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RESUMEN 

Las especies de Candida sp. son los mayores patógenos fúngicos que afectan al ser humano. 

Últimamente, han descrito cambios en sus patrones de susceptibilidad a los fármacos antifúngicos 

de primera línea. En vista de esto, se necesitan alternativas de tratamiento que actúen mediante 

mecanismos de acción distintos. El óxido nítrico (NO) es una molécula importante para la 

inmunidad innata porque ejerce su efecto antimicrobiano principalmente por el daño oxidativo 

que produce sobre los microorganismos. Dado que esta es una molécula lábil, su administración 

es complicada por lo que investigaciones recientes han propuesto el uso de drogas donadoras de 

NO. Asimismo, con el fin de incrementar su vida media, se han incluido estos compuestos en 

matrices poliméricas para la liberación controlada del NO. En el presente trabajo se determinó la 

actividad antifúngica de nanopartículas poliméricas de quitosano cargadas con el donador de NO, 

el ácido s-nitrosomercaptosuccínico (MSA-NO) sobre las cepas clínicas Candida albicans y 

Candida glabrata.  

La síntesis de nanopartículas poliméricas de quitosano cargadas con ácido mercaptosuccínico 

(MSA Np) se llevó a cabo mediante el método de gelación ionotrópica. Se produjeron tres lotes 

a los que se les analizaron los parámetros físicos (diámetro efectivo promedio de partícula e índice 

de polidispersidad) y eficiencia de encapsulación del ácido mercaptosuccínico (MSA). Tras 

agregarse una cantidad equimolar de nitrito de sodio (NaNO2), se obtuvieron nanopartículas 

poliméricas de quitosano cargadas con ácido s-nitrosomercaptosuccínico (MSA-NO Np). Luego, 

se determinó la actividad antifúngica contra Candida sp. en valores de concentración mínima 

inhibitoria (CMI) por el método de Microdilución en Caldo M27-A3 del CLSI (Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio) y se estimó el perfil de liberación de NO a las MSA-NO 

Np. 

Se realizaron ensayos piloto para establecer una formulación de MSA Np y un procedimiento de 

síntesis óptimos para ser reproducidos a mayor escala. Una vez alcanzado esto, se sintetizaron 

tres lotes de MSA Np de un diámetro efectivo (DE) promedio de 241.69 ± 18.95 nm, un índice 

de polidispersidad (IPD) promedio de 0.274 ± 0.015 y una eficiencia de encapsulación (EE%) del 

MSA promedio de 97.52 ± 0.07 %. Estos valores estuvieron de acuerdo a las especificaciones de 

calidad establecidas. Respecto a la actividad antifúngica, los valores CMI de las cepas clínicas 

Candida glabrata y Candida albicans fueron 0.28 mg/mL y 2.25 mg/mL, respectivamente. Se 

halló una mayor susceptibilidad de la cepa referencial ATCC (Colección Americana de Tipos de 

Cultivo) Candida krusei al MSA-NO mientras la cepa clínica Candida albicans fue entre todas la 

menos susceptible al daño oxidativo causado por esta molécula.  Si bien no hay pruebas 

contundentes que indiquen que el quitosano de las MSA-NO Np ejerció alguna contribución para 

disminuir el CMI del MSA-NO, este resulta útil como matriz polimérica para promover la 

liberación controlada del NO. 

En función a lo observado se concluye que las MSA-NO Np presentan actividad antifúngica sobre 

el género Candida, causando inhibición en un grado diferente de acuerdo a la especie. Esta 

formulación representa una alternativa promisoria para el tratamiento de candidiasis. 

 

 

Palabras clave: 

Nanopartículas, Candidiasis, Óxido Nítrico. 
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SUMMARY 

 

The species of Candida sp.  are the major fungal pathogens that affect humans. Recently, they 

have undergone changes in their patterns of susceptibility to first-line antifungal drugs. In view 

of this, treatment alternatives are needed that act by different mechanisms of action. Nitric oxide 

(NO) is an important molecule for innate immunity because it produces its antimicrobial effect 

mainly due to the oxidative damage it produces in microorganisms. Since this is a labile molecule, 

its administration is complicated so researchers have also recently been used nitric oxide donors. 

In order to improve its half-life, these compounds have been included in polymer matrices for 

controlled release. In the present work, the antifungal activity of chitosan polymeric nanoparticles 

loaded with the nitric oxide donor s-nitrosomercaptosuccinic acid against the clinical strains 

Candida albicans and Candida glabrata was determined. 

The synthesis of polymeric nanoparticles loaded with mercaptosuccinic acid (MSA Np) was 

carried out by the ionotropic gelation method. They were analyzed in function of their physical 

parameters (average effective diameter and polydispersity index) and  encapsulation efficiency of 

mercaptosuccinic acid (MSA). Chitosan polymeric nanoparticles loaded with s-

nitrosomercaptosuccinic acid (MSA-NO Np)  were obtained by adding an equimolar amount of 

sodium nitrite to MSA Np. Then, antifungal activity against Candida sp. in values of minimum 

concentration inhibition (CMI) by the method of microdilution in broth M27-A3 of the Clinical 

and Laboratories Standards Institute (CLSI) was determined and the profile of NO release by 

MSA-NO Np was estimated.    

Pilot trials were conducted to establish an optimal MSA Np formulation and synthesis procedure 

to be reproduced on a larger scale. Once this was achieved, three batches of chitosan polymeric 

nanoparticles loaded with MSA with an average effective diameter of 241.69 ± 18.95 nm, an 

average polydispersity index of 0.274 ± 0.015 and an average MSA encapsulation efficiency of 

97.52 ± 0.07% were synthesized. These values were in accordance with the established quality 

requirements. Regarding the antifungal activity, the CMI values of the clinical strains Candida 

glabrata and Candida albicans were 0.28 mg / ml and 2.25 mg / ml, respectively. A greater 

susceptibility of the strain ATCC Candida krusei to the MSA-NO was found whereas the clinical 

strain Candida albicans was among all the less susceptible to oxidative damage caused by NO. 

While there is no compelling evidence to suggest that chitosan nanoparticles would have made a 

contribution in lowering the MSA-NO CMI, this biomaterial results useful as a polymeric matrix 

to promote controlled release of NO. 

Based on the observed, it is concluded that the MSA-NO Np present antifungal activity against 

the genus Candida, causing inhibition in a different degree according to the species. This 

formulation represents a promising alternative for the treatment of candidiasis. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. Candidiasis: Epidemiología y Tratamiento 

Debido al incremento en la población de pacientes con inmunosupresión y a las prácticas médicas 

modernas, como el uso generalizado de catéteres o de agentes antifúngicos de amplio espectro, la 

frecuencia de las infecciones fúngicas ha aumentado a un ritmo alarmante en las últimas décadas 

[1 -3].  Entre los agentes etiológicos descritos por la literatura, destacan las especies del género 

Candida, por ser los mayores patógenos fúngicos que afectan al ser humano [4]. 

El género Candida comprende una variedad de hongos unicelulares levaduriformes. Estos 

microorganismos se comportan como comensales al formar parte de la microbiota normal de las 

mucosas de la cavidad oral, tracto gastrointestinal y vaginal en un hospedero sano, pero su 

patogenicidad aumenta en un hospedero inmunocomprometido. Este género abarca más de 

doscientas especies existentes, de las cuales más de diecisiete se han reportado como 

potencialmente patógenas para el ser humano. Para citar algunos ejemplos, están C. albicans, C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. tropicalis, C. haemulonii, C. guilliermondii, y la especie 

más recientemente identificada C. auris [5,6]. 

La especie Candida albicans es la especie más común en su género, siendo la causa principal de 

candidiasis vulvovaginal y orofaríngea. Asimismo, es el cuarto patógeno más comúnmente 

aislado en pacientes nosocomiales en los Estados Unidos [7,8], siendo a su vez la causa 

predominante de infecciones fúngicas invasivas [9], lo que la convierte en un serio problema de 

salud pública [1,10]. En el Perú, C. albicans representa la especie más aislada en muestras de 

sanguíneas y flujo vaginal [11,12]. 

Dada la menor frecuencia con la que las demás especies de Candida sp. son aisladas clínicamente, 

usualmente se usa el término “no albicans” para referirnos a ellas. Estas especies están cobrando 

relevancia clínica debido al ascenso en la frecuencia de sus aislamientos, fenómeno que se viene 

observando de forma similar en Norte América, Europa y Latinoamérica. Se sugiere que este 

comportamiento en la epidemiología se debe a la confluencia de varios factores como la 

inmunosupresión severa, enfermedades graves en los pacientes, nacimientos prematuros, 

pacientes geriátricos, así como la exposición a antibióticos de amplio espectro [9]. Esta situación 

resulta preocupante debido a la resistencia que puedan desarrollar estas distintas especies a las 

terapias antifúngicas convencionales.  

De las especies no albicans, C. glabrata ha llamado últimamente la atención de la comunidad 

médica al mostrar altos niveles de resistencia a las terapias antifúngicas. C. glabrata  representa 
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el segundo agente causal más frecuente de candidiasis en el mundo y por las razones ya expuestas, 

se asocia con una mayor mortalidad [13, 14].  

Si bien son pocos los estudios sobre la distribución de Candida sp. en el Perú, una investigación 

realizada por Bustamante et al en nueve hospitales nacionales durante el periodo 2009- 2011 

arrojó un interesante escenario. En dicho estudio se encontraron a los aislados de Candida no 

albicans como agentes comunes de candidemia  (92, 60.1%). Entre las especies no albicans 

reportadas se encontraron  C. parapsilosis (43, 28.1%), C. tropicalis (36, 23.5%), C. glabrata (8, 

5.2%), C. guillermondii (3, 2%), C. krusei (1, 0.7%) y C. famata (1, 0.7%). Adicionalmente, se 

encontró que el 7.8% de las cepas fueron resistentes a los antifúngicos más frecuentemente 

utilizados en Perú [15]. 

 Otro estudio más reciente realizado por Rodriguez et al en el periodo 2013-2015 muestra 

nuevamente la predominancia de las especies no albicans, representando estas un 71,9 % (C. 

parapsilosis 25,3 %; C. tropicalis 24,7 %; C. glabrata 9,5 %; C. guillermondii 7,0 %; C. krusei 

0,6% y otras 5,1 %), mientras C. albicans un 27,8 % de los aislados [11]. 

Los fármacos antifúngicos disponibles actualmente y usados frecuentemente contra Candida sp. 

pueden tener un efecto fungistático (inhiben el crecimiento de la levadura) o fungicida (matan a 

la levadura) [16]. Asimismo estos se encuentran clasificados en función a su mecanismo de acción 

sobre el patógeno.  

Los azoles (como el fluconazol, voriconazol), son fármacos fungistáticos que actúan inhibiendo 

la enzima lanosterol- 14 α desmetilasa que es crucial para la biosíntesis del ergosterol, 

componente de la membrana celular de la levadura [17].  

Los polienos (como la anfotericina B y nistatina) tienen un efecto fungicida sobre Candida sp. al 

interactuar con el ergosterol en la membrana celular. Estos, a su vez, crean canales dentro de la 

membrana celular causando la fuga de moléculas (como proteínas, glúcidos y cationes 

monovalentes y divalentes) lo que resulta en la muerte de la levadura [16].  

Las equinocandinas son los antifúngicos más recientemente introducidos, estas incluyen a la 

caspofungina, micofungina, representan la terapia de primera línea para la candidiasis invasiva. 

Funcionan inhibiendo la enzima β- (1,3) -D-glucano sintasa que sintetiza el β- (1,3) -D-glucano, 

esencial para la pared celular fúngica [18].   

Finalmente, la 5-flucitosina es un antifúngico que interfiere con la síntesis de proteínas de la 

levadura [18]. 

Las limitaciones de los fármacos comentados en el tratamiento contra la candidiasis se debe a la 

resistencia o disminuida susceptibilidad que algunas especies puedan presentar hacia estos.  
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La resistencia puede presentarse de dos formas: resistencia primaria, donde la especie Candida 

sp. es resistente al antifúngico sin que haya habido exposición previa a la droga y resistencia 

secundaria, donde la especie adquiere resistencia después de la exposición al agente antifúngico 

[17]. Comentar sobre C. glabrata es quizás usar uno de los mejores ejemplos para ilustrar el tema 

de resistencia en sus distintas formas.  Esta especie posee la más alta incidencia de resistencia a 

fármacos azoles entre los aislados de Candida sp., exhibiendo una intrínseca susceptibilidad 

disminuida a este tipo de antifúngicos [19,20] incluyendo al nuevo fármaco isavuconazol, por lo 

que podría decirse que presenta una resistencia primaria [21].   

Asimismo, C. glabrata ha mostrado su capacidad de desarrollar una alta resistencia a los azoles 

tras ser expuesta a la droga, es decir, una resistencia secundaria [22, 23]. De hecho, se sabe que 

C. glabrata es la especie más frecuentemente aislada en infecciones de pacientes que recibieron 

anteriormente profilaxis con azoles [24-26]. La proporción de C. glabrata resistente a azoles en 

aislados clínicos en varios países ha mostrado un incremento en el período de 2001 a 2007 [27].  

Además, esta especie ha mostrado resistencia a equinocandinas en aislados resistentes al 

fluconazol. La incidencia de estos casos ha aumentado de ningún caso observado entre el periodo 

2001-2004 a un 9.3% en el periodo de 2006-2010, apoyando la idea de que la resistencia a los 

fármacos en C. glabrata está en rápido ascenso [28].  Por último, si bien C. glabrata ha mostrado 

susceptibilidad a los polienos, su uso generalizado como antifúngico se ve reducido debido a los 

efectos tóxicos de este fármaco, el más resaltante: su nefrotoxicidad [16]. 

En función a las limitaciones en el tratamiento contra la candidiasis es que cada día se realizan 

nuevos esfuerzos en la investigación de alternativas terapéuticas que puedan contrarrestar los 

problemas de resistencia de las especies de Candida  sp. a los antifúngicos convencionales. 

 

1.2. Óxido Nítrico (NO) 

 

En la búsqueda de alternativas terapéuticas que trabajen a través de mecanismos de acción 

distintos a los antifúngicos convencionales, se ha observado detenidamente la relación que 

guardan las especies del género Candida y la molécula óxido nítrico (NO).  

1.2.1. Presencia a Condiciones Fisiológicas 

El NO es una molécula gaseosa con una vida media corta en el organismo. Esta molécula participa 

en diversos procesos fisiológicos, se produce de forma endógena y se deriva en gran parte de las 

vías enzimáticas. La formación del NO es catalizada por la NO sintasa (NOS) a través de una 

serie de reacciones redox, con degradación de L-arginina a L-citrulina y NO. Se reconocen tres 
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isoformas de NOS: NOS endotelial (eNOS o NOS3), NOS neuronal (nNOS o NOS1) y NOS 

inducible (iNOS o NOS2), esta última se halla primeramente en los macrófagos [29-30]. 

1.2.2. Actividad Antifúngica sobre Candida sp. 

Una vez que el NO es sintetizado por la iNOS, este es liberado por los macrófagos para producir 

su efecto antimicrobiano sobre diversos tipos de microorganismos entre ellos Candida sp.  

El NO trabaja a través de múltiples mecanismos de toxicidad. A nivel del ADN (ácido 

desoxirribonucléico) del patógeno, produce daño oxidativo y nitrosativo, así como ejerce la 

nitrosilación de enzimas que intervienen en su reparación. También promueve la peroxidación de 

los lípidos de  su membrana celular y se une a los grupos heme de ciertas proteínas necesarias 

para  el crecimiento o supervivencia del microorganismo [31]. Además de esto, en Candida sp. 

induce la represión de la enzima flavohemoglobina YHB1, cuya función es desintoxicar a la 

levadura del NO [32]. También se sabe que el NO induce la fagocitosis de los microorganismos 

patógenos por las células del sistema inmune del hospedero [33]. 

Resulta interesante saber que si bien el NO provoca un daño oxidativo al ejercer su acción 

antimicrobiana sobre los agentes patógenos, a su vez puede proteger de este daño a las células del 

hospedero. De hecho, se ha hallado que el NO tiene la capacidad de terminar las reacciones de 

peroxidación lipídica que ocurren en la membrana de las células huésped, protegiéndolas del 

estrés oxidativo [34]. Asimismo, los hongos y procariontes  presentan una mayor susceptibilidad 

al NO ya que estos microorganismos dependen de proteínas clústeres de azufre y hierro en mayor 

medida que las células de mamíferos. La degradación de estas proteínas cluster por acción del 

NO o especies reactivas de nitrógeno provocan que el hierro sea liberado y se una al ADN. Esta 

fracción de hierro libre cataliza la formación de radicales libres que dañan las membranas y ADN 

del patógeno [35-38]. 

Se ha comprobado que uno de los  mecanismos patogénicos de C. albicans se encuentra la 

supresión de la generación de NO en los macrófagos [39]. En función a este hallazgo, diversos 

estudios han experimentado con la aplicación exógena de NO en miras de inhibir el crecimiento 

de la levadura, obteniendo resultados positivos [40-42]. 

En vista que la resistencia microbiana a los antifúngicos se encuentra en ascenso, es importante 

preguntarse sobre la existencia de mecanismos de Candida sp. que le confieran resistencia al 

NO. Hasta el momento se conoce que C. albicans cuenta con una enzima desintoxicante del NO, 

que es la proteína flavohemoglobina YHB1 [43], asimismo, se han encontrado proteínas 

homólogas a YHB1 en las cepas C. glabrata, C.parapsilosis y C. dubliniensis [44]. Sin embargo, 

se ha observado que a elevadas concentraciones de NO, como las que se suministran mediante el 
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uso de una droga donadora de NO, los mecanismos compensatorios de los microoorganismos 

se tornan ineficaces [31]. 

La utilización de drogas donadoras de NO permite sobrellevar el problema de la corta vida 

media de la molécula. Es por eso que en la actualidad, diversos trabajos de investigación prefieren 

suministrar NO de esta forma y aprovechar sus diversas aplicaciones biomédicas.  

 

1.2.3. Drogas Donadoras de NO: S-nitrosotioles 

Entre los tipos de drogas donadoras de NO se encuentran el nitrito acidificado, los nitratos 

orgánicos, el nitroprusiato de sodio, los diazeniumdiolados, los s-nitrosotioles y las zeolitas.  Sin 

embargo, ciertos tipos de donadores tienen un uso restringido por problemas de toxicidad, tal es 

el caso del nitrito acidificado y los diazeniumdiolados. Los nitratos orgánicos y el nitroprusiato 

de sodio al presentar efectos cardiovasculares potentes (disminuyen la presión arterial), se 

desaconsejan para su uso como antibiótico. Las zeolitas, por su liberación rápida de NO, tienen 

una mayor utilidad como desinfectantes [31, 45,46].   

Los s-nitrosotioles (RSNO) son moléculas que contienen NO unido a un grupo sulfhidrilo [31]. 

Son compuestos fáciles de sintetizar, dado que su formación radica en la reacción de un 

compuesto en cuya estructura se hallen grupos sulfhidrilo o tioles (como cisteína, glutatión o 

ácido mercaptosuccínico) con nitrito de sodio (NaNO2) en un medio acidificado. La 

descomposición del RSNO formado y por tanto, la liberación del NO, es promovida por acción 

de la temperatura, luz, metales divalentes como el cobre y ácido ascórbico [47-49].  Los RSNO 

son térmicamente inestables en soluciones acuosas, conllevando a la liberación espontánea del 

NO [31]. Sin embargo, en miras de contrarrestar este inconveniente, cada vez más trabajos optan 

por incorporar estos compuestos en polímeros biocompatibles los que promueven su liberación 

controlada [50].  

 

1.2.4. Toxicidad  

A pesar que el NO se encuentra presente en el ser humano a condiciones fisiológicas, es 

importante conocer el perfil de seguridad de esta molécula y sus drogas donadoras.  

 

Estudios realizados en fibroblastos y keratinocitos han mostrado una disminución en la viabilidad 

de estas líneas celulares tras la aplicación de donadores de NO. No obstante, se observó que a 

mayor concentración del compuesto, la viabilidad celular incrementaba. Se sugiere que la 
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disminución de la proliferación de estas células no se deba a la muerte de las mismas sino al freno 

de su crecimiento por un mecanismo de señalización ejercido por el NO [51-54].   

 

En la actualidad se encuentran disponibles diversos ensayos pre-clínicos y clínicos que respaldan 

la seguridad del NO y los s-nitrosotioles. Por ejemplo, tras administración tópica del s-

nitrosoglutatión (GSNO) en modelos animales se ha llegado a la conclusión que concentraciones 

de hasta 3.36 mg/ mL no generan irritación ni alteraciones en la histología de la piel ni en la 

córnea [55,56].  

 

Se asume que la vía de administración tópica debería reducir los efectos secundarios sistémicos 

de una droga donadora de NO como son el estado hemodinámico alterado y 

metahemoglobinemia [55]. No obstante, existen trabajos donde se reporta la inclusión de s-

nitrosotioles en glóbulos rojos, los que luego son devueltos al torrente sanguíneo de un modelo 

animal por transfusión de sangre. Se reporta que cuando la hemoglobina (Hb) se oxigena, los 

cambios estructurales que se producen en ella promueven la reacción del NO y el residuo cysβ93 

de la Hb (que contiene grupos sulfuro), dando lugar a la s-nitroso-hemoglobina (SNO-Hb). La 

SNO-Hb ha mostrado tener aplicaciones terapéuticas, su desoxigenación provoca la liberación 

del NO, que ejerce un control de la respiración celular a nivel mitocondrial, de manera que se 

promueve una utilización eficiente de O2. Dicho trabajo hecho por Stamler et al (1997) no reporta 

resultados adversos, sino por lo contrario estimula a la investigación de las propiedades 

terapéuticas de los s-nitrosotioles [57]. 

 

Por otro lado, un ensayo clínico fase I describe la aplicación de una dosis terapéutica 

antibacteriana de NO gaseoso (0.16 mg/ml) en pacientes con fibrosis quística [58-59]. Asimismo, 

en pacientes embarazadas con pre-eclampsia se realizó la infusión de GSNO [60]. En ambos 

estudios se encontraron resultados favorables sobre la patología a tratar sin daños colaterales.  

 

Habiendo contemplado las propiedades antifúngicas del NO, se considera promisoria para el 

tratamiento de la candidiasis la encapsulación de una droga donadora de NO tipo s-nitrosotiol  en 

un biopolímero que favorezca la liberación controlada del NO. Esto se debe a que la molécula 

NO actúa bajo un mecanismo de acción distinto a los antifúngicos convencionales. 

 

1.3. Biopolímeros  

 

En la actualidad, matrices como los biopolímeros son propuestas para el diseño de vehículos 

inteligentes destinados a la liberación de fármacos, esto debido a sus propiedades físicas como 

biológicas [61].  En la naturaleza pueden hallarse una variedad de biopolímeros tales como el 
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colágeno, quitina, seda, alginato, celulosa, entre otros. De estos, la quitina es el biopolímero más 

abundante después de la celulosa, esta se halla en el exoesqueleto de los crustáceos, insectos, 

moluscos así como en la pared celular de algunos microorganismos [61-62]. 

 

La quitina es un co-polímero de unidades N-acetil-D-glucosamina unidas por un enlace β-(1,4) 

glucosídico. Naturalmente, la quitina se encuentra en tres formas polimórficas cristalinas las que 

presentan diferentes orientaciones en sus microfibrillas. La α-quitina tiene cadenas antiparalelas, 

la β-quitina tiene cadenas paralelas, y la γ-quitina tiene una mezcla de cadenas paralelas y 

antiparalelas [63, 64]. Si bien la α-quitina ha sido utilizada ampliamente en diversos campos 

biológicos y biomédicos por su abundancia y fácil acceso, la β-quitina podría ser una alternativa 

prometedora con características especiales debido a la peculiar interacción molecular entre sus 

cadenas poliméricas [65] 

 

1.3.1. Quitosano 

 

Dada la pobre solubilidad de la quitina, es su forma desacetilada mejor conocida como el 

quitosano, la que encuentra mayor futuro en las aplicaciones biomédicas. Su  biocompatibilidad, 

biodegradabilidad, baja toxicidad (DL50: >10 g/ kg), así como sus propiedades antimicrobianas, 

cicatrizantes, inmunoadyuvantes, por solo citar algunas, tornan atractivo a este polímero [61].  

Las propiedades fisicoquímicas del quitosano se atribuyen en gran medida al grupo amino en su 

estructura, el cual a un pH menor a 6.5 se encuentra protonado y es muy reactivo [66]. 

Se encuentra ampliamente descrito en la literatura el potencial antifúngico del quitosano. Uno 

de los mecanismos bajo los que actúa es la interacción de su grupo amino con los componentes 

aniónicos de la pared celular, provocando la lisis del hongo [67]. También puede interactuar con 

fosfolípidos de membrana, causando la fuga de componentes celulares y con esto, la muerte 

celular. Asimismo, puede interactuar con el ADN - dado que este se encuentra cargado 

negativamente -, inhibiendo la síntesis de ácido ribonucleico mensajero (mRNA)  y con ello la 

síntesis de proteínas y enzimas esenciales para el microorganismo. Por último, puede unirse a 

elementos traza esenciales para la nutrición del hongo [68]. 

Al trabajar con polímeros como el quitosano, es conveniente reparar en la forma polimórfica a 

utilizar, ya que la disposición espacial de las cadenas en la región cristalina del polímero influirá 

en sus propiedades fisicoquímicas y biológicas. Se sabe que un quitosano tipo beta (β) 

proveniente de la pluma de calamar presenta una  disposición paralela de sus cadenas. Las  

interacciones tipo puente de hidrógeno intracatenarias e intercatenarias del β-quitosano son 

débiles a comparación al alfa  (α) quitosano, de disposición antiparalela, dotando a este primero 

de una naturaleza flexible [69].  
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La flexibilidad experimentada por el  β-quitosano  permite que haya un incremento de regiones 

de contacto con la superficie del microorganismo patógeno en solución acuosa. Asimismo, otra 

ventaja de la disposición espacial de esta forma polimórfica, es que sus grupos aminos libres 

serán protonados fácilmente a comparación del α-quitosano. Este último tendrá pocos grupos 

aminos protonados debido a los fuertes enlaces puente de hidrogeno intermoleculares con los 

grupos amino intermoleculares [70]. 

Además de la disposición espacial de las cadenas poliméricas del quitosano, existen otras dos 

características que deben ser contempladas antes de iniciar cualquier investigación: el peso 

molecular (PM) y el grado de desacetilación (GD).  

El PM determina la fuerza de las fibras de quitosano así como su viscosidad en solución. Se 

sabe que condiciones severas de temperatura y la alta concentración de reactivos utilizados en la 

desacetilación provocan un acortamiento de la cadena [66, 71]. No obstante, existen aplicaciones 

donde una cadena corta es favorable y otras en las que se requiere una cadena de mayor tamaño 

para lograr con mayor eficacia el efecto deseado. El GD es la relación entre las unidades 

glucosamina y la N-acetil glucosamina en el quitosano. Esta relación refleja la cantidad de 

grupos amino, que determinan la solubilidad y actividad del quitosano como material funcional, 

generalmente en el rango de 60-100% [72, 73]. Este valor representa una especificación de calidad 

en el momento de analizar el quitosano como materia prima. 

Diversos estudios han mostrado que la actividad biológica del quitosano depende 

significativamente de su PM y GD. Ambos parámetros afectan la actividad antimicrobiana del 

quitosano independientemente, a pesar que se ha sugerido que la influencia del PM en la actividad 

antimicrobiana es mayor a la influencia del GD [74,75]. 

Se ha observado que a menor PM del quitosano utilizado, mayor es la inhibición del 

crecimiento de microorganismos [76-81]. Por tanto, esta variable, el peso molecular, aparenta 

ser fundamental para entender la efectividad de una formulación donde se incluya quitosano. La 

movilidad, atracción e interacción iónica de las cadenas pequeñas se da con menor dificultad que 

en las cadenas largas, facilitando la adopción de conformaciones extendidas y una unión efectiva 

a la superficie de las membranas celulares [74,82]. 

Un hecho similar pero que ocurre a una menor intensidad es que la actividad antimicrobiana del 

quitosano se potencia a la par que el GD aumenta [80, 83].  Estudios realizados utilizando quitina 

y quitosano de diferentes GD contra distintos microorganismos entre ellos C. albicans, mostraron 

en todos los casos que la actividad antimicrobiana se veía incrementada a la par que el GD 

aumentaba [74, 83-85]. 
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Otra propiedad del quitosano es su inherente mucoadhesividad, que es resultado de la interacción 

electrostática de los grupos amino propios del polímero con los grupos siálicos de la mucina en 

la barrera mucosa. Esto resulta favorable para la liberación de drogas dirigidas a zonas como la 

cavidad oral, el esófago, los ángulos de la boca y los genitales [86-87].    

 

Por lo expuesto, para incorporar un principio activo en un biopolímero, deben de estudiarse las 

características de este último para poder optimizar el efecto terapéutico de la formulación. En el 

caso que se quiera optimizar las propiedades antimicrobianas de una formulación basada en 

quitosano, resulta una muy buena opción el uso de la forma polimórfica  𝛽  con un alto GD y un 

bajo PM. 

 

1.4. Nanopartículas Poliméricas 

 

La aplicación de la nanotecnología en el ámbito de la salud se encuentra cada vez en aumento y 

las nanopartículas polimericas (Np) actualmente están siendo ampliamente investigadas en el área 

farmacéutica como sistemas de liberación de principios activos. Esto es  debido a que pueden 

mejoran la estabilidad y  biodisponibilidad de los fármacos, así como ofrecen su direccionamiento 

al sitio diana, de manera que se obtenga el efecto terapéutico deseado [88]. 

 

1.4.1. Parámetros Físicos 

 

Para poder analizar una solución de nanopartículas, es necesario conocer ciertos parámetros 

físicos que nos den información acerca del tamaño de las mismas. Para esto, se suele recurrir a la 

técnica de Dispersión de Luz Dinámica, que es una técnica no invasiva y bien establecida para 

medir el tamaño  y distribución de tamaño de moléculas y partículas en la región submicrométrica 

[89]. Con la finalidad de realizar un control de calidad a la formulación de nanopartículas es 

necesario fijar una especificación para ambos parámetros físicos que nos brinda el equipo como 

son el diámetro efectivo (DE) y el índice de polidispersidad (IPD). 

 

Según la literatura, una partícula con dimensiones en el orden inferior a 1000 nm puede 

considerarse nanopartícula [90]; y para que los datos obtenidos en el equipo de dispersión de luz 

dinámica tengan validez, es necesario que el índice de polidispersidad no exceda el valor 0.3 [91]. 

 

1.4.2. Método de Síntesis 

Es necesario reflexionar sobre la estructura química de la matriz polimérica para poder determinar 

el método adecuado de síntesis de nanopartículas. En el caso del quitosano, al solubilizarse en un 
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medio ácido, sus grupos amino se protonan internamente dando lugar a un polímero catiónico que 

tiene la capacidad de interactuar con iones cargados negativamente [92]. La reacción de dos 

agentes iónicos cargados opuestamente representa el fundamento del método de gelación 

ionotrópica, cuyo resultado es la obtención de un hidrogel. Se define hidrogel como el conjunto 

de redes macromoleculares caracterizadas por su capacidad de absorber agua [93].  

Los hidrogeles físicos producidos en la gelación ionotrópica, a diferencia de los hidrogeles 

químicos, se encuentran formados por varios enlaces reversibles establecidos entre el polímero y 

el agente reticulante. Entre estos tipos de enlaces predominan las interacciones electrostáticas 

sobre los enlaces puente de hidrógeno y de Van der Waals. Por otro lado, la sola solubilización 

del quitosano en un medio acuoso ácido, da origen a un tipo de hidrogel físico, mejor conocido 

como hidrogel entrelazado (entangled hydrogel) [94]. La reversibilidad de estas interacciones 

dota a los hidrogeles físicos con una ventaja sobre los hidrogeles químicos: su 

biocompatibilidad [69]. 

El método de gelación ionotrópica, que fue inicialmente desarrollado por Calvo et al (1997), 

involucraba básicamente la disolución de quitosano en ácido acético y la adición de tripolifosfato 

de sodio (TPP) como agente reticulante, experimentándose la formación espontánea de 

nanopartículas tras agitación mecánica a temperatura ambiente [95]. Resulta relevante ahondar 

en los acontecimientos a nivel molecular involucrados en la síntesis de nanopartículas 

poliméricas por dicho método: 

1) Protonación 

Al solubilizarse el quitosano a un pH bajo, los grupos amino libres del polímero se 

protonan. Esto provoca una repulsión electrostática entre sus cadenas poliméricas, lo que 

permite que una mayor área superficial se exponga al medio acuoso, permitiendo la 

solvatación del polímero [96]. 

 

2) Hinchamiento 

El solvente entra en contacto con el quitosano, penetrando dentro de la red polimérica 

debido a la diferencia de potencial químico del solvente dentro y fuera del gel, lo que 

genera un flujo osmótico que provoca el hinchamiento. A este proceso se le opone una 

fuerza elástica de parte de las cadenas del polímero, hasta que ambos procesos se igualan 

y se establece un equilibrio [69]. El hinchamiento está influenciado por el peso 

molecular, carga eléctrica del quitosano, así como sus interacciones físicas [97]. 

 

Durante el hinchamiento, es mandatorio evitar que el sistema alcance un “régimen de 

entrelazamiento” (entanglement regime). Dicho régimen se caracteriza por una elevada 
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viscosidad del sistema, la pérdida de movilidad de los oligómeros de quitosano en 

solución, los que han empezado a juntarse unos a otros. Debido a esto, se desaconseja el 

uso de altas concentraciones de quitosano, pesos moleculares altos y polimorfos rígidos. 

Alcanzar un régimen de entrelazamiento impide la formación de partículas, lo que 

resultaría desfavorable para el método de síntesis [71,98]. 

 

3) Reticulación 

 

La reticulación implica la formación de   una red tridimensional formada por la unión de 

las diferentes cadenas poliméricas.  El TPP es el agente reticulante más utilizado en la 

obtención de hidrogeles físicos.  Los hidrogeles obtenidos a partir de TPP presentarán 

mejores propiedades mecánicas a comparación de los obtenidos con iones citrato o 

sulfato, debido a la fuerte interacción del quitosano con el TPP [99]. 

 

El mecanismo de reticulación del quitosano con el TPP puede darse por deprotonación 

y/o por interacciones iónicas, según el pH de la solución. Al solubilizarse, el TPP se 

disocia en el agua formando iones hidroxilo e iones fosfóricos.  A un pH ácido, solo se 

encuentran presentes los iones fosfóricos, por lo que predomina la reticulación iónica; a 

un pH básico, coexisten ambos iones los que compiten por los grupos amino. La unión 

de un grupo hidroxilo a un grupo amino da lugar a la deprotonación del quitosano [100]. 

La síntesis de nanopartículas de quitosano mediante el método de gelación ionotrópica 

resulta  ventajosa debido a que es un proceso simple y evita el uso de solventes orgánicos 

así como altas temperaturas, lo que permite la encapsulación exitosa de moléculas frágiles 

[101]. 

1.4.3. Toxicidad 

Si bien el quitosano es un material reconocido generalmente como seguro (GRAS) por la 

Administración de Medicamentos y Alimentos (FDA), esta condición no puede 

extrapolarse a su forma nanoparticulada. Esta afirmación se basa en que las propiedades 

farmacocinéticas de un medicamento o excipiente cambian de forma considerable al 

encontrarse en una escala nanométrica. Factores como el tamaño, la carga y las 

modificaciones superficiales de las nanopartículas, así como el grado de desacetilación y peso 

molecular del quitosano pueden influir en el perfil de toxicidad de la formulación ya que 

afectan la forma en cómo las nanopartículas interactúan con las células [102]. 

Una prueba de citotoxicidad in vitro realizada en células bucales  (TR-146)  demostró que las 

nanopartículas de quitosano fueron menos citotóxicas en comparación con el quitosano solo. 
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Esto podría deberse a la presencia del agente reticulante TPP, pues al aumentar su 

concentración dicha citotoxicidad se reducía, un hecho similar ocurría al disminuir el grado 

de desacetilación. También cabe la posibilidad que exista una respuesta intracelular 

diferencial a la escala nanométrica [103]. 

Este hallazgo se refuerza con el estudio en peces zebra hecho por Wang et al (2016), donde 

se observó una mayor incidencia de malformaciones en los embriones de peces zebra ejercida 

por el quitosano a comparación de las nanopartículas de quitosano (diámetro promedio 84.9 

nm) [104]. Otro estudio estableció una comparación de la toxicidad de nanopartículas de 

quitosano en función a su diámetro de partícula y concentración. Los resultados arrojaron 

como condiciones óptimas las dimensiones mayores a los 200 nm y el manejo de 

concentraciones entre los 5-10 mg/mL, que han demostrado no ejercer mortalidad ni 

malformaciones en embriones de pez zebra [105]. 

 

En función a lo expuesto, la aplicación de nanopartículas poliméricas de quitosano de un orden 

de 200 - 500 nm resulta conveniente  para administrar moléculas con actividad antifúngica. Este 

rango de tamaño nanométrico les permitiría difundir a través de las barreras mucosas [106], sitios 

donde frecuentemente proliferan las especies de Candida sp, así como mejoraría su perfil de 

seguridad. 

 

1.5.Método de Microdilución en Caldo para la Determinación de Actividad 

Antifúngica 

 

Los métodos de dilución se usan para establecer las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) 

de los antimicrobianos. Desde el 2002, el Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorios 

(CLSI), propuso un método de referencia (M27 – A3) basado en la dilución en caldo para la 

determinación de susceptibilidad antifúngica de levaduras y organismos levaduriformes, 

especialmente Candida sp. y Cryptococcus neoformans [107].  

Este método se basa en evaluar la capacidad de los hongos de crecer en los pocillos de placas de 

microdilución las cuales contienen medio de cultivo líquido y diluciones seriadas de los 

antifúngicos. La CMI se define como la concentración más baja de un antifúngico que inhibe el 

crecimiento in vitro de la levadura.  

Sin embargo, al momento de la lectura de la CMI, pueden surgir situaciones in vitro en las que es 

difícil observar una correlación directa entre la concentración del antifúngico y el crecimiento de 
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la levadura.  A veces, la inhibición total del crecimiento fúngico no se logra con concentraciones 

mayores de antifúngico y las cepas mantienen un crecimiento residual a altas concentraciones de 

dicha sustancia; esto se conoce como el efecto trailing (ET). Este efecto ha sido observado 

durante la exposición de Candida sp. a fármacos tipo azoles [107-111].  

Otro fenómeno que puede obstaculizar la interpretación del valor CMI es el crecimiento 

paradójico (CP) y se define como el resurgimiento del crecimiento de la cepa a concentraciones 

mayores a la CMI (mínimo dos diluciones mayores). Este es un fenómeno que comprende cuatro 

fases. La  fase I (subinhibitoria) se observa en los pocillos con menor concentración de 

antifúngico, esta concentración que no es suficiente para impedir el crecimiento del hongo, se 

observa turbidez en los pocillos. La fase II (de inhibición) comprende el pocillo en el que se fijó  

la CMI y concentraciones mayores de antifúngico. Aquí la concentración del fármaco es 

suficiente para inhibir el crecimiento del hongo, por lo que los pocillos están ópticamente claros. 

A medida que se incrementa la concentración de antifúngico, se avisora la  fase III (de 

atenuación de la inhibición), donde resurge la turbidez observada en la fase I y con ello, el 

crecimiento del hongo. Este fenómeno se correlaciona con mecanismos compensatorios del hongo 

ante la acción del fármaco. Por último, la fase IV (de inhibición)  comprende los pocillos con  

concentraciones más altas del agente antifúngico, no se observa crecimiento del hongo, ya que 

concentraciones muy altas del fármaco tornan ineficientes los mecanismos compensatorios 

desarrollados por el hongo en la fase III [112].  

El crecimiento paradójico ha sido descrito para Candida sp. cuando es expuesta a antifúngicos 

del tipo equinocandinas. El crecimiento paradójico ha sido relacionado a cambios en la 

composición de la pared celular, debido principalmente a un incremento en  la síntesis de quitina, 

como un mecanismo de recompensa a la disminución de los β – glucanos por acción de los agentes 

antifúngicos [113].  

 

1.6. Justificación 

 

El presente trabajo  propone  determinar la actividad antifúngica de nanopartículas poliméricas 

de quitosano cargadas con el donador de NO, el MSA-NO sobre las cepas C. albicans y C. 

glabrata, mediante el método de microdilución M27 – A3, propuesto por el CLSI. Los pilares de 

esta investigación recaen en el carácter promisorio del NO en el tratamiento de  las infecciones 

fúngicas causadas por Candida sp. y las bondades del biopolímero quitosano como matriz para la 

liberación controlada de moléculas. 
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II. HIPÓTESIS / PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN Y OBJETIVOS 

 

 

2.1. Hipótesis 

Las nanopartículas poliméricas de quitosano cargadas con ácido s-

nitrosomercaptosuccínico (MSA-NO Np) ejercen una acción antifúngica sobre C. 

albicans y C. glabrata. 

2.2. Pregunta de Investigación  

 

¿El crecimiento de C. albicans y C.  glabrata es inhibido por las MSA-NO Np?  

 

2.3. Objetivos 

 

2.3.1. Objetivo General: 

 

Determinar la actividad antifungica de las MSA-NO Np sobre C. albicans y C.  

glabrata. 

 

2.3.2. Objetivos Específicos: 

 

2.3.2.1. Analizar la materia prima quitosano en función a su grado de desacetilación y peso 

molecular. 

 

2.3.2.2. Sintetizar nanopartículas de quitosano cargadas con ácido mercaptosuccínico (MSA 

Np), mediante el método de gelación ionotrópica. 

 

2.3.2.3. Determinar las características de las MSA Np sintetizadas, siendo estas: los 

parámetros físicos (diámetro efectivo e índice de polidispersidad) mediante la 

técnica de dispersión de luz dinámica y la eficiencia de encapsulación del ácido 

mercaptosuccínico (MSA) mediante el método de la reacción de Ellman. 

 

2.3.2.4. Sintetizar el donador de óxido nítrico, el ácido s-nitrosomercaptosuccínico 

(MSA-NO) mediante la reacción de NaNO2 y  las MSA Np.  
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2.3.2.5. Determinar las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de las MSA-NO Np 

sintetizadas de las cepas C. albicans y C. glabrata mediante el método de 

microdilución M27 A3 del CLSI. 

 

 

2.3.2.6. Estimar el perfil de liberación del óxido nítrico en el tiempo de las MSA-NO Np 

en las concentraciones que inhibieron el crecimiento de C. albicans y C.glabrata en 

el ensayo de microdilución M27 A3 del CLSI. 

 

 

III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Determinación del Grado de Desacetilación, Peso Molecular del Quitosano 

y Espectroscopía Infrarrojo 

 

3.1.1. Determinación del Grado de Desacetilación por Titulación Conductimetrica 

 

3.1.1.1. Fundamento del método: 

El método descrito por Raymond et al (1993) , consiste en disolver quitosano en un 

exceso conocido de ácido clorhídrico (HCl) y valorar con hidróxido de sodio 

(NaOH). Se obtiene, así, una curva de conductividad versus volumen de NaOH 

añadido que presenta dos puntos de inflexión. La diferencia de volumen entre estos 

dos puntos se corresponde con la cantidad de ácido consumido para la protonación 

de los grupos amino. Este valor permite determinar el porcentaje de grupos amino  

(-NH2) en el quitosano, es decir su grado de desacetilación.  [73, 114 - 115].  

3.1.1.2. Tipo de Muestra:  

β-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote   GC20161217.  

Especificaciones: GD: 96.7 %  ; PM  113.2 kDa, según proveedor.Ver Anexo 04.  

3.1.1.3. Equipos Requeridos: 

Conductímetro CON 700 Marca Okion, Balanza Henkel (03 Decimales), Agitador 

Magnético ThermoScientific. 
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3.1.1.4. Insumos Requeridos:  

a) Materiales: Bureta de 50 mL, Beaker de 50 mL, Beaker de 600 mL, Marcador 

Permanente. 

b) Reactivos: Solución de HCl 1.0 M, Solución de NaOH 0.1 M y solución de 

NaCl 0.001 M.  

 

3.1.1.5. Condiciones Previas:  

a) Estandarizar la solución de NaOH 0.1 M con biftalato ácido de potasio. 

b) El análisis de la muestra se realizará por triplicado. 

 

3.1.1.6. Documentos Utilizados:   FOR 01/ Q  (Anexo 1). 

 

3.1.1.7. Procedimiento: 

a) Pesar 200 mg de quitosano y adicionar 5mL de HCl 1.0 M, disolver la muestra 

completamente.  

b) Agregar 450 mL de NaCl 0.001 M, y llevar a agitación a 400 rpm para lograr 

una solución uniforme.  

c) Realizar la titulación conductimétrica con 60 mL de NaOH 0.1M estandarizado, 

descargando 0.5 mL de NaOH 0.1M con ayuda de una bureta. Anotar las lecturas 

del conductímetro. 

 

3.1.1.8. Tratamiento de datos y obtención de resultados: 

Los valores de conductividad y volumen de NaOH añadido se anotarán en el FOR 

01/ Q. Asimismo, estos valores se ingresarán en el programa Microsoft Excel para 

poder obtener una gráfica de la titulación con tres ecuaciones de la recta, a partir de 

las que se obtendrán los datos necesarios para el cálculo del GD. Se efectuarán las 

ecuaciones indicadas en el FOR 01/Q para calcular el GD de la muestra. 

3.1.1.9. Interpretación de Resultados:  

Tabla 1. Especificaciones de Calidad del Grado de Desacetilación del Quitosano  

Especificación  Interpretación 

GD ≥ 60% Alto Grado de Desacetilación1 

(1) [69] 
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3.1.2. Determinación del Peso Molecular por Viscosimetría Capilar  

 

3.1.2.1. Fundamento del Método: Figura 1.  

Se basa en la obtención de la viscosidad 

intrínseca [η], que está relacionada con la 

masa molecular en la ecuación de Mark-

Houwink-Sakurada (Rinaudo et al, 1993): 

 

Donde, Mν es la masa molar promedio 

viscosimétrica y K y α son dos constantes 

que dependen del polímero, del sistema 

disolvente utilizado y de la temperatura. Al obtener las medidas de densidad y 

viscosidad de las soluciones de quitosano, se procederán a determinar el valor de la 

viscosidad intrínseca y con ello, el peso molecular del quitosano [80-81, 107].  

3.1.2.2. Tipo de Muestra:  

β-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217. 

Especificaciones: GD: 96.7 % ; PM  113.2 kDa, según proveedor. Ver Anexo 04.  

Equipos Requeridos:  

Agitador Magnético TermoScientific 

3.1.2.3. Insumos Requeridos:  

a) Materiales: Beaker de 1 L, Viscosímetro de Ostwald, Soporte, Cronómetro, 

Fiolas, Marcador Permanente, Pera de Succión.  

b) Reactivos: Solución de acetato de sodio (CH3COONa) 0.1 M, solución de ácido 

acético (CH3COOH)  0.2 M. 

 

3.1.2.4. Condiciones previas:  

a) Alistar un baño de agua de destilada a temperatura constante a 30 °C. 

b) Mezclar las soluciones de CH3COONa 0.1 M y CH3COOH  0.2 M para la 

preparación del buffer. 

c) Las medidas de viscosidad y densidad también se realizaron para el buffer. 

Figura 1. A la izquierda: Esquema del 
Viscosímetro de Ostwald. A la derecha: Foto del 

sistema de baño María y viscosímetro. 
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d) El análisis de la muestra se realizará por triplicado. 

 

3.1.2.5. Documentos utilizados: FOR 02/Q (Anexo 2). 

3.1.2.6. Procedimiento:   

a) Preparar soluciones de quitosano en diferentes concentraciones: 1%, 0.75%, 

0.5%, 0.25% y 0.125 % (masa de quitosano / volumen de disolvente buffer).  

b) Preparar un beaker con 800 mL aproximadamente de agua destilada. Colocarlo 

sobre un agitador magnético, ajustar la temperatura a 30 °C. 

c) Introducir el viscosímetro de Ostwald en el baño de agua y sujetarlo con el 

soporte. Colocar la Pera de Succión en la rama delgada del viscosímetro.  

d) Verter la solución del quitosano por la rama gruesa del viscosímetro. 

e) Apretar la Pera de Succión de manera que la solución de quitosano ascienda por 

los capilares. Anotar el tiempo que demora en pasar del punto A al punto B del 

viscosímetro. 

 

3.1.2.7. Tratamiento de Datos: 

En el FOR 02 / Q, ingresar los datos en valores de concentración de quitosano en 

(g/mL) y tiempos de recorrido entre los puntos A y B. Realizar los cálculos indicados 

por el formato para hallar el peso molecular. 

3.1.2.8. Interpretación de Resultados: 

Para la interpretación de los resultados obtenidos, se trabajó con los siguientes 

rangos: 

Tabla 2 Especificaciones de Calidad del Peso Molecular del Quitosano  

Especificación Interpretación 

[50 – 190 kDa] Bajo Peso Molecular(1) 

(1) [116-118] 
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3.1.3. Espectroscopía Infrarrojo con Transformada de Fourier y ATR 

 

3.1.3.1. Fundamento de la Técnica: Figura 2.  

La técnica consiste en el paso de un haz 

de radiación infrarroja (IR) a través de un 

cristal transparente y de alto índice de 

refracción, sobre el que está colocada la 

muestra. En su paso a través del cristal, el 

haz IR incidente se refleja varias veces y 

la superficie de la muestra absorbe parte 

de la radiación a frecuencias 

características. Cada tipo de enlace 

absorbe radiación infrarroja a una frecuencia distinta, lo que permite determinar los 

grupos funcionales que posee la molécula en estudio. [119-121]. 

El espectro infrarrojo del polímero quitosano nos provee información sobre la 

presencia de los grupos amino en su estructura así como permite calcular el grado de 

desacetilación.  

3.1.3.2. Tipo de Muestra: 

β-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217.  

Especificaciones: GD: 96.7 % ; PM  113.2 kDa, según proveedor. Ver Anexo 04.  

Equipos Requeridos: 

Espectrofotómetro con Transformada de Fourier FTIR IR Prestige -21 con 

frecuencia de 4000 a 400cm-1.  

3.1.3.3. Documentos utilizados: FOR 03/ Q (Anexo 3). 

 

3.1.3.4. Procedimiento:  

a) Encender el equipo, seleccionar el modo ATR (Reflectancia Total Atenuada). 

b) Colocar la muestra 

c) Exportar los datos al ordenador. 

 

3.1.3.5. Tratamiento de los Datos: 

Ingresar los datos obtenidos en valores de Transmitancia (T%) y Frecuencia (f) en 

un documento de Microsoft Excel y graficar.  

Figura 2. Equipo de Espectroscopía Infrarrojo 

con Transformada de Fourier  
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3.1.3.6. Interpretación de Resultados: 

Tabla 3. Especificaciones de Calidad del Espectro FTIR del Quitosano  

Especificación(1) Interpretación 

Se registra un pico  de intensidad media 

a fuerte a la frecuencia 1500 - 1640 cm-1 

Vibraciones de Deformación en 

enlace N-H.   

Se registra pico doble de intensidad 

media a la frecuencia 3300 – 3500  cm-1 

Vibraciones de Estiramiento en 

enlace N-H. 

(1) [114, 122-123] 

 

3.2. Síntesis de Nanopartículas Poliméricas de Quitosano Cargadas con Ácido 

Mercaptosuccínico (MSA Np) por el Método de Gelación Ionotrópica 

 

3.2.1. Fundamento del método: 

 La gelación ionotrópica permite la formación de nanopartículas mediante 

interacciones electrostáticas entre productos de la disociación de un agente reticulante 

tripolifosfato de sodio en solución acuosa (P3O10 –5 y HP3O10 –4), con los grupos - NH3
+ 

del quitosano [124]. 

El método de gelación ionotrópica a utilizarse para la síntesis de nanopartículas 

poliméricas de quitosano cargadas con ácido mercaptosuccínico (MSA) ha sido 

modificado en función a los requerimentos de la formulación. Se incluyó dos etapas 

de sonicación, que permitirán la dispersión de las partículas que se encuentren 

aglomeradas, contribuyendo a la reducción del tamaño de partícula [125]. Asimismo, 

incorporó una etapa de Pegilación, en la que se adicionó el polímero Polietilenglicol 

(PEG) 4000, que brinda una cubierta hidrofílica a las partículas producidas en la 

gelación ionotrópica, impidiendo su aglomeración [126].   

3.2.2. Equipos Requeridos: 

Agitador Magnético Multipunto Witeg®, Baño UltraSonic Cleaner UCS-20 (Lab 

Companion), Micropipeta Boeco ® 10 – 100  μL, pHmetro HANNAH. 

3.2.3. Insumos Requeridos:  

 

a) Materiales: Tips amarillos 100 μL, Discos Filtrantes de Polifluoruro de Vinilideno 

(PVDF) 0.22 µm, 4 Beakers de 250 mL, 1 pastilla magnética grande, 3 pastillas 

magnéticas medianas, 2 Fiolas 100 mL, Papel Aluminio, Etiquetas, Marcador 

Permanente. 
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b) Materias Primas: β-Quitosano (Origen Calamar) GTC Bio Lote GC20161217, 

MSA (Sigma Aldrich ®), PEG 4000 (Químicos Goicochea), TPP (Sigma Aldrich 

®), Agua Ultrapura (Braun ®), Ácido Acético Glacial (Merck ®). 

 

3.2.4. Ensayos Piloto 

Con el fin de definir la formulación y el procedimiento de síntesis de las MSA Np, se 

realizaron ensayos piloto, los que se encuentran documentados en la sección Anexos. 

(Ver Anexo 05). 

3.2.5. Condiciones previas:  

Se realizará el procedimiento de síntesis de MSA Np por triplicado. 

3.2.6. Procedimiento: 

a) Preparar 500 ml de solución de ácido acético al 1%, agregando 5 mL de ácido 

acético glacial a una fiola de 500 mL y enrasar con agua Braun esteril.  

b) En un beaker de 500 mL, agregar 250 ml de la solución de ácido acético al 1% y 

250 mg de Quitosano. Realizar este paso con el recipiente sobre un agitador 

magnético, insertar una pastilla mediana y programar la agitación a 500 rpm. 

c) Dejar agitando a 500 rpm por 24 horas. Concluido este periodo, filtrar la solución 

por un disco PVDF de 0.22 µm. 

d) Tomar 180 ml de la solución de quitosano 0.1% en un beaker de 250 ml 

conteniendo una pastilla magnética mediana. Rotular el beaker con una etiqueta 

indicando el número de lote. 

e) Añadir 7.200 g de MSA. 

f) Mantener bajo agitación magnética por 12 horas a 400 rpm. 

g) Preparar una solución de TPP 1mg/ml, disolviendo 0.1 gramos de esta sal en 100 

ml de agua estéril Braun. Asimismo, preparar una solución de 1 mg/ml de PEG 4000, 

disolviendo 0.1 g de este polímero en 100 ml de agua estéril. Filtrar ambas soluciones 

por separado a través de un disco PVDF de 0.22 micras.  

h) Finalizadas las 12 horas de disolución del MSA en la solución de quitosano, 

añadir 24 ml de solución de TPP 1mg/ml en volúmenes de 10 µL dispensados gota 

a gota por una micropipeta de 10 – 100 µL. 

i) Someter a agitación magnética por dos horas y media a 500 rpm. Este paso se 

conoce como “reticulación”.  

j) Ajustar a pH 4.0 con NaOH 10 %. 

k) Sonicar por 05 minutos en un baño UltraSonic Cleaner. Condiciones: frecuencia 

baja (LOW), modo pulso (PLS). Temperatura: 20 -25 °C. 
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l) Añadir 12 ml de PEG 4000 1 mg/ml gota a gota con la ayuda de una jeringa de 

tuberculina. Agitar a 500 rpm por 30 minutos. 

m) Sonicar por 05 minutos. Condiciones: frecuencia baja (LOW), modo pulso (PLS). 

Temperatura: 20 -25 °C. Filtrar a través de un disco de PVDF de 0.22 micras. 

 

Figura 4. Imágenes de la Síntesis de las MSA Np 

         

 

3.2.7. Supervisión Organoléptica de Calidad:  

Revisar la ausencia de precipitados o partículas extrañas una vez terminada la síntesis 

de cada lote de MSA Np 

 

3.2.8. Resultados esperados:  

Tres lotes (03) de nanopartículas poliméricas de quitosano cargadas con ácido 

mercaptosuccínico a una concentración de 33.3 mg/mL con un volumen aproximado 

de 225 mL.  Cada lote se repartirá en 15 frascos de vidrio, vertiéndose en cada frasco 

15 ml de solución de MSA Np aproximadamente. Se utilizarán 12 frascos por lote 

para la realización de los análisis posteriores y se reservarán 03 frascos como 

contramuestras. 

Figura 3. Esquema de Síntesis de las MSA Np 
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Figura 5. Distribución del Lote. 

 

 

3.3. Determinación de Parámetros Físicos de las MSA Np por la técnica de 

Dispersión de Luz Dinámica 

 

3.3.1. Fundamento de la técnica:  

La dispersión de luz dinámica (DLS) consiste en incidir una fuente de luz (un láser) sobre 

las partículas que se hallan en movimiento Browniano en suspensión. Al ocurrir esto, las 

partículas dispersan la luz en diferentes intensidades. Del análisis de estas fluctuaciones de 

intensidad se obtiene la velocidad del movimiento browniano y por lo tanto el tamaño de 

partícula utilizando la relación de Stokes-Einstein, (Berne y Pecora, 1976; Chu, 1974) [89, 

127-129]. 

3.3.2. Tipo de Muestra: 

09 Frascos de Nanopartículas Poliméricas de Quitosano cargadas con MSA. Consultar 

Anexo 07.  

3.3.3. Equipos Requeridos: NanoBrook  90Plus  (BrookHaven Instruments, NY). 

3.3.4. Insumos Requeridos:  

a) Materiales: Celdas de Poliestireno (Sigma Aldrich ®) 

b) Reactivos: Agua Bidestilada, Papel Tissue.  

 

3.3.5. Condiciones previas:   

a) Establecer las condiciones de lectura, ángulo de detección (90°), temperatura 

(25°C), índice de refracción real (1.7). 

b) Asegurarse que los cuatro lados de la celda de poliestireno se encuentren límpidos 

y sin partículas extrañas. 
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c) Analizar los parámetros físicos de cada lote por triplicado. 

 

3.3.6. Documentos Utilizados: FOR 01/ NP (Anexo 08),  

 Certificado de Análisis (Anexo 09).  

 

3.3.7. Resultados esperados:  

(1)  [90,106] 

(2) [130-131] 

 

 

 

 

3.3.8. Tratamiento Estadístico de Datos 

Antes de realizar un análisis de varianzas, determinar si los datos obtenidos presentan una 

distribución normal con la prueba de normalidad de  Shapiro-Wilk (Shapiro y Wilk, 

1965) para muestras con un tamaño máximo de 50 (n<50) y si presentan varianzas iguales 

con la prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene (Levene, 1960). 

Una vez comprobada la normalidad de los datos, realizar el análisis de varianzas mediante 

el test ANOVA (Fisher, 1918), caso contrario, recurrir a su contraparte la prueba no 

paramétrica Kruskal – Wallis (Kruskal y Wallis, 1952) que no parte del postulado que la 

distribución de la muestra sea normal ni que las varianzas sean iguales.  

Programa estadístico: IBM Statistics Versión 22.  Trabajar con un p < 0.05. 

 

 

 

 

 Tabla 4. Especificaciones de Calidad de los Parámetros 

Físicos de las MSA Np  

Parámetro Físico Especificación 

Diámetro Efectivo <500 nm(1)  

Índice de 

Polidispersidad 
<0.3(2) 

Figura 6. Determinación de Parámetros Físicos en el 

Equipo NanoBrook 90 Plus 
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3.4.  Determinación de la Eficiencia de Encapsulación de las MSA Np por el 

Método de Ellman 

 

3.4.1. Fundamento del método:  

Se determinará el contenido de ácido mercaptosuccínico (MSA) en las nanopartículas 

poliméricas de quitosano mediante el análisis del grupo tiol (- SH) que su estructura 

presenta mediante el método de Ellman. Este método se basa en la reacción de los grupos 

tioles con el DTNB cromogénico (ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico), el subproducto de 

esta reacción es el dianión amarillo del ácido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (TNB), la 

absorbancia de este subproducto se cuantifica a la longitud de onda de 412 nm por 

espectrofotometría UV-visible, (Ellman, 1959) [132].  

 

Figura 7. Presencia del grupo tiol (-SH) en el ácido mercaptosuccínico. Fuente: http://en.chembase.cn  

 

Figura 8. Reacción de Ellman. Fuente: https://www.dojindo.com 

3.4.2. Tipo de Muestra:  

09 Frascos de Nanopartículas Poliméricas de Quitosano cargadas con MSA. Consultar 

Anexo 07. 

3.4.3. Equipos Requeridos:  

Espectrofotómetro UV-visible  Boeco ®, Micropipeta Boeco 10 – 100 µL, Micropipeta 

Boeco 100 – 1000 µL, Balanza Henkel (3 Decimales), Centrífuga Boeco ®. 

3.4.4. Insumos Requeridos:  

a) Materiales: 1 Beaker de 600 mL,  9 Fiolas de 10 mL, 2 Fiolas de 100 mL, Tips 

Amarillos de 100 µL, Tips Azules de 1000 µL, Tubos de Eppendorf (capacidad 2 

mL), Marcador Permanente, Celdas de Poliestireno, Tubos Falcon de 15 mL. 

b) Reactivos: Pastillas de Buffer Fosfato Salino (PBS) 0.1 M (Sigma Aldrich ®), 

Agua Estéril Braun ®, Reactivo de Ellman  ácido 5,5-ditio-bis2-nitrobenzoico 

http://en.chembase.cn/
https://www.dojindo.com/
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(DTNB) (Sigma Aldrich®), Dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck ®) , Ácido 

Mercaptosuccínico (MSA) (Sigma Aldrich ®). 

 

3.4.5. Condiciones Previas:  

a)  Curva de Calibración: Se obtendrá previamente una curva de calibración que nos 

permita establecer una ecuación de la recta para el cálculo de la concentración del 

analito, es decir, el MSA. Es una representación gráfica de la relación entre  la señal 

instrumental y la concentración de un analito [133]. Debe caracterizarla su 

linealidad, es decir, la capacidad de proveer resultados proporcionales a la 

concentración del analito ya sea directamente o por una transformación matemática 

[134]. El cálculo del coeficiente de determinación de la regresión (r2) es el 

método más frecuente para determinar la linealidad y la calidad del ajuste del 

sistema [135]. 

b) Tratamiento de la Muestra: Dado que el quitosano es soluble en soluciones ácidas 

con un pH menor a 6.5 [69], el tratamiento de la muestra coincide en la 

precipitación de las MSA Np y su centrifugación a 4000 rpm, para obtener un 

sobrenadante donde yazca la porción libre no encapsulada del ácido 

mercaptosuccínico. Conociendo la cantidad de ácido mercaptosuccínico libre y el 

total, se realizan cálculos que dan finalmente como resultado el valor de eficiencia 

de encapsulación (EE%). 

c) Se determinará la eficiencia de encapsulación de cada lote por triplicado. 

 

3.4.6. Documentos Utilizados: FOR 02/ NP (Curva de Calibración) (Anexo 10),  

FOR 03/ NP (Determinación de Eficiencia de 

Encapsulación) (Anexo 11). 

3.4.7.  Resultados Esperados 

 Tabla 5 Especificaciones de Calidad de la Eficiencia de Encapsulación de las MSA Np 

 

 

 

 

(1) [133]  

(2)  [136] 

 

 

 

Análisis Especificación 

Curva de Calibración R2 ~ 1(1) 

Eficiencia de Encapsulación EE% ~ 100%(2) 
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3.4.8. Procedimiento: 

3.4.8.1. Curva de Calibración                               

a) Preparar PBS 0.1 M. Disolver 2 pastillas de PBS en 400 ml de agua estéril Braun.  

b) Preparar la solución stock DTNB 10 mM. Disolver 40 mg de DTNB en 10 mL de 

DMSO. (Tiempo de vida: 3 meses, conservar a 4 °C).  

c) Preparar la solución de trabajo, agregar 1 ml de solución stock de DTNB a 99 ml 

de buffer PBS  0.1M. 

d)  Para preparar las soluciones de MSA A, B y C, se seguirán los siguientes pasos. 

Pesar 0.15 g de MSA y disolverlos en 100 ml. Esta solución se denominará “M”. 

Seguir las siguientes instrucciones para preparar las soluciones de MSA (A, B y 

C) necesarias para la preparación de soluciones patrón 

- Tomar 500 µL de “M”, agregar 500 µL de agua ultrapura en un eppendorf de 

capacidad 2 ml. A esta solución la denominamos “A”. 

- Tomar 250 µL de “M”, agregar 750 µL de agua ultrapura en un eppendorf de 

capacidad 2 ml. A esta solución la denominamos “B”. 

- Tomar 50 µL de “M”, agregar 950 µL de agua ultrapura en un eppendorf de 

capacidad 2 ml. A esta solución la denominamos “C. 

e)  Preparar soluciones patrón de diferente concentración de MSA en una fiola de 10 

mL. Se añadirá un determinado volumen de la solución patrón de MSA y PBS de 

acuerdo a la Tabla 6, así como un volumen fijo de 9900 µL de la solución de 

trabajo. 

f)  Agitar tres veces cada fiola de 10 ml. Dejar por 2 minutos a temperatura ambiente 

para que desarrolle coloración (amarilla).  

g) Medir la absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro UV-visible a 412 

nm. Tabla  

6. 

Figura 9. 

Concentración 

de Soluciones Patrón 

Volumen Solución  

MSA 

Volumen PBS 

0.1 M 

Volumen Solución de 

Trabajo 

6 µg/ml 80 µL A 20 µL 

9900 µL 

4.5  µg/ml 60 µL A 40 µL 

3  µg/ml 40 µL A 60 µL 

1.5  µg/ml 20 µL A 80 µL 

1.125  µg/ml 30 µL B 70 µL 

0.75  µg/ml 20 µL B 80 µL 

0.375 µg/ml 50 µL C 50 µL 

0.15 µg/ml 20 µL C 80 µL 

Blanco 0 µL 100 µL 

Tabla 6 Preparación de soluciones patrón para la curva de calibración del Ensayo de Ellman 
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3.4.8.2. Determinación de la Eficiencia de encapsulación (EE%) 

 

3.4.8.2.1. Determinar Contenido de Ácido Mercapsotuccínico libre [MSA libre]:  

a) Tomar 2 ml de solución de nanopartículas poliméricas de quitosano conteniendo 

MSA en un tubo Falcon. 

b) Agregar 200 µL de NaOH 10%.  

c) Centrifugar a 4000 rpm.  

d) Recolectar el sobrenadante. 

e)  Tomar 100 µL del sobrenadante y diluirlo con 900 µL de agua destilada, 

homogeneizar, esta dilución se utilizará como muestra en el ensayo de tioles. 

f) Tomar 100 µL de la muestra, colocarlos en una fiola de 10 ml y enrasar con 

solución de trabajo.  

g) Leer en el espectrofotómetro UV-visible a 412 nm. 

 

3.4.8.2.2. Determinar Contenido de Ácido Mercaptosuccínico Total [MSA Total]:  

a) Disolver 0.3 g de MSA en 9 ml de agua 

destilada.  

b) Tomar 50 µL de esta solución y diluir con 

950 µL. 

c) Tomar 100 µL de esta última dilución, 

colocarlos en una fiola de 10 ml y enrasar 

con solución de trabajo. 

d) Leer en el espectrofotómetro UV-visible a 

412 nm. 

 

3.4.9. Cálculo de Resultados 

Hallar los valores de [MSA libre] y [MSA Total] en unidades de gramos por mililitro 

(g/mL) tras utilizar la ecuación de la recta obtenida en el FOR 02/NP. 

Calcular la eficiencia de encapsulación usando la siguiente fórmula (Seabra et al, 

2015) [136]:  

𝐸𝐸% =  
[𝑀𝑆𝐴 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙] − [𝑀𝑆𝐴 𝐿𝑖𝑏𝑟𝑒]

[𝑀𝑆𝐴 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙]
𝑥100 

 

Figura 9. Lectura de la Reacción de 

Ellman por Espectrofotometría UV-visible 
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3.4.10. Tratamiento Estadístico de Datos 

Previo al análisis de varianzas, efectuar la prueba de normalidad de  Shapiro-Wilk 

(Shapiro y Wilk, 1965) y la prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene (Levene, 

1960). De obtenerse datos con distribución normal y varianzas iguales, realizar el análisis 

de varianzas mediante el test ANOVA (Fisher, 1918), caso contrario, recurrir a su 

contraparte la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis (Kruskal y Wallis, 1952).  

Programa estadístico: IBM Statistics Versión 22.  Nivel de significancia: α = 0.05. 

 

3.5. Determinación de Actividad Antifúngica de las MSA-NO Np por el Método de 

Microdilución M27 – A3 

 

3.5.1. Fundamento del Método: El método de Microdilución M27 A-3 que se rige bajo 

los lineamientos del Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI) se utiliza para 

determinar la actividad antifúngica de ciertas sustancias en términos de  Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI). Para esto, se preparan diferentes diluciones de la sustancia 

antifúngica, se añaden alícuotas de estas diluciones en una placa de 96 pocillos, y en cada 

pocillo se añade a su vez el inóculo del microorganismo en cuestión. Se asignan celdas para 

control positivo (solo inóculo de la cepa) y control negativo (solo el medio de cultivo). Tras 

la incubación de la placa a 37 °C por 24 horas, se realiza la lectura de resultados que 

consiste en observar la turbidez de los pocillos. Se asigna como CMI a la menor dilución 

en cuyo pocillo no se observa turbidez y por tanto, hubo inhibición del crecimiento del 

microorganismo. 

 

3.5.2. Tipo de Muestra: 09 Frascos de Nanopartículas Poliméricas de Quitosano 

cargadas con MSA (consultar Anexo 7), Solución de MSA-NO 36 mg/mL, Solución de 

Quitosano (0.75 mg/mL). 

 

3.5.3. Cepas: Candida albicans 024 (Origen: Tracto Vaginal), Candida glabrata 

INS121768314 (Origen: Tracto Vaginal), Referenciales: Candida parapsilosis ATCC 

22019 y Candida krusei ATCC 6258.   

 

3.5.4. Condiciones previas:  

 

3.5.4.1. Ensayo de Microdilución de fármacos azoles. Se realizó un ensayo previo 

de microdilución utilizando los fármacos Fluconazol y Voriconazol contra las cepas 
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ATCC Candida krusei y Candida parapsilosis en orden de probar la destreza del 

analista antes de realizar los ensayos de microdilución propios de la investigación. 

Los resultados se adjuntan en los Anexos 13 y 14.  

 

3.5.4.2. Formación del ácido s-nitrosomercaptosuccínico. A partir de esta parte 

de la investigación, se comienza a trabajar con el donador de NO, es decir, el s-

nitrosotiol o siendo más específicos, el ácido s-nitrosomercaptosuccínico (MSA-

NO), que se forma tras la nitrosación de los grupos tioles libres del ácido 

mercaptosuccínico (MSA). 

 

3.5.4.3. Identificación de las Cepas: Antes de utilizar alguna cepa de Candida sp. 

en el ensayo de microdilución, es necesario identificar dicha cepa, por lo que se 

recurre a las pruebas de Presencia de Tubo Germinativo, Crecimiento en CHROM 

® agar, Formación de Clamidospora en agar arroz, Asimilación de Urea, 

Crecimiento en Agar Mycosel ®, la Formación de Velo en caldo Saboraud y la 

asimilación de los carbohidratos Glucosa, Maltosa, Sacarosa, Galactosa, Lactosa y 

Rafinosa. 

 

3.5.4.4. Se realizará el ensayo de microdilución M27-A3 de cada lote por 

triplicado para determinar las CMI de C. albicans, C. glabrata, C. krusei y 

C.parapsilosis. 

 

3.5.5. Equipos Requeridos: Cabina de Bioseguridad Clase II Tipo A Marca LABCONCO 

Modelo 36204, Incubadora Marca SOLFARMA Modelo INC-105, Micropipeta de 

100 – 1000 µL Boeco ®, Micropipeta Multicanal 10 – 100 µL Axygen ®, Mechero 

Bunsen. 

 

3.5.6. Insumos Requeridos: 

 

Materiales: Tips amarillos de 100 µL, Tips azules de 1000  µL, Placas de Poliestireno 

de 96 pocillos fondo plano, Reservorios, Marcador Permanente, Asa de Siembra. 

Reactivos: Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Nitrito de Sodio, 

Agua Estéril Braun ®, Tubos Estériles con Solución Salina NaCl 0.85%, Alcohol al 

70%, Tubo de CaCl2 (Escala de McFarland 0.5). 

 

3.5.7. Documentos Utilizados: Formulario de Control de Calidad de Hongos 

Levaduriformes Especies Candida sp .(Anexo 12) y FOR 04/ NP (Anexo 15). 
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3.5.8. Procedimiento 

 

3.5.8.1. Identificación de las cepas 

 

a) Repicar la cepa de Candida sp. en agar Saboraud y dejar incubar 24 horas 

aproximadamente. 

b) Después de las 24 horas, sembrar la cepa de Candida sp. en CHROM ® agar, 

agar Urea (prueba Ureasa), agar Mycosel, agar Arroz , caldo Saboraud (prueba 

de formación de Velo) y los agares con los carbohidratos Glucosa, 

 Maltosa, Sacarosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa. Realizar lectura a las 24 

horas, incubar a 37 °C. 

c) Tomar una colonia de la cepa Candida sp. en agar Saboraud y cultivarla en 

suero para ver la formación de tubo germinativo, realizar la lectura en el 

microscopio óptico a las 2 horas. 

d) Sembrar en agar arroz para ver la presencia de clamidospora. Dejar a 

temperatura ambiente, leer a las 24 horas en un microscopio óptico. 

 

3.5.8.2. Preparación del inóculo 

 

a) Preparar en un tubo con 5 mL solución salina de cloruro de sodio (NaCl)  0.85% 

una suspensión de la cepa  a la escala 0.5 McFarland. (La cepa ha de ser cultivada 

por 24 Horas en agar Saboraud, 48 Horas para C. parapsilosis).  Identificar con 

rótulo “A1”. 

b) Tomar 100 µL de “A1” para traspasarlos a otro tubo con 5 ml de solución salina, 

al que se le asignó el nombre de “A2”.  

c) Tomar 0.5 ml de A2 para traspasarlos a un tubo con 9.5 ml de RPMI 1640. Este 

es el inóculo final.  

d) Conservar en la refrigeradora a una temperatura de 4 °C. 

 

3.5.8.3. Formación del ácido s-nitrosomercaptosuccínico 

 

a) Añadir 1.38 g de NaNO2 en 10 mL de agua destilada y filtrar por un disco de 0.22 

µm. A esta solución la llamamos “solución nitrosante”. 

b) Alicuotar 9 ml de la solución de nanopartículas poliméricas de quitosano cargadas 

con ácido s-nitrosomercaptosuccínico en un frasco de vidrio estéril de 20 mL. 

c) Tomar una alícuota de 1 mL de la solución de NaNO2 (1.38 mg/mL) y añadir al 

frasco con nanopartículas mencionado en el inciso b). 
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d) Observar la formación de una coloración rojo cereza, indica la formación de MSA-

NO Np (36 mg/mL). 

 

3.5.8.4. Preparación de las diluciones seriadas y adición del inóculo 

 

a) Realizar diluciones seriadas de nanopartículas poliméricas conteniendo ácido s-

nitrosomercaptosuccínico con RPMI 1640 disminuyendo en razón de un medio. 

Siendo las diluciones: 18 mg/mL, 9 mg/mL, 4.5 mg/mL, 2.25 mg/mL, 1.13 mg/mL, 

0.56 mg/mL, 0.28 mg/mL, 0.14 mg/mL 0.07 y 0.004 mg/mL. 

b) Verter cada dilución en un reservorio y luego dispensar por octuplicado en 

volúmenes de 100 µL en las columnas 1-10 de una placa de 96 pocillos. 

c) Añadir 100 µL del inóculo de las cepas en cuestión. Reservar la columna 11 para 

añadir únicamente 200 µL del inóculo (control positivo de crecimiento). En la 

columna 12, añadir únicamente 200 µL del medio RPMI 1640 (control de 

esterilidad). 

d) Incubar las placas a 37 °C ± 0.5 por 48 horas. Evaluar la turbidez en cada pocillo a 

las 24 horas para todas las cepas exceptuando C.  parapsilosis (48 Horas) para la 

determinación de las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI). 

 

3.5.9. Tratamiento Estadístico de Datos 

 

Previo al análisis de varianzas, efectuar la prueba de normalidad de  Shapiro-Wilk 

(Shapiro y Wilk, 1965) y la prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene (Levene, 

1960). De obtenerse datos con distribución normal y varianzas iguales, realizar el análisis 

de varianzas mediante el test ANOVA (Fisher, 1918), caso contrario, recurrir a su 

contraparte la prueba no paramétrica Kruskal – Wallis (Kruskal y Wallis, 1952). 

Programa estadístico: IBM Statistics Versión 22.  Nivel de significancia: α = 0.05. 

 

3.5.10. Instalaciones 

Los ensayos que involucraron el manejo de las cepas Candida sp., fueron llevados a cabo 

en las instalaciones del Laboratorio de Micología del INS.  Dicho ambiente cuenta con 

las adecuadas condiciones de bioseguridad para la manipulación de microorganismos. 

La Figura 10 muestra el ambiente de siembra donde se realizaron las pruebas de 

identificación de cepas y preparación del inóculo, mientras la Figura 11  muestra la 

cabina de bioseguridad donde se realizó el ensayo de microdilución M27 –A3.  
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3.6. Estimación del Perfil de Liberación de NO por las MSA-NO Np 

 

3.6.1. Fundamento del Método: La presencia de compuestos s-nitrosotioles como el 

ácido s-nitrosomercaptosuccínico (MSA-NO) puede detectarse debido a que el enlace S-

NO presente en su estructura tiene un pico de absorbancia a la longitud de onda 545 nm. 

Este enlace es susceptible a la temperatura y al descomponerse, libera NO. Tras una 

incubación del compuesto a 37 °C, el decaimiento en la absorbancia a dicha longitud de 

onda se atribuye a la descomposición del s-nitrosotiol y la liberación del NO [83]. 

 

3.6.2. Tipo de Muestra: 09 Frascos de Nanopartículas Poliméricas de Quitosano cargadas 

con MSA (Consultar Anexo 07), Solución de MSA-NO 36 mg/mL. 

 

3.6.3. Equipos Requeridos: Espectrofotómetro UV-visible Boeco ®, Baño María, 

Micropipeta de 100 – 1000 µL, Probeta de 50 mL. 

 

3.6.4. Insumos Requeridos:  

 

Materiales: Matraces de 100 mL, Marcador Permanente, Celdas de Poliestireno. 

Reactivos: Agua Bidestilada. 

 

 

 

 

Figura 10.  Ambiente para el manejo de Candida sp.  Figura 11.  Cabina de Bioseguridad Clase II Tipo A 
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3.6.5. Condiciones Previas:   

Se analizarán las concentraciones a las que se determinó como CMI en el análisis 

de Determinación de Actividad Antifúngica por el Método de Microdilución M27 

– A3. 

Se estimará el perfil de liberación de NO de los lotes de MSA-NO Np por 

triplicado. 

 

3.6.6. Documentos Utilizados: FOR 05/ NP (Anexo 16). 

3.6.7. Resultados Esperados 

Tabla 7 Especificación de calidad de la liberación de NO por las MSA-NO Np 

Especificación Interpretación 

Disminución en la absorbancia a 545 

nm 

Descomposición del MSA-NO 

Liberación del NO (1) 

(1) [136] 

 

3.6.8. Procedimiento:  

a) Añadir 1 ml de solución de NaNO2 por 9 ml de solución de MSA Np. Observar 

coloración rojo intenso.  

b) Hacer diluciones seriadas a partir del lote preparado (MSA-NO Np 36 mg/mL) 

con el fin de obtener las concentraciones 2.25, 0.56, 0.28 y 0.14 mg/mL de MSA-

NO Np utilizando buffer fosfato salino (pH 7.2). Preparar volúmenes por 

triplicado de 60 mL aproximadamente por cada dilución en un matraz de 100 mL. 

c) Introducir los matraces en un baño María a 37° C ± 0.5.  

d) Colectar volúmenes de 1.5 ml aproximadamente cada hora durante 24 horas y cada 

seis horas a partir de las 24 horas hasta las 48 horas. 

e) Realizar las lecturas de las absorbancias de las muestras a 545 nm por 

espectrofotometría UV-visible. 

 

3.6.9. Tratamiento de datos y obtención de resultados: 

 Los datos fueron colectados en el FOR-05/ Np y luego digitalizados en una tabla 

para generar un gráfico de dispersión (x vs. y) con ayuda del programa Microsoft 

Excel 2013, siendo la variable independiente “Tiempo en Horas” y la variable 

dependiente “Absorbancia a 545 nm”. 
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Figura 12. Esquema del ensayo de estimación del perfil de liberación del NO por las MSA-NO Np 

 

 

IV. RESULTADOS 

 

4.1. Determinación del Grado de Desacetilación, Peso Molecular,  Espectro Infrarrojo 

del Quitosano 

4.1.1. Grado de Desacetilación  

 

En la Tabla 8 se aprecian los resultados de GD expresados en porcentajes tras el análisis 

por triplicado de la muestra Quitosano. En la misma tabla se encuentra el valor promedio 

de GD (85.15± 𝟏. 𝟏𝟗 %) obtenido. Dado que este valor supera el 60%, la materia prima 

Quitosano cumple con la especificación establecida.  

Tabla 8.  Resultados de la Determinación del GD de Quitosano. 

 Q1 Q2 Q3 

GD% 83.8 86.06 85.60 

Promedio 85.15 ± 1.19 % 
    

  Q: Quitosano; GD: Grado de Desacetilación 

 

 

4.1.2. Peso Molecular  

 

En la Tabla 9 se aprecian los resultados de PM expresados en  kiloDaltons (kDa) tras el 

análisis por triplicado de la muestra Quitosano. En la misma tabla se encuentra el valor 

promedio de PM (138.63 ±  2.58 kDa) obtenido. Dado que este valor se encuentra dentro 

del rango [50 – 190 kDa], se clasificó a la materia prima como quitosano de bajo peso 

molecular de acuerdo a la especificación establecida.  
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Tabla 9.  Resultados de la Determinación del PM del Quitosano 

 

 

 
                    Q: Quitosano; PM: Peso Molecular 

 

4.1.3. Espectro Infrarrojo 

 

En la Figura 13 se encuentra la gráfica del espectro infrarrojo del quitosano, la que tiene 

como ordenadas (eje x) a los valores de Transmitancia (en %) y como  abcisas (eje y) a los 

valores de Frecuencia (en cm-1).  La gráfica de la muestra de quitosano presenta un total de 

tres (03) picos  de absorbancia. De acuerdo a la especificación, el pico registrado a la 

frecuencia  1597 cm-1  corresponde a la vibración del flexión en el enlace N-H;  

respecto a los picos registrados a las frecuencias 3298 y 3356 cm-1, estos corresponden a la 

vibración de estiramiento del enlace N-H.  La Tabla 10   resume las tres longitudes de onda 

a las que se observó el pico de absorbancia y relaciona estos datos con las especificaciones 

de calidad. 

 

En función a este resultado, el quitosano GTC Bio Lote   GC20161217 fue aprobado para 

su utilización como materia prima en la síntesis de nanopartículas poliméricas de 

quitosano cargadas con ácido mercaptosuccínico. 

 

 

Figura 13. Espectro Infrarrojo del Quitosano  

 

 

 

 Q1 Q2 Q3 

PM (en kDa) 135.65 140.13 140.11 

Promedio 138.63 ±  2.58 kDa 
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Tabla 10.  Resultados en términos de pico de absorbancias del Espectro Infrarrojo del Quitosano 

 

 

4.2. Determinación de Parámetros Físicos de las MSA Np 

En la Tabla 11 se encuentran los valores correspondientes al Diámetro Efectivo Promedio 

y el Índice de Polidispersidad Promedio obtenido tras el análisis de los tres lotes de MSA 

Np. Los promedios interlote obtenidos para sendos parámetros físicos permitieron 

calificar a las muestras de nanopartículas sintetizadas como aptas, de acuerdo a las 

especificaciones establecidas. 

 

Tabla 11. Resultados de la Determinación de los Parámetros Físicos DE e IPD de los lotes de MSA Np 

 

 

 

 

DE: Diámetro Efectivo; IPD: Índice de Polidispersidad 

 

 

Respecto al tratamiento estadístico de los resultados, se procedió a una prueba ANOVA 

(Unifactorial) para el análisis de las varianzas del diámetro efectivo, habiéndose 

comprobado que los datos siguen una distribución normal y presentan varianzas iguales. 

Siendo la hipótesis nula (Ho): 

 

H0= Las medias de los valores de Diámetro Efectivo de los lotes de MSA Np son iguales. 

La Tabla 12 muestra el resultado de la comparación de los tres lotes de MSA Np. 

 

 

Pico de 

Absorbancia 
Transmitancia Especificación(1) Interpretación 

1597.05965 89.962359 

Se registra un pico  de 

intensidad media a fuerte a la 

frecuencia 1500 - 1640 cm-1 

Vibraciones de 

Deformación en 

enlace N-H. 

3298.27536 84.265874 
Se registra pico doble de 

intensidad media a la frecuencia 

3300 – 3500  cm-1 

Vibraciones de 

Estiramiento en 

enlace N-H. 

 3356.13984 83.851812 

 DE Promedio 

(en nm) 

IPD  Promedio 

LOTE 01 230.47 ± 18.64 0.278 ± 0.018 

LOTE 02 232.07 ± 9.74 0.269 ± 0.017 

LOTE 03 262.53 ± 3.88 0.274 ± 0.015 

Promedio Interlote 241.69 ± 18.95 0.274 ± 0.015 
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Tabla 12.  Análisis de varianzas ANOVA Unifactorial del DE de los lotes de MSA Np 

 

La Tabla 13 muestra los resultados del análisis de  subconjuntos homogéneos que establece 

una comparación de las medias del diámetro efectivo promedio de partículas  entre cada 

uno de los lotes de MSA Np. 

. 

Análisis de Subconjuntos Homogéneos 

Subconjunto Valor p Observado Interpretación 

Lote 01*Lote 02 0.986 
p>0.05 : Las medias de los valores DE de los 

lotes 01 y 02 de MSA Np son iguales. 

Lote 02*Lote 03 0.053 
p>0.05 : Las medias de los valores DE de los 

lotes 02 y 03 de MSA Np son iguales. 

Lote 03*Lote 01 0.044 
p<0.05 : Las medias de los valores DE de los 

lotes 03 y 01 de MSA Np no son iguales. 

 

Al rechazarse la hipótesis nula, basándonos en el valor p y  el valor de Fisher (F) de la 

Tabla  12 , se asume que existe una diferencia significativa entre los tres lotes de MSA Np 

respecto a la media de sus diámetros efectivos de partícula. No obstante, al ejercer la 

comparación de medias lote a lote en la Tabla  13   se observó que entre los lotes 01 - 02 

y los lotes 02 – 03 no existe una diferencia significativa respecto a las medias de sus 

diámetros efectivos de partícula. Por otro lado, los lotes 01 – 03 difieren significativamente 

en este aspecto (p<0.05).  

Para el análisis del índice de polidispersidad, se recurrió de la misma manera a la prueba 

ANOVA (Unifactorial) para el análisis de varianzas, siendo la H0: 

 H0= Las medias de valores de Índice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np son 

iguales 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Fisher 

Interpretación del Valor p 

Diámetro 

Efectivo 
6.426> 5.14 Se rechaza hipótesis nula 

0.032 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Fisher, F crítico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad del 

Denominador : 6 ; Nivel de significancia α = 0.05 (Ver Anexo 19). 

Tabla 13.  Análisis de Subconjuntos Homogéneos del DE  de los lotes de MSA Np 
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La Tabla 14 establece una comparación entre las medias de índice de polidispersidad de 

los tres lotes de MSA Np. 

Tabla 14.  Análisis de varianzas ANOVA Unifactorial del IPD de los lotes de MSA Np 

Muestra 
Interpretación del Valor Estadístico 

de Fisher 

Interpretación del Valor p 

Diámetro 

Efectivo 
0.192 < 5.14 Se retiene hipótesis nula 

0.830> 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Fisher, F crítico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad del 

Denominador : 6 ; Nivel de significancia α = 0.05 (Ver Anexo 19). 

 

La Tabla 15 respalda el resultado mostrado por la Tabla 14, al encontrarse un único 

subconjunto homogéneo. 

Análisis de Subconjuntos Homogéneos 

Subconjunto 
Valor p 

Observado 
Interpretación 

Lote 01*Lote 02*Lote 

03 
0.816 

p>0.05 : Las medias de los valores IPD de los lotes 

01, 02 y 03 de MSA-Np son iguales. 

 

Por tanto, basándonos en los valores p y F mostrados por la Tabla, no se rechaza la hipótesis 

nula, es decir, se asume que las medias de los valores de índice de polidispersidad de los 

lotes 01, 02 y 03 de MSA Np son iguales 

 
 

 

4.3.  Determinación de la Eficiencia de Encapsulación de las MSA Np 

 

En la Tabla 16 se encuentran los valores correspondientes a la Eficiencia de Encapsulación 

(EE%) promedio. El valor promedio interlote obtenido fue 97.52 ± 0.07  %. 

 

Tabla 16. Resultados de la Determinación de la EE% de los lotes de MSA Np 

 

 

 
 

 

EE%: Eficiencia de Encapsulación 

 

 EE %  Promedio 

LOTE 01 97.53 ± 0.00 

LOTE 02 97.51 ± 0.10 

LOTE 03 97.53 ± 0.11 

Promedio Interlote 97.52 ± 0.07 

Tabla 15.  Análisis de Subconjuntos Homogéneos del IPD de los lotes de MSA Np 
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Respecto al tratamiento estadístico de los resultados, se recurrió a la prueba Kruskal-

Wallis para el análisis de varianzas de la eficiencia de encapsulación, en vista que los 

datos no cumplían con tener una distribución normal. Siendo la H0: 

H0= Los valores de eficiencia de encapsulación de los lotes MSA-Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

Tabla 17.   Análisis de varianzas Kruskal-Wallis para la EE% de los lotes de MSA Np. 

Muestra 
Interpretación del Valor Estadístico 

de Kruskall Wallis 

Interpretación del Valor p 

Eficiencia de 

Encapsulación 
1.175<5.14 Se retiene hipótesis nula 

0.556 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 0.05 (Ver 

Anexo 18). 

 

En función a la Tabla 17, no se rechaza la hipótesis nula, por lo que se asume que los 

valores de eficiencia de encapsulación para los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np pertenecen 

a una población idéntica y con una misma mediana. 

 

4.4. Determinación de la Actividad Antifúngica 

 

4.4.1. Identificación de la Cepa 

En la Tabla 18 se observan los resultados correspondientes a las pruebas de identificación  

de las cepas de Candida sp. que serán utilizadas en el ensayo de Microdilución M27 – A3. 

Tal como lo señala dicha tabla, se logró la identificación de las cepas C. albicans, C. 

glabrata, C. krusei y C. parapsilosis. 

Tabla 18. Resultados de las pruebas de identificación de las cepas de Candida sp. 

TG: Formación de Tubo Germinativo, CL: Formación de Clamidospora; CHROM: Crecimiento en CHROM Agar; MYC: 

Crecimiento en Agar Mycosel®, VELO: Formación de Velo; GLU: Glucosa; LAC: Lactosa; SAC: Sacarosa; MAL: Maltosa; 

GAL: Galactosa; RAF: Raffinosa. 

Código TG CL CHROM UREA MYC VELO GLU LAC SAC MAL GAL RAF Resultado 

Candida 

albicans 

024 

(+) (+) Verde (-) (+) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (-) 
Candida 

albicans 

Candida 

glabrata 

INS121

768314 

(-) (-) 

Borde 

blanco y 

centro 

rosado/ 

fucsia 

(-) (-) (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 
Candida 

glabrata 

Candida 

krusei 

ATCC 

6258 

(-) (-) 
Rosadas/ 

lilas 
(-) (-) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

Candida 

krusei 

Candida 

parapsil

osis 

ATCC 

22019 

(-) (-) Cremas (-) (-) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (-) 
Candida 

parapsilosis 
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4.4.2. Microdilución M27-A3 

Los resultados que se aprecian en la Tabla 19, indican que las nanopartículas poliméricas 

de quitosano cargadas con ácido s-nitrosomercaptosuccínico (MSA-NO) tienen mayor 

actividad antifúngica contra la cepa C. krusei (CMI: 0.14 mg/mL), seguida de C. glabrata 

(CMI: 0.14 – 0. 28 mg/mL) y C. parapsilosis (CMI: 0.56 mg/mL). Por otro lado, en la cepa 

C. albicans, se registró la menor actividad antifúngica (CMI 2.25 mg/mL). La Figura 14 

representa un esquema de la placa en la que se realizó la lectura.  

Tabla 13. 

 

 

 

 

 

 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria 

. 

Figura 14. Esquema de la lectura del ensayo de Microdilución M27-A3 de las MSA- NO Np 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Tabla 19. Resultados del ensayo de Microdilución M27-A3 de las MSA- NO Np en términos de CMI (en mg/mL) 

 Candida 

parapsilosis 

ATCC 

22019 

Candida krusei 

ATCC 6258 

Candida 

glabrata 

INS12176831 

Candida 

albicans 

024 

LOTE 01 0.56 0.14 0.14 1.13 

LOTE 02 0.56 0.14 0.28 2.25 

LOTE 03 0.56 0.14 0.14 2.25 

CMI Interlote 0.56 0.14 0.28 2.25 
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La Tabla 20, indica que el principio activo solo, es decir, el MSA-NO, tiene mayor actividad 

antifúngica contra la cepa C.krusei (CMI: 0.14 mg/mL), seguida de C. glabrata y C.parapsilosis 

(CMI: 0.56 mg/mL). Por otro lado, en la cepa C. albicans, se registró la menor actividad 

antifúngica (CMI 2.25 mg/mL).   

La Tabla 21,   indica que el excipiente quitosano tiene actividad antifúngica contra las cepas C. 

krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, C. albicans, las que comparten la misma CMI (0.38 

mg/mL).  Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CMI  

(MSA-NO) 

Candida parapsilosis 

ATCC 22019 

0.56 mg/mL 

Candida krusei  ATCC 

6258 

0.14 mg/mL 

Candida albicans 024 2.25 mg/mL 

Candida glabrata 

INS12176831 

0.56 mg/mL 

 CMI  

(Quitosano) 

Candida parapsilosis ATCC 

22019 

0.38 mg/mL 

Candida krusei  ATCC 6258 0.38 mg/mL 

Candida albicans 024 0.38 mg/mL 

Candida glabrata INS12176831 0.38 mg/mL 

Tabla 20. Resultados del ensayo de Microdilución 

M27-A3 en términos de CMI del MSA-NO (en 

mg/mL) 

Tabla 21. Resultados del ensayo de 

Microdilución M27-A3 en términos de CMI del 

Quitosano (en mg/mL) 

Figura 15. Esquema de la lectura del ensayo 

de Microdilución M27-A3 del MSA-NO  

Figura 16. Esquema de la lectura del ensayo 

de Microdilución M27-A3 del Quitosano  
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Tabla 22. Incidencia de Crecimiento Paradójico en el ensayo de Microdilución M27-A3 de MSA-NO Np a la 

concentración 4.5 mg/mL. 

 

 

 

 

Las Figuras 14 – 16 representan un esquema de la placa de 96 pocillos utilizada en la técnica de 

microdilución M27 A3, de manera que pueda observarse la distribución espacial de las diluciones 

de MSA-NO Np, MSA-NO, y quitosano, así como los controles de esterilidad y de crecimiento. 

De acuerdo a la leyenda, uno puede guiarse en función al color del pocillo dónde hay crecimiento 

(amarillo), inhibición (blanco) o se halla la concentración mínima inhibitoria (verde).  

En la Tabla 22 se encuentra registrado el número de incidencias de crecimiento paradójico en 

las cepas de Candida sp. tras ser enfrentadas nanopartículas poliméricas cargadas con MSA-NO 

a una concentración de 4.5 mg/mL. La Figura 17 representa un esquema de lo observado. No se 

observó el crecimiento paradójico en las cepas referenciales C. krusei ATCC  ® 6258 y C. 

parapsilosis ® ATCC 22019. Tampoco se encontró crecimiento paradójico en los ensayos de 

microdilución del MSA-NO ni en el del Quitosano. La cepa C. glabrata presenta un mayor 

número de incidencias de crecimiento paradójico (08) comparado a C. albicans (03).  

Figura 17. Esquema de placa donde se observa Crecimiento Paradójico observado en Microdilución M27 A-3 de 
MSA-NO Np 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Candida 

parapsilosis 

ATCC 22019 

Candida  

krusei   

ATCC 6258 

Candida 

albicans 

024 

Candida 

glabrata 

INS12176831 

LOT 01 0 0 1 3 

LOT 02 0 0 1 2 

LOT 03 0 0 1 3 

Total 0 0 3 8 
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Respecto al tratamiento estadístico de los datos, se recurrió a la prueba de Kruskall Wallis para el 

análisis de varianzas, ya que los datos no seguían una distribución normal. Siendo la H0: 

H0= Los valores CMI de Candida sp. de los lotes 01, 02 y 03” de MSA Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

 

Tabla 23.   Análisis de varianzas Kruskal-Wallis para las CMI de Candida sp. de MSA – NO  Np. 

Muestra 
Interpretación del Valor Estadístico 

de Kruskall Wallis 

Interpretación del Valor p 

CMI  

C. albicans 
5.600<5.992 Se retiene hipótesis nula 

0.061 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

CMI  

C. glabrata 
0.800 <5.992 Se retiene hipótesis nula 

0.670 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

CMI  

C. parapsilosis 
0.000 <5.992 Se retiene hipótesis nula 

1.000 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

CMI  

C. krusei 
0.000 <5.992 Se retiene hipótesis nula 

1.000 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

En función a los resultados presentados por la Tabla 23, se asume que las CMI de C. krusei 

de los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np provienen de una población idéntica y con medianas 

iguales. 
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4.5. Estimación del Perfil de Liberación del Óxido Nítrico por las MSA-NO Np 

 

4.5.1. Perfil de Liberación de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida 

krusei (0.14 mg/mL) 

La gráfica del perfil de liberación de NO correspondiente a la concentración 0.14 mg/mL de 

MSA-NO (Ver Figura 18) y MSA-NO Np (Ver Figuras 19-21) muestra la disminución en la 

absorbancia a 545 nm del MSA-NO (eje y)  en función al tiempo (eje x). De acuerdo a la 

especificación planteada, la disminución en la absorbancia registrada indica la liberación de NO.  

En el caso del MSA-NO, se observa una caída abrupta en la absorbancia durante las primeras 03 

horas. A comparación, las MSA-NO Np, experimentan una caída abrupta en la absorbancia solo 

durante la primera hora y durante las siguientes 19 horas mantienen una disminución paulatina en 

la absorbancia, lo que indica a su vez una liberación controlada del NO. Puede observarse además 

que el valor de absorbancia en el tiempo 0 del MSA-NO (0.022)  es mayor al MSA-NO  Np 

(0.012).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Perfil de Liberación del NO por MSA-
NO Np LOTE 01 (0.14 mg/mL)  
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Figura 18. Perfil de Liberación del NO por 
MSA-NO (0.14 mg/mL)  
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Figura 20. Perfil de Liberación del NO por MSA-NO 
Np  LOTE 02 (0.14 mg/mL)  
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Figura 21. Perfil de Liberación del NO por MSA-NO 
Np  LOTE 03 (0.14 mg/mL)  
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4.5.2. Perfil de Liberación de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida 

glabrata (0.28 mg/mL) 

La gráfica del perfil de liberación de NO correspondiente a la concentración 0.28 mg/mL de 

MSA-NO (Ver Figura 22) y MSA-NO Np (Ver Figuras 23-25) muestra la disminución en la 

absorbancia a 545 nm del MSA-NO (eje y) en función al tiempo (eje x).  

Las MSA-NO Np presentan un perfil de liberación de NO donde se observan fluctuaciones 

en la disminución e incremento de la absorbancia a 545 nm durante 24 horas, que es el tiempo 

a la que la absorbancia llega a su valor mínimo. Respecto al MSA-NO se observa una caída 

abrupta de la absorbancia en las primeras 04 horas. A partir de este tiempo, también se 

observan fluctuaciones donde hay liberación de NO hasta las 30 horas. Es necesario recordar 

que la inhibición del MSA-NO sobre C. glabrata se dio recién a la concentración de 0.56 

mg/mL, dicho perfil será analizado más adelante. Nuevamente, se observó que el valor de 

absorbancia en el tiempo 0  del MSA-NO (0.03)  fue mayor al MSA-NO  Np (0.02).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Perfil de Liberación del NO por MSA-
NO (0.28 mg/mL)  
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Figura 23. Perfil de Liberación del NO por MSA-NO Np 

LOTE 01 (0.28mg/mL)  
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Figura 24.. Perfil de Liberación del NO por MSA-NO 
Np LOTE 02 (0.28mg/mL)  
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Figura 25. Perfil de Liberación del NO por MSA-NO 
Np LOTE 03 (0.28 mg/mL)  
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4.5.3. Perfil de Liberación de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida 

parapsilosis (0.56 mg/mL) 

La gráfica del perfil de liberación de NO correspondiente a la concentración 0.56 mg/mL de 

MSA-NO (Ver Figura 26) y MSA-NO Np (Ver Figuras 27-29) muestra disminución en la 

absorbancia a 545 nm  (eje y)  en función al tiempo (eje x). 

Tanto las MSA-NO Np como el MSA-NO obtuvieron un CMI de 0.56 mg/ mL contra C. 

parapsilosis. Las cinéticas de liberación para ambas son similares ya que tanto el MSA-NO  

como el MSA-NO Np experimentaron fluctuaciones en la disminución e incremento de la 

absorbancia  a lo largo de todas las 24 horas. Se observó que el valor de absorbancia en el 

tiempo 0  del MSA-NO (~0.06)  fue mayor al MSA-NO  Np (~0.03). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Perfil de Liberación del NO por MSA-

NO (0.56 mg/mL)  
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Figura 27. Perfil de Liberación del NO por 

MSA-NO Np LOTE 01 (0.56 mg/mL)  
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Figura 28. Perfil de Liberación del NO por MSA-
NO Np LOTE 02 (0.56 mg/mL)  
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Figura 29. Perfil de Liberación del NO por 

MSA-NO Np LOTE 03 (0.56 mg/mL)  
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4.5.4. Perfil de Liberación de NO por las MSA-NO Np a la CMI de Candida 

albicans (2.25 mg/mL) 

 

La gráfica del perfil de liberación de NO correspondiente a la concentración 2.25 de MSA-

NO (Ver Figura 30) y MSA-NO Np (Ver Figuras 31-33) muestra disminución en la 

absorbancia a 545 nm  (eje y)  en función al tiempo (eje x). 

Se observó que en el perfil de liberación de NO del MSA-NO hay una disminución paulatina 

de la absorbancia a 545 nm durante 20 horas. Por su parte, el MSA-NO Np presenta un perfil 

de liberación de NO donde se observó una fase de disminución de la absorbancia a dicha 

longitud de onda que duró hasta las 14 horas. Luego de este tiempo, se observó en todas las 

gráficas de los lotes una tendencia al incremento de la absorbancia, donde no hay liberación 

de NO.  Por último, y como se vino observando en los anteriores perfiles de liberación, se 

observó que el valor de absorbancia en el tiempo 0  del MSA-NO (~0.06)  fue mayor al MSA-

NO  Np (~0.015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Perfil de Liberación del NO 
por MSA-NO (2.25 mg/mL)  
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Figura 31. Perfil de Liberación del NO por MSA-

NO Np  LOTE 01 (2.25 mg/mL)  
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Figura 32. Perfil de Liberación del NO por 

MSA-NO  Np  LOTE 02 (2.25 mg/mL)  
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Figura 33. Perfil de Liberación del NO por  MSA-NO 
Np  LOTE 03 (2.25 mg/mL)  
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V. DISCUSIÓN 

A través de los análisis de calidad del Quitosano de Calamar Lote GC20161217 (GTC 

BioTech), se comprobó la aptitud de esta materia prima para su utilización en la síntesis de 

nanopartículas poliméricas cargadas con ácido mercaptosuccínico. La presencia del grupo 

funcional amino (-NH2) en la estructura molecular del quitosano pudo corroborarse a través 

de los picos de absorción característicos en el espectro infrarrojo de la molécula (1597, 3298 

y 3356 cm-1). Estos picos de absorción están estrechamente relacionados a las vibraciones del 

enlace N-H en el grupo funcional amino. La relevancia del grupo amino en la estructura 

molecular del quitosano para la síntesis de nanopartículas por el método de gelación 

ionotrópica, radica en que este grupo amino se cargará positivamente al encontrarse el 

quitosano en un medio ácido (< 6.5). Esta ionización producida en el quitosano le permitirá 

establecer interacciones electrostáticas con los grupos funcionales cargados negativamente 

presentes en el agente reticulante. 

También se determinó la proporción de grupos amino, es decir, el GD del quitosano, que 

resultó en un valor mayor al 60% (85.15± 𝟏. 𝟏𝟗 %), que se ajusta a la especificación de 

calidad y permite calificar al polímero como apto para los fines deseados.  La presencia de 

una mayor cantidad de grupos funcionales amino disponibles representa una mayor 

probabilidad de establecer las interacciones electrostáticas necesarias para la gelación 

ionotrópica propuesta en el procedimiento. Se sustenta el cálculo del GD por el método de 

titulación conductimétrica debido a que, a diferencia de la espectroscopía infrarroja (FTIR), 

este método permite el análisis de quitosanos de alto grado de desacetilación. La técnica FTIR 

presenta una buena resolución para quitosanos con un GD de hasta 45% (Baxter et al, 1992) 

[137]. Bien es cierto se obtuvo un resultado que difiere con las especificaciones del proveedor 

(96.7% GD), el certificado de análisis no provee información sobre la técnica utilizada para 

la determinación del GD. De hecho, existen métodos más sofisticados como la espectroscopía 

de resonancia magnética nuclear protónica (1HNMR), que representa el método estándar 

establecido por su precisión y reproducibilidad; sin embargo, implica altos costos [138]. 

Respecto a la determinación del PM, el valor obtenido (138.63 ± 2.58 kDa) difiere con la 

especificación provista por el proveedor (113.2 kDa) dado que el valor GD se utiliza en el 

cálculo del PM. No obstante, nos permitió corroborar la especificación de bajo peso molecular 

(50-190 kDa) provista por el proveedor. Esta materia prima nos ofrecerá una mayor ventaja 

frente a la utilización de otra con un alto PM. Para afirmar esto, nos basamos en hallazgos 

anteriores que reportan que los valores de DE de las nanopartículas incrementan de forma 
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directamente proporcional al PM del quitosano utilizado en la síntesis de las mismas (Pena 

et al, 2005) [139]. 

Para definir el procedimiento de síntesis de MSA Np propuesto en el presente trabajo, se 

realizaron ensayos piloto donde se evaluó la formulación en función a sus parámetros físicos, 

tales como el diámetro efectivo y el índice de polidispersidad, siendo este último el más 

importante al tomar una decisión sobre la composición de la formulación o los pasos 

llevados a cabo en el procedimiento de síntesis de nanopartículas. 

La obtención de un IPD a 0.3 indica una distribución estrecha en el tamaño de partícula de la 

solución [130,131], un resultado  que supere  este valor  resultaría adverso  ya  que nos 

hallaríamos frente a una  solución  con nanopartículas de distintos tamaños,  siendo  poco  

posible   la  obtención  de un promedio   verídico. Cabe mencionar que la homogeneidad en 

el tamaño de nanopartículas es lo ideal para poder estudiar de forma más objetiva el 

comportamiento de las mismas en los análisis posteriores. 

En la etapa de formulación se comprendieron ciertos aspectos como la concentración del 

quitosano, la concentración de TPP, el s-nitrosotiol a encapsular y su concentración, así como 

el pH de la solución de MSA Np. Se estableció la concentración de 0.1 % de quitosano en 

vista que concentraciones mayores como de 0.2% dan lugar a partículas que no pueden 

atravesar un filtro PVDF de 220 nm. Se descartaron concentraciones menores a 0.1% ya que 

cuando las nanopartículas se encuentran muy diluidas en el medio surgen problemas en la 

dispersión de la luz (efecto Tyndall). Esta propiedad es requisito para el análisis de parámetros 

físicos mediante la técnica de DLS. Se probaron concentraciones de TPP al 0.1% y al 0.2%, 

encontrándose que a concentraciones mayores a 0.1%, se forman partículas que no pueden 

atravesar el filtro PVDF de 220 nm. Las proporciones de quitosano y TPP se determinaron 

utilizando como guía el trabajo realizado por Seabra et al (2015) [136]. 

La desición sobre la elección del s-nitrosotiol a encapsular fue influencida por la rentabilidad 

de la propuesta. En vista que el glutatión reducido, el s-nitrosotiol más estudiado, es costoso, 

se optó por una alternativa a este, el ácido mercaptosuccínico. Según la literatura consultada, 

el ácido mercaptosuccínico presenta valores tan altos de pKa (> 9) para su grupo tiol tanto 

como el glutatión reducido (9.65). El pKa influye mucho en la tasa de formación de los s-

nitrosotioles, tal es el caso que a mayor pKa incrementa la nucleofilidad, por lo que hay una 

alta densidad electrónica en el centro azufre. Esto favorece a la velocidad y eficiencia en la 

formación de s-nitrosotioles (Wang et al, 1999) [140-141]. 

La concentración de MSA se ajustó a 33.3 mg/mL, concentraciones menores de MSA dieron 

lugar al aumento del tamaño de partícula. El pH de las MSA Np se ajustó a 4.0 de acuerdo a 

la formulación planteada por Seabra et al (2015). No obstante, se experimentó con pH 6.0 y 
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pH 2.0. Se observó que la disminución en el pH incrementa la rapidez con la que la solución 

de nanopartículas cambia de ser transparente a un color rojo grosella, es decir, pH bajos 

incrementan la rapidez de la formación del ácido s-nitrosomercaptosuccínico. Se descartó el 

uso de pH muy bajos que den a la formulación un efecto irritante. 

Los resultados de los ensayos piloto reportados en el Anexo 14 nos brindan un mejor 

panorama acerca de los cambios que ha sufrido la formulación y el procedimiento de síntesis 

de las nanopartículas poliméricas. En un inicio la formulación se compuso únicamente de las 

cuatro materias primas básicas como es el ácido mercaptosuccínico, el polímero  quitosano,  

el agente reticulante (tripolifosfato de sodio) y   el vehículo (agua).  Sin embargo, el alto IPD 

(0.287  ± 0.025) y la presencia de turbidez que nos llevó a sospechar la aglomeración de las 

nanopartículas en la solución, hicieron que implementemos cambios en la formulación. En 

consecuencia, se decidió incluir al polímero Polietilenglicol  (PEG) 4000, basándonos en 

trabajos anteriores que lo utilizan para dotar a las nanopartículas de revestimentos hidrofílicos 

que proporcionan un impedimento estérico que evita que las nanopartículas se aglomeren 

[142]. 

Una vez implementado este cambio en la formulación dejó de observarse turbidez en la 

solución de nanopartículas sintetizadas, no obstante, esta mejora no resultó significativa 

sobre el IPD (0.309 ± 0.008), por lo que se recurrió a la modificación del procedimiento de 

síntesis incorporándosele dos etapas de sonicación, bajo la premisa de que la aplicación de 

energía del sonido tiene la capacidad de dispersar las partículas en solución [143]. 

 El presente trabajo recomienda la utilización de frecuencias bajas al momento de sonicar ya 

que la utilización de frecuencias altas daría como resultado nanopartículas con un diámetro 

efectivo elevado que no se encuentra contemplado por la especificación. Una posible 

explicación a este hallazgo es que la utilización de energía de alta frecuencia provocaría no 

solo la dispersión de partículas sino la ruptura entre las interacciones electrostáticas, 

desestabilizando la formulación y llevando a la formación de aglomerados. La experiencia 

obtenida tras la realización de estos ensayos pilotos, permitió definir el tiempo y frecuencia 

de sonicación necesarios. Después de realizado el Piloto 04 se fijó el tiempo de sonicación 

05 minutos, baja frecuencia, obteniéndose MSA Np que cumplían con ambas especificaciones 

de los parámetros físicos (DE: 283.67 ± 57.29 nm; IPD: 0.205 ± 0.007) 

Una vez definido el procedimiento de síntesis, este se reprodujo por triplicado a una escala 

mayor (volumen de lote ~ 225 mL). Se obtuvieron tres lotes de nanopartículas los cuales se 

distribuyeron para poder ser objeto de análisis en los ensayos de determinación de parámetros 

físicos, eficiencia de encapsulación, actividad antifúngica contra Candida sp. y estimación de 

perfil de liberación de NO. Si bien los resultados correspondientes a los  parámetros físicos  
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mostraron  un  ligero  incremento en  el  DE e  IPD respecto al Piloto 04, hecho que podría 

relacionarse con la transición en la síntesis de un lote de volumen menor (~ 30 mL)  a uno 

de volumen mayor (~225 mL). Cabe resaltar que tanto los valores de DE promedio interlote 

241.69 ± 18.95 nm así como el IPD promedio interlote de 0.274 ± 0.015 se encuentran 

contemplados dentro de la especificación de calidad definida. El resultado del DE promedio 

obtenido nos permite inferir que las nanopartículas sintetizadas tendrían la habilidad de 

difundir a través de barreras mucosas en condiciones in vivo dado su diámetro inferior a 

500 nm, según investigaciones anteriores (Lai et al, 2009) [106]. El tratamiento estadístico 

indica repetibilidad en los parámetros físicos de los tres lotes de MSA Np. Si bien la 

estadística señala una diferencia significativa entre los DE del lote 01 y 03 de MSA Np, es 

conocido que las nanopartículas poliméricas de quitosano ofrecen generalmente pobre 

reproducibilidad lote a lote respecto al DE de partícula (Jawahar et al, 2012) [144].  Este 

detalle, sumado a la baja desviación estándar que acompaña los promedios es un indicatorio 

de que el procedimiento de síntesis es repetible respecto a los parámetros físicos. 

Cabe mencionar que si bien la determinación del DE promedio y el IPD de las nanopartículas 

que nos brinda el equipo de Dispersión de Luz Dinámica representa un alcance significativo 

de la naturaleza física de las mismas, existen ciertas limitantes que deberían superarse en 

posteriores investigaciones. Dado que la técnica DLS emite como resultado un promedio 

estadístico en función al análisis de un grupo de familias de nanopartículas en solución 

agrupadas por tamaño, las amplias diferencias entre los tamaños de las familias, dará lugar a 

un DE promedio poco verídico. En orden de sobrellevar este inconveniente, sería 

recomendable recurrir a técnicas más sofisticadas de caracterización de parámetros físicos 

como es la microscopía electrónica de barrido, ya que nos permitirá conocer el tamaño 

exacto de las nanopartículas y la forma de las mismas [145]. Esta última información será 

de mucha ayuda en caso de que se añadan polímeros en la superficie de las nanopartículas, 

como en nuestro caso ocurrió con el PEG 4000, ya que podremos identificarlos y observar de 

qué manera se encuentran dispuestos en la estructura de la nanopartícula.  

En miras de estimar la estabilidad del lote de nanopartículas, resultaría útil determinar su 

potencial zeta. Las nanopartículas con valores de potencial zeta mayores que +25 mV o 

menos de -25 mV típicamente tienen una muy buena estabilidad, de lo contrario, tenderán a 

agregarse debido a las atracciones de Van der Waal entre partículas [146]. 

Respecto a la determinación de la eficiencia de encapsulación del MSA en las MSA Np, 

podemos decir que la curva de calibración inicialmente realizada muestra un alto coeficiente 

de determinación (R2) 0.9946 cercano a la unidad (1). Este resultado es importante ya que nos 

indica que existe una alta correlación entre las concentraciones del analito y la absorbancia 
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a 412 nm del producto de la  reacción cromogénica entre los grupos sulfhidrilo del analito 

con el reactivo de Ellman. En función a esto, se procedió a la determinación del MSA, en la 

que se obtuvo un promedio interlote de 97.52 ± 0.07 %. Este valor muestra una gran afinidad 

del polímero por el MSA , resultado que concuerda con el hallazgo hecho por Seabra et al., 

que encapsuló MSA en nanopartículas de quitosano obteniendo una eficiencia de 

encapsulación de 99 ± 1 % [136]. El tratamiento estadístico de los resultados refleja que 

existe repetibilidad en las eficiencias de encapsulación del MSA entre los tres lotes de MSA 

Np.  

Los resultados de la determinación de la actividad antifúngica sobre Candida sp. fueron 

presentados en calidad de valores CMI (concentración minima inhibitoria). Estos revelaron  

que la cepa C. krusei posee la mayor susceptibilidad a la acción del MSA-NO administrado 

solo o en MSA-NO Np (CMI 0.14 mg/mL). Este hallazgo resulta importante dado que C. 

krusei representa un problema de salud pública por su capacidad de desarrollar resistencia 

primaria al fluconazol y amfotericina B [147]. Hoy en día el descubrimiento de una alternativa 

de tratamiento antifúngico que tenga actividad frente a esta cepa resultaría de mucha utilidad. 

En el caso de C. glabrata, se observó que la incorporación del MSA-NO en las 

nanopartículas poliméricas daba como resultado la disminución de su CMI (0.56 mg/mL) 

a los valores 0.14 - 0.28 mg/Ml. Este hecho difícilmente podría ser atribuido a un efecto 

sumatorio producto de la actividad antifúngica del quitosano. Se señala esto, dado que el 

quitosano posee un  CMI de 0.38 mg/ml  frente a la cepa y a la concentración que se halla en 

las MSA-NO Np 0.28 mg/mL, es de 0.006 mg/ml, concentración muy baja como para ejercer 

algún grado de inhibición sobre la levadura. Por tanto, resultaría conveniente considerar otros 

factores que hayan contribuido a la disminución de la CMI. Por ejemplo, el tamaño 

nanométrico de las partículas de quitosano, la acción de los demás excipientes de la 

formulación, entre otros.  

Siguiendo en orden decreciente en susceptibilidad se encuentra la cepa C. parapsilosis, en la 

que se observa que la incorporación del MSA-NO en nanopartículas de quitosano no ha 

variado la CMI del compuesto para esta cepa (0.056 mg/mL).  

Por último, la cepa con menor susceptibilidad al MSA-NO  solo y cargado en nanopartículas 

poliméricas fue C. albicans.  

Los hallazgos obtenidos en la presente investigación han podido ser contrastados con 

investigaciones anteriores donde si bien no se utilizó el mismo compuesto, se utilizó un 

donador de NO (Z)-1-[N-(2-aminoetil)-N-(2-amonioetilamino)-diazen-1-ium-1,2-diolado] 

(DETA-NO). Dicho estudio llegó a la conclusión de que las cepas C. krusei (1.20 mg/ml) y 

C. parapsilosis  (0.8- 1.0 mg/ml) mostraron la mayor susceptibilidad al DETA-NO mientras 
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que C. glabrata (1.6 – 1.8 mg/ml) y C.albicans (1.6 – 2.0 mg/ml) fueron las que mostraron 

menor susceptibilidad a la droga (McElhaney-Feser, 1998)[148]. Los resultados de este 

estudio anterior junto a los hallazgos obtenidos en la presente investigación, refuerzan la idea 

de que la cepa C. krusei tiene una mayor susceptibilidad respecto a las demás cepas de 

interés frente a la acción del NO. Por tanto, resultaría conveniente seguir investigando el 

efecto de esta molécula sobre dicha cepa en específico para el desarrollo de nuevos 

antifúngicos.  

Por otro lado, otro trabajo que permite esclarecer más la situación de la pobre susceptibilidad 

de C.albicans al NO, es aquel desarrollado por Espinosa et a (2015), donde se expone a C. 

glabrata y C. albicans a distintas concentraciones de hidroperóxido de cumeno, un agente 

oxidante. Sus hallazgos indican que C. albicans es capaz de soportar mayores concentraciones 

de hidroperóxido de cumeno que C. glabrata [149]. Por tanto, esta protección frente al 

estrés oxidativo probablemente es lo que esté relacionada a la baja susceptibilidad que 

presenta la cepa frente al MSA-NO testeado en nuestros ensayos, ya que al ser un donador de 

NO, uno de sus efectos antimicrobianos será ejercer un daño oxidativo sobre la levadura.  

El tratamiento estadístico de los valores CMI para Candida sp. presentados por los lotes de 

MSA-NO Np muestra que no existen diferencias significativas entre estos, lo que indica 

repetibilidad del método de síntesis de MSA-NO Np respecto a su actividad antifúngica. 

Un resultado controversial que no puede pasar por desapercibido es la presencia de ciertos 

pocillos inoculados con las cepas clínicas C. glabrata INS12176831 y C. albicans 024 que 

muestran crecimiento fúngico a una concentración superior a la CMI (4.5 mg/mL). A esta 

concentración de MSA-NO Np, la concentración de quitosano es de 0.094 mg/mL. Este 

fenómeno es conocido como crecimiento paradójico. 

Sería precipitado asociar el crecimiento paradógico a la presencia del quitosano en la 

formulación, a pesar que uno de los mecanismos antifúngicos de este sea inducir desarreglos 

en la pared celular de la levadura, que es compatible con los hechos que desencadenan el 

crecimiento paradójico [150]. En los pocillos que contenían solo MSA-NO 4.5 mg/mL no se 

observó este fenómeno, por lo que lo más probable es que el crecimiento paradójico esté 

siendo desencadenado por algún excipiente de la formulación, ya sea el tamaño nanométrico 

de las partículas de quitosano o el perfil de liberación de NO. 

Una última observación respecto al ensayo de determinación de actividad antifúngica de las 

MSA-NO Np sobre Candida sp. es que mientras el CMI de las cepas ATCC  (C. krusei y C. 

parapsilosis) es un valor fijo, las cepas clínicas (C. albicans y C.glabrata) presenta un rango 

de CMI. Lo observado en las cepas ATCC guarda relación con la estabilidad que guardan, 

es decir sus características genotípicas y fenotípicas originales se mantienen. Respecto a la 
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diferencia que presentan las cepas clínicas, esta podría estar relacionada a la variabilidad 

genética que presenta Candida sp., la cual ha sido reportada para la especie C. albicans en 

Lima, Perú (Arce Gil, 2018) [151]. 

Por último, tras estimarse el perfil de liberación de NO para las CMIs de cada cepa, se 

encontró que en el caso de la concentración 0.14 mg/mL  (CMI de C. krusei), las MSA-NO 

Np experimentan  una liberación controlada del NO, lo que resulta ventajoso ya que de 

liberarse lentamente pocas cantidades de esta molécula, se favorece su vida media in vivo, 

dado que  está en una relación inversamente proporcional a su concentración [152].  

Para la concentración 0.28 mg/mL (CMI de C. glabrata), también se observa una liberación 

controlada del NO, lo que se refleja en los cortos periodos de disminución (liberación de NO) 

e incremento en la absorbancia. Si bien la CMI para C. glabrata del MSA-NO Np (0.14 - 0.28 

mg/mL) es menor a la del MSA-NO (0.56 mg/mL), esto podría deberse al incremento de la 

vida media del NO al ser liberado en bajas concentraciones y de forma paulatina. 

Para la concentración 0.56 mg/mL de MSA-NO Np  (CMI contra C. parapsilosis) no se 

observan mayores diferencias entre los perfiles de liberación del NO por el  MSA-NO y las 

MSA-NO Np. En ninguno de estos perfiles de liberación se observan liberaciones abruptas 

del NO. Este resultado nos lleva a suponer que la encapsulación del MSA-NO en 

nanopartículas poliméricas no ofrece una ventaja relevante en la inhibición de esta cepa.  

Por último, en el perfil de liberación de MSA-NO Np 2.25 mg/mL (CMI contra C. albicans), 

se observa la liberación paulatina del NO y se mantiene la actividad antifúngica del MSA-

NO a esta concentración tras ser incorporado en nanopartículas de quitosano. Se observó que 

el MSA-NO ofrece una liberación de NO en un periodo más largo de tiempo a comparación 

de las MSA-NO Np. Sin embargo, esto podría deberse a la amplia diferencia de absorbancias 

que se registraron a las 0 horas transcurridas tras la formación del MSA-NO 

Por último, es necesario ahondar más respecto a este fenómeno, es decir, la diferencia entre 

las absorbancias tomadas en el tiempo 0  (0 horas transcurridas después de la reacción de 

nitrosación) para las concentraciones de MSA-NO y MSA-NO Np. En vista de lo sucedido, 

es posible de que al encontrarse encapsulado el MSA en las nanopartículas de quitosano  

algunos grupos sulfhidrilos no se encuentren accesibles a la nitrosación en las primeras 

horas en que la reacción se produce.  Esto lleva a que se forme menor cantidad de MSA-NO 

y la señal de absorbancia a 545 nm sea menor comparada a la solución que contenía 

únicamente MSA disuelto en agua. 

La posterior nitrosación de los grupos sulhidrilo del MSA cargado en las nanopartículas, 

antes inaccesibles, puede dar lugar al incremento de la absorbancia horas posteriores a la 
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reacción inicial. Este fenómeno es más notorio en el perfil de liberación de las MSA-NO Np 

a 2.25 mg/mL, donde hay una fase de incremento de la absorbancia muy pronunciada. 

En función a lo observado, podemos mencionar que  si bien no se ha logrado aprovechar la 

propiedad antimicrobiana del quitosano en el diseño de una formulación de nanopartículas 

poliméricas cargadas con MSA-NO con actividad antifúngica sobre Candida sp., la presencia 

de esta matriz polimérica resultó beneficiosa para poder proteger de una rápida 

descomposición a una molécula tan lábil como es el NO, y en su lugar fomentó su liberación 

controlada que resultará en un  incremento de su vida media.   

En vista que el control en la síntesis de nanopartículas poliméricas representa un desafío, los 

resultados de los análisis realizados en este trabajo nos permiten afirmar que hay repetibilidad 

en el método de síntesis de MSA-NO Np. La validación del método de síntesis de MSA-

NO Np con actividad antifúngica sobre las cepas Candida sp. representa un logro de este 

trabajo.  
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VI. CONCLUSIONES 

 

1. Se comprobó la calidad óptima de la materia prima quitosano y se determinó un 

procedimiento para la síntesis de nanopartículas poliméricas de quitosano cargadas con 

MSA basado en el método de gelación ionotrópica, al cual se le incorporó las fases de 

Pegilación y Sonicación. Estas dos modificaciones al método original se realizaron en 

miras de obtener un índice de polidispersidad menor a <0.3. 

2. Se obtuvieron tres lotes de MSA Np con un DE promedio de 241.69 ± 18.95 nm, un 

IPD promedio de 0.274 ± 0.015 y una EE% del MSA promedio de 97.52 ± 0.07 %. Estos 

valores se encuentran dentro de las especificaciones de calidad establecidas. 

3. Se determinaron las concentraciones mínimas inhibitorias de las MSA-NO Np para C. 

krusei ATCC® (0.14 mg/mL), C. glabrata (clínica) (0.14- 0.28 mg/mL), C. parapsilosis  

ATCC ® (0.56 mg/mL) así como C. albicans (clínica) (1.13 – 2.25 mg/mL). Se observó 

un mayor susceptibilidad al NO por parte de la cepa C. krusei, en contraste C. albicans 

resultó la menos susceptible al agente oxidante.  

4. La inclusión de MSA-NO en nanopartículas poliméricas de quitosano provocó la 

disminución del CMI de C. glabrata. 

5. Las MSA-NO Np representan una alternativa promisoria para el tratamiento de 

infecciones por C. krusei. 

6. Se obtuvo un resultado controversial como fue el fenómeno de crecimiento paradójico 

a la concentración 4.5 mg/mL de MSA-NO Np en C. glabrata y C. albicans, atribuido a 

factores diversos (excipientes, tamaño nanométrico, entre otros). 

7. Se estimó el perfil de liberación de NO por parte de las MSA-NO Np, donde  se 

observó la liberación controlada de NO promovida por la inclusión del MSA-NO en 

una matriz polimérica. 

8. Se validó el método de síntesis de MSA-NO Np con actividad antifúngica sobre cepas 

Candida sp. 
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VII. RECOMENDACIONES 

 

- Complementar la información obtenida acerca de los parámetros físicos de las 

nanopartículas con una microscopía electrónica de barrido que nos permita la forma 

y el tamaño exacto de las mismas. 

- Determinar el potencial zeta de las nanopartículas sintetizadas con el objetivo de 

predecir la estabilidad de la formulación. 

- Si se comprobara que  el surgimiento del crecimiento paradójico en las cepas de intéres 

C.albicans y C. glabrata esté siendo promovido por la presencia del quitosano, se 

recomienda hacer una mejora en la formulación. Podría cambiarse el quitosano por una 

matriz polimérica mucoadhesiva que no tenga efecto sobre la pared celular de la 

levadura. Entre los polímeros que se usan para administrar drogas al tracto vaginal se 

encuentran los poliacrilatos, derivados de celulosa, derivados del ácido hialurónico, 

pectina, almidón, goma tragacanto, polietilenglicol, polisacáridos sulfatados, 

carragenato, alginato de sodio y gelatina.  

- Sería recomendable continuar con la investigación preclínica, siendo prioridad los 

ensayos de toxicología in vitro o in vitro, teniendo en cuenta el tipo de candidiasis a la 

que la formulación se encuentra dirigida. Por ejemplo, si está dirigida al tratamiento de 

candidiasis vaginales, se recomendaría hacer un ensayo de irritación vaginal en conejos 

(test RVI). No obstante, en la actualidad están surgiendo alternativas al uso de modelos 

animales como es test EpiVaginal ® que incluye ensayos de viabilidad celular, 

disrupción de barrera y liberación de citoquinas inflamatorias [153].  
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ANEXO 01  
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FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DEL GRADO DE DESACETILACIÓN DEL QUITOSANO  

POR EL MÉTODO DE TITULACIÓN CONDUCTIMÉTRICA 

 

Análisis: Determinación del grado de desacetilación del quitosano. 

Método:  Titulación conductimétrica  

Fecha : 26/09/17                      Muestra:  QUITOSANO GTC Bio (01) GC20161217  

1) Colección de datos 

Conductividad  

vNaOH k (mS/cm) vNaOH k (mS/cm) 

0 4.270 46 1.433 

4 3.990 47 1.438 

8 3.740 48 1.445 

12 3.440 49 1.452 

16 3.130 50 1.457 

20 2.860 51 1.464 

24 2.580 52 1.478 

28 2.310 53 1.51 

32 1.997 54 1.544 

36 1.747 55 1.584 

40 1.499 56 1.619 

41 1.442 57 1.660 

42 1.404 58 1.702 

43 1.405 62 1.860 

44 1.417 66 2.010 

45 1.425   

 
Datos: 
Molaridad real del NaOH 0.1 M = 0.0965 
Masa real del Quitosano = 0.2000 
 

Gráfica 

 
 

1) Obtención de Ecuaciones de Recta (y=mx + b) 

(y= mx +b) R2 |𝒎| |𝒃| 

1ec: 
y=-0.0693x 
+4.2611 

 
0.9993 

 
0.0693 

 
4.2611 

2ec: 
y=-0.0069x + 
1.1116 

 
0.991 

 
0.0069 

 
1.1116 

3 ec: 
y=- 0.0388x – 
0.5511 

 
0.9997 

 
0.0388 

 
0.5511 

 

2) Determinación del DD 
 

 𝒚 =  
|𝒃𝟑𝒆𝒄|+ |𝒃𝟐𝒆𝒄|

|𝒎𝟑𝒆𝒄|− |𝒎𝟐𝒆𝒄|
 = 

𝟎.𝟓𝟓𝟏𝟏+𝟏.𝟏𝟏𝟏𝟔

𝟎.𝟎𝟑𝟖𝟖−𝟎.𝟎𝟎𝟔𝟗 
=

𝟏.𝟔𝟔𝟐𝟕

𝟎.𝟎𝟑𝟏𝟗
= 52.12 

 

𝒙 =  
|𝒃𝟏𝒆𝒄|− |𝒃𝟐𝒆𝒄|

|𝒎𝟏𝒆𝒄|+|𝒎𝟐𝒆𝒄|
= 

𝟒.𝟐𝟔𝟏𝟏−𝟏.𝟏𝟏𝟏𝟔

𝟎.𝟎𝟔𝟗𝟑+𝟎.𝟎𝟎𝟔𝟗
=  

𝟑.𝟏𝟒𝟗𝟓

𝟎.𝟎𝟕𝟔𝟐
= 𝟒𝟏. 𝟑𝟑 

 

% GD=  𝟏𝟔. 𝟏 𝒙 
(𝟓𝟐.𝟏𝟐−𝟒𝟏.𝟑𝟑)

𝟎.𝟐𝟎𝟎𝟎
𝒙𝟎. 𝟎𝟗𝟔𝟓 = 𝟖𝟑. 𝟖 % 

Ecuación utilizada: 

 

 

 
3) Especificación 

 
               GD > 60%  

4) Leyenda 
k= conductividad   mS/cm = miliSiemens por centímetro 
M= molar     GD= Grado de Desacetilación 
NH2% = Porcentaje de grupos amino 
VNaOH= volumen en mililitros de NaOH 0.0965 M 
gastado  

y = -0.0693x + 4.2611
R² = 0.9993

y = 0.0069x + 1.1116
R² = 0.991

y = 0.0388x - 0.5511
R² = 0.9997
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FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DEL GRADO DE DESACETILACIÓN DEL QUITOSANO  

POR EL MÉTODO DE TITULACIÓN CONDUCTIMÉTRICA 

 

Análisis: Determinación del grado de desacetilación del quitosano. 

Método:  Titulación conductimétrica  

Fecha : 26/09/17                     Muestra:  QUITOSANO GTC Bio (02) GC20161217 

1) Colección de datos 

Conductividad  

vNaOH k (mS/cm) vNaOH k (mS/cm) 

0 4.270 46 1.435 

4 4.010 47 1.444 

8 3.720 48 1.452 

12 3.420 49 1.459 

16 3.150 50 1.461 

20 2.870 51 1.469 

24 2.590 52 1.492 

28 2.330 53 1.513 

32 2.031 54 1.544 

36 1.777 55 1.583 

40 1.407 56 1.621 

41 1.421 57 1.663 

42 1.406 58 1.679 

43 1.408 62 1.921 

44 1.415 66 2.016 

45 1.431   

 
Datos: 
Molaridad real del NaOH 0.1 M = 0.0965 M 
Masa real del Quitosano = 0.2013 g 
 

Gráfica 

 
1) Obtención de Ecuaciones de Recta (y=mx + b) 

(y= mx +b) R2 |𝒎| |𝒃| 

1ec: 
y=-0.0703x 
+4.2784 

 
0.9994 

 
0.0703 

 
4.2784 

2ec: 
y=0.0077x 
+1.0819 

 
0.9779 

 
0.0077 

 
1.0819 

3 ec: 
y=0.039x -
0.5501 

 
0.9813 

 
0.039 

 
0.5501 

 

2) Determinación del DD 
 

 𝒚 =  
|𝒃𝟑𝒆𝒄|+ |𝒃𝟐𝒆𝒄|

|𝒎𝟑𝒆𝒄|− |𝒎𝟐𝒆𝒄|
 = 

𝟎.𝟓𝟓𝟎𝟏+𝟏.𝟎𝟖𝟏𝟗

𝟎.𝟎𝟑𝟗−𝟎.𝟎𝟎𝟕𝟕 
=

𝟏.𝟔𝟑𝟐

𝟎.𝟎𝟑𝟏𝟑
= 52.14 

 

𝒙 =  
|𝒃𝟏𝒆𝒄|− |𝒃𝟐𝒆𝒄|

|𝒎𝟏𝒆𝒄|+|𝒎𝟐𝒆𝒄|
= 

𝟒.𝟐𝟕𝟖𝟒−𝟏.𝟎𝟖𝟏𝟗

𝟎.𝟎𝟕𝟎𝟑+𝟎.𝟎𝟕𝟕
=  

𝟑.𝟏𝟗𝟔𝟓

𝟎.𝟎𝟕𝟖
= 𝟒𝟎. 𝟗𝟗 

 

% GD=  𝟏𝟔. 𝟏 𝒙 
(𝟓𝟐.𝟏𝟒−𝟒𝟎.𝟗𝟗)

𝟎.𝟐𝟎𝟏𝟑
𝒙𝟎. 𝟎𝟗𝟔𝟓 = 𝟖𝟔. 𝟎𝟔% 

Ecuación utilizada: 

 

 

 
3) Especificación 

 
               GD > 60%  

4) Leyenda 
k= conductividad   mS/cm = miliSiemens por centímetro 
M= molar     GD= Grado de Desacetilación 
NH2% = Porcentaje de grupos amino 
VNaOH= volumen en mililitros de NaOH 0.0965 M 
gastado 

y = -0.0703x + 4.2784
R² = 0.9994

y = 0.0077x + 1.0819
R² = 0.9779

y = 0.039x - 0.5501
R² = 0.9813
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FOR 01 / Q 

P á g i n a  1 | 1 

 

FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DEL GRADO DE DESACETILACIÓN DEL QUITOSANO  

POR EL MÉTODO DE TITULACIÓN CONDUCTIMÉTRICA 

 

Análisis: Determinación del grado de desacetilación del quitosano. 

Método:  Titulación conductimétrica  

Fecha : 26/09/17                      Muestra:  QUITOSANO GTC Bio (03) GC 20161217 

1) Colección de datos 

Conductividad  

vNaOH k (mS/cm) vNaOH k (mS/cm) 

0 4.280 46 1.437 

4 4.012 47 1.447 

8 3.734 48 1.455 

12 3.449 49 1.462 

16 3.161 50 1.467 

20 2.873 51 1.470 

24 2.600 52 1.485 

28 2.350 53 1.515 

32 2.040 54 1.545 

36 1.780 55 1.580 

40 1.390 56 1.620 

41 1.416 57 1.665 

42 1.410 58 1.680 

43 1.405 62 1.920 

44 1.410 66 2.015 

45 1.425   

 
Datos: 
Molaridad real del NaOH 0.1 M = 0.0965 M 
Masa real del Quitosano = 0.2019 g 
 

Gráfica 

 
 

1) Obtención de Ecuaciones de Recta (y=mx + b) 

(y= mx +b) R2 |𝒎| |𝒃| 

1ec: 
y=-0.0707x 
+4.2951 
 

 
0.9992 

 
0.0707 

 
4.2951 

2ec: 
y=0.0085x 
+1.0436 
 

 
0.9565 

 
0.0085 

 
1.0436 

3 ec: 
y=0.0391x -
0.5531 

 
0.9820 

 
0.0391 

 
0.5531 

 

2) Determinación del DD 
 

 𝒚 =  
|𝒃𝟑𝒆𝒄|+ |𝒃𝟐𝒆𝒄|

|𝒎𝟑𝒆𝒄|− |𝒎𝟐𝒆𝒄|
 = 

𝟎.𝟓𝟓𝟑𝟏+𝟏.𝟎𝟒𝟑𝟔

𝟎.𝟎𝟑𝟗𝟏−𝟎.𝟎𝟎𝟖𝟓 
=

𝟏.𝟓𝟗𝟕

𝟎.𝟎𝟑𝟎𝟔
= 52.18 

 

𝒙 =  
|𝒃𝟏𝒆𝒄|− |𝒃𝟐𝒆𝒄|

|𝒎𝟏𝒆𝒄|+|𝒎𝟐𝒆𝒄|
= 

𝟒.𝟐𝟗𝟓𝟏−𝟏.𝟎𝟒𝟑𝟔

𝟎.𝟎𝟕𝟎𝟕+𝟎.𝟎𝟎𝟖𝟓
=  

𝟑.𝟐𝟓𝟏𝟓

𝟎.𝟎𝟕𝟗𝟐
= 𝟒𝟏. 𝟎𝟓 

 

% GD=  𝟏𝟔. 𝟏 𝒙 
(𝟓𝟐.𝟏𝟖−𝟒𝟏.𝟎𝟓)

𝟎.𝟐𝟎𝟏𝟗
𝒙𝟎. 𝟎𝟗𝟔𝟓 = 𝟖𝟓. 𝟔% 

Ecuación utilizada: 

 

 

 
3) Especificación 

 
               GD > 60%  

4) Leyenda 
k= conductividad   mS/cm = miliSiemens por centímetro 
M= molar     GD= Grado de Desacetilación 
NH2% = Porcentaje de grupos amino 
VNaOH= volumen en mililitros de NaOH 0.0965 M 
gastado  

y = -0.0707x + 4.2951
R² = 0.9992

y = 0.0085x + 1.0436
R² = 0.9565

y = 0.0391x - 0.5531
R² = 0.982
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ANEXO 02  

 



FOR 02 / Q 

P á g i n a  1 | 1 

 

FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO POR 

VISCOSIMETRÍA CAPILAR 

Análisis: Determinación del peso molecular del quitosano. 

Método:  Viscosimetría capilar 

Fecha: 25/09/2017 

1) Colección de datos 

 
  MUESTRA 
 
QUITOSANO 

(01) 
GTC Bio 

GC20161217 

C (g/ml) t (s) t-t* n esp = (t-t*) /t* n red = n esp/ C 

Buffer* 16.09    

0.01 482.00 465.91 28.956 2895.649 

0.0075 243.85 227.76 14.155 1887.383 

0.005 115.30 99.21 6.166 1233.188 

0.0025 46.10 30.01 1.865 746.053 

0.00125 29.15 13.06 0.812 649.347 

2) Obtención de la Ecuación de la Recta 

Gráfica 

 

Ecuación de la recta: 
(y= mx + b) 
 
Y= 25410x + 146.15 
 
R2= 0.9596 

 
 
 
 

 

3) Cálculo del Peso Molecular 

Dato (FOR 01/ Q)       DD% = 85.15 (PROMEDIO) 

∝ =  −0.0102 𝑥 (85.15) + 1.8159 = 0.94737 
 
𝐾 (106𝐿/g) = 1.641 𝑥 10−27 𝑥 85.1514.032 = 1.99278 
𝐾 (106𝑚𝐿/ g) = 0.001992781 

𝑀𝑤 = (
146.15

0.001992781222
)1/0.94737 =136655.56 Da 

 
𝑀𝑤 = 136.65 𝑘𝐷𝑎 

PM=136.65 𝑘𝐷𝑎 

Ecuaciones:

 

 
Donde es 𝜂  es b en la ecuación de 
la recta (y = mx + b) 

4) Especificaciones 
50 -190 kDa = Bajo Peso Molecular           190 – 310 kDa= Mediano Peso Molecular 
310 -375 kDa=  Alto Peso Molecular 

 

5) Leyenda 
         kDa= kilodaltons              DD= Grado de Desacetilación     [n] = viscosidad n esp= viscosidad específica 
         n red= viscosidad reducida        Mw=PM= Peso Molecular         C= Concentración 
         t= tiempo   t*= tiempo en que el buffer demora en pasar por el capilar 

y = 254510x + 146.15
R² = 0.9596
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P á g i n a  1 | 1 

 

FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO POR 

VISCOSIMETRÍA CAPILAR 

Análisis: Determinación del peso molecular del quitosano. 

Método:  Viscosimetría capilar 

Fecha: 25/09/2017 

1) Colección de datos 

 
  MUESTRA 
 
QUITOSANO 

(02) 
GTC Bio 

GC20161217 

C (g/ml) t (s) t-t* n esp = (t-t*) /t* n red = n esp/ C 

Buffer* 16.70    

0.01 449.39 432.68 25.909 2590.898 

0.0075 240.51 223.81 13.402 1786.906 

0.005 124.50 107.80 6.455 1291.018 

0.0025 49.20 32.50 1.946 778.443 

0.00125 26.30 9.60 0.575 459.880 

2) Obtención de la Ecuación de la Recta 

Gráfica 

 

Ecuación de la recta: 
(y= mx + b) 
 
Y= 234621x +149.67 
 
R2= 0.9905 

 
 
 
 

 

3) Cálculo del Peso Molecular 

Dato (FOR 01/ Q)       DD% = 85.15 (PROMEDIO) 

∝ =  −0.0102 𝑥 (80.2) + 1.8159 = 
 
𝐾 (106𝐿/g) = 1.641 𝑥 10−27 𝑥 80.214.032 = 
𝐾 (106𝑚𝐿/ g) = 0.001992781 

𝑀𝑤 = (
149.67

0.001992781222
)1/0.94737 =140132.0257  Da 

 
𝑀𝑤 = 140.13 𝑘𝐷𝑎 

PM= 140.13 kDa 

Ecuaciones:

 

 
Donde es 𝜂  es b en la ecuación de 
la recta (y = mx + b) 

4) Especificaciones 
50 -190 kDa = Bajo Peso Molecular           190 – 310 kDa= Mediano Peso Molecular 
310 -375 kDa=  Alto Peso Molecular 

5) Leyenda 
         kDa= kilodaltons              DD= Grado de Desacetilación     [n] = viscosidad n esp= viscosidad específica 
         n red= viscosidad reducida        Mw=PM= Peso Molecular         C= Concentración 
         t= tiempo   t*= tiempo en que el buffer demora en pasar por el capilar 

y = 234621x + 149.67
R² = 0.9905
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FOR 02 / Q 

P á g i n a  1 | 1 

 

 FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DE PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO POR 

VISCOSIMETRÍA CAPILAR 

Análisis: Determinación del peso molecular del quitosano. 

Método:  Viscosimetría capilar 

Fecha: 25/09/2017 

1) Colección de datos 

 
  MUESTRA 
 
QUITOSANO 

(03) 
GTC Bio 

GC20161217 

C (g/ml) t (s) t-t* n esp = (t-t*) /t* n red = n esp/ C 

Buffer* 15.90    

0.01 437.72 421.82 26.529 2652.956 

0.0075 238.47 222.57 13.998 1866.415 

0.005 121.70 105.80 6.654 1330.820 

0.0025 47.11 31.21 1.963 785.157 

0.00125 25.30 9.40 0.591 472.956 

2) Obtención de la Ecuación de la Recta 

Gráfica 

 

Ecuación de la recta: 
(y= mx + b) 
 
Y= 242288x +149.65 
R2= 0.9938 

 
 
 
 

 

3) Cálculo del Peso Molecular 

Dato (FOR 01/ Q)       DD% = 85.15 (PROMEDIO) 

∝ =  −0.0102 𝑥 (85.15) + 1.8159 = 0.94737 
 
𝐾 (106𝐿/g) = 1.641 𝑥 10−27 𝑥 85.1514.032 = 1.99278 
𝐾 (106𝑚𝐿/ g) = 0.001992781 

𝑀𝑤 = (
149.65

0.001992781222
)1/0.94737 =140112.26  Da 

 
𝑀𝑤 = 140.11 𝑘𝐷𝑎 

PM= 140.11 kDa 

Ecuaciones:

 

 
Donde es 𝜂  es b en la ecuación de 
la recta (y = mx + b) 

4) Especificaciones 
50 -190 kDa = Bajo Peso Molecular           190 – 310 kDa= Mediano Peso Molecular 
310 -375 kDa=  Alto Peso Molecular 

5) Leyenda 
         kDa= kilodaltons              DD= Grado de Desacetilación     [n] = viscosidad n esp= viscosidad específica 
         n red= viscosidad reducida        Mw= PM=Peso Molecular         C= Concentración 
         t= tiempo   t*= tiempo en que el buffer demora en pasar por el capilar 

y = 242288x + 149.65
R² = 0.9938
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ANEXO 03  

 



FOR 03 / Q 

P á g i n a  1 | 7 

 

FORMATO  - ESPECTRO INFRARROJO DEL QUITOSANO 

Análisis: Determinación del espectro infrarrojo del Quitosano de Calamar Lote GC20161217 (GTC Biotech) 

Método:  Espectroscopía Infrarroja con Transformada de Fourier y Sistema ATR 

Fecha: 26/09/17 

1) Colección de Datos 
Longitud de 

Onda 
T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% 

4000.36438 101.211076 3861.48963 101.094003 3722.61488 101.255769 3583.74013 97.049788 

3996.50675 101.186867 3857.632 101.079837 3718.75725 101.254982 3579.8825 96.85235 

3992.64912 101.143595 3853.77437 101.10833 3714.89962 101.276535 3576.02486 96.615903 

3988.79149 101.119306 3849.91674 101.136363 3711.04198 101.256556 3572.16723 96.362669 

3984.93386 101.143739 3846.0591 101.059734 3707.18435 101.234122 3568.3096 96.139657 

3981.07622 101.176657 3842.20147 101.118856 3703.32672 101.238063 3564.45197 95.908449 

3977.21859 101.182968 3838.34384 101.108844 3699.46909 101.175192 3560.59434 95.664958 

3973.36096 101.162061 3834.48621 101.165446 3695.61146 101.156587 3556.7367 95.417129 

3969.50333 101.124143 3830.62858 101.174351 3691.75382 101.071257 3552.87907 95.133338 

3965.6457 101.118519 3826.77094 101.129154 3687.89619 101.051272 3549.02144 94.906644 

3961.78806 101.1463 3822.91331 101.10986 3684.03856 100.982975 3545.16381 94.701766 

3957.93043 101.141182 3819.05568 101.1475 3680.18093 100.903154 3541.30618 94.397653 

3954.0728 101.129109 3815.19805 101.170035 3676.3233 100.805233 3537.44854 94.254808 

3950.21517 101.119956 3811.34042 101.14722 3672.46566 100.770481 3533.59091 94.074964 

3946.35754 101.118778 3807.48278 101.106305 3668.60803 100.746799 3529.73328 93.900151 

3942.4999 101.115797 3803.62515 101.104266 3664.7504 100.671363 3525.87565 93.575265 

3938.64227 101.10184 3799.76752 101.141741 3660.89277 100.67661 3522.01802 93.197933 

3934.78464 101.093908 3795.90989 101.163811 3657.03514 100.463069 3518.16038 92.977046 

3930.92701 101.09643 3792.05226 101.148993 3653.1775 100.353273 3514.30275 92.791544 

3927.06938 101.097449 3788.19462 101.236018 3649.31987 100.255522 3510.44512 92.574735 

3923.21174 101.09895 3784.33699 101.166238 3645.46224 100.127289 3506.58749 92.308533 

3919.35411 101.103919 3780.47936 101.209521 3641.60461 99.976727 3502.72986 92.005253 

3915.49648 101.117616 3776.62173 101.215443 3637.74698 99.874504 3498.87222 91.659217 

3911.63885 101.066683 3772.7641 101.209264 3633.88934 99.624271 3495.01459 91.388781 

3907.78122 101.076633 3768.90646 101.197862 3630.03171 99.50026 3491.15696 91.163598 

3903.92358 101.073034 3765.04883 101.209686 3626.17408 99.339802 3487.29933 90.909428 

3900.06595 101.082868 3761.1912 101.217539 3622.31645 99.138363 3483.4417 90.622396 

3896.20832 101.084824 3757.33357 101.174523 3618.45882 98.914006 3479.58406 90.274542 

3892.35069 101.06131 3753.47594 101.116313 3614.60118 98.691702 3475.72643 89.949591 

3888.49306 101.035674 3749.6183 101.113652 3610.74355 98.509283 3471.8688 89.687636 

3884.63542 101.065909 3745.76067 101.11475 3606.88592 98.307802 3468.01117 89.409694 

3880.77779 101.093285 3741.90304 101.101546 3603.02829 98.096253 3464.15354 89.129798 

3876.92016 101.078898 3738.04541 101.110748 3599.17066 97.900561 3460.2959 88.843228 

3873.06253 101.061125 3734.18778 101.12818 3595.31302 97.686732 3456.43827 88.577013 

3869.2049 101.073564 3730.33014 101.163666 3591.45539 97.479009 3452.58064 88.367147 

3865.34726 101.112264 3726.47251 101.222647 3587.59776 97.266535 3448.72301 88.168155 

 



FOR 03 / Q 

P á g i n a  2 | 7 

 

 

v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% 

3444.86538 87.862429 3317.56352 84.536396 3190.26166 86.723501 3062.95981 91.063591 

3441.00774 87.610144 3313.70589 84.521451 3186.40403 86.810924 3059.10218 91.196595 

3437.15011 87.400395 3309.84826 84.449023 3182.5464 86.897982 3055.24454 91.327226 

3433.29248 87.19314 3305.99062 84.335508 3178.68877 87.00996 3051.38691 91.459807 

3429.43485 86.989135 3302.13299 84.285362 3174.83114 87.109947 3047.52928 91.611628 

3425.57722 86.840737 3298.27536 84.265874 3170.9735 87.258964 3043.67165 91.746117 

3421.71958 86.702903 3294.41773 84.211431 3167.11587 87.417355 3039.81402 91.898536 

3417.86195 86.524787 3290.5601 84.22559 3163.25824 87.544499 3035.95638 92.047242 

3414.00432 86.372006 3286.70246 84.308447 3159.40061 87.696989 3032.09875 92.176282 

3410.14669 86.248315 3282.84483 84.374409 3155.54298 87.864679 3028.24112 92.301615 

3406.28906 86.126534 3278.9872 84.460101 3151.68534 87.985371 3024.38349 92.457177 

3402.43142 85.973209 3275.12957 84.555933 3147.82771 88.113263 3020.52586 92.597653 

3398.57379 85.811899 3271.27194 84.661471 3143.97008 88.265057 3016.66822 92.729711 

3394.71616 85.673215 3267.4143 84.830409 3140.11245 88.417508 3012.81059 92.846417 

3390.85853 85.481151 3263.55667 84.992861 3136.25482 88.571672 3008.95296 92.968139 

3387.0009 85.300444 3259.69904 85.122999 3132.39718 88.717833 3005.09533 93.103046 

3383.14326 85.128968 3255.84141 85.235417 3128.53955 88.845816 3001.2377 93.216536 

3379.28563 84.904259 3251.98378 85.333313 3124.68192 88.970769 2997.38006 93.295725 

3375.428 84.654106 3248.12614 85.445267 3120.82429 89.088465 2993.52243 93.366821 

3371.57037 84.409262 3244.26851 85.543603 3116.96666 89.206224 2989.6648 93.427304 

3367.71274 84.183911 3240.41088 85.63701 3113.10902 89.317737 2985.80717 93.471712 

3363.8551 84.020078 3236.55325 85.744017 3109.25139 89.448696 2981.94954 93.461252 

3359.99747 83.911332 3232.69562 85.848223 3105.39376 89.595148 2978.0919 93.445859 

3356.13984 83.851812 3228.83798 85.954171 3101.53613 89.729931 2974.23427 93.427995 

3352.28221 83.861439 3224.98035 86.042322 3097.6785 89.839004 2970.37664 93.373724 

3348.42458 83.921236 3221.12272 86.115553 3093.82086 89.970136 2966.51901 93.308064 

3344.56694 84.02367 3217.26509 86.190135 3089.96323 90.101607 2962.66138 93.226019 

3340.70931 84.138081 3213.40746 86.292723 3086.1056 90.22594 2958.80374 93.096917 

3336.85168 84.252409 3209.54982 86.382622 3082.24797 90.373005 2954.94611 92.940444 

3332.99405 84.37297 3205.69219 86.443726 3078.39034 90.514734 2951.08848 92.743143 

3329.13642 84.489199 3201.83456 86.51974 3074.5327 90.631473 2947.23085 92.510169 

3325.27878 84.559992 3197.97693 86.587757 3070.67507 90.777841 2943.37322 92.263044 

3321.42115 84.556736 3194.1193 86.642981 3066.81744 90.944278 2939.51558 92.01135 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



FOR 03 / Q 

P á g i n a  3 | 7 

 

 
v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% 

2935.65795 91.753948 2792.92557 93.879434 2650.19318 96.20996 2507.4608 97.87565 

2931.80032 91.499504 2789.06794 93.975506 2646.33555 96.291698 2503.60317 97.909928 

2927.94269 91.265059 2785.2103 94.064475 2642.47792 96.369322 2499.74554 97.958458 

2924.08506 91.072176 2781.35267 94.135361 2638.62029 96.441953 2495.8879 97.998518 

2920.22742 90.927309 2777.49504 94.217412 2634.76266 96.516726 2492.03027 98.018382 

2916.36979 90.844136 2773.63741 94.312223 2630.90502 96.58021 2488.17264 98.031771 

2912.51216 90.804091 2769.77978 94.380021 2627.04739 96.632295 2484.31501 98.071443 

2908.65453 90.771473 2765.92214 94.428592 2623.18976 96.706517 2480.45738 98.128258 

2904.7969 90.691081 2762.06451 94.487396 2619.33213 96.774064 2476.59974 98.153289 

2900.93926 90.563905 2758.20688 94.548368 2615.4745 96.80841 2472.74211 98.169048 

2897.08163 90.397322 2754.34925 94.630434 2611.61686 96.86397 2468.88448 98.204325 

2893.224 90.183558 2750.49162 94.699209 2607.75923 96.908053 2465.02685 98.258141 

2889.36637 89.972021 2746.63398 94.742323 2603.9016 96.944965 2461.16922 98.321458 

2885.50874 89.785654 2742.77635 94.787857 2600.04397 96.994173 2457.31158 98.372157 

2881.6511 89.58954 2738.91872 94.848474 2596.18634 97.046082 2453.45395 98.400178 

2877.79347 89.44356 2735.06109 94.900095 2592.3287 97.088052 2449.59632 98.399652 

2873.93584 89.375917 2731.20346 94.94082 2588.47107 97.124922 2445.73869 98.413733 

2870.07821 89.395424 2727.34582 94.975882 2584.61344 97.163167 2441.88106 98.459971 

2866.22058 89.502361 2723.48819 95.016661 2580.75581 97.202011 2438.02342 98.499686 

2862.36294 89.703479 2719.63056 95.060441 2576.89818 97.242691 2434.16579 98.511701 

2858.50531 89.982889 2715.77293 95.111583 2573.04054 97.290073 2430.30816 98.530724 

2854.64768 90.2987 2711.9153 95.165069 2569.18291 97.335389 2426.45053 98.562421 

2850.79005 90.651088 2708.05766 95.21988 2565.32528 97.360201 2422.5929 98.59387 

2846.93242 91.04048 2704.20003 95.275849 2561.46765 97.398546 2418.73526 98.612523 

2843.07478 91.437742 2700.3424 95.32802 2557.61002 97.444252 2414.87763 98.610618 

2839.21715 91.792223 2696.48477 95.379819 2553.75238 97.460313 2411.02 98.628082 

2835.35952 92.075728 2692.62714 95.435449 2549.89475 97.481861 2407.16237 98.655427 

2831.50189 92.329724 2688.7695 95.494682 2546.03712 97.518748 2403.30474 98.651617 

2827.64426 92.570423 2684.91187 95.549917 2542.17949 97.56309 2399.4471 98.653774 

2823.78662 92.790299 2681.05424 95.616938 2538.32186 97.603843 2395.58947 98.652022 

2819.92899 92.971084 2677.19661 95.700377 2534.46422 97.629098 2391.73184 98.671027 

2816.07136 93.114342 2673.33898 95.770991 2530.60659 97.662695 2387.87421 98.760293 

2812.21373 93.259136 2669.48134 95.831456 2526.74896 97.696789 2384.01658 98.75746 

2808.3561 93.406914 2665.62371 95.893724 2522.89133 97.703295 2380.15894 98.779753 

2804.49846 93.542804 2661.76608 95.957814 2519.0337 97.761688 2376.30131 98.801689 

2800.64083 93.665492 2657.90845 96.049728 2515.17606 97.817972 2372.44368 98.813071 

2796.7832 93.774602 2654.05082 96.133582 2511.31843 97.848896 2368.58605 98.814301 

 

 
 
 
 



FOR 03 / Q 

P á g i n a  4 | 7 

 

 

 

 

v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% 

2364.72842 98.818498 2221.99603 98.931005 2079.26365 99.112842 1936.53126 99.695947 

2360.87078 98.838272 2218.1384 98.912993 2075.40602 99.118207 1932.67363 99.69877 

2357.01315 98.869775 2214.28077 98.948792 2071.54838 99.100084 1928.816 99.71088 

2353.15552 98.899854 2210.42314 98.984268 2067.69075 99.099103 1924.95837 99.741857 

2349.29789 98.924293 2206.5655 98.992823 2063.83312 99.127747 1921.10074 99.756177 

2345.44026 98.948759 2202.70787 98.954415 2059.97549 99.170253 1917.2431 99.764287 

2341.58262 98.981171 2198.85024 98.929396 2056.11786 99.214775 1913.38547 99.778953 

2337.72499 99.010816 2194.99261 98.936409 2052.26022 99.272691 1909.52784 99.787326 

2333.86736 99.021071 2191.13498 98.975859 2048.40259 99.375503 1905.67021 99.792277 

2330.00973 99.016151 2187.27734 99.02613 2044.54496 99.451329 1901.81258 99.813549 

2326.1521 99.016648 2183.41971 99.014413 2040.68733 99.522961 1897.95494 99.824329 

2322.29446 99.023753 2179.56208 98.97448 2036.8297 99.497236 1894.09731 99.809643 

2318.43683 99.030523 2175.70445 98.9092 2032.97206 99.495302 1890.23968 99.826799 

2314.5792 99.038979 2171.84682 98.930814 2029.11443 99.536676 1886.38205 99.830933 

2310.72157 99.047088 2167.98918 98.993603 2025.2568 99.601696 1882.52442 99.836674 

2306.86394 99.059136 2164.13155 99.025455 2021.39917 99.590188 1878.66678 99.875827 

2303.0063 99.075349 2160.27392 98.978855 2017.54154 99.550651 1874.80915 99.842463 

2299.14867 99.088718 2156.41629 98.913772 2013.6839 99.568474 1870.95152 99.844542 

2295.29104 99.094853 2152.55866 98.861178 2009.82627 99.651338 1867.09389 99.842412 

2291.43341 99.097269 2148.70102 98.853971 2005.96864 99.623723 1863.23626 99.843489 

2287.57578 99.115989 2144.84339 98.851755 2002.11101 99.562325 1859.37862 99.851641 

2283.71814 99.088128 2140.98576 98.861891 1998.25338 99.55948 1855.52099 99.83619 

2279.86051 99.062603 2137.12813 98.858123 1994.39574 99.663502 1851.66336 99.883441 

2276.00288 99.050577 2133.2705 98.837673 1990.53811 99.635921 1847.80573 99.848608 

2272.14525 99.037835 2129.41286 98.808743 1986.68048 99.65825 1843.9481 99.856799 

2268.28762 99.028546 2125.55523 98.824279 1982.82285 99.660008 1840.09046 99.858481 

2264.42998 99.02236 2121.6976 98.841633 1978.96522 99.68671 1836.23283 99.838532 

2260.57235 99.022444 2117.83997 98.871597 1975.10758 99.688395 1832.3752 99.831937 

2256.71472 99.027981 2113.98234 98.888255 1971.24995 99.688552 1828.51757 99.832038 

2252.85709 99.035023 2110.1247 98.915807 1967.39232 99.690288 1824.65994 99.838998 

2248.99946 99.041073 2106.26707 98.94262 1963.53469 99.685805 1820.8023 99.835395 

2245.14182 99.048931 2102.40944 98.989495 1959.67706 99.68175 1816.94467 99.845067 

2241.28419 99.046481 2098.55181 99.019659 1955.81942 99.674906 1813.08704 99.818714 

2237.42656 99.021438 2094.69418 99.033586 1951.96179 99.682539 1809.22941 99.817842 

2233.56893 99.009741 2090.83654 99.037855 1948.10416 99.693607 1805.37178 99.803688 

2229.7113 98.996151 2086.97891 99.041701 1944.24653 99.678632 1801.51414 99.797321 

2225.85366 98.979375 2083.12128 99.059807 1940.3889 99.684119 1797.65651 99.780203 

        
 



FOR 03 / Q 

P á g i n a  5 | 7 

 

 
v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% 

1793.79888 99.772048 1651.0665 93.725025 1508.33411 96.446258 1365.60173 89.889171 

1789.94125 99.765562 1647.20886 93.577378 1504.47648 96.3504 1361.7441 90.128623 

1786.08362 99.732736 1643.35123 93.41637 1500.61885 96.214037 1357.88646 90.369473 

1782.22598 99.749747 1639.4936 93.382141 1496.76122 96.005686 1354.02883 90.726279 

1778.36835 99.730834 1635.63597 93.183604 1492.90358 95.939352 1350.1712 90.879216 

1774.51072 99.728848 1631.77834 93.060117 1489.04595 95.592803 1346.31357 90.962873 

1770.65309 99.716859 1627.9207 93.20744 1485.18832 95.335704 1342.45594 90.822718 

1766.79546 99.697541 1624.06307 92.641192 1481.33069 95.111308 1338.5983 90.796463 

1762.93782 99.704859 1620.20544 92.333208 1477.47306 94.688011 1334.74067 90.739056 

1759.08019 99.630923 1616.34781 91.99834 1473.61542 94.368883 1330.88304 90.669127 

1755.22256 99.587162 1612.49018 91.586876 1469.75779 94.078386 1327.02541 90.557437 

1751.36493 99.551253 1608.63254 91.174415 1465.90016 93.74222 1323.16778 90.661597 

1747.5073 99.505736 1604.77491 90.775214 1462.04253 93.436483 1319.31014 90.750989 

1743.64966 99.44639 1600.91728 90.33339 1458.1849 93.19197 1315.45251 90.879185 

1739.79203 99.37519 1597.05965 89.962359 1454.32726 93.018111 1311.59488 91.068855 

1735.9344 99.312074 1593.20202 89.958062 1450.46963 92.841534 1307.73725 91.32749 

1732.07677 99.259877 1589.34438 89.770845 1446.612 92.637039 1303.87962 91.599569 

1728.21914 99.188957 1585.48675 90.075881 1442.75437 92.610938 1300.02198 91.88168 

1724.3615 99.155763 1581.62912 90.612631 1438.89674 92.159148 1296.16435 92.305529 

1720.50387 98.953856 1577.77149 91.438214 1435.0391 91.884576 1292.30672 92.777536 

1716.64624 98.833409 1573.91386 92.07357 1431.18147 91.587642 1288.44909 93.205901 

1712.78861 98.701167 1570.05622 92.734545 1427.32384 91.123108 1284.59146 93.537383 

1708.93098 98.501354 1566.19859 93.605286 1423.46621 91.0689 1280.73382 93.725687 

1705.07334 98.264306 1562.34096 93.93828 1419.60858 90.989679 1276.87619 93.773143 

1701.21571 98.040341 1558.48333 94.46141 1415.75094 90.956965 1273.01856 93.682518 

1697.35808 97.820544 1554.6257 94.92033 1411.89331 90.840722 1269.16093 93.508988 

1693.50045 97.504409 1550.76806 95.390143 1408.03568 91.362495 1265.3033 93.356519 

1689.64282 97.345079 1546.91043 95.552939 1404.17805 91.116558 1261.44566 93.28169 

1685.78518 96.795246 1543.0528 95.795078 1400.32042 90.986329 1257.58803 93.320212 

1681.92755 96.424187 1539.19517 96.031432 1396.46278 90.779472 1253.7304 93.511291 

1678.06992 96.025171 1535.33754 96.212321 1392.60515 90.45813 1249.87277 93.811378 

1674.21229 95.595765 1531.4799 96.410802 1388.74752 90.1338 1246.01514 94.153905 

1670.35466 95.172541 1527.62227 96.431776 1384.88989 89.796514 1242.1575 94.47904 

1666.49702 94.856548 1523.76464 96.534669 1381.03226 89.220541 1238.29987 94.751527 

1662.63939 94.32257 1519.90701 96.600918 1377.17462 89.490568 1234.44224 94.951884 

1658.78176 94.100456 1516.04938 96.579809 1373.31699 89.526293 1230.58461 95.145192 

1654.92413 93.913439 1512.19174 96.729286 1369.45936 89.501278 1226.72698 95.342844 

 

 
 
 
 



FOR 03 / Q 

P á g i n a  6 | 7 

 

 
v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% v (cm-1) T% 

1219.01171 95.778022 1076.27933 65.030464 933.546944 74.387077 790.81456 80.550848 

1215.15408 95.972718 1072.4217 63.867662 929.689312 75.093101 786.956928 80.396173 

1211.29645 96.071602 1068.56406 63.039752 925.83168 75.817422 783.099296 80.235638 

1207.43882 95.98614 1064.70643 62.468458 921.974048 76.549389 779.241664 80.0838 

1203.58118 95.713953 1060.8488 62.232597 918.116416 77.175048 775.384032 79.894782 

1199.72355 95.4669 1056.99117 62.435611 914.258784 77.545434 771.5264 79.677186 

1195.86592 95.432112 1053.13354 63.078662 910.401152 77.519745 767.668768 79.464163 

1192.00829 95.576235 1049.2759 63.75224 906.54352 77.126992 763.811136 79.237739 

1188.15066 95.680819 1045.41827 63.931927 902.685888 76.483483 759.953504 79.000085 

1184.29302 95.546327 1041.56064 63.380582 898.828256 75.863036 756.095872 78.81542 

1180.43539 95.11552 1037.70301 62.384103 894.970624 75.579082 752.23824 78.63509 

1176.57776 94.37087 1033.84538 61.302727 891.112992 75.807053 748.380608 78.45064 

1172.72013 93.298394 1029.98774 60.464866 887.25536 76.441846 744.522976 78.204154 

1168.8625 91.838288 1026.13011 60.056215 883.397728 77.33769 740.665344 78.033801 

1165.00486 90.023716 1022.27248 60.140008 879.540096 78.223649 736.807712 77.89341 

1161.14723 88.013528 1018.41485 60.562969 875.682464 78.969974 732.95008 77.669113 

1157.2896 86.124813 1014.55722 61.191046 871.824832 79.709983 729.092448 77.378196 

1153.43197 84.816561 1010.69958 61.874905 867.9672 80.456736 725.234816 77.085296 

1149.57434 84.461499 1006.84195 62.464505 864.109568 80.972001 721.377184 76.770044 

1145.7167 85.088935 1002.98432 62.745457 860.251936 81.289202 717.519552 76.400515 

1141.85907 86.191664 999.126688 62.627419 856.394304 81.547167 713.66192 76.065755 

1138.00144 87.012236 995.269056 62.228027 852.536672 81.722573 709.804288 75.84385 

1134.14381 87.039972 991.411424 61.860531 848.67904 81.816346 705.946656 75.655557 

1130.28618 86.386782 987.553792 61.875494 844.821408 81.858852 702.089024 75.562091 

1126.42854 85.421769 983.69616 62.532859 840.963776 81.889418 698.231392 75.515004 

1122.57091 84.434587 979.838528 63.781364 837.106144 81.930246 694.37376 75.487365 

1118.71328 83.515559 975.980896 65.337252 833.248512 81.917819 690.516128 75.442693 

1114.85565 82.607065 972.123264 66.880673 829.39088 81.845975 686.658496 75.3457 

1110.99802 81.420593 968.265632 68.275558 825.533248 81.762663 682.800864 75.177081 

1107.14038 79.587816 964.408 69.43047 821.675616 81.684891 678.943232 74.884729 

1103.28275 77.117233 960.550368 70.320932 817.817984 81.591128 675.0856 74.359087 

1099.42512 74.50616 956.692736 70.965798 813.960352 81.491565 671.227968 73.818947 

1095.56749 72.237791 952.835104 71.486328 810.10272 81.385447 667.370336 72.394118 

1091.70986 70.519275 948.977472 71.960669 806.245088 81.255159 663.512704 71.532545 

1087.85222 69.167873 945.11984 72.455244 802.387456 81.094929 659.655072 71.54145 

1083.99459 67.850159 941.262208 73.021069 798.529824 80.907746 655.79744 71.695127 

      651.939808 71.97336 

      648.082176 72.126176 

 

Leyenda: T% = Transmitancia      v = Frecuencia                 Firma Analista: Gabriela M. 
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ANEXO 04  

 



 

G.T.C. UNION GROUP LTD. 

NO.52 HONGKONG MIDDLE STREET, SHINAN DISTRICT, QINGDAO, CHINA 

TEL: 86-532-80632517 FAX: 86-532-80622407 

 

 

CERTIFICATE OF ANALYSIS 

BATCH NO. : GC20161217 

DATE: Dec.17, 2016 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
INSPECTOR: Liu Li REINSPECTOR: Song Xiaohui 

NAME Squid Chitosan 

QUANTITY 1000KGS 

ITEM STANDARD RESULT 

D.A.C. % 95 96.7 

Viscosity cps 50-300 185 

Molecular Weight  kDa 50 – 190 113.2 

Insolubles % 1% max 0.45 

Ash % 1% max 0.87 

Moisture % 10% max 9 

Particle Size mesh 80 (95% Pass) Qualified 

Heavy Metals ppm 1ppm max Qualified 

Arsenic ppm 0.5ppm max Qualified 

Density g/ml 0.35 0.38 

Appearance White Powder Qualified 

COMMENT: QUALIFIED. THE ITEM TESTED IS IN ACCORDANCE WITH THE 

NATIONAL STANDARD OF P.R.OF CHINA COMPLETELY 
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ANEXO 05. RESULTADOS DE ANÁLISIS DE PARÁMETROS FÍSICOS. ENSAYOS 

PILOTO 

1° Ensayo. Fecha: 06/05/2017  

Figura 1 Resultados de Parámetros Físicos de la Formulación 01 / Muestra 01 

 

Figura 2Resultados de Parámetros Físicos de la Formulación 01/ Muestra 02 

 

Figura 3 Resultados de Parámetros Físicos de la Formulación 01/ Muestra 03 
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Tabla 1 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 01 

 DE IPD 

Muestra 01 125.4 nm 0.309 

Muestra 01 120.3 nm 0.252 

Muestra 01 138.7 nm 0.301 

Promedio 128.13 ± 7.76 0.287  ± 0.025 
 

DE: Diámetro Efectivo; IPD: Índice de Polidispersidad 

2° Ensayo Piloto: 12 / 05 / 2017 

Figura 4 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 02 Muestra 01 

 

Figura 5 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 02 Muestra 02 
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Figura 6 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 02 Muestra 03 

 

 

Tabla 2 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 02 

 DE IPD 

Muestra 01 145.5 nm 0.305 

Muestra 02 139.8 nm 0.303 

Muestra 03 151.4 nm 0.321 

Promedio 145.57 ± 4.73 nm 0.309 ± 0.008 

 

DE: Diámetro Efectivo; IPD: Índice de Polidispersidad 

3° Ensayo Piloto: 17 / 08 / 2017 

Figura 7 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 03. Aplicación de 10 minutos Sonicación Mediana Frecuencia 
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Figura 8 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 03. Aplicación de 10 minutos Sonicación Alta Frecuencia 

 

 

Tabla 3 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 03 

 DE IPD 

Muestra 10 minutos 

Mediana Frecuencia 

754.5 nm 0.354 

Muestra 10 minutos 

Alta Frecuencia 

1372.5 nm 0.429 

 

DE: Diámetro Efectivo; IPD: Índice de Polidispersidad 

 

4° Ensayo Piloto: 31 / 08 / 2017 

Figura 9 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 04. Aplicación de 5 minutos Sonicación Baja Frecuencia. Muestra 01 
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Figura 10 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 04. Aplicación de 5 minutos Sonicación Baja Frecuencia. Muestra 02 

 

 

Figura 11 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 04. Aplicación de 5 minutos Sonicación Baja Frecuencia. Muestra 03 

 

 

Tabla 4 Resultados de Parámetros Físicos Piloto 04 

 DE IPD 

Muestra 01 343.1 nm 0.211 

Muestra 02 228.8 nm 0.197 

Muestra 03 279.1 nm 0.207 

Promedio 283.67 ± 57.29 nm 0.205 ± 0.007 

 

 

 

 

 

 



P á g i n a  6 | 6 

 

Tabla 5 Cambios en la Formulación y Etapas de Procedimiento de Síntesis de Nanopartículas Poliméricas de Quitosano 

Cargadas con MSA 

 Piloto 01 Piloto 02 Piloto 03 Piloto 04 

Componentes 

1. 0.9 g de 

MSA 

2. 22.5  mL de 

Quitosano 1 

mg/mL 

3. 3 mL de TPP 

1 mg/mL 

1. 0.9 g de 

MSA 

2. 22.5  mL de 

Quitosano 1 

mg/mL 

3. 3 mL de TPP 

1 mg/mL 

4. 1.5 mL de 

PEG 4000 1 

mg/mL 

1. 0.9 g de MSA 

2. 22.5  mL de 

Quitosano 1 

mg/mL 

3. 3 mL de TPP 1 

mg/mL 

4. 1.5 mL de PEG 

4000 1 mg/mL 

1. 0.9 g de MSA 

2. 22.5  mL de 

Quitosano 1 

mg/mL 

3. 3 mL de TPP 1 

mg/mL 

4. 1.5 mL de PEG 

4000 1 mg/mL 

Etapas de 

Sìntesis 

1. Disolución 

del MSA 

2. Reticulación 

Ionotrópica 

1. Disolución del 

MSA 

2. Reticulación 

Ionotrópica 

3. Pegilación 

1. Disolución del 

MSA 

2. Reticulación 

Ionotrópica 

3. Sonicación (10 

min Mediana / 

Alta Frecuencia) 

4. Pegilación 

5. Sonicación 

(10 min 

Mediana / Alta 

Frecuencia) 

1. Disolución del 

MSA 

2. Reticulación 

Ionotrópica 

3. Sonicación 

(5 min Baja 

Frecuencia) 

4. Pegilación 

5. Sonicación  (5 min 

Baja Frecuencia) 
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ANEXO 06. FÓRMULA CUALI-CUANTITATIVA DE LAS NANOPARTÍCULAS 

POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON ÁCIDO S-NITROSO 

MERCAPTOSUCCÍNICO 

 

En la siguiente tabla, se describe la formulación de las nanopartículas poliméricas de quitosano 

cargadas con ácido s-nitrosomercaptosuccínico en función de sus ingredientes y el porcentaje en el 

que se encuentran los mismos dentro de la formulación. 

 

ITEM INGREDIENTE PORCENTAJE 

(%) 

1 AGUA 95.03 

2 ÁCIDO MERCAPTOSUCCÍNICO 2.75 

3 NITRITO DE SODIO 1.26 

4 ÁCIDO ACÉTICO 0.72 

5 HIDRÓXIDO DE SODIO 0.15 

6 QUITOSANO 0.07 

7 TRIPOLIFOSFATO DE SODIO 0.01 

 TOTAL 99.99 
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ANEXO 07: PROCEDIMIENTO PARA EL ROTULADO DE LAS MUESTRAS DEL 

LOTE DE NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON 

ÁCIDO MERCAPTOSUCCÍNICO 

 

1. Condición previa.  Se han distribuido los lotes sintetizados de nanopartículas 

poliméricas de quitosano cargadas con MSA en frascos de vidrio (15 frascos por lote). 

Un frasco representa una muestra.  

2. Rotulado.  

El rotulado constará de dos partes: 

- La primera que corresponde al número de lote, representada por las siglas 

LOT y el número de lote que corresponda. 

- La segunda que corresponde al tipo de análisis al que será destinada la 

muestra, representado por las siglas del análisis y el número de muestra que 

corresponda. 

Teniendo en cuenta los ensayos que se realizarán se asignaron las siguientes 

siglas para el rotulado de las muestras. Consultar Tabla 3. 

Tabla 1 

Análisis Siglas 

Determinación de Parámetros Físicos PF 

Determinación de la Eficiencia de Encapsulación EE 

Determinación de la Actividad Antifúngica AAF 

Estimación del Perfil de Liberación de NO LIB 

 

A continuación un esquema ejemplificando el rotulado de la muestra N°01 del Lote N° 

01 para el análisis de Determinación de Parámetros Físicos. 

 

 

 

                                                      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LOT 01 PF 01 

Número 

de Lote 

Análisis 

Número de 

Muestra 
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En la siguiente tabla se encuentra la distribución de todas las muestras de los tres lotes sintetizados en este trabajo y que serán utilizadas en los análisis 

comentados.  

 

  

Análisis 
N°de 

Frascos 

LOTE 01 LOTE 02 LOTE 03 

Determinación 

de Parámetros 

Físicos 

09 LOT01PF01 LOT01PF02 LOT01PF03. LOT02PF01 LOT02PF02 LOT02PF03 LOT03PF01 LOT03PF02 LOT03PF03 

Determinación 

de Eficiencia 

de 

Encapsulación 

09 LOT01EE01 LOT01EE02 LOT01EE03 LOT02EE01 LOT02EE02 LOT02EE03 LOT03EE01 LOT03EE02 LOT03EE03 

Determinación 

de Actividad 

Antifúngica 

09 LOT01AAF01 LOT01AAF02 LOT01AAF03 LOT02AAF01 LOT02AAF02 LOT02AAF03 LOT03AAF01 LOT03AAF02 LOT03AAF03 

Estimación del 

Perfil de 

Liberación de 

NO 

09 LOT01LIB01 LOT01LIB02 LOT01LIB03 LOT02LIB01 LOT02LIB02 LOT02LIB03 LOT03LIB01 LOT03LIB02 LOT03LIB03 
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FORMATO DE ANÁLISIS DE PARÁMETROS FÍSICOS DE NANOPARTÍCULAS 

POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON ÁCIDO MERCAPTOSUCCÍNICO 

 

Especificación 
DE < 500 nm 
IPD < 0.3 

LEYENDA 
DE = Diámetro efectivo 
IPD = Indice de Polidispersidad 

 

Análisis: Determinación del diámetro efectivo en nanómetros e índice de polidispersidad de 
nanopartículas poliméricas cargadas con ácido mercaptosuccínico 

Método: Dispersión de luz dinámica (Nanobrook Zetasizer) 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Índice de Refracción: 1.7 

 
Fecha 

 
Código de 
Muestra 

 
DE (nm) 

 
IPD 

 
Interpretación 

28/09/17 LOT01PF01 242.5 0.280 Cumple especificación 

28/09/17 LOT01PF02 239.9 0.294 Cumple especificación 

28/09/17 LOT01PF03 209.0 0.259 Cumple especificación 

28/09/17 LOT02PF01 234.0 0.273 Cumple especificación 

28/09/17 LOT02PF02 240.7 0.284 Cumple especificación 

28/09/17 LOT02PF03 221.5 0.251 Cumple especificación 

28/09/17 LOT03PF01 265.3 0.291 Cumple especificación 

28/09/17 LOT03PF02 258.1 0.263 Cumple especificación 

28/09/17 LOT03PF03 264.2 0.268 Cumple especificación 

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

     

 Fecha de Cierre del Registro: 
28/09/17 

Firma Analista: 
Gabriela M. 
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Lectura DLS 1. Muestra LOT01PF01 

 

 

Lectura DLS 2. Muestra LOT01PF02 
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Lectura DLS 3.  Muestra LOT01PF03 

 

 

Lectura DLS 4.  Muestra LOT02PF01 



FOR 01/ NP 

P á g i n a  4 | 6 

 

 

   Lectura DLS 5. Muestra LOT02PF02 

 

   Lectura DLS 6.  Muestra LOT02PF03 
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  Lectura DLS 7. Muestra LOT03PF01 

 

 

 Lectura DLS 8. Muestra LOT03PF02 
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Lectura DLS 9.  Muestra LOTE 03 PF 03 
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Usuario
Texto tecleado
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FORMATO DE CURVA DE CALIBRACIÓN PARA LA CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDO 

MERCAPTOSUCCÍNICO EN NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO 

Tratamiento de Datos: Uso del programa Excel 2013 para la generación de la ecuación de 
la recta ( y = mx + b)  y el coeficiente de correlación (r2). 

Ecuación de la recta: y= 0.0942x - 0.0032     r2: 0.9946 

Leyenda: 
M= Concentración Molar   µg/ml  = microgramos    ml= mililitros       µM= micromolar 
MSA= Ácido Mercaptosuccínico 
Fecha de Cierre de Registro: 01/10/17                 Firma Analista: Gabriela M. 
 

 

Análisis: Determinación del contenido de ácido mercaptosuccínico en soluciones patrón y 
la generación de una curva de calibración. 

Método: Cuantificación del producto colorimétrico del reactivo de Ellman con soluciones 
patrón por espectrofotometría a 412 nm. 
 

CURVA DE CALIBRACIÓN ESTÁNDAR 

Fecha: 01/10/17 

Solución
Patrón 

Concentración  Dilución Absorbancia a 412 nm 

µg/ml   

A 6 µg/ml 1 0.554 

B 4.5  µg/ml 1 0.428 

C 3  µg/ml 1 0.281 

D 1.5  µg/ml 1 0.165 

E 1.125  µg/ml 1 0.083 

F 0.75  µg/ml 1 0.055 

G 0.375  µg/ml 1 0.026 

H 0.15  µg/ml 1 0.021 

    

Anexo de Gráfica  

 

y = 0.0942x - 0.0032
R² = 0.9946
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FORMATO PARA LA DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE ÁCIDO MERCAPTOSUCCÍNICO 

ENCAPSULADO EN NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO Y SU EFICIENCIA DE 

ENCAPSULACIÓN.  

 

 

Análisis: Determinación del contenido de ácido mercaptosuccínico encapsulado por mililitro de solución de 
nanopartículas poliméricas de quitosano y la eficiencia de la encapsulación. 

Método: Cuantificación del producto colorimétrico del reactivo de Ellman con las muestras problema por 
espectrofotometría UV a 412 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Longitud de onda: 412 nm 

MSA Total 

Abs Dilución C  (en mg/mL) 

1.486 1/2000 31.618 

1.488 1/2000 31.660 

1.484 1/2000 31.575 

 Promedio 31.618 

Código de 
Muestra 

Abs 
MSA-Libre 

Dilución 
Concentración 

en mg/mL 
 

EE% 

LOT01EE01 1.612 22/1000 0.779 97.53 

LOT01EE02 1.612 22/1000 0.779 97.53 

LOT01EE03 1.612 22/1000 0.779 97.53 

LOT02EE01 1.664 22/1000 0.804 97.46 

LOT02EE02 1.555 22/1000 0.752 97.62 

LOT02EE03 1.675 22/1000 0.810 97.44 

LOT03EE01 1.535 22/1000 0.742 97.65 

LOT03EE02 1.658 22/1000 0.802 97.46 

LOT03EE03 1.652 22/1000 0.799 97.47 

     

     

     

     

     

     

Ecuación: 

𝐸𝐸% =  
[𝑀𝑆𝐴 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙] − [𝑀𝑆𝐴 𝐿𝑖𝑏𝑟𝑒]

[𝑀𝑆𝐴 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙]
 

 
Se efectúa la conversión a mg/mL, teniendo en cuenta que el peso molecular del ácido mercaptosuccínico es 150.15 
g/mol. 

Fecha de Cierre del Registro: 01/10/17 Firma Analista:  Gabriela M.  

Leyenda: MSA = Ácido mercaptosuccínico    nm= Nanómetro    EE% = Eficiencia de Encapsulación 
C = Concentración             mg/mL= miligramo por mililitro       Abs = Absorbancia 
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FORMULARIO DE CONTROL DE CALIDAD 
HONGOS LEVADURIFORMES 
ESPECIES DE CANDIDA SP. 

Laboratorio: Micología 
 

Material de referencia – Resultados esperados:  
 

CEPAS 

ATCC 

TG 

(2hrs y 30 

min a 37ºC) 

CL 

(24hrs 

  Tº amb) 

CHROM 

(24-48 hrs a  

37ºC) 

UREA 

(24 hrs a 

37ºC) 

MYC 

(3 días a 

Tº amb) 

VELO 

(3 días a 

Tº amb) 

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS 

(48 hr a 37ºC) 

GLU LAC SAC MAL GAL RAF 

Candida 

albicans 

90028 

(+) (+) VERDES (-) (++) (-) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(+) 
 

(+) 
 

(+) 
 

(-) 

Candida 

glabrata 

90030 

(-) (-) 

BORDE 

BLANCO Y 

CENTRO 

ROSADO 

(-) (-) (-) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 

 

Candida 

parapsilosis 

22019 

(-) (-) CREMAS (-) (-) (-) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(-) 

Candida 

tropicalis 

00175 

(-) (+) AZULES (-) (-) (++) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(-) 

Candida 

krusei 6258 
(-) (-) ROSADAS (+/-)* (-) (+) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(-) 

 

(-) 
 

(-) 
 

(-) 

Candida 

guilliermondii 

021342513 

(-) (-) VIOLETA (-) (+) (-) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(+) 

Candida  

lusitaniae 

0300448913 

(-) (-) BLANCA (-) (+/-)* ( - ) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(+) 

 

(+) 

 

(-) 

 

(-) 

 
TG: tubo germinativo; CL: clamidospora; CHROM: medio cromógeno; MYC: agar mycosel ; GLU: glucosa; LAC: lactosa ; SAC: sacarosa;  
MAL: maltosa;  GAL: galactosa;  RAF: rafinosa; *: reaccionas variables F

E
C

H
A

: 
2
6
/0

8
/1

7
 

R
E

S
P

O
N

S
A

B
L

E
S

: 
G

a
b

ri
e
la

 M
o

ró
n

. 

Código  TG CL CHROM UREA MYC VELO GLU LAC SAC MAL GAL RAF 
Resulta

do 
Candida 
albicans 

024 
(+) (+) VERDE (-) (+) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (-) 

Candida 
albicans 

Candida 
glabrata 
INS121768314 

(-) (-) 

BORDE 
BLANCO Y 
CENTRO 
ROSADO/FU
CSIA 

(-) (-) (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 
Candida 
glabrata 

Candida krusei 
ATCC 6258 

(-) (-) 
ROSADAS/LI
LAS 

(-) (-) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 
Candida
krusei 

Candida 

parapsilosis 
ATCC 22019 

(-) (-) CREMAS (-) (-) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (-) 
Candida 
parapsil
osis 

              

              

              

              

              

              

              

Fecha de cierre del registro Firma y Vº Bº del supervisor (a)  

 
 
26/08/17       Analista: Gabriela Morón 

 
 

Blga. Flor Urcia A. 
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1. FORMACIÓN DE TUBO GERMINATIVO 

 

 
Foto 1 Candida albicans 024 . Tubo Germinativo. Aumento 100x 

 

 
Foto 2 Candida glabrata INS121768314. Tubo Germinativo Aumento 100x 
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Foto 3 Candida krusei 6258. Tubo Germinativo. Aumento 100x 

 

 
Foto 4 Candida parapsilosis 22019. Tubo Germinativo. Aumento 100x 
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2. FORMACIÓN DE CLAMIDOSPORA 

 

 

 
Foto 5 Candida albicans. Clamidospora. Aumento 100 x 

 

 

 
Foto 6 Candida glabrata. Clamidospora. Aumento 100x 
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Foto 7 Candida krusei. Clamidospora. Aumento 100 x 

 

 
Foto 8 Candida parapsilosis. Clamidospora. Aumento 100x 
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3. CRECIMIENTO EN CHROM AGAR ® 

 

 
Foto 9 Candida albicans 024 y Candida krusei 6258. Placa CHROM ® agar 

 

 
 
Foto 9 Candida glabrata INS121768314 y Candida krusei 6258. Placa CHROM ® agar 
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4. DEGRADACIÓN DE UREA 

 

 
Foto 10 Tubos con Agar Urea 

 

5. CRECIMIENTO EN AGAR MYCOSEL ® 

 

 
Foto 11 Tubos con Agar Mycosel ® 
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6. FORMACIÓN DE VELO EN CALDO SABORAUD 

 

 
Foto 12 Tubos con Caldo Saboraud. Formación de Velo por parte de la cepa C. krusei 

 

7. BIOQUÍMICA: CARBOHIDRATOS 

 

 
Foto 13 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa. 

Candida albicans 024 
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Foto 14 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa. 

Candida glabrata INS121768314 

 

 

 
Foto 15 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa. 

Candida krusei 6258 
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Foto 16 Tubos con carbohidratos Glucosa, Sacarosa, Maltosa, Galactosa, Lactosa y Rafinosa. 

Candida parapsilosis 22019 
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA 
MICRODILUCIÓN EN CALDO PARA LA DETERMINACIÓN DE CMI EN LEVADURAS 

 

 
 
 
Fecha de cierre del registro: 11/07/2017 
 
 
 
 
 

  
 
 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO (FLUCONAZOL) / TIEMPO DE INCUBACIÓN (48 HORAS) 

 

CMI (µg/mL) 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

CONCENTRACIÓN 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 

B
L

A
N

C
O

 

C
O

N
T

R
O

L
 D

E
 C

R
E

C
IM

IE
N

T
O

  

LECTURA VISUAL (48 HORAS) (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  
ATCC 6258 

0 0 1 2 3 3 4 4 4 4 

B 
C. krusei  
ATCC 6258 

0 0 1 2 3 3 4 4 4 4 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 2 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 2 2 3 4 

E            

F            

G            

H            

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 
 
0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 
3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 
La CMI para AB, está definida como la menor concentración con valor 0 en la escala. 
La CMI para azólicas y CASP se define como la concentración más baja con valor 2 en la escala 
ANTIFÚNGICOS: FLZ= Fluconazol, 5FC = Fluorocitosina 
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA 
MICRODILUCIÓN EN CALDO PARA LA DETERMINACIÓN DE CMI EN LEVADURAS 

 

Lectura a las 24 Horas

 
 
Lectura a las 48 Horas
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA 
MICRODILUCIÓN EN CALDO PARA LA DETERMINACIÓN DE CMI EN LEVADURAS 

 

 
 
Fecha de Cierre de Registro : 11/07/2017 
 
 
 
 

   
 
 
 
 
 
 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO (VORICONAZOL) /TIEMPO DE INCUBACIÓN (48 HORAS) 

 

CMI (µg/mL) 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

CONCENTRACIÓN 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,13 0,06 0,03 

B
L

A
N

C
O

 

C
O

N
T

R
O

L
 D

E
 C

R
E

C
IM

IE
N

T
O

  

LECTURA VISUAL (48 Horas) (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  
ATCC 6258 

0 0 0 0 0 0 0 2 3 4 

B 
C. krusei  
ATCC 6258 

0 0 0 0 0 0 0 2 3 4 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 

E            

F            

G            

H            

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 
 
0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 
3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 
La CIM para AB, está definida como la menor concentración con valor 0 en la escala. 
La CIM para azólicas y CASP se define como la concentración más baja con valor 2 en la escala 
ANTIFÚNGICOS: AB= Anfotericina B; CASP= Caspofungina; ITZ= Itraconazol; VZ= Voriconazol 
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA 
MICRODILUCIÓN EN CALDO PARA LA DETERMINACIÓN DE CMI EN LEVADURAS 

 

 
 
Lectura a las 24 Horas: 

 
 
 
 
Lectura a las 48 Horas: 
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FORMULARIO CONTROL DE LECTURA 
MICRODILUCIÓN EN CALDO PARA LA DETERMINACIÓN DE CMI EN LEVADURAS 

 

Tabla. Intervalos de la CMI de los antifúngicos para las cepas control de calidad, obtenidas 
por el método de microdilución M27 – A3 según el CLSI. 

 Intervalos de la CMI (µg/mL) 

 C. parapsilosis ATCC 22019 C. krusei ATCC 6258 

Antifúngico 24 h 48 h 24 h 48 h 

Fluconazol 0.5 - 4 1 - 4 8-64 16 - 128 

Voriconazol 0.016 – 0.12 0.03 – 0.25 0.06 – 0.5 0.12 - 1 

 
 
Resultado: 
 

Respecto al Fluconazol, se halló un CMI de 64 µg/mL para la cepa ATCC C. krusei 6258, lo cual 
es compatible con los parámetros de calidad. Respecto a C. parapsilosis, los pocillos con 
fluconazol (4 µg/mL) se encuentran ópticamente claros, se observa la presencia de una 
colonia únicamente. Esto puede asociarse con un crecimiento residual característico de los 
fármacos tipo azoles, por lo que se señala que esta concentración es la CMI, que se encuentra 
dentro del rango para el control de calidad. 
 
Por último, dado que el CMI del Voriconazol para las cepas ATCC C. parapsilosis 22019 y C. krusei 

6258 es 0.25 µg/mL y este resultado es compatible con los rangos dispuestos por el CLSI. En 
función a la expuesto, puede decirse que el analista ha ejecutado el método de manera 
favorable.  



 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 15 

 



FOR 04 / NP 
 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27- A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccínico (1) / 24 HORAS   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 1 3 4 4 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 1 3 4 4 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 4 4 4 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 3 4 4 4 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04 / NP 
 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI (mg/mL) 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccínico (1) / 48 HORAS   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04 / NP 
 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA MSA-NO (1). LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 



FOR 04 / NP 
 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA MSA-NO (1). LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccínico (2) / 24 HORAS   

CONCENTRACIÓN 18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 2 3 4 4 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 2 3 4 4 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 2 4 4 4 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 3 4 4 4 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccínico (2) / 48 HORAS   

CONCENTRACIÓN 18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA MSA-NO (2). LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA MSA-NO (2). LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccínico (3) / 24 HORAS   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 1 3 4 4 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 1 3 4 4 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 3 4 4 4 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 3 4 4 4 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27 -  A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA = Acido S-nitrosomercaptosuccínico (3) / 48 HORAS   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 1 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 1 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA MSA-NO (3). LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA MSA-NO (3). LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI (µg/mL) 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 QUITOSANO (1)/ 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 375 187.5 93.75 46.9 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 2 2 2 2 3 3 3 4 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 2 2 2 2 3 3 3 4 

E 
Candida albicans 

024 
0 2 3 3 3 3 3 3 3 3 

F 
Candida albicans 

024 
0 2 3 3 3 3 3 3 3 3 

G Candida glabrata 0 2 3 3 3 3 3 3 4 4 

H Candida glabrata 0 2 3 3 3 3 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: Quitosano 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 QUITOSANO (1)/ 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

En (µg/mL) 
375 187.5 93.75 46.9 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 1 2 2 2 3 3 3 3 4 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 1 2 2 2 3 3 3 3 4 

E 
Candida albicans 

024 
          

F 
Candida albicans 

024 
          

G Candida glabrata           

H Candida glabrata           

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: Quitosano 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA QUITOSANO (1). LECTURA A LAS 24 HORAS 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA QUITOSANO (1) . LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 QUITOSANO (2) / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

En (µg/mL) 
375 187.5 93.75 46.9 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 2 2 2 2 3 3 3 4 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 2 2 2 2 3 3 3 4 

E 
Candida albicans 

024 
0 2 3 3 3 3 3 3 3 3 

F 
Candida albicans 

024 
0 2 3 3 3 3 3 3 3 3 

G Candida glabrata 0 2 3 3 3 3 3 3 4 4 

H Candida glabrata 0 2 3 3 3 3 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: Quitosano 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

LECTURA VISUAL M27 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 QUITOSANO (2) / 48 HORAS 06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

En (µg/mL) 
375 187.5 93.75 46.9 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 1 2 2 2 3 3 3 3 4 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 1 2 2 2 3 3 3 3 4 

E 

Candida 

albicans 

024 

          

F 

Candida 

albicans 

024 

          

G Candida glabrata           

H Candida glabrata           

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: Quitosano 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA QUITOSANO (2) . LECTURA A LAS 24 HORAS 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA QUITOSANO (2) . LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04 / NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

 CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 QUITOSANO (3) / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

En (µg/mL) 
375 187.5 93.75 46.9 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 2 2 2 2 3 3 3 4 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 2 2 2 2 3 3 3 4 

E 
Candida albicans 

024 
0 2 3 3 3 3 3 3 3 3 

F 
Candida albicans 

024 
0 2 3 3 3 3 3 3 3 3 

G Candida glabrata 0 2 3 3 3 3 3 3 4 4 

H Candida glabrata 0 2 3 3 3 3 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: Quitosano 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04 / NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 QUITOSANO (3) / 48 HORAS( 06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

En (µg/mL) 
375 187.5 93.75 46.9 23.4 11.7 5.85 2.93 1.46 0.73 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 1 2 2 2 3 3 3 3 4 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 1 2 2 2 3 3 3 3 4 

E 
Candida albicans 

024 
          

F 
Candida albicans 

024 
          

G Candida glabrata           

H Candida glabrata           

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: Quitosano 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04 / NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA QUITOSANO (3) . LECTURA A LAS 24 HORAS 



FOR 04 / NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA QUITOSANO (3) . LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF01 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0 2 3 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0    2 3 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 0 2 3 3 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 0 2 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF01 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT01AAF01. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT01AAF01. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF02 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0 2 3 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0    2 3 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 0 2 3 3 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 0 2 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF02 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT01AAF02. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL) 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT01AAF02. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF03 / 24 HORAS (05 /10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 1 0 0 0 0 1 2 3 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 1 0 0 0 0 1    2 3 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 0 2 3 3 3 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 1 0 0 2 3 3 3 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT01AAF03 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT01AAF03. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata   y C. albicans (MSA NO Np 4.5 

mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT01AAF03. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF01 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 2 2 3 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 2 2 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF01 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT02AAF01. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT02AAF01. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF02 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 1 2 2 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 1    2 2 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 2 3 3 3 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 2 3 3 3 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF02 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT02AAF02. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT02AAF02. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF03 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0 2 3 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0    2 3 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 1 0 0 2 3 3 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0 1 0 0 2 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT02AAF03 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT02AAF03. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata y C. albicans (MSA NO Np 4.5 

mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT02AAF03. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF01 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 1 0 0 0 0 1 2 2 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 1    2 2 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 2 2 3 3 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0    0 0 1 2 2 3 3 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3(CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF01 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT03AAF01. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT03AAF01. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF02 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.07 0.14 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 1 0 0 0 0 1 0 2 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 1 0 0 0 0 1    0 2 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 1 0 1 2 3 4 3 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0    1 0 0 2 3 4 3 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3(CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF02 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.07 0.14 0.04 

C
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT03AAF02. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata y C. albicans (MSA NO Np 4.5 

mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT03AAF02. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



FOR 04/NP 

P á g i n a  1 | 4 

 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27-A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF03 / 24 HORAS (05/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0 3 3 

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
0 0 2 0 0 0 0 0    3 3 

G 
Candida albicans 

024 
0 0 0 0 1 2 3 3 4 4 

H 
Candida albicans 

024 
0 0    0 0 1 2 3 3 4 4 

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  2 | 4 

 

 

 

LECTURA VISUAL M27- A3 (CLSI): 

ANTIFÚNGICO/TIEMPO DE INCUBACIÓN 

 

CMI 

N° POCILLO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 MUESTRA MSA-NO-Np = LOT03AAF03 / 48 HORAS (06/10/17)   

CONCENTRACIÓN 

en mg/mL 
18 9 4.5 2.25 1.13 0.56 0.28 0.14 0.07 0.04 

C
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LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

A 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

B 
C. krusei  

ATCC 6258 
          

C 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

D 
C. parapsilosis 

ATCC 22019 
0 0 0 0 0 0 1 2 3 3 

E 
Candida glabrata 

INS121768314 
          

F 
Candida glabrata  

INS121768314 
          

G 
Candida albicans 

024 
          

H 
Candida albicans 

024 
          

LECTURA VISUAL (VALOR ASIGNADO) 

 

0= Ópticamente claro; 1= Ligeramente turbio; 2= Considerable reducción de la turbidez 

3= Pequeña reducción en la turbidez; 4= Sin reducción de la turbidez 

ANTIFÚNGICOS: MSA-NO-Np = Ácido S-nitrosomercaptosuccínico en 

Nanopartículas 

CMI: Concentración Mínima Inhibitoria (Verde) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  3 | 4 

 

MUESTRA LOT03AAF03. LECTURA A LAS 24 HORAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crecimiento Paradójico en C. glabrata (MSA NO Np 4.5 mg/mL) 



FOR 04/NP 

P á g i n a  4 | 4 

 

MUESTRA LOT03AAF03. LECTURA A LAS 48 HORAS 

 

Pocillos con C. parapsilosis a las 48 Hrs. 



 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 16 

 



FOR 05/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra / 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia  de Muestras 

LIB01 LIB02 LIB03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MSA-NO 
0.14 mg/mL 

 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.023 0.02 0.022 

10 minutos (8  : 30) 0.018 0.021 0.019 

20 minutos (8:40 ) 0.015 0.017 0.019 

30 minutos (8:50) 0.014 0.016 0.017 

40 minutos (9:00) 0.013 0.012 0.014 

50 minutos (9:10) 0.009 0.009 0.009 

1 hora   (9:20) 0.006 0.006 0.008 

2 horas (10: 20) 0.002 0.003 0.003 

3 horas (11:20) 0 0.001 0.001 

4 horas (12:20) 0 0 0 

5 horas (13:20) 0 0 0 

6 horas ( 14:20 ) 0 0 0 

7 horas (15:20) 0 0 0 

8 horas ( 16:20 ) 0 0 0 

9 horas ( 17:20 ) 0 0 0 

10 horas (18:20) 0 0 0 

11 horas ( 19:20) 0 0 0 

12 horas (20:20) 0 0 0 

13 horas (21:20) 0 0 0 

14 horas (22:20)  0 0 0 

15 horas (23:20)  0 0 0 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0 0 0 

17 horas (01: 20 ) 0 0 0 

18 horas (02 : 20) 0 0 0 

19 horas (03: 20 ) 0 0 0 

20  horas (04: 20 ) 0 0 0 

21 horas (05: 20  ) 0 0 0 

22 horas (06  :20 ) 0 0 0 

23 horas (07:   20   ) 0 0 0 

24 horas (08 :  20    ) 0 0 0 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M 



FOR 05/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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Tiempo (Hrs.)

[MSA-NO] 0.14 mg/mL



FOR  05 / NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico     
Np= Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra / 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LOT01LIB01 LOT01LIB02 LOT01LIB03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOTE 01 
Np 

0.14 mg/mL 
MSA-NO 

 
 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.011 0.012 0.011 

10 minutos (8  : 30) 0.012 0.012 0.012 

20 minutos (8:40 ) 0.011 0.012 0.012 

30 minutos (8:50) 0.011 0.011 0.011 

40 minutos (9:00) 0.008 0.009 0.01 

50 minutos (9:10) 0.005 0.007 0.008 

1 hora   (9:20) 0.005 0.005 0.008 

2 horas (10: 20) 0.004 0.005 0.007 

3 horas (11:20) 0.004 0.005 0.006 

4 horas (12:20) 0.003 0.004 0.005 

5 horas (13:20) 0.003 0.004 0.005 

6 horas ( 14:20 ) 0.003 0.004 0.004 

7 horas (15:20) 0.003 0.003 0.004 

8 horas ( 16:20 ) 0.003 0.003 0.003 

9 horas ( 17:20 ) 0.003 0.003 0.003 

10 horas (18:20) 0.003 0 0.003 

11 horas ( 19:20) 0.003 0.002 0.003 

12 horas (20:20) 0.003 0.002 0.002 

13 horas (21:20) 0.003 0.002 0.002 

14 horas (22:20)  0.003 0.002 0.002 

15 horas (23:20)  0.002 0.001 0.002 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.002 0.002 0.001 

17 horas (01: 20 ) 0.002 0.002 0.001 

18 horas (02 : 20) 0.002 0.001 0.001 

19 horas (03: 20 ) 0.002 0 0 

20  horas (04: 20 ) 0.002 0 0 

21 horas (05: 20  ) 0 0 0 

22 horas (06  :20 ) 0 0 0 

23 horas (07:   20   ) 0 0 0 

24 horas (08 :  20    ) 0 0 0 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M 



FOR  05 / NP 

P á g i n a  2 | 2 
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Tiempo (Hrs.)

[MSA-NO -Np] 0.14 mg/mL (LOTE 01)



FOR  05/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra/ 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LOT02LIB01 LOT02 LIB 02 LOT02 LIB 03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOTE 02 
Np 

0.14 
mg/mL 

MSA-NO 
 
 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.012 0.012 0.012 

10 minutos (8  : 30) 0.011 0.011 0.012 

20 minutos (8:40 ) 0.011 0.011 0.011 

30 minutos (8:50) 0.011 0.01 0.01 

40 minutos (9:00) 0.008 0.008 0.008 

50 minutos (9:10) 0.006 0.007 0.006 

1 hora   (9:20) 0.005 0.004 0.005 

2 horas (10: 20) 0.005 0.004 0.004 

3 horas (11:20) 0.004 0.004 0.004 

4 horas (12:20) 0.004 0.004 0.004 

5 horas (13:20) 0.004 0.003 0.003 

6 horas ( 14:20 ) 0.004 0.003 0.003 

7 horas (15:20) 0.003 0.003 0.003 

8 horas ( 16:20 ) 0.003 0.004 0.003 

9 horas ( 17:20 ) 0.003 0.003 0.004 

10 horas (18:20) 0.002 0.003 0.003 

11 horas ( 19:20) 0.002 0.002 0.003 

12 horas (20:20) 0.002 0.002 0.002 

13 horas (21:20) 0.001 0.001 0.002 

14 horas (22:20)  0.001 0.001 0.002 

15 horas (23:20)  0.001 0.001 0.001 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.001 0.001 0.001 

17 horas (01: 20 ) 0.001 0 0 

18 horas (02 : 20) 0 0 0 

19 horas (03: 20 ) 0 0 0 

20  horas (04: 20 ) 0 0 0 

21 horas (05: 20  ) 0 0 0 

22 horas (06  :20 ) 0 0 0 

23 horas (07:   20   ) 0 0 0 

24 horas (08 :  20    ) 0 0 0 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: 
Gabriela M. 



FOR  05/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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FOR 05/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra / 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LOT03 LIB01 LOT03 LIB 02 LOT03  LIB 03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOTE 03 
Np 

0.14 mg/mL 
MSA-NO 

 
 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.013 0.011 0.013 

10 minutos (8  : 30) 0.012 0.01 0.012 

20 minutos (8:40 ) 0.012 0.01 0.012 

30 minutos (8:50) 0.011 0.009 0.011 

40 minutos (9:00) 0.01 0.01 0.011 

50 minutos (9:10) 0.005 0.006 0.007 

1 hora   (9:20) 0.004 0.004 0.006 

2 horas (10: 20) 0.004 0.005 0.005 

3 horas (11:20) 0.003 0.005 0.005 

4 horas (12:20) 0.004 0.004 0.005 

5 horas (13:20) 0.004 0.004 0.004 

6 horas ( 14:20 ) 0.004 0.003 0.003 

7 horas (15:20) 0.003 0.003 0.003 

8 horas ( 16:20 ) 0.003 0.003 0.003 

9 horas ( 17:20 ) 0.003 0.003 0.004 

10 horas (18:20) 0.002 0.002 0.003 

11 horas ( 19:20) 0.002 0.002 0.003 

12 horas (20:20) 0.002 0.002 0.003 

13 horas (21:20) 0.002 0.001 0.002 

14 horas (22:20)  0.001 0.001 0.002 

15 horas (23:20)  0.001 0.001 0.002 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.001 0.001 0.001 

17 horas (01: 20 ) 0.001 0 0.001 

18 horas (02 : 20) 0 0 0 

19 horas (03: 20 ) 0 0 0.001 

20  horas (04: 20 ) 0 0 0.001 

21 horas (05: 20  ) 0 0 0 

22 horas (06  :20 ) 0 0 0 

23 horas (07:   20   ) 0 0 0 

24 horas (08 :  20    ) 0 0 0 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M 



FOR 05/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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[MSA-NO Np]  0.14 mg/mL (LOTE 03)



FOR 05/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra/ 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LIB01 LIB02 LIB03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MSA-NO 
0.28 mg/mL 

 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.031 0.03 0.033 

10 minutos (8  : 30) 0.027 0.029 0.03 

20 minutos (8:40 ) 0.026 0.03 0.027 

30 minutos (8:50) 0.026 0.024 0.025 

40 minutos (9:00) 0.017 0.02 0.019 

50 minutos (9:10) 0.017 0.016 0.017 

1 hora   (9:20) 0.014 0.013 0.015 

2 horas (10: 20) 0.01 0.01 0.009 

3 horas (11:20) 0 0.001 0.003 

4 horas (12:20) 0 0.001 0 

5 horas (13:20) 0.013 0.009 0.01 

6 horas ( 14:20 ) 0.016 0.015 0.014 

7 horas (15:20) 0.007 0.008 0.007 

8 horas ( 16:20 ) 0.021 0.019 0.021 

9 horas ( 17:20 ) 0.007 0.008 0.008 

10 horas (18:20) 0.021 0.02 0.019 

11 horas ( 19:20) 0.019 0.018 0.018 

12 horas (20:20) 0.016 0.015 0.015 

13 horas (21:20) 0.02 0.019 0.021 

14 horas (22:20)  0.01 0.012 0.011 

15 horas (23:20)  0.003 0.004 0.003 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.013 0.011 0.014 

17 horas (01: 20 ) 0.018 0.018 0.016 

18 horas (02 : 20) 0.015 0.016 0.014 

19 horas (03: 20 ) 0.011 0.012 0.015 

20  horas (04: 20 ) 0.023 0.025 0.02 

21 horas (05: 20  ) 0.021 0.019 0.02 

22 horas (06  :20 ) 0.03 0.027 0.026 

23 horas (07:   20   ) 0.02 0.015 0.019 

24 horas (08 :  20    ) 0.005 0.006 0.008 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0.001 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M 



FOR 05/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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Tiempo (Hrs.)

[MSA-NO]  0.28 mg/mL



FOR 04/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra/ 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LOT01LIB01 LOT01LIB02 LOT01LIB03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOTE 01 
Np 

0.28 
mg/mL 

 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.019 0.019 0.02 

10 minutos (8  : 30) 0.008 0.01 0.015 

20 minutos (8:40 ) 0.011 0.013 0.011 

30 minutos (8:50) 0.016 0.017 0.008 

40 minutos (9:00) 0.021 0.018 0.013 

50 minutos (9:10) 0.007 0.018 0.013 

1 hora   (9:20) 0.009 0.01 0.018 

2 horas (10: 20) 0.011 0.019 0.019 

3 horas (11:20) 0 0.023 0.002 

4 horas (12:20) 0.008 0.012 0 

5 horas (13:20) 0.02 0.018 0.024 

6 horas ( 14:20 ) 0.009 0.025 0.017 

7 horas (15:20) 0.018 0.01 0.02 

8 horas ( 16:20 ) 0.009 0.016 0.025 

9 horas ( 17:20 ) 0.001 0.014 0.017 

10 horas (18:20) 0.015 0.014 0.014 

11 horas ( 19:20) 0.01 0.015 0.018 

12 horas (20:20) 0.014 0.011 0.013 

13 horas (21:20) 0.012 0.01 0.01 

14 horas (22:20)  0.018 0.015 0.017 

15 horas (23:20)  0.016 0.014 0.015 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.015 0.016 0.017 

17 horas (01: 20 ) 0.008 0.021 0.025 

18 horas (02 : 20) 0.01 0.015 0.025 

19 horas (03: 20 ) 0.016 0.013 0.021 

20  horas (04: 20 ) 0.008 0.021 0.032 

21 horas (05: 20  ) 0.024 0.013 0.006 

22 horas (06  :20 ) 0.037 0.029 0.027 

23 horas (07:   20   ) 0.003 0.006 0.005 

24 horas (08 :  20    ) 0 0 0 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0.001 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M 



FOR 04/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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[MSA-NO Np] 0.28 mg/mL (LOTE 01)



FOR 05/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra/ 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LOT02LIB01 LOT02LIB02 LOT02LIB03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOTE 02 
Np 

0.28 mg/mL 
MSA-NO 

 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.018 0.02 0.019 

10 minutos (8  : 30) 0.012 0.011 0.011 

20 minutos (8:40 ) 0.011 0.01 0.012 

30 minutos (8:50) 0.014 0.013 0.014 

40 minutos (9:00) 0.019 0.02 0.018 

50 minutos (9:10) 0.016 0.018 0.015 

1 hora   (9:20) 0.01 0.005 0.004 

2 horas (10: 20) 0.017 0.009 0.01 

3 horas (11:20) 0.022 0.012 0.003 

4 horas (12:20) 0.009 0.024 0.015 

5 horas (13:20) 0.016 0.005 0.016 

6 horas ( 14:20 ) 0.022 0.012 0.004 

7 horas (15:20) 0.011 0.016 0.016 

8 horas ( 16:20 ) 0.015 0.005 0.004 

9 horas ( 17:20 ) 0.012 0.001 0.008 

10 horas (18:20) 0.01 0.014 0.012 

11 horas ( 19:20) 0.016 0.008 0.014 

12 horas (20:20) 0.015 0.015 0.01 

13 horas (21:20) 0.018 0.01 0.012 

14 horas (22:20)  0.019 0.016 0.016 

15 horas (23:20)  0.014 0.014 0.014 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.009 0.012 0.006 

17 horas (01: 20 ) 0.012 0.006 0.009 

18 horas (02 : 20) 0.014 0.012 0.012 

19 horas (03: 20 ) 0.018 0.015 0.014 

20  horas (04: 20 ) 0.009 0.007 0.007 

21 horas (05: 20  ) 0.012 0.018 0.018 

22 horas (06  :20 ) 0.03 0.024 0.031 

23 horas (07:   20   ) 0.008 0.005 0.008 

24 horas (08 :  20    ) 0.002 0.001 0.002 

30  horas (14 : 20  ) 0 0 0 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M. 



FOR 05/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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Tiempo (Hrs.)

[MSA-NO Np] 0.28 mg/mL (LOTE 02)



FOR 05/ NP 

P á g i n a  1 | 2 

 

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS  

NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO 

Leyenda    nm = Nanómetro     MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico    Np= 
Nanopartícula     mg= miligramo          mL=mililitro 

 

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas 
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.   

Método: Espectrofotometría. Lectura a  545 nm. 

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA 

Fecha y Hora de Inicio: 15 de Octubre (08:20 a.m.) 

 
Muestra/ 

Concentración 

 
Tiempos de Lectura 

Absorbancia de Muestras 

LOT03LIB01 LOT03LIB02 LOT03LIB03 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LOTE 03 
Np 

0.28 mg/mL 
MSA-NO 

 
 

0 minutos  ( 08: 20) 0.021 0.019 0.02 

10 minutos (8  : 30) 0.01 0.01 0.011 

20 minutos (8:40 ) 0.009 0.011 0.013 

30 minutos (8:50) 0.012 0.013 0.014 

40 minutos (9:00) 0.019 0.014 0.016 

50 minutos (9:10) 0.018 0.014 0.013 

1 hora   (9:20) 0.009 0.008 0.009 

2 horas (10: 20) 0.017 0.002 0.001 

3 horas (11:20) 0.024 0.02 0.016 

4 horas (12:20) 0.011 0.025 0.023 

5 horas (13:20) 0.017 0.016 0.014 

6 horas ( 14:20 ) 0.022 0.014 0.009 

7 horas (15:20) 0.011 0.008 0.004 

8 horas ( 16:20 ) 0.006 0.002 0.013 

9 horas ( 17:20 ) 0.002 0.017 0.018 

10 horas (18:20) 0.015 0.011 0.012 

11 horas ( 19:20) 0.012 0.01 0.005 

12 horas (20:20) 0.016 0.017 0.016 

13 horas (21:20) 0.011 0.01 0.011 

14 horas (22:20)  0.02 0.018 0.015 

15 horas (23:20)  0.016 0.012 0.01 

16 horas ( 00: 20 ) 16/10/17 0.014 0.003 0.002 

17 horas (01: 20 ) 0.007 0.011 0.012 

18 horas (02 : 20) 0.01 0.028 0.016 

19 horas (03: 20 ) 0.019 0.018 0.015 

20  horas (04: 20 ) 0.009 0.006 0.008 

21 horas (05: 20  ) 0.021 0.002 0.02 

22 horas (06  :20 ) 0.035 0.019 0.03 

23 horas (07:   20   ) 0.005 0.025 0.008 

24 horas (08 :  20    ) 0.003 0.005 0.002 

30  horas (14 : 20  ) 0 0.002 0 

36  horas (20: 20) 0 0 0 

42 horas (02: 20) 17/10/17  0 0 0 

48  horas (8 :20  ) 0 0 0 

Fecha de Cierre del Registro: 17/10/17 Firma Analista: Gabriela M. 



FOR 05/ NP 

P á g i n a  2 | 2 
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Tiempo ( Hrs.)

[MSA-NO Np] 0.28 mg/ mL (LOTE 03)



FOR 05 / NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico Np=
Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LIB01 LIB02 LIB03

MSA-NO
0.56 mg/mL

0 minutos  ( 08: 40) 0.053 0.056 0.052
10 minutos (08 : 50) 0.05 0.049 0.048
20 minutos (9:00 ) 0.048 0.047 0.046
30 minutos (9:10) 0.044 0.038 0.043
40 minutos (9:20) 0.035 0.036 0.035
50 minutos (9:30) 0.036 0.036 0.037
1 hora   (9:40) 0.04 0.04 0.042
2 horas (10: 40) 0.02 0.03 0.03
3 horas (11:40) 0.028 0.03 0.029
4 horas (12:40) 0.018 0.015 0.017
5 horas (13:40) 0.034 0.031 0.035
6 horas ( 14:40 ) 0.045 0.04 0.042
7 horas (15:40) 0.031 0.027 0.035
8 horas ( 16:40 ) 0.03 0.027 0.032
9 horas ( 17:40 ) 0.03 0.028 0.033
10 horas (18:40) 0.022 0.019 0.021
11 horas ( 19:40) 0.025 0.024 0.023
12 horas (20:40) 0.024 0.021 0.025
13 horas (21:40) 0.03 0.029 0.024
14 horas (22:40) 0.028 0.03 0.031
15 horas (23:40) 0.027 0.027 0.029
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.018 0.016 0.018
17 horas (01: 40 ) 0.027 0.024 0.027
18 horas (02 : 40) 0.03 0.029 0.032
19 horas (03: 40 ) 0.03 0.029 0.032
20  horas (04: 40 ) 0.021 0.019 0.02
21 horas (05: 40  ) 0.002 0.001 0.003
22 horas (06  :40 ) 0.004 0.003 0.004
23 horas (07:   40   ) 0.003 0.003 0.002
24 horas (08 :  40    ) 0.001 0.001 0.002
30  horas (14 : 40  ) 0 0 0
36  horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48  horas (8 :40  ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M



FOR 05 / NP

P á g i n a 2 | 2
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[MSA-NO] 0.56 mg/mL



FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico Np=
Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LOT01LIB01 LOT01LIB02 LOT01LIB03

LOTE 01
Np

0.56 mg/mL
MSA-NO

0 minutos  ( 08: 40) 0.033 0.032 0.031
10 minutos (8 : 50) 0.018 0.015 0.011
20 minutos (9:00 ) 0.012 0.011 0.007
30 minutos (9:10) 0.017 0.02 0.012
40 minutos (9:20) 0.015 0.02 0.02
50 minutos (9:30) 0.022 0.03 0.021
1 hora   (9:40) 0.022 0.028 0.023
2 horas (10: 40) 0.017 0.019 0.02
3 horas (11:40) 0.004 0.005 0.003
4 horas (12:40) 0.009 0.005 0.002
5 horas (13:40) 0.033 0.032 0.036
6 horas ( 14:40 ) 0.016 0.022 0.021
7 horas (15:40) 0.028 0.024 0.026
8 horas ( 16:40 ) 0.04 0.036 0.049
9 horas ( 17:40 ) 0.02 0.018 0.023
10 horas (18:40) 0.044 0.044 0.039
11 horas ( 19:40) 0.021 0.027 0.02
12 horas (20:40) 0.015 0.02 0.014
13 horas (21:40) 0.011 0.013 0.009
14 horas (22:40) 0.015 0.016 0.012
15 horas (23:40) 0.02 0.022 0.018
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.022 0.024 0.022
17 horas (01: 40 ) 0.024 0.03 0.024
18 horas (02 : 40) 0.022 0.027 0.021
19 horas (03: 40 ) 0.02 0.025 0.019
20  horas (04: 40 ) 0.031 0.035 0.032
21 horas (05: 40  ) 0.022 0.025 0.022
22 horas (06  :40 ) 0.012 0.017 0.011
23 horas (07:   40   ) 0.002 0.003 0.005
24 horas (08 :  40    ) 0 0 0.002
30  horas (14 : 40  ) 0 0 0
36  horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48  horas (8 :40  ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M



FOR 05/ NP

P á g i n a 2 | 2
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FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico Np=
Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LOT02LIB01 LOT02LIB02 LOT02LIB03

LOTE 02
Np

0.56 mg/mL
MSA-NO

0 minutos  ( 08: 40) 0.034 0.033 0.034
10 minutos (8 : 50) 0.018 0.016 0.018
20 minutos (9:00 ) 0.017 0.016 0.018
30 minutos (9:10) 0.018 0.017 0.017
40 minutos (9:20) 0.02 0.019 0.02
50 minutos (9:30) 0.02 0.022 0.024
1 hora   (9:40) 0.022 0.02 0.023
2 horas (10: 40) 0.015 0.017 0.02
3 horas (11:40) 0.007 0.007 0.005
4 horas (12:40) 0.004 0.003 0.004
5 horas (13:40) 0.028 0.027 0.03
6 horas ( 14:40 ) 0.015 0.015 0.016
7 horas (15:40) 0.024 0.025 0.024
8 horas ( 16:40 ) 0.03 0.032 0.034
9 horas ( 17:40 ) 0.016 0.021 0.019
10 horas (18:40) 0.035 0.039 0.04
11 horas ( 19:40) 0.017 0.017 0.016
12 horas (20:40) 0.014 0.015 0.013
13 horas (21:40) 0.01 0.01 0.011
14 horas (22:40) 0.016 0.015 0.015
15 horas (23:40) 0.019 0.02 0.019
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.023 0.023 0.022
17 horas (01: 40 ) 0.025 0.027 0.025
18 horas (02 : 40) 0.025 0.026 0.024
19 horas (03: 40 ) 0.023 0.026 0.023
20  horas (04: 40 ) 0.02 0.022 0.024
21 horas (05: 40  ) 0.019 0.02 0.019
22 horas (06  :40 ) 0.011 0.012 0.012
23 horas (07:   40   ) 0.004 0.002 0.004
24 horas (08 :  40    ) 0.001 0.002 0.001
30  horas (14 : 40  ) 0 0 0
36  horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48  horas (8 :40  ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M



FOR 05/ NP

P á g i n a 2 | 2
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FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico Np=
Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 12 de Octubre (08:40 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LOT03LIB01 LOT03LIB02 LOT03LIB03

LOTE 03
Np

0.56 mg/mL
MSA-NO

0 minutos  ( 08: 40) 0.03 0.032 0.03
10 minutos (08 : 50) 0.015 0.017 0.014
20 minutos (9:00 ) 0.014 0.015 0.015
30 minutos (9:10) 0.016 0.017 0.014
40 minutos (9:20) 0.017 0.018 0.016
50 minutos (9:30) 0.023 0.025 0.023
1 hora   (9:40) 0.025 0.026 0.026
2 horas (10: 40) 0.018 0.017 0.017
3 horas (11:40) 0.003 0.005 0.003
4 horas (12:40) 0.002 0.004 0.003
5 horas (13:40) 0.029 0.032 0.033
6 horas ( 14:40 ) 0.015 0.016 0.017
7 horas (15:40) 0.024 0.025 0.025
8 horas ( 16:40 ) 0.04 0.044 0.046
9 horas ( 17:40 ) 0.019 0.023 0.022
10 horas (18:40) 0.045 0.044 0.041
11 horas ( 19:40) 0.018 0.019 0.017
12 horas (20:40) 0.012 0.015 0.014
13 horas (21:40) 0.01 0.012 0.011
14 horas (22:40) 0.016 0.017 0.016
15 horas (23:40) 0.019 0.021 0.02
16 horas ( 00: 40 ) 13/10/17 0.02 0.022 0.022
17 horas (01: 40 ) 0.025 0.024 0.025
18 horas (02 : 40) 0.024 0.025 0.026
19 horas (03: 40 ) 0.024 0.025 0.026
20  horas (04: 40 ) 0.029 0.03 0.03
21 horas (05: 40  ) 0.018 0.02 0.02
22 horas (06 :40 ) 0.012 0.013 0.012
23 horas (07:   40   ) 0.004 0.005 0.005
24 horas (08 :  40    ) 0.001 0.001 0.002
30  horas (14 : 40  ) 0 0 0
36  horas (20: 40) 0 0 0
42 horas (02: 40) 14/10/17 0 0 0
48  horas (8 :40  ) 0 0 0

Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M
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FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda: nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico
Np= Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10.20 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LIB01 LIB02 LIB03

MSA-NO
2.25 mg/mL

0 minutos  ( 10: 20) 0.184 0.19 0.189
10 minutos (10: 30) 0.179 0.177 0.172
20 minutos (10:40 ) 0.166 0.162 0.162
30 minutos (10:50) 0.151 0.154 0.155
40 minutos (11:00) 0.143 0.148 0.155
50 minutos (11:10) 0.133 0.139 0.137
1 hora   (11:20) 0.125 0.123 0.128
2 horas (12: 20) 0.096 0.1 0.099
3 horas (13:20) 0.078 0.088 0.085
4 horas (14:20) 0.065 0.072 0.074
5 horas (15:20) 0.044 0.056 0.053
6 horas ( 16:20 ) 0.04 0.042 0.044
7 horas (17:20) 0.036 0.032 0.033
8 horas ( 18:20 ) 0.031 0.029 0.029
9 horas ( 19:20 ) 0.025 0.024 0.023
10 horas (20:20) 0.023 0.02 0.019
11 horas ( 21:20) 0.018 0.02 0.017
12 horas (22:20) 0.015 0.014 0.011
13 horas (23:20) 0.012 0.012 0.01
14 horas (00:20) 10/10/17 0.008 0.007 0.006
15 horas (01:20) 0.008 0.008 0.006
16 horas ( 02: 20 ) 0.005 0.004 0.005
17 horas (03: 20 ) 0.004 0.004 0.003
18 horas (04: 20) 0.003 0.002 0.002
19 horas (05: 20 ) 0.003 0.002 0.002
20  horas (06: 20 ) 0.01 0.009 0.01
21 horas (07: 20  ) 0.021 0.018 0.019
22 horas (08  :20 ) 0.029 0.027 0.03
23 horas (09:   20   ) 0.033 0.036 0.04
24 horas (10 :  20    ) 0.04 0.041 0.045
30  horas (16 : 20  ) 0.045 0.052 0.057
36  horas (22: 20) 0.082 0.084 0.089
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.098 0.102 0.102
48  horas (10:20  ) 0.184 0.19 0.189

Fecha de Cierre del Registro: 11/10/17 Firma
Analista:

Gabriela M.
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FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda: nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico
Np= Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10.20 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LOT01LIB01 LOT01LIB02 LOT01LIB03

LOTE 01
Np

MSA-NO
2.25 mg/mL

0 minutos  ( 10: 20) 0.145 0.152 0.146
10 minutos (10: 30) 0.124 0.139 0.124
20 minutos (10:40 ) 0.119 0.124 0.111
30 minutos (10:50) 0.111 0.119 0.103
40 minutos (11:00) 0.089 0.093 0.092
50 minutos (11:10) 0.08 0.082 0.085
1 hora   (11:20) 0.061 0.061 0.078
2 horas (12: 20) 0.06 0.052 0.056
3 horas (13:20) 0.053 0.048 0.05
4 horas (14:20) 0.044 0.042 0.039
5 horas (15:20) 0.039 0.04 0.031
6 horas ( 16:20 ) 0.031 0.035 0.031
7 horas (17:20) 0.027 0.029 0.025
8 horas ( 18:20 ) 0.026 0.024 0.02
9 horas ( 19:20 ) 0.019 0.017 0.017
10 horas (20:20) 0.019 0.018 0.017
11 horas ( 21:20) 0.015 0.012 0.013
12 horas (22:20) 0.01 0.007 0.009
13 horas (23:20) 0.006 0.002 0.005
14 horas (00:20) 10/10/17 0.003 0 0.002
15 horas (01:20) 0.008 0.004 0.005
16 horas ( 02: 20 ) 0.013 0.012 0.011
17 horas (03: 20 ) 0.027 0.028 0.023
18 horas (04: 20) 0.031 0.035 0.04
19 horas (05: 20 ) 0.055 0.047 0.048
20  horas (06: 20 ) 0.069 0.069 0.071
21 horas (07: 20  ) 0.076 0.078 0.09
22 horas (08  :20 ) 0.081 0.089 0.1
23 horas (09:   20   ) 0.092 0.096 0.123
24 horas (10 :  20    ) 0.098 0.125 0.132
30  horas (16 : 20  ) 0.229 0.255 0.259
36  horas (22: 20) 0.273 0.31 0.298
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.224 0.233 0.234
48  horas (10:20  ) 0.193 0.178 0.189

Fecha de Cierre del Registro: 11/10/17 Firma Analista: Gabriela M
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FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda: nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico
Np= Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10.20 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LOT02LIB01 LOT02LIB02 LOT02LIB03

LOTE 02
Np

MSA-NO
2.25 mg/mL

0 minutos  ( 10: 20) 0.149 0.15 0.148
10 minutos (10: 30) 0.126 0.129 0.127
20 minutos (10:40 ) 0.117 0.121 0.115
30 minutos (10:50) 0.108 0.11 0.113
40 minutos (11:00) 0.091 0.092 0.094
50 minutos (11:10) 0.085 0.083 0.081
1 hora   (11:20) 0.072 0.075 0.072
2 horas (12: 20) 0.065 0.066 0.063
3 horas (13:20) 0.058 0.057 0.05
4 horas (14:20) 0.046 0.045 0.039
5 horas (15:20) 0.037 0.033 0.028
6 horas ( 16:20 ) 0.03 0.029 0.027
7 horas (17:20) 0.026 0.022 0.024
8 horas ( 18:20 ) 0.02 0.018 0.019
9 horas ( 19:20 ) 0.016 0.014 0.014
10 horas (20:20) 0.012 0.011 0.01
11 horas ( 21:20) 0.009 0.01 0.008
12 horas (22:20) 0.006 0.007 0.006
13 horas (23:20) 0.005 0.004 0.004
14 horas (00:20) 10/10/17 0.001 0 0.001
15 horas (01:20) 0.003 0.002 0.004
16 horas ( 02: 20 ) 0.01 0.009 0.012
17 horas (03: 20 ) 0.024 0.026 0.028
18 horas (04: 20) 0.039 0.041 0.037
19 horas (05: 20 ) 0.056 0.05 0.049
20  horas (06: 20 ) 0.072 0.069 0.066
21 horas (07: 20  ) 0.088 0.082 0.079
22 horas (08  :20 ) 0.1 0.099 0.094
23 horas (09:   20   ) 0.111 0.103 0.098
24 horas (10 :  20    ) 0.12 0.124 0.121
30  horas (16 : 20  ) 0.214 0.221 0.232
36  horas (22: 20) 0.299 0.301 0.285
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.246 0.242 0.251
48  horas (10:20  ) 0.191 0.189 0.191

Fecha de Cierre del Registro: 11/10/17 Firma
Analista:
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FOR 05/ NP

P á g i n a 1 | 2

FORMATO DE ANÁLISIS DEL PERFIL DE LIBERACIÓN DEL ÓXIDO NÍTRICO POR LAS
NANOPARTÍCULAS POLIMÉRICAS DE QUITOSANO CARGADAS CON MSA-NO

Leyenda nm = Nanómetro MSA-NO= Ácido S-nitrosomercaptosuccínico Np=
Nanopartícula mg= miligramo          mL=mililitro

Análisis: Estimación del perfil de liberación del óxido nítrico  por parte de las  nanopartículas
poliméricas de quitosano a partir de la descomposición del ácido s-nitrosomercaptosuccínico.
Método: Espectrofotometría. Lectura a 545 nm.

ANÁLISIS DE MUESTRAS PROBLEMA
Fecha y Hora de Inicio: 09 de Octubre (10:20 a.m.)

Muestra/
Concentración

Tiempos de Lectura
Absorbancia de Muestras

LOT03LIB01 LOT03LIB02 LOT03LIB03

LOTE 03
Np

MSA-NO
2.25 mg/mL

0 minutos  ( 10: 20) 0.151 0.152 0.148
10 minutos (10: 30) 0.13 0.132 0.129
20 minutos (10:40 ) 0.112 0.123 0.111
30 minutos (10:50) 0.109 0.112 0.107
40 minutos (11:00) 0.093 0.095 0.092
50 minutos (11:10) 0.084 0.086 0.084
1 hora   (11:20) 0.073 0.078 0.072
2 horas (12: 20) 0.06 0.06 0.059
3 horas (13:20) 0.052 0.054 0.048
4 horas (14:20) 0.04 0.041 0.043
5 horas (15:20) 0.032 0.033 0.036
6 horas ( 16:20 ) 0.03 0.024 0.03
7 horas (17:20) 0.023 0.021 0.025
8 horas ( 18:20 ) 0.02 0.019 0.023
9 horas ( 19:20 ) 0.01 0.014 0.012
10 horas (20:20) 0.008 0.01 0.009
11 horas ( 21:20) 0.007 0.009 0.009
12 horas (22:20) 0.006 0.005 0.005
13 horas (23:20) 0.003 0.003 0.003
14 horas (00:20) 10/10/17 0 0 0
15 horas (01:20) 0.002 0.003 0.002
16 horas ( 02: 20 ) 0.009 0.01 0.011
17 horas (03: 20 ) 0.028 0.027 0.03
18 horas (04: 20) 0.036 0.035 0.04
19 horas (05: 20 ) 0.048 0.046 0.052
20  horas (06: 20 ) 0.062 0.065 0.068
21 horas (07: 20  ) 0.077 0.08 0.081
22 horas (08  :20 ) 0.09 0.097 0.101
23 horas (09:   20   ) 0.099 0.102 0.115
24 horas (10 :  20    ) 0.117 0.114 0.113
30  horas (16 : 20  ) 0.231 0.219 0.218
36  horas (22: 20) 0.278 0.281 0.279
42 horas (04 : 20) 11/10/17 0.234 0.248 0.241
48  horas (10:20  ) 0.187 0.19 0.192

Fecha de Cierre del Registro: 14/10/17 Firma Analista: Gabriela M
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ANEXO 17 

 



P á g i n a  1 | 22 

 

ANEXO 17. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE RESULTADOS 

 

1. Análisis Estadístico de Parámetros Físicos 

 

1.1. Diámetro Efectivo 

 

1.1.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

1.1.1.1. Hipótesis  

H0= Los valores de Diámetro Efectivo del lote “n” de MSA Np provienen de una 

distribución normal (Hipótesis nula). 

Ha= Los valores de Diámetro Efectivo del lote “n” de MSA Np no provienen de una 

distribución normal (Hipótesis alterna). 

Donde n = 1, 2 ,3. 

1.1.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

 

1.1.1.3.  Tabla de Resultados Estadísticos 

Pruebas de normalidad 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

DE_Lote01 ,360 3 . ,808 3 ,133 

DE_Lote02 ,245 3 . ,970 3 ,670 

DE_Lote03 ,333 3 . ,862 3 ,272 

 

a. Corrección de significación de Lilliefors          Fuente: SPSS Statistics 
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1.1.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro-Wilk 
Interpretación de Valor p 

DE Lote 01 
0.133 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.133 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

DE Lote 02 
0.670 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.670 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

DE Lote 03 
0.272 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.272 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia 

α = 0.05 (Ver Anexo 18). 

 

1.1.1.5. Conclusión: 

Se asume que la distribución de los valores de Diámetro Efectivo de los lotes 01, 02 y 03 de 

MSA Np es normal. Se procede a realizar prueba de Homogeneidad de Varianzas. 

 

1.1.2. Prueba de Homogeneidad de Varianzas 

 

1.1.2.1. Hipótesis 

 

H0= Las varianzas del Diámetro Efectivo de los lotes de MSA Np son homogéneas. 

Ha= Las varianzas del Diámetro Efectivo de los lotes de MSA Np provienen no son 

homogéneas. 

1.1.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor estadístico de Levene es mayor al valor F crítico para una distribución de 

Fisher. 

 

1.1.2.3. Tabla de Resultados Estadísticos 

Prueba de homogeneidad de varianzas 

 
Estadístico de 

Levene gl1 gl2 Sig. 

Diámetro_Efectivo Se basa en la media 4,759 2 6 ,058 

Se basa en la mediana ,505 2 6 ,627 

Se basa en la mediana y con gl 
ajustado 

,505 2 2,683 ,652 

Se basa en la media recortada 4,054 2 6 ,077 

Fuente: SPSS Statistics 
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1.1.2.4. Interpretación 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Levene* Interpretación del Valor p 

Diámetro 

Efectivo 

4.759 < 5.14 Se retiene hipótesis 

nula 
0.058 > 0.05 Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Fisher, F crítico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad 

del Denominador : 6 ; Nivel de significancia α = 0.05 (Ver Anexo 19). 

 

1.1.2.5. Conclusión: 

Los valores de Diámetro Efectivo de los lotes de MSA Np poseen varianzas homogéneas. 

Se procede al análisis de varianzas con el test ANOVA- Unifactorial. 

 

1.1.3. Prueba de Análisis de Varianzas (ANOVA - Unifactorial) 

 

 

1.1.3.1. Hipótesis 

 

H0= Las medias de valores de Diámetro Efectivo de los lotes de MSA Np son iguales 

Ha= Las medias de valores de Diámetro Efectivo de los lotes de MSA Np no son iguales 

1.1.3.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor F obtenido es mayor al valor F crítico para una distribución de Fisher. 

 

1.1.3.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

ANOVA 

Diámetro_Efectivo 

 
Suma de 

cuadrados 
gl Media cuadrática F Sig. 

Entre grupos 1959,049 2 979,524 6,426 ,032 

Dentro de grupos 914,620 6 152,437   

Total 2873,669 8    

Fuente: SPSS Statistics 

 



P á g i n a  4 | 22 

 

Pruebas post hoc: Comparaciones Múltiples 

Variable dependiente:   Diámetro_Efectivo   
 
HSD Tukey   

(I) Lote (J) Lote 

Diferencia de 

medias (I-J) Desv. Error Sig. 

Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

Lote 01 Lote 02 -1,60000 10,08090 ,986 -32,5310 29,3310 

Lote 03 -32,06667* 10,08090 ,044 -62,9976 -1,1357 

Lote 02 Lote 01 1,60000 10,08090 ,986 -29,3310 32,5310 

Lote 03 -30,46667 10,08090 ,053 -61,3976 ,4643 

Lote 03 Lote 01 32,06667* 10,08090 ,044 1,1357 62,9976 

Lote 02 30,46667 10,08090 ,053 -,4643 61,3976 

 

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.                                Fuente: SPSS Statistics 

 

Subconjuntos homogéneos: Diámetro_Efectivo 

HSD Tukeya   

Lote N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 

Lote 01 3 230,4667  

Lote 02 3 232,0667 232,0667 

Lote 03 3  262,5333 

Sig.  ,986 ,053 

 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 3,000.             Fuente: SPSS Statistics 

1.1.3.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Fisher Interpretación del Valor p 

Diámetro 

Efectivo 

6.426> 5.14 Se rechaza hipótesis 

nula 
0.032 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Fisher, F crítico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad 

del Denominador : 6 ; Nivel de significancia α = 0.05 (Ver Anexo 19). 
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Análisis de Subconjuntos Homogéneos 

Subconjunto Valor p Observado Interpretación 

Lote 01*Lote 02 0.986 
p>0.05 : Las medias de los valores DE de 

los lotes 01 y 02 de MSA Np son iguales. 

Lote 02*Lote 03 0.053 
p>0.05 : Las medias de los valores DE de 

los lotes 02 y 03 de MSA Np son iguales. 

Lote 03*Lote 01 0.044 

p<0.05 : Las medias de los valores DE de 

los lotes 03 y 01 de MSA Np no son 

iguales. 

 

1.1.3.5. Conclusión 

 Basándonos en los valores calculados p y F, se rechaza la hipótesis nula, por lo tanto, se asume 

que existe una diferencia significativa entre los tres lotes de MSA Np respecto a la media de sus 

diámetros efectivos de partícula. No obstante, al ejercer la comparación de medias lote a lote  

(análisis de subconjuntos) se observó que entre los lotes 01 - 02 y los lotes 02 – 03 no existe una 

diferencia significativa respecto a las medias de sus diámetros efectivos de partícula. Por otro 

lado, los lotes 01 – 03 difieren significativamente en este aspecto.  

 

1.2.  Índice de Polidispersidad 

 

1.2.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

1.2.1.1. Hipótesis  

 

H0= Los valores de Índice de Polidispersidad del lote “n” de MSA Np provienen de una 

distribución normal. 

Ha= Los valores de Índice de Polidispersidad del lote “n” de MSA Np no provienen de 

una distribución normal. 

Donde n = 1, 2 ,3. 

1.2.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05). 

- El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 
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1.2.1.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

Pruebas de normalidad 

 
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico Gl Sig. 

IPD_Lote01 ,219 3 . ,987 3 ,780 

IPD_Lote02 ,253 3 . ,964 3 ,637 

IPD_Lote03 ,323 3 . ,879 3 ,321 

 

1.2.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro Wilk* Interpretación del Valor p 

IPD Lote 01 
0.987 < 7.815 Se retiene hipótesis 

nula 
0.780 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

IPD Lote 02 
0.637 < 7.815 Se retiene hipótesis 

nula 
0.637 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

IPD Lote 03 
0.321 < 7.815 Se retiene hipótesis 

nula 
0.321 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

1.2.1.5. Conclusión: 

Se asume que la distribución de los valores de Índice de Polidispersidad de los lotes 01, 02 y 03 

de MSA Np es normal.   

Proceder a realizar una prueba de Homogeneidad de Varianzas. 

 

1.2.2. Análisis de Homogeneidad de Varianzas 

 

1.2.2.1. Hipótesis 

 

H0= Las varianzas del Índice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np son 

homogéneas. 

Ha= Las varianzas del Índice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np  no son 

homogéneas. 

1.2.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

a. Corrección de significación de Lilliefors          Fuente: SPSS Statistics 
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- El valor estadístico de Levene es mayor al valor F crítico para una distribución de 

Fisher. 

 

1.2.2.3. Tabla de Resultados Estadísticos 

Prueba de homogeneidad de varianzas 

 

Estadístico de 

Levene gl1 gl2 Sig. 

Indice_de_Polidispersidad Se basa en la media ,019 2 6 ,982 

Se basa en la mediana ,034 2 6 ,967 

Se basa en la mediana y 

con gl ajustado 

,034 2 5,930 ,967 

Se basa en la media 

recortada 

,020 2 6 ,980 

Fuente: SPSS Statistics 

1.2.2.4. Interpretación 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Levene Interpretación del Valor p 

Índice de 

Polidispersidad 

0.019< 5.14 Se retiene hipótesis 

nula 
0.982 > 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Fisher, F crítico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad 

del Denominador : 6 ; Nivel de significancia α = 0.05 (Ver Anexo 19). 

 

1.2.2.5. Conclusión  

Los valores de Índice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np poseen varianzas homogéneas. 

Se procede al análisis de varianzas con el test ANOVA- Unifactorial. 

 

1.2.3. Prueba de Análisis de Varianzas (ANOVA - Unifactorial) 

 

 

1.2.3.1. Hipótesis 

 

H0= Las medias de valores de Índice de Polidispersidad de los lotes de MSA Np son 

iguales 

Ha= Las medias de valores de Índice de Polidispersidad de los  lotes de MSA Np no son 

iguales 
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1.2.3.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor F obtenido es mayor al valor F crítico para una distribución de Fisher. 

 

1.2.3.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

 

ANOVA 

Indice_de_Polidispersidad   

 Suma de 

cuadrados 
gl Media cuadrática F Sig. 

Entre grupos ,000 2 ,000 ,192 ,830 

Dentro de grupos ,002 6 ,000   

Total ,002 8    
 

Fuente: SPSS Statistics 

 

Pruebas post hoc: Comparaciones múltiples 

Variable dependiente:   Indice_de_Polidispersidad   

HSD Tukey   

(I) Lote (J) Lote 

Diferencia de 

medias (I-J) Desv. Error Sig. 

Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

Lote 01 Lote 02 ,0083333 ,0134633 ,816 -,032976 ,049642 

Lote 03 ,0036667 ,0134633 ,960 -,037642 ,044976 

Lote 02 Lote 01 -,0083333 ,0134633 ,816 -,049642 ,032976 

Lote 03 -,0046667 ,0134633 ,937 -,045976 ,036642 

Lote 03 Lote 01 -,0036667 ,0134633 ,960 -,044976 ,037642 

Lote 02 ,0046667 ,0134633 ,937 -,036642 ,045976 

Fuente: SPSS Statistics 
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Subconjuntos homogéneos 

Indice_de_Polidispersidad 

HSD Tukeya   

Lote N 

Subconjunto para alfa = 

0.05 

1 

Lote 02 3 ,269333 

Lote 03 3 ,274000 

Lote 01 3 ,277667 

Sig.  ,816 

 

 

1.2.3.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor Estadístico 

de Fisher Interpretación del Valor p 

Diámetro 

Efectivo 
0.192 < 5.14 Se retiene hipótesis nula 0.830> 0.05  Se retiene hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Fisher, F crítico = 5.14 Grados de Libertad del Numerador:2; Grados de Libertad 

del Denominador : 6 ; Nivel de significancia α = 0.05 (Ver Anexo 19). 

 

Análisis de Subconjuntos Homogéneos 

Subconjunto 
Valor p 

Observado 
Interpretación 

Lote 01*Lote 02*Lote 

03 
0.816 

p>0.05 : Las medias de los valores IPD de los 

lotes 01, 02 y 03 de MSA Np son iguales. 

 

1.2.3.5. Conclusión: 

Basados en los valores calculados p y F, no se rechaza la hipótesis nula, por lo que se asume 

que las medias de los valores de índice de polidispersidad de los tres lotes de MSA Np son 

iguales.  

 

 

 

a. Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

b.  Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 3,000.     Fuente: SPSS Statistics 
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2. Análisis Estadístico de Eficiencia de Encapsulación 

 

2.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

2.1.1.1. Hipótesis  

 

H0= Los valores de Eficiencia de Encapsulación del lote “n” de MSA Np provienen de 

una distribución normal. 

Ha= Los valores de Eficiencia de Encapsulación del lote “n” de MSA Np no provienen 

de una distribución normal. 

Donde n = 1, 2 ,3. 

2.1.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

2.1.1.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

Pruebas de normalidad 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

EE%_Lote01 . 3 . . 3 . 

EE%_Lote02 ,385 3 . ,750 3 ,000 

EE%_Lote03 ,385 3 . ,750 3 ,000 

 

a. Corrección de significación de Lilliefors               Fuente: SPSS Statistics 
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2.1.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro Wilk* Interpretación del Valor p 

EE%  Lote 

01 
No se puede interpretar No se puede interpretar 

EE % Lote 

02 

0.750 < 7.815 Se retiene hipótesis 

nula 
0.000 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

EE%  Lote 

03 

0.750 < 7.815 Se retiene hipótesis 

nula 
0.000 > 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

2.1.1.5. Conclusión 

Se rechaza la hipótesis nula, por lo tanto se asume que la distribución de los valores de eficiencia 

de encapsulación de los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np no es normal.  

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al análisis de varianzas 

mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal – Wallis para “k” muestras 

independientes. 

 

2.2.  Prueba No Paramétrica de Análisis de Varianzas  Kruskal-Wallis 

 

2.2.1. Hipótesis 

 

H0= Los valores de eficiencia de encapsulación de los lotes MSA Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

Ha= Los valores de eficiencia de encapsulación de los lotes de MSA Np no provienen de una 

población idéntica ni poseen una  misma mediana. 

 

2.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor del estadístico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado 

(χ²) crítico para una distribución de ji cuadrada. 
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2.2.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

Estadísticos de pruebaa,b 

 Eficiencia_de_Encapsulación 

H de Kruskal-Wallis 1,175 

gl 2 

Sig. asintótica ,556 

 

a. Prueba de Kruskal Wallis 

b. Variable de agrupación: Lote                       Fuente: SPSS Statistics 

2.2.4. Interpretación de Resultados 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Kruskall Wallis Interpretación del Valor p 

Eficiencia de 

Encapsulación 

1.175<5.14 Se retiene hipótesis 

nula 

0.556 > 0.05  Se retiene hipótesis 

nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

2.2.5. Conclusión 

Los valores de eficiencia de encapsulación para los lotes 01, 02 y 03 de MSA Np pertenecen a 

una población idéntica y con una misma mediana. 

 

3. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

 

3.1.  CMI Candida albicans 

 

3.1.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

3.1.1.1. Hipótesis  

 

H0= Los valores CMI de Candida albicans del lote “n” de MSA-NO Np provienen de 

una distribución normal. 

Ha= Los valores CMI de Candida albicans del lote “n” de MSA-NO Np no provienen 

de una distribución normal. 

Donde n = 1, 2 ,3. 
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3.1.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

 

3.1.1.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

Pruebas de normalidad 

 

Lote 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

CMI_C_albicans Lote 01 . 3 . . 3 . 

Lote 02 ,385 3 . ,750 3 ,000 

Lote 03 . 3 . . 3 . 

a. Corrección de significación de Lilliefors                                                                        Fuente: SPSS Statistics 

 

3.1.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro Wilk* Interpretación del Valor p 

CMI C. albicans 

Lote 01 
No se puede interpretar No se puede interpretar 

CMI C. albicans 

Lote 02 

0.750 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.000 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

CMI C. albicans 

Lote 03 
No se puede interpretar No se puede interpretar 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

 

3.1.1.5. Conclusión 

Se rechaza la hipótesis nula, por lo tanto se asume que la distribución de los valores CMI de 

Candida albicans de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np no es normal.  

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al análisis de varianzas 

mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal – Wallis para “k” muestras 

independientes. 
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3.1.2.  Prueba No Paramétrica de Análisis de Varianzas  Kruskal-Wallis 

 

3.1.2.1. Hipótesis 

 

H0= Los valores CMI de Candida albicans de los lotes de MSA- NO Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

Ha= Los valores CMI de Candida albicans  de los lotes de MSA- NO Np no provienen de 

una población idéntica ni poseen  una misma mediana. 

 

3.1.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor del estadístico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado 

(χ²) crítico para una distribución de ji cuadrada. 

  

3.1.2.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

 

Estadísticos de pruebaa,b 

 CMI_C_albicans 

H de Kruskal-Wallis 5,600 

Gl 2 

Sig. Asintótica ,061 

a. Prueba de Kruskal Wallis 

b. Variable de agrupación: Lote          Fuente: SPSS Statistics 

 

3.1.2.4. Interpretación de Resultados Estadísticos 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Kruskall Wallis Interpretación del Valor p 

CMI  

C. albicans 

5.600<5.992 Se retiene hipótesis 

nula 

0.061 > 0.05  Se retiene hipótesis 

nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 
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3.1.2.5. Conclusión 

Los valores CMI de Candida albicans de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de una 

población idéntica y con medianas iguales. 

 

3.2.  CMI Candida glabrata 

 

3.2.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

3.2.1.1. Hipótesis  

 

H0= Los valores CMI de Candida glabrata del lote “n” de MSA-NO Np provienen de 

una distribución normal. 

Ha= Los valores CMI de Candida glabrata  del lote “n” de MSA-NO Np no provienen 

de una distribución normal. 

Donde n = 1, 2 ,3. 

3.2.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

- El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

- El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

 

3.2.1.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

 

Pruebas de normalidad 

 

Lote 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 
Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

CMI_C_glabrata Lote 01 ,385 3 . ,750 3 ,000 

Lote 02 ,385 3 . ,750 3 ,000 

Lote 03 ,385 3 . ,750 3 ,000 

a. Corrección de significación de Lilliefors                                   Fuente: SPSS Statistics 
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3.2.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro Wilk* Interpretación del Valor p 

CMI C. glabrata 

Lote 01 

0.750 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.000 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

CMI C. glabrata 

Lote 02 

0.750 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.000 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

CMI C. glabrata 

Lote 03 

0.750 < 7.815 Se retiene 

hipótesis nula 
0.000 < 0.05  Se rechaza hipótesis nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

3.2.1.5. Conclusión 

En función al resultado del valor p observado (Sig), se rechaza la hipótesis nula, por lo tanto se 

asume que la distribución de los valores CMI de Candida glabrata de los lotes 01, 02 y 03 de 

MSA-NO Np no es normal.  

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al análisis de varianzas 

mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal – Wallis para “k” muestras 

independientes. 

 

3.2.2.  Prueba No Paramétrica de Análisis de Varianzas  Kruskal-Wallis 

 

3.2.2.1. Hipótesis 

 

H0= Los valores CMI de Candida glabrata de los lotes de MSA-NO Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

Ha= Los valores CMI de Candida glabrata.de los lotes de MSA-NO Np no provienen de una 

población idéntica ni poseen una misma mediana. 

 

3.2.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

1. El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

2. El valor del estadístico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 
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3.2.2.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

 

Estadísticos de pruebaa,b 

 CMI_C_glabrata 

H de Kruskal-Wallis ,800 

Gl 2 

Sig. Asintótica ,670 

a. Prueba de Kruskal Wallis 

b. Variable de agrupación: Lote                         Fuente: SPSS Statistics 

3.2.2.4. Interpretación de Resultados Estadísticos 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Kruskall Wallis Interpretación del Valor p 

CMI  

C. glabrata 

0.800 <5.992 Se retiene hipótesis 

nula 

0.670 > 0.05  Se retiene hipótesis 

nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

3.2.2.5. Conclusión 

Los valores CMI de Candida glabrata de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de 

una población idéntica y con medianas iguales. 

 

3.3.  CMI Candida parapsilosis 

 

3.3.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

3.3.1.1. Hipótesis  

 

H0= Los valores CMI de Candida parapsilosis del lote “n” de MSA-NO Np provienen 

de una distribución normal. 

Ha= Los valores CMI de Candida parapsilosis del lote “n” de MSA-NO Np no provienen 

de una distribución normal. 
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Donde n = 1, 2 ,3. 

 

3.3.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

1. El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

2. El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ²)  

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

3.3.1.3.  Tablas de Resultados Estadísticos 

Pruebas de normalidad 

 
Lote 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

CMI_C_parapsilosis Lote 01 . 3 . . 3 . 

Lote 02 . 3 . . 3 . 

Lote 03 . 3 . . 3 . 

Fuente: SPSS Statistics 

3.3.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 

Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro 

Wilk* 

Interpretación del Valor p 

CMI C. parapsilosis 

Lote 01 

No se puede interpretar No se puede interpretar 
CMI C. parapsilosis 

Lote 02 

CMI C. parapsilosis 

Lote 03 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

3.3.1.5. Conclusión 

Se asume que la distribución de los valores CMI de Candida parapsilosis de los lotes 01, 02 y 03 

de MSA-NO Np no es normal.  

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al análisis de varianzas 

mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal – Wallis para “k” muestras 

independientes. 
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3.3.2.  Prueba No Paramétrica de Análisis de Varianzas  Kruskal-Wallis 

 

3.3.2.1. Hipótesis 

 

H0= Los valores CMI de Candida parapsilosis de los lotes de MSA-NO Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

Ha= Los valores CMI de Candida parapsilosis de los lotes de MSA-NO Np no provienen de 

una población idéntica ni poseen una misma mediana. 

 

3.3.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

1. El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

2. El valor del estadístico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado 

crítico para una distribución de ji cuadrada  

 

3.3.2.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

Estadísticos de pruebaa,b 

 CMI_C_parapsilosis 

H de Kruskal-Wallis ,000 

gl 2 

Sig. asintótica 1,000 

 

a. Prueba de Kruskal Wallis 

b. Variable de agrupación: Lote       Fuente: SPSS Statistics 

 

3.3.2.4. Interpretación de Resultados Estadísticos 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Kruskall Wallis Interpretación del Valor p 

CMI  

C. parapsilosis 

0.000 <5.992 Se retiene hipótesis 

nula 

1.000 > 0.05  Se retiene hipótesis 

nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 
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3.3.2.5. Conclusión 

Se asume que las CMI de C. parapsilosis de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de 

una población idéntica y con medianas iguales. 

3.4.  CMI de C.krusei 

 

3.4.1. Prueba de Normalidad Shapiro-Wilk 

 

3.4.1.1. Hipótesis  

 

H0= Los valores CMI de Candida krusei del lote “n” de MSA-NO Np provienen de una 

distribución normal. 

Ha= Los valores CMI de Candida krusei del lote “n” de MSA-NO Np no provienen de 

una distribución normal. 

Donde n = 1, 2 ,3. 

3.4.1.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

1. El valor p obtenido es menor que el nivel de significancia (p < 0.05) 

2. El valor del estadístico de Shapiro-Wilk obtenido es mayor al valor ji cuadrado (χ² ) 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

 

3.4.1.3.  Tablas de Resultados Estadísticos 

Pruebas de normalidad 

 
Lote 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

CMI_C_krusei Lote 01 . 3 . . 3 . 

Lote 02 . 3 . . 3 . 

Lote 03 . 3 . . 3 . 

 

a. Corrección de significación de Lilliefors                                                  Fuente: SPSS Statistics 
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3.4.1.4. Interpretación de Resultados 

 

Muestra 

Interpretación del Valor 

Estadístico Shapiro 

Wilk* 

Interpretación del Valor p 

CMI C. krusei 

Lote 01 

No se puede interpretar No se puede interpretar 
CMI C. krusei 

Lote 02 

CMI C. krusei 

Lote 03 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ² crítico = 7.815 Grados de Libertad:3; Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 18). 

 

3.4.1.5. Conclusión 

Se asume que la distribución de los valores CMI de Candida krusei de los lotes 01, 02 y 03 de 

MSA-NO Np no es normal.  

No se procede a la prueba de Homogeneidad de Varianzas. Se procede al análisis de varianzas 

mediante una prueba no paramétrica, el test Kruskal – Wallis para “k” muestras 

independientes. 

 

3.4.2.  Prueba No Paramétrica de Análisis de Varianzas  Kruskal-Wallis 

 

3.4.2.1. Hipótesis 

 

H0= Los valores CMI de Candida krusei de los lotes de MSA-NO Np provienen de una 

población idéntica con una misma mediana. 

Ha= Los valores CMI de Candida krusei de los lotes de MSA-NO Np no provienen de una 

población idéntica ni poseen una misma mediana. 

 

3.4.2.2. Criterios de Rechazo de Hipótesis Nula 

 

Se rechazará la H0 cuando se cumplan los siguientes escenarios: 

1. El valor p obtenido es menor al nivel de significancia (p < 0.05) 

2. El valor del estadístico de Kruskal-Wallis (H) obtenido es mayor al valor ji cuadrado 

crítico para una distribución de ji cuadrada. 

 

 

 



P á g i n a  22 | 22 

 

3.4.2.3. Tablas de Resultados Estadísticos 

Estadísticos de pruebaa,b 

 CMI_C_krusei 

H de Kruskal-Wallis ,000 

gl 2 

Sig. asintótica 1,000 

 

a. Prueba de Kruskal Wallis 

b. Variable de agrupación: Lote             Fuente: SPSS Statistics 

 

3.4.2.4. Interpretación de Resultados Estadísticos 

 

Muestra 
Interpretación del Valor 

Estadístico de Kruskall Wallis Interpretación del Valor p 

CMI  

C. krusei 

0.000 <5.992 Se retiene hipótesis 

nula 

1.000 > 0.05  Se retiene hipótesis 

nula 

*Según Tabla de Distribución Ji Cuadrada, χ²  crítico = 5.992 Grados de Libertad :2;  Nivel de significancia α = 

0.05 (Ver Anexo 19). 

 

 

3.4.2.5. Conclusión 

Se asume que las CMI de C. krusei de los lotes 01, 02 y 03 de MSA-NO Np provienen de una 

población idéntica y con medianas iguales. 
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Usuario
Texto tecleado
ANEXO 18. TABLA DE DISTRIBUCIÓN JI CUADRADA CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05 

Usuario
Texto tecleado
v= grados de libertad
α = nivel de significancia




 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 19 

 



En las columnas se encuentran los grados de libertad del numerador
En los renglones se encuentran los grados de libertad del denominador.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 20 24 30 40 60 120
1 161.4 199.5 215.7 224.6 230.2 234.0 236.8 238.9 240.5 241.9 243.0 243.9 245.9 248.0 249.1 250.1 251.1 252.2 253.3
2 18.51 19.00 19.16 19.25 19.30 19.33 19.35 19.37 19.38 19.40 19.40 19.41 19.43 19.45 19.45 19.46 19.47 19.48 19.49
3 10.13 9.55 9.28 9.12 9.01 8.94 8.89 8.85 8.81 8.79 8.76 8.74 8.70 8.66 8.64 8.62 8.59 8.57 8.55
4 7.71 6.94 6.59 6.39 6.26 6.16 6.09 6.04 6.00 5.96 5.94 5.91 5.86 5.80 5.77 5.75 5.72 5.69 5.66
5 6.61 5.79 5.41 5.19 5.05 4.95 4.88 4.82 4.77 4.74 4.70 4.68 4.62 4.56 4.53 4.50 4.46 4.43 4.40
6 5.99 5.14 4.76 4.53 4.39 4.28 4.21 4.15 4.10 4.06 4.03 4.00 3.94 3.87 3.84 3.81 3.77 3.74 3.70
7 5.59 4.74 4.35 4.12 3.97 3.87 3.79 3.73 3.68 3.64 3.60 3.57 3.51 3.44 3.41 3.38 3.34 3.30 3.27
8 5.32 4.46 4.07 3.84 3.69 3.58 3.50 3.44 3.39 3.35 3.31 3.28 3.22 3.15 3.12 3.08 3.04 3.01 2.97
9 5.12 4.26 3.86 3.63 3.48 3.37 3.29 3.23 3.18 3.14 3.10 3.07 3.01 2.94 2.90 2.86 2.83 2.79 2.75

10 4.96 4.10 3.71 3.48 3.33 3.22 3.14 3.07 3.02 2.98 2.94 2.91 2.85 2.77 2.74 2.70 2.66 2.62 2.58
11 4.84 3.98 3.59 3.36 3.20 3.09 3.01 2.95 2.90 2.85 2.82 2.79 2.72 2.65 2.61 2.57 2.53 2.49 2.45
12 4.75 3.89 3.49 3.26 3.11 3.00 2.91 2.85 2.80 2.75 2.72 2.69 2.62 2.54 2.51 2.47 2.43 2.38 2.34
13 4.67 3.81 3.41 3.18 3.03 2.92 2.83 2.77 2.71 2.67 2.63 2.60 2.53 2.46 2.42 2.38 2.34 2.30 2.25
14 4.60 3.74 3.34 3.11 2.96 2.85 2.76 2.70 2.65 2.60 2.57 2.53 2.46 2.39 2.35 2.31 2.27 2.22 2.18
15 4.54 3.68 3.29 3.06 2.90 2.79 2.71 2.64 2.59 2.54 2.51 2.48 2.40 2.33 2.29 2.25 2.20 2.16 2.11
16 4.49 3.63 3.24 3.01 2.85 2.74 2.66 2.59 2.54 2.49 2.46 2.42 2.35 2.28 2.24 2.19 2.15 2.11 2.06
17 4.45 3.59 3.20 2.96 2.81 2.70 2.61 2.55 2.49 2.45 2.41 2.38 2.31 2.23 2.19 2.15 2.10 2.06 2.01
18 4.41 3.55 3.16 2.93 2.77 2.66 2.58 2.51 2.46 2.41 2.37 2.34 2.27 2.19 2.15 2.11 2.06 2.02 1.97
19 4.38 3.52 3.13 2.90 2.74 2.63 2.54 2.48 2.42 2.38 2.34 2.31 2.23 2.16 2.11 2.07 2.03 1.98 1.93
20 4.35 3.49 3.10 2.87 2.71 2.60 2.51 2.45 2.39 2.35 2.31 2.28 2.20 2.12 2.08 2.04 1.99 1.95 1.90
21 4.32 3.47 3.07 2.84 2.68 2.57 2.49 2.42 2.37 2.32 2.28 2.25 2.18 2.10 2.05 2.01 1.96 1.92 1.87
22 4.30 3.44 3.05 2.82 2.66 2.55 2.46 2.40 2.34 2.30 2.26 2.23 2.15 2.07 2.03 1.98 1.94 1.89 1.84
23 4.28 3.42 3.03 2.80 2.64 2.53 2.44 2.37 2.32 2.27 2.24 2.20 2.13 2.05 2.01 1.96 1.91 1.86 1.81
24 4.26 3.40 3.01 2.78 2.62 2.51 2.42 2.36 2.30 2.25 2.22 2.18 2.11 2.03 1.98 1.94 1.89 1.84 1.79
25 4.24 3.39 2.99 2.76 2.60 2.49 2.40 2.34 2.28 2.24 2.20 2.16 2.09 2.01 1.96 1.92 1.87 1.82 1.77
26 4.23 3.37 2.98 2.74 2.59 2.47 2.39 2.32 2.27 2.22 2.18 2.15 2.07 1.99 1.95 1.90 1.85 1.80 1.75
27 4.21 3.35 2.96 2.73 2.57 2.46 2.37 2.31 2.25 2.20 2.17 2.13 2.06 1.97 1.93 1.88 1.84 1.79 1.73
28 4.20 3.34 2.95 2.71 2.56 2.45 2.36 2.29 2.24 2.19 2.15 2.12 2.04 1.96 1.91 1.87 1.82 1.77 1.71
29 4.18 3.33 2.93 2.70 2.55 2.43 2.35 2.28 2.22 2.18 2.14 2.10 2.03 1.94 1.90 1.85 1.81 1.75 1.70
30 4.17 3.32 2.92 2.69 2.53 2.42 2.33 2.27 2.21 2.16 2.13 2.09 2.01 1.93 1.89 1.84 1.79 1.74 1.68
40 4.08 3.23 2.84 2.61 2.45 2.34 2.25 2.18 2.12 2.08 2.04 2.00 1.92 1.84 1.79 1.74 1.69 1.64 1.58
60 4.00 3.15 2.76 2.53 2.37 2.25 2.17 2.10 2.04 1.99 1.95 1.92 1.84 1.75 1.70 1.65 1.59 1.53 1.47

            �����En las columnas se encuentran los valores F que corresponden al área 0.05 a la derecha

120 3.92 3.07 2.68 2.45 2.29 2.18 2.09 2.02 1.96 1.91 1.87 1.83 1.75 1.66 1.61 1.55 1.50 1.43 1.35

© Ing. Jesús Alberto Mellado Bosque

Usuario
Texto tecleado
ANEXO 19. TABLA DE DISTRIBUCIÓN DE FISHER CON NIVEL DE SIGNIFICANCIA 0.05



Distribución F    0.01
En las columnas se encuentran los valores F que corresponden al área 0.05 a la derecha
En las columnas se encuentran los grados de libertad del numerador
En los renglones se encuentran los grados de libertad del denominador.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 20 24 30 40 60 120
1 4052 4999 5403 5625 5764 5859 5928 5981 6022 6056 6083 6106 6157 6209 6235 6261 6287 6313 6339
2 98.50 99.00 99.17 99.25 99.30 99.33 99.36 99.37 99.39 99.40 99.41 99.42 99.43 99.45 99.46 99.47 99.47 99.48 99.49
3 34.12 30.82 29.46 28.71 28.24 27.91 27.67 27.49 27.35 27.23 27.13 27.05 26.87 26.69 26.60 26.50 26.41 26.32 26.22
4 21.20 18.00 16.69 15.98 15.52 15.21 14.98 14.80 14.66 14.55 14.45 14.37 14.20 14.02 13.93 13.84 13.75 13.65 13.56
5 16.26 13.27 12.06 11.39 10.97 10.67 10.46 10.29 10.16 10.05 9.96 9.89 9.72 9.55 9.47 9.38 9.29 9.20 9.11
6 13.75 10.92 9.78 9.15 8.75 8.47 8.26 8.10 7.98 7.87 7.79 7.72 7.56 7.40 7.31 7.23 7.14 7.06 6.97
7 12.25 9.55 8.45 7.85 7.46 7.19 6.99 6.84 6.72 6.62 6.54 6.47 6.31 6.16 6.07 5.99 5.91 5.82 5.74
8 11.26 8.65 7.59 7.01 6.63 6.37 6.18 6.03 5.91 5.81 5.73 5.67 5.52 5.36 5.28 5.20 5.12 5.03 4.95
9 10.56 8.02 6.99 6.42 6.06 5.80 5.61 5.47 5.35 5.26 5.18 5.11 4.96 4.81 4.73 4.65 4.57 4.48 4.40

10 10.04 7.56 6.55 5.99 5.64 5.39 5.20 5.06 4.94 4.85 4.77 4.71 4.56 4.41 4.33 4.25 4.17 4.08 4.00
11 9.65 7.21 6.22 5.67 5.32 5.07 4.89 4.74 4.63 4.54 4.46 4.40 4.25 4.10 4.02 3.94 3.86 3.78 3.69
12 9.33 6.93 5.95 5.41 5.06 4.82 4.64 4.50 4.39 4.30 4.22 4.16 4.01 3.86 3.78 3.70 3.62 3.54 3.45
13 9.07 6.70 5.74 5.21 4.86 4.62 4.44 4.30 4.19 4.10 4.02 3.96 3.82 3.66 3.59 3.51 3.43 3.34 3.25
14 8.86 6.51 5.56 5.04 4.69 4.46 4.28 4.14 4.03 3.94 3.86 3.80 3.66 3.51 3.43 3.35 3.27 3.18 3.09
15 8.68 6.36 5.42 4.89 4.56 4.32 4.14 4.00 3.89 3.80 3.73 3.67 3.52 3.37 3.29 3.21 3.13 3.05 2.96
16 8.53 6.23 5.29 4.77 4.44 4.20 4.03 3.89 3.78 3.69 3.62 3.55 3.41 3.26 3.18 3.10 3.02 2.93 2.84
17 8.40 6.11 5.18 4.67 4.34 4.10 3.93 3.79 3.68 3.59 3.52 3.46 3.31 3.16 3.08 3.00 2.92 2.83 2.75
18 8.29 6.01 5.09 4.58 4.25 4.01 3.84 3.71 3.60 3.51 3.43 3.37 3.23 3.08 3.00 2.92 2.84 2.75 2.66
19 8.18 5.93 5.01 4.50 4.17 3.94 3.77 3.63 3.52 3.43 3.36 3.30 3.15 3.00 2.92 2.84 2.76 2.67 2.58
20 8.10 5.85 4.94 4.43 4.10 3.87 3.70 3.56 3.46 3.37 3.29 3.23 3.09 2.94 2.86 2.78 2.69 2.61 2.52
21 8.02 5.78 4.87 4.37 4.04 3.81 3.64 3.51 3.40 3.31 3.24 3.17 3.03 2.88 2.80 2.72 2.64 2.55 2.46
22 7.95 5.72 4.82 4.31 3.99 3.76 3.59 3.45 3.35 3.26 3.18 3.12 2.98 2.83 2.75 2.67 2.58 2.50 2.40
23 7.88 5.66 4.76 4.26 3.94 3.71 3.54 3.41 3.30 3.21 3.14 3.07 2.93 2.78 2.70 2.62 2.54 2.45 2.35
24 7.82 5.61 4.72 4.22 3.90 3.67 3.50 3.36 3.26 3.17 3.09 3.03 2.89 2.74 2.66 2.58 2.49 2.40 2.31
25 7.77 5.57 4.68 4.18 3.85 3.63 3.46 3.32 3.22 3.13 3.06 2.99 2.85 2.70 2.62 2.54 2.45 2.36 2.27
26 7.72 5.53 4.64 4.14 3.82 3.59 3.42 3.29 3.18 3.09 3.02 2.96 2.81 2.66 2.58 2.50 2.42 2.33 2.23
27 7.68 5.49 4.60 4.11 3.78 3.56 3.39 3.26 3.15 3.06 2.99 2.93 2.78 2.63 2.55 2.47 2.38 2.29 2.20
28 7.64 5.45 4.57 4.07 3.75 3.53 3.36 3.23 3.12 3.03 2.96 2.90 2.75 2.60 2.52 2.44 2.35 2.26 2.17
29 7.60 5.42 4.54 4.04 3.73 3.50 3.33 3.20 3.09 3.00 2.93 2.87 2.73 2.57 2.49 2.41 2.33 2.23 2.14
30 7.56 5.39 4.51 4.02 3.70 3.47 3.30 3.17 3.07 2.98 2.91 2.84 2.70 2.55 2.47 2.39 2.30 2.21 2.11
40 7.31 5.18 4.31 3.83 3.51 3.29 3.12 2.99 2.89 2.80 2.73 2.66 2.52 2.37 2.29 2.20 2.11 2.02 1.92
60 7.08 4.98 4.13 3.65 3.34 3.12 2.95 2.82 2.72 2.63 2.56 2.50 2.35 2.20 2.12 2.03 1.94 1.84 1.73

120 6.85 4.79 3.95 3.48 3.17 2.96 2.79 2.66 2.56 2.47 2.40 2.34 2.19 2.03 1.95 1.86 1.76 1.66 1.53
Para calcular el valor F en excel, se utiliza la función de la distribución F inversa
   =distr.f.inv(0.01; gl num; gl den) © Ing. Jesús Alberto Mellado Bosque
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