes microorganismos causando con el 

tiempo no solo pérdidas económicas; sino también problemas a la salud humana (Maharjan et 

al., 2019; Popovic et al., 2010). Por lo tanto, conocer la calidad de un producto alimentario, es 

muy relevante; por ello, en el presente trabajo fue evaluada la estabilidad microbiológica para 
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los filetes de trucha mediante recuento de indicadores microbianos contra microorganismo 

Aéreo mesófilas viables, E. coli, ácido lácticas, Staphylococcus aureus y salmonella Spp. Todos 

los datos de los recuentos microbiológicos fueron analizados usando el software Minitab 19, 

mediante valores de probabilidad (P-Valor) del Anova de un factor a un nivel de confianza del 

95 % (o nivel de significancia α = 5%), así como también a través de intervalos de confianza 

(ICs) y comparación de medias por método LSD de Fisher al mismo nivel de confianza. 

A. Recuento de bacterias aerobias mesófilas 

La Tabla 28 resume el Anova general con arreglo factorial para el recuento 

microbiano de las aerobia mesófilas viables por un periodo de 20 días; indicando que el 

tiempo es un factor determinante en los indicadores de recuentos microbianos (P < 0.05). En 

otras palabras, a medida que transcurra el tiempo, el crecimiento de colonias bacterianas en 

los filetes de trucha se incrementan significativamente. Similarmente, fue encontrado para 

los tratamientos con las muestras (P < 0.05); lo cual significa que alguno de los tratamientos 

presenta un efecto diferente en su actividad bacterial, así como los indicadores de recuentos 

microbianos. Por otra parte, se observó que las interacciones entre las muestras también 

presentan estadísticamente un efecto diferente y sinérgico en cada tratamiento (P < 0.05). 

Tabla 28 

Anova general del recuento de aerobias mesófilas durante 20 días al 95 % de nivel de 

confianza. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Tiempo 6 253.8768 42.3128 1383.960 0.0000 

Muestras 3 2.1003 0.7001 22.899 0.0000 

Interacción 18 1.7480 0.0971 3.1762 0.0005 

Error 56 1.7121 0.0306   

Total 83 259.4372    

 

Los resultados estadísticos muestran la existencia de diferencias significativas entre 

el efecto inhibitorio de los tratamientos y el crecimiento de las bacterias aerobias mesófilas, 

durante el paso del tiempo. Por ello, fue necesario hacer un estudio estadístico más profundo 

a fin de conocer que tratamientos presentan diferencias significativas o similares con el pasar 

del tiempo. En la Tabla 29 se presenta el Anova para el recuento bacteriano en el día cero de 

tratamiento, no encontrándose diferencias significativas entre los tratamientos (0.05 < P). Es 

decir, los tratamientos con QGA, LS, QGA-LS y el blanco presentan similar crecimiento de 

las bacterias aerobias mesófilas, resultados que fueron contrastados al analizar sus intervalos 
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de confianza (ICs) para los recuentos microbianos, tal como se observa en la Error! 

Reference source not found.; donde se nota claramente que los cuatro intervalos comparten 

un área en común, señalando que las 4 muestras tienen similar actividad inhibitoria. 

Tabla 29 

Anova del recuento de aerobias mesófilas en el día cero de tratamiento. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.02714 0.009047 1.0446 0.423980 

Error 8 0.06929 0.008661   

Total 11 0.09643    

 

La Tabla 30 muestra el resultado Anova al recuento microbiano de las bacterias 

aerobias mesófilas, después de un día de tratamiento en los filetes de trucha. El análisis 

muestra que existen diferencias significativas entre los recuentos microbianos para los cuatro 

tratamientos (P < 0.05); es decir, al menos uno de ellos está inhibiendo la proliferación 

bacteriana de forma diferente a las otras. No obstante, la diferencia podría estar relacionada 

con las características fisicoquímicas de las nanopartículas en los tratamientos (Potencial Z, 

tamaño de partícula o la cantidad de LS) ya que se ha reportado que los cambios en la carga 

superficial y estabilidad de las Nps interrumpen el buen funcionamiento de la pared o 

Figura 36 

ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de aerobias mesófilas en los filetes de 

trucha, tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS  en el día "0". 
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membrana celular de las bacterias (Chandrasekaran et al., 2020a). Además, de las 

propiedades químicas de las muestras, el blanco control no tiene propiedades antibacterianas, 

mientras que el quitosano de grado alimentario y humo líquido sí, tal como ha sido reportado 

por (Cristóbal, 2008; Lingbeck et al., 2014). 

Tabla 30 

Anova del recuento de aerobias mesófilas en el día 1 de tratamiento. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.11006 0.17539 4.49 0.04 

Error 8 0.06533 0.008167   

Total 11 0.17539    

 

El Anova para los recuentos de indicadores microbianos después del primer día de 

tratamiento, mostró la existencia de diferencias significativas en cada muestra (P < 0.05); lo 

cual, fue corroborado al comparar los intervalos de confianza (Error! Reference source not 

found. a), donde el tratamiento con el blanco y QGA-LS mostraron una mayor carga 

bacteriana que QGA y LS (> 4.1log (ufc/g)). Además, también reafirmado con mayor certeza 

por el análisis estadístico de comparación de medias de Fisher (Error! Reference source 

not found. b), donde se notó que el recuento bacteriano para las muestras emparejadas, 

(Blanco, QGA-LS) y (LS, QGA), son similares, debido a que sus intervalos de comparación 

de medias fueron bisecados por la línea estadística vertical crítica. En resumen, se puede 

decir que los tratamientos con las muestras blanco y QGA-LS estadísticamente presentan 

menor capacidad inhibitoria al crecimiento bacteriano en el primer día. 

Figura 37 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de aerobias mesófilas en los filetes de trucha, 

tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 13. 
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Es conocido que los recuentos de indicadores microbianos incrementan con el paso 

del tiempo tal como fue mencionado anteriormente, además el accionar bactericida de las 

muestras en cada una de los tratamientos también varía. La Tabla 31 muestra el Anova del 

recuento microbiano para las bacterias aerobias mesófilas en el día 13, indicando que existen 

diferencias considerables en el efecto inhibitorio para cada muestra. Es decir, al menos en 

uno de los tratamientos de conservación del filete se ha producido un mayor crecimiento 

bacteriano. No obstante, los resultados encontrados fueron complementados con los 

intervalos de confianza tal como se presenta en la  Error! Reference source not found. a), 

donde se puede observar que ninguno comparte un área en común. Además, todos presentan 

valores de recuentos microbianos superior al límite permitido (> 5log (ufc/g)) en productos 

cárnicos  (Maharjan et al., 2019). Sobre todo, que el blanco (control) ha permitido una mayor 

proliferación bacteriana ya que los recuentos de indicadores microbianos exhibieron valores 

superiores a los tratamientos con QGA-LS, QGA y LS. Por otro lado, la Error! Reference 

source not found. b), reafirma con certeza los resultados encontrados, ya que las 

comparaciones de Fisher muestran que efectivamente todas tienen un efecto antibacteriano 

distinto debido a que ninguna de las comparaciones de medias es bisecado por la línea 

estadística crítica vertical. 

Tabla 31 

Anova del recuento de aerobias mesófilas en el día 13. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.699514 0.233171 301.25 0.000 

Error 8 0.006192 0.000774   

Total 11 0.705706    
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La Tabla 32 exhibe los resultados Anova al recuento de indicadores microbianos de 

las aerobias mesófilas en el día 20, observándose diferencias considerables en los recuentos 

de los microorganismos (P < 0.05); es decir, no todas las muestras exhiben la misma actividad 

antibacteriana ya que al menos en uno de los tratamientos el recuento bacteriano es mayor 

que en los otros. 

Tabla 32 

Anova del recuento de bacterias aerobias mesófilas en el día 20. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 1.45155 0.483851 164.42 0.000 

Error 8 0.02354 0.002943   

Total 11 1.4751    

 

La Error! Reference source not found. muestra el análisis de los intervalos de c

onfianza de los recuentos de indicadores microbianos a un nivel de significancia del 5%, así 

como la comparación de medias LSD de Fisher. El análisis muestra que todas las muestras 

presentan altos valores de recuentos microbianos superiores al límite máximo establecido (< 

5 log (ufc/g)); sin embargo, se puede notar con claridad que el tratamiento con la muestra 

QGA-LS presentó mejor actividad inhibitoria en referencia a las otras. Es decir, la muestra 

inhibe con mayor capacidad el crecimiento de las bacterias aerobias mesófilas en el día 20. 

Además, de la comparación de medias de Fisher se comprueba que efectivamente todas las 

muestras presentan diferente efecto antibacteriano y recuentos de indicadores microbianos, 

Figura 38 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de aerobias mesófilas en los filetes de trucha, 

tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 13. 



91 

 

ya que ninguna comparación de medias fue bisecada por la línea estadística crítica. Estos 

resultados, demuestran la alta efectividad de las nanopartículas de QGA-LS contra el 

crecimiento de las bacterias aerobias mesófilas en productos cárnicos como los filetes de 

trucha. 

 

B. Recuento de bacterias E. Coli.  

El recuento de indicadores micobacterianos de la E. coli, es un factor muy importante 

en la calidad de las carnes para consumo humano tales como la carne de pollo o filetes de 

trucha, entre otras, ya que la ingesta de carnes contaminadas con esta bacteria con recuentos 

sobre su límite establecido puede causar diarrea o efectos graves a la salud de las personas 

(Heredia et al., 2014). La Tabla 33, presenta el Anova general de recuento microbiano de los 

microorganismos E. coli, en esta se observó también que el tiempo influye significativamente 

sobre el crecimiento de las bacterias (P < 0.05). Por el contrario, para los tratamientos con 

las muestras no se encontró diferencias significativas (P > 0.05); lo cual significa que todas 

tienen un efecto inhibitorio similar. Sin embargo, se observó que las interacciones entre las 

muestras si presentan un efecto diferente en cada tratamiento (P < 0.05), atribuido al efecto 

sinérgico entre estas debido a las características fisicoquímicas. 

  

Figura 39 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de aerobias mesófilas en los filetes de trucha, tratados 

con blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 20. 
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Tabla 33 

Anova general del recuento de E. Coli durante 20 días de tratamiento (α = 0.05) 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Tiempo 6 1.9578 0.3263038 9.6921 0.0000 

Muestras 3 0.2342 0.078055 2.3184 0.0853 

Interacción 18 1.6881 0.093784 2.7856 0.0018 

Error 56 1.8854 0.033667   

Total 83 5.76546    

 

La Tabla 34 muestra el análisis de varianza para el recuento microbiano de la E. Coli 

en el día 7 de tratamiento, encontrándose que no existen diferencias significativas ( P > 0.05) 

en efecto bacteriano causado por las 4 matrices (Blanco, QGA-LS, QGA y LS). 

Tabla 34 

Anova del recuento de las bacterias E. Coli en el día 7. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.2304 0.07678 1.670 0.2490 

Error 8 0.3672 0.04590   

Total 11 0.5976    

 

Según los resultados de la evaluación de estabilidad microbiológica de las matrices 

en el día 7, se observó que no existían diferencias significativas en los recuentos microbianos, 

resultado que fue corroborado al analizar los intervalos de confianza (Error! Reference 

source not found. a) y la comparación de medias de Fisher (Figura 40 b). Los ICs mostraron 

que las cuatro matrices presentan recuentos de indicadores bacterianos menores al límite 

establecido (< 3log (ufc/g) o < 103 ufc/g) para carnes de consumo (Vinicio et al., 2019). Los 

resultados, también fueron reafirmados por el método comparativo de medias de Fisher; 

donde se observó claramente que todos los tratamientos inhiben de forma similar el 

crecimiento bacteriano ya que las medias comparativas son bisecadas por el límite estadístico 

crítico. 
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La Tabla 35 presenta el Anova al recuento bacteriano de las bacterias E. Coli en el 

día 13 de tratamiento, observándose la existencia de diferencias significativas en la capacidad 

inhibitoria de las matrices frente a las bacterias en los filetes de trucha (P < 0.05). Es decir, 

que al menos una de los tratamientos, el recuento de indicadores bacterianos es diferente de 

las otros. 

Tabla 35 

Anova del recuento del microorganismo E. Coli en el día 13. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 1.780 0.5932 4.180 0.047 

Error 8 1.135 0.1419   

Total 11 2.915    

 

Los resultados del Anova mostraron que el efecto de las matrices ante las bacterias E. 

Coli en el día 13 de tratamiento son diferentes, motivo por el cual se realizó un análisis 

estadístico más exhaustivo a fin de comprender tal comportamiento. En la Error! Reference 

source not found. a), se muestra los ICs, donde se nota la diferencia en los recuentos 

microbianos de cada tratamiento con las 4 muestras, así mismo con valores menores al límite 

máximo establecido, siendo la matriz de QGA la que ligeramente exhibe mayores recuentos de 

indicadores bacterianos. No obstante, la comparación de medias de Fisher (Error! Reference 

source not found. b)) complementa los resultados antes observados en los intervalos de 

Figura 40 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de aerobias mesófilas en los filetes de trucha, 

tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 20. 
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confianza, encontrándose que los tratamientos con “LS, QGA” y “QGA, blanco” son los que 

muestran las principales diferencias de inhibición al crecimiento bacteriano ya que la 

comparación de las medias no es bisecada por el límite estadístico crítico. 

 

Los análisis estadísticos Anova del día 7 y 13, mostraron que las matrices exhibían 

diferencias en los recuentos de indicadores microbianos para los tratamientos; sin embargo, 

en los resultados para el día 20 ( Tabla 36), no se encontró diferencias en el efecto inhibitorio 

de las 4 muestras. Esto puede deberse a que a partir de este periodo de tiempo todas las 

muestras presentan similares propiedades fisicoquímicas (pH, potencial Z, etc) que afectan 

directamente la actividad antibacterial, además controlan el crecimiento de la E. Coli con 

recuentos por debajo del límite establecido. (Chandrasekaran et al., 2020a). 

  

Figura 41 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de E. Coli en los filetes de trucha, tratados con 

blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 13. 
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Tabla 36 

Anova del recuento de bacterias E. Coli en el día 20. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.05563 0.01854 0.699 0.5784 

Error 8 0.21218 0.02652   

Total 11 0.2678    

 

El similar comportamiento de las matrices para cada tratamiento, encontrados a partir 

del análisis estadístico Anova en el día 20, fue corroborada a través de los intervalos de 

confianza para los recuentos de indicadores microbianos (Error! Reference source not 

found.); donde se observa claramente que los cuatro tratamientos presentan similares valores 

de recuentos de E. Coli en los filetes de trucha e inferiores a los límites máximos permitidos. 

Así mismo, la ligera diferencia observada fue atribuida a la variabilidad de los análisis 

microbiológicos. 

 

C. Recuento de bacterias ácido lácticas 

La presencia de las bacterias acido lácticas en productos de consumo humano como 

las carnes, son consideradas de vital importancia y seguras ya que en hoy día se conoce que 

muchas de estas poseen propiedades inhibitorias contra varios tipos de microrganismos como 

las E. coli y salmonella (Luis Alberto et al., 2019). En consecuencia, en el presente trabajo el 

Figura 42 

ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de E. Coli en los filetes de trucha, tratados 

con blanco, QGA-LS, QGA y LS. 
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análisis estadístico general, Anova (Tabla 37), a los recuentos de indicadores microbianos 

por un periodo de 20 días de tratamiento, mostró que la variable tiempo, muestras e 

interacciones tienen un efecto significativo (P < 0.05). Es decir, el tiempo es un factor 

determinante en los recuentos bacterianos para cada tratamiento, así mismo las muestras 

producen efectos bacteriológicos comparables con sus interacciones entre una muestra y otra. 

Por lo tanto, en base a lo mencionado, un análisis estadístico más minucioso fue necesario 

con la finalidad de entender mejor el comportamiento de las matrices frente a las bacterias 

acido lácticas con el pasar de los días. 

Tabla 37 

Anova general del recuento ácido lácticas durante 20 días de tratamiento. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Tiempo 6 253.300 42.2168 3452.682 0.0000 

Muestras 3 1.211 0.4035 33.004 0.0000 

Interacción 18 2.766 0.1536 12.5663 0.0000 

Error 56 0.685 0.0122   

Total 83 257.962    

 

Basado en los resultados del Anova general encontrado y el análisis estadístico para 

el primer día de tratamiento (Tabla 38), se observó los tratamientos no presentan diferencias 

significativas en los recuentos de indicadores microbianos (P < 0.05), tal como fue 

corroborado al analizar los intervalos de confianza (Error! Reference source not found.), 

resultados que mostraron a las 4 matrices con similar efecto antibacteriano. Así mismo, con 

recuentos microbianos inferiores a 1.5 log (ufc/g); sobre todo que la matriz de QGA muestra 

ligera mejor actividad antibacteriana respecto a las otras debido a que sus recuentos 

bacterianos son menores.  

Tabla 38 

Anova del recuento de bacterias ácido lácticas en el día 1. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.01294 0.004315 0.980 0.450 

Error 8 0.03529 0.004412   

Total 11 0.04824    
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La Tabla 39 exhibe los resultados estadísticos medidos mediante valores de 

probabilidad (P-valor) para los recuentos de indicadores bacterianos de las bacterias ácido 

lácticas en el día 13 del tratamiento de filetes de trucha, observándose diferencias importantes 

en la capacidad inhibitoria de las matrices sobre el crecimiento bacteriano (P > 0.05). Es 

decir, al menos en un tratamiento el crecimiento de bacterias es más lento en comparación 

con los demás. 

Tabla 39 

Anova del recuento de bacterias ácido lácticas en el día 13 de tratamiento. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 2.38952 0.796508 98.65 0.000 

Error 8 0.06459 0.008074   

Total 11 2.45412    

Figura 43 

ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de ácido lácticas en los filetes de 

trucha, tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS. 
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El análisis Anova de los recuentos microbianos de ácido lácticas en el día 13, mostró 

que las matrices presentan diferencias significativas en la capacidad bactericida (P < 0.05). 

Resultados que fueron corroborados por el análisis de intervalos de confianza (Error! 

Reference source not found. a)), donde se observó una clara diferencia entre los recuentos 

de indicadores bacterianos del blanco (control, > 5 log (ufc/g)) respecto a los otros tres 

tratamientos (< 4.2 log (ufc/g)). Además, reafirmado mediante medias comparativas de 

Fisher (Error! Reference source not found. b)), donde se pudo notar que efectivamente 

cada matriz tiene un efecto diferente en el tratamiento microbiológico, pero con cierta 

correlación inhibitoria entre los pares QGA-LS, QGA y QGA-LS y LS, ya que sus intervalos 

comparativos son parcialmente bisecados por el límite estadístico crítico. 

 

La Tabla 40, presenta los resultados al análisis estadístico Anova para los recuentos 

bacterianos de las ácido lácticas en el día 20 de tratamiento, observándose la existencia de 

diferencias entre las capacidades inhibitorias a la proliferación de las bacterias por parte de 

las 4 matrices en los tratamientos (P < 0.05); sin embargo, el resultado no permite afirmar 

cuales de todas tienen mejor efecto positivo al recuento de indicadores bacterianos, razón por 

la cual fue necesario el estudio de los intervalos de confianza y las medias comparativas de 

Fisher. 

  

Figura 44 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de ácido lácticas en los filetes de trucha, tratados 

con blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 13. 
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Tabla 40 

Anova del recuento de bacterias ácido lácticas en el día 20 de tratamiento. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 1.22404 0.408013 216.97 0.000 

Error 8 0.01504 0.00188   

Total 11 1.23908    

 

La Error! Reference source not found. a) muestra los resultados al estudio e

stadístico de los intervalos de confianza, observándose que efectivamente hay una diferencia 

significativa entre las capacidades inhibitorias de las matrices, siendo la más efectiva el 

tratamiento con QGA ya que presentó los más bajos recuentos microbianos. Mientras tanto, 

el tratamiento con el blanco (control), mostró la menor efectividad con valores de recuentos 

de indicadores mayores a 5.6 log (ufc/g). Además, la Figura 45 b) complementa los 

resultados encontrados ya que permite afirmar con certeza que las matrices LS y QGA-LS 

muestran efecto antibacteriano similar debido a que sus medias comparativas de Fischer 

fueron bisecadas por el límite crítico estadístico; mientras tanto todas las otras presentaron 

un comportamiento diferente la una con la otra. 

 

  

Figura 45 

a) ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de ácido lácticas en los filetes de trucha, 

tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS , b) Comparación de medias LSD de Fisher para el día 20. 
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D. Recuento de bacterias Staphylococcus aureus 

Las Staphylococcus aureus, son bacterias que en altas concentraciones son 

perjudiciales para la salud de los consumidores de carnes como los filetes de trucha. En parte 

debido a que su crecimiento en alimentos, producen toxinas tales como las del síndrome de 

shock tóxico-1 (TSST-1) o las exfoliativas ETA y ETB, que muchas veces causan 

enfermedades altamente agudas y graves como la diarrea. Además, se ha comprobado que 

algunas de estas toxinas son resistentes al calor; es decir, pueden sobrevivir incluso después 

de la cocción de los alimentos (Tesfaye, 2019). Por lo tanto, es de gran importancia evaluar 

la presencia de estos microorganismos en productos de consumo humano como las carnes. 

Por ello, en el presente estudio fue evaluada la estabilidad biológica de los filetes de trucha 

frente a las S. aureus, luego de ser tratadas con 4 muestras diferentes. En la Tabla 41, se 

presenta el análisis estadístico Anova de los recuentos de indicadores microbianos, 

observándose que que no existen diferencias significativas en la carga bacteriana de los 

cuatro tratamientos (P > 0.05). Es decir, todas presentan similar actividad antibacteriana ante 

las Staphylococcus aureus, resultado que fue corroborado con el análisis de intervalos de 

confianza (Error! Reference source not found.); los cuales efectivamente exhiben que 

todas las matrices muestran valores de recuentos de indicadores bacterianos similares. 

Además, estos resultados están por debajo del límite establecido para carnes de consumo (< 

4 log (ufc/g)) (Vinicio et al., 2019). 

Tabla 41 

Anova del recuento de bacterias Staphylococcus aureus en el día 1 de tratamiento. 

Fuente GL SC CM F (α = 5%) P 

Entre Grupos 3 0.300 0.100 0.740 0.5550 

Error 8 1.0744 0.1343   

Total 11 1.3745    
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E. Recuento de bacterias Salmonella 

Productos alimentarios como las carnes de aves, pescado y entre otros productos 

frescos, suelen ser fuentes comunes de salmonelosis, en parte debido a que son ricas en 

nutrientes y no contienen agentes inhibidores que eviten el crecimiento de estos 

microorganismos (Heredia et al., 2014). No obstante, su presencia es generalmente asociada 

a la falta de higiene y mala manipulación o almacenamiento del producto, además un inóculo 

entre 106 a 108 de bacterias salmonella conduce al desarrollo de enfermedades sintomáticas 

como fiebre, diarrea vómitos, entre otros, que muchas veces llegan a ser crónicas si la 

contaminación es considerable (Vinicio et al., 2019). Por tanto, es importante mantener un 

adecuado control microbiológico de productos como los filetes de trucha. En la Tabla 42, se 

muestra los resultados al análisis biológico de salmonella, durante 20 días, en filetes de trucha 

tratadas con las agentes blanco (control), QGA-LS, QGA y LS, verificándose una completa 

inocuidad de los filetes en los cuatro tratamientos, debido a que no se encontró salmonella 

en cada uno de los 25 g de muestra analizados, lo cual indica que la trucha no es una especie 

portadora de este grupo de bacterias patógenas, también podemos afirmar que no se presentó 

contaminación o si la hubo, las muestras inhibieron adecuadamente el crecimiento de estas 

bacterias en los filetes de trucha (Maharjan et al., 2019; Vinicio et al., 2019). 

Tabla 42 

Resultado del recuento de bacterias sp. salmonella. 

Blanco QGA- LS QGA  LS 

Ausencia/25 g Ausencia/25 g Ausencia/25 g Ausencia/25 g 

Figura 46 

ICs de los indicadores de recuentos bacterianos de ácido lácticas en los filetes de 

trucha, tratados con blanco, QGA-LS, QGA y LS. 
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5. CONCLUSIONES 

El quitosano de grado alimentario empleado presentó un grado de desacetilación de 

62.32 % y 151.82 kDa de peso molecular. Mientras que el humo líquido no mostró presencia 

del benzo[a]pireno, tal y como queda demostrado mediante el análisis por HPLC. Sin embargo, 

no se debe descartar la presencia de otros tipos de hidrocarburos aromáticos policíclicos. 

Las condiciones óptimas de preparación mediante superficie de respuesta (RSM), 

derivado del diseño experimental Box-Behnken, presento tamaños promedios de partícula entre 

180 y 200 nm, medidos por DLS; mientras que, por SEM, en el rango de 20-200 nm; además 

de buena polidispersidad y potencial zeta mayor a + 40 mV. Así mismo, una eficiencia y  

capacidad de carga en el rango de 34.9 – 49.3 % y 19.4 – 26.1 %, respectivamente. No obstante, 

se observó que a menor tamaño de nanopartículas (medido por SEM), mayor fue la eficiencia 

y la capacidad de carga. 

Las nanopartículas obtenidas presentaron similar comportamiento de inhibición frente 

a los microorganismos grampositivos y gramnegativos. Teniendo en cuenta que las 

concentraciones iniciales (100%) de las formulaciones fueron F´1= 0.6, F´2= 0.583 F´3= 0.547 

y F´4= 0.539 mg mL-1 de LS, mostrando una concentración mínima inhibitoria para el St. 

Aureus y B. cereus fue de 6.25 % excepto para la F’3 la cual tuvo una CMI de 12.5 % para el 

B. cereus. Por otro lado, la CMI de E. Coli fue de 50 % excepto para la F’3 la cual fue 25 %. 

Finalmente, para Salmonella spp fue de 100 % para todos los casos.  

Por otra parte, todas las formulaciones presentaron altos porcentajes de captación de 

radicales libres, atribuidos a la presencia del LS, presentando la mayor capacidad antioxidante 

en 93.9 % para la F’1 (método DPPH), para la F’4 de 97.9 % (método ABTS), mientras que la 

F'2 exhibió el contenido fenólico total más alto ( 42 μg mL-1), además de una alta eficiencia y 

capacidad de carga.  

Los datos experimentales de la liberación ajustados al modelo de matemático de 

Korsmeyer-Peppas, indicaron que la liberación de LS ocurre a través de un mecanismo no 

Fickiano, que depende de la difusión, erosión y relajación de las cadenas del quitosano en las 

nanopartículas. Así mismo, el estudio mostró que F′2 exhibe los mejores y más prometedores 

resultados con tasa de liberación más baja (k = 0.0471 min-1), buena capacidad de carga, 

considerable actividad antioxidante y antibacteriana. 
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La evaluación de estabilidad microbiológica de los filetes de trucha mostró que los 

tratamientos con nanopartículas de QGA-LS tienen un efecto positivo en la inhibición de 

crecimiento bacteriano, ya que frente a las bacterias mesófilas exhibieron recuentos bacterianos 

mucho menores o similares a los tratamientos con QGA, LS y blanco durante 20 días. Así 

mismo, frente a la E. Coli todos los tratamientos mostraron similares efectos bactericidas, con 

recuentos microbianos similares y por debajo de los límites máximos establecidos para 

productos cárnicos de consumo humano. Por otro lado, los resultados frente a las bacterias 

ácidos lácticas mostraron que los tratamientos con QGA y QGA-LS fueron de mayor 

efectividad inhibitoria. También se concluye que frente a las bacterias Staphylococcus aureus, 

todas las matrices presentaron similar comportamiento antibacteriano y con recuentos de 

indicadores por debajo del límite permitido. Así mismo, frente a los microorganismos 

salmonella spp se encontró ausencia total en cada tratamiento. 
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6. RECOMENDACIONES 

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se sugiere hacer seguimiento de las 

propiedades fisicoquímicas tales como: Potencial Z, tamaño de partícula, concentración del 

LS, entre otras, que podrían afectar la estabilidad en cada formulación de las nanopartículas 

de quitosano, durante un periodo de tiempo. Por otra parte, para la formulación óptima 

seleccionada (F’2), se recomienda hacer otros estudios de aplicación y viabilidad al filete de 

trucha con la finalidad de extender su tiempo de vida útil. Además, para ello se deberá 

identificar variables dependientes e independientes que permitan seleccionar el diseño 

experimental más idóneo. Por otro lado, basado en los resultados de la estabilidad biológica 

y lo mencionado, se sugiere realizar un estudio más amplio que permita determinar la 

concentración adecuada de las nanopartículas de QGA-LS que provean un mayor tiempo de 

conservación de los filetes de trucha, estudiar su toxicidad y su uso como aditivo alimentario 

en la industria. 
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8. ANEXOS 

Anexo N°1  

Tabla 43 

Constantes de ecuación MHS para quitosanos con variación de DA (%) y solventes de 

diferentes pH y fuerza iónica (μ). 

Solvente T 

(°C) 

DA 

(%) 

pH μ 

(M) 

K x 105 

(dL g-1) 

a Rango de peso 

molecular 

(kDa) 

Referencia 

 
 

Anexo N°2 

✓ Cuantificación de fenoles totales: 

La cuantificación de fenoles totales se realizó mediante el método de Folin Ciocalteau. 

El análisis se realizó con base en los siguientes procedimientos: 40 μL de solución de ácido 

fosfomolíbdico y fosfotúngstico 1 mol L-1 (reactivo de Folin), 100 μL de Na2CO3 al 20 % y 100 

μL de muestra de ensayo se colocaron en tubos de borosilicato de 4 – 5 mL; el volumen de los 

tubos se llenó hasta 2 mL con agua desionizada. La mezcla se dejó reposar a temperatura 

ambiente durante 1 hora para su posterior lectura a 725 nm. La aparición de la reacción se 

confirmó por la aparición de coloración, debido al complejo azul de tungsteno. El ácido gálico, 

en concentraciones que oscilan entre 0 y 200 μg mL-1, se utilizó como compuesto fenólico 

estándar para la curva de calibración (Error! Reference source not found.). 
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La tasa de absorbancia obtenida para la solución diluida al 1/20 de humo líquido fue de 

0.169, además se encontró que el humo líquido investigado contenía un contenido fenólico total 

de 63.8 μg mL-1 

  

 

Figura 47 

Curva analítica obtenida de la aplicación del método de Folin Ciocalteau, que se utilizó 

para el cálculo del contenido de fenoles en humo líquido. 


