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INTRODUCCION

El quitosan es un polisacarido natural obtenido por desacetilacién de la quitina. La quitina
fue aislada por primera vez en 1811, a partir de hongos superiores, por Braconnot, quién le
asignd el nombre de fungina. En 1823, Odier aisld, a partir de escarabajos, un complejo
insoluble al que denominé quitina, un vocablo que proviene del griego “chiton” y que
significa cubierta o envoltura. En 1859, Rouget observo que tratando quitina con hidréxido
de sodio concentrado obtenia un nuevo producto al que denomind “quitina modificada” y
que era soluble en &cidos organicos. Pero no es hasta 1894, cuando Hoppe-Seyler sometid
la quitina a reflujo a 180°C en hidréxido de potasio y observé que el producto que se
formaba era bastante soluble en &cido acético y clorhidrico y lo denomino quitosan.

La reaccidon de desacetilacion, o sea, la pérdida del grupo acetilo del grupo amida del
carbono 2 da lugar a un grupo amino en esa posicion que se produce cuando la quitina se
somete a la accion de un medio alcalino muy concentrado y a temperaturas superiores a
60°Cr,

En los Gltimos 20 afios la quitina ha sido de gran interés para la investigacion debido a que

es una fuente renovable y no téxica®.

Sin embargo, la funcionalidad y actividad del
quitosan depende de sus caracteristicas fisicoquimicas®®,

El grado de desacetilacion es un parametro que influencia propiedades fisicoquimicas como
el peso molecular 'y viscosidad, asi como también propiedades biolégicas como la
biodegradacion de las peliculas de quitosan, el efecto bactericida y las propiedades de

curacion de heridas™ [

Por lo anterior, este trabajo estd enfocado principalmente al estudio de la influencia del
grado de desacetilacion de la quitina de camaron en las propiedades fisicoquimicas del

quitosan.



CAPITULO 1
ANTECEDENTES

Generalidades de la Quitina.

Al paso de los afios gran variedad de procedimientos han sido desarrollados para la
preparacion de quitina y quitosan. Algunos de estos son la base de procesos quimicos para
la produccion industrial de quitosan a partir de los desperdicios de caparazones de
crustaceos. El cangrejo, camarén, langosta o langostino, son la fuente mas grande de
quitina (en general 20-30% sobre una base seca) al mismo tiempo de ser la Unica fuente
quitinosa disponible en cantidades suficientes para abastecer una industria comercial de
quitina/quitosant’.

Estimaciones de producciones anuales de desperdicios de caparazones de cangrejo,
camaron, langosta, almejas y ostras, en base seca, son equivalenteS a 1.44 millones de
toneladas métricas’” . La provisién del mundo actual de desperdicios quitinosos podria
posiblemente soportar una produccién de 50 a 100 millones de libras™”. Las mayores
fuentes de crustaceos en U.S.A. que son procesadas en quitina y quitosan son el cangrejo
Dungeness (Cancer magister) y el camardn del pacifico (Pandalus borealis).

El desperdicio de los caparazones de los crustaceos estd compuesto principalmente de
proteina (30-40%), carbonato y fosfato de calcio (30-50%) y quitina (20-30%). Estas
proporciones varfan dependiendo de la especie y de la estacién del afio®. Por eso, el
método de preparacion de quitosan puede variar y por lo tanto las caracteristicas fisicas y
quimicas de la quitina y quitosan difieren dependiendo de las especies y del método de
extraccion® . Estudios P*® con desperdicios de crustaceos han demostrado claramente que
propiedades especificas de estos productos como peso molecular y el grado de
desacetilacion, varian dependiendo de diferentes condiciones de extraccion asi como el
tipo y fuerza de las soluciones de acido y alcali, temperatura de reaccién y condiciones
atmosféricas .

La biotecnologia propone procedimientos alternativos para la extraccion de productos de
alto valor agregado a partir de dichos desechos. Los desechos estan constituidos de
compuestos de valor comercial como quitina, proteinas, pigmentos y minerales. Estos

compuestos se encuentran asociados, y por métodos tradicionales se utilizan altas



concentraciones de quimicos para separarlos, lo cual ocasiona destruccion de prote

despolimerizacion de la quitina 7.

Estructura Quimica.
La quitina es el segundo polisacarido en abundancia en la naturaleza, después de la ce

y es la mayor fuente de contaminacién superficial en las areas costeras %!,

Algunas de las caracteristicas de la quitina son:
e Blancura
e Dureza
¢ Inelasticidad

e Insolubilidad

inas y

lulosa

Sisteméticamente se conoce como 2-acetoamido-2-desoxi-D-glucosa, con uniones B(1-4)%!

Su estructura es similar a la celulosa, a diferencia de los grupos aminos en la posicion de

C-2 (ver figura 1), en la cual se unen unidades repetidas de cadenas principales.

Figura 1. Estructura quimica de la quitina ",
La quitina, como en el caso de la celulosa y otros biopolisacaridos, tiene alto

molecular y poseen una cadena de enlaces de hidrogeno inter e intramoleculares

peso
. Esta

estructura resulta con poca solubilidad en la mayoria de los solventes organicos, lo que la

hace quimicamente inerte para su derivatizacion™. La quitina puede formar 4
diferentes de puentes de hidrogeno y estos son:
e Entre dos grupos de hidroxilo (HO-OH)

tipos

e Entre el hidrégeno del grupo amida y los oxigenos de los grupos hidroxilo (HO-NH)

e Entro los hidrogenos de los hidroxilo y el grupo carbonilo (C=0-0OH)

e Entre el hidrogeno sobre el nitrégeno de la amida y el grupo carbonilo (C=0-NH)



La energia del enlace de C-O-C es mas pequefia a comparacion con el enlace C-C, por lo
que es mas probable que la descomposicion de quitina comience con el corte del enlace C-
O-C P El grupo acetilo de la quitina puede presentar un impedimento estérico para la
formacién de puentes de hidrogeno, en los que intervenga el grupo hidroxilo vecino o el
hidrégeno aminico, lo que resulta también en una desventaja relacionada a la

compatibilidad y miscibilidad con otros polimeros!”.

Figura 2. Estructura quimica del quitosan .
Principios de Obtencion de Quitina.
La manufactura de diferentes quitosanos esta basada en un procedimiento que consta de 3

pasos principales:

Desproteinizacidn. La remocion de proteinas es convencionalmente acompafiada por una

extraccion con alcali caliente, a cierta temperatura, durante un lapso determinado. El

material se lava y se seca ™.

Desmineralizacién. La remocién de los minerales se lleva a cabo con acido disuelto. Este

proceso se lleva a cabo a diversas temperaturas, tiempos y ciclos. EI material se lava y se

secal®,

Decoloracion. Los exoesqueletos de crustaceos contienen pigmentos que pueden ser
recuperados ya que poseen un valor comercial. La mayor parte de los pigmentos presentes
son astacina, astaxantina, cantaxantina, luteina y el p-caroteno. Tras la desmineralizacion

con tratamientos acidos estos pigmentos pueden ser separados mediante extracciones con



etanol, éter, acetona y cloroformo. ElI empleo de acido acético al 50% en caliente puede
desmineralizar las céscaras y extraer los carotenoides al mismo tiempo. Otra opcidn para
realizar la decoloracion seria emplear agentes blanqueadores como H,0, al 0.5-3% o
NaClO al 0.32% 2,

Metodologias para la obtencidn de quitosan a partir de quitina.

Una de las diferencias mas importantes entre la quitina y el quitosan, es su solubilidad, ya
gue como anteriormente se dijo, la estructura de la quitina no permite que existan enlaces
de puente de hidrégeno, por lo que hace dificil esta propiedad, mientras que el quitosan es
soluble en soluciones &cidas diluidas.

El quitosan es obtenido por la desacetilacion parcial de la quitina y consiste en unidades de
D-glucosamida y N-acetil-glucosamida. EIl pardmetro mas importante para la
caracterizacién del quitosan es el grado de desacetilacion, el cual refleja el balance entre
los dos residuos monoméricos.

El grado de desacetilacion influencia las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas. La
mayoria de las muestras comerciales tienen un grado de desacetilacién de 70-80%, siempre

menor que el 90%.

DESACETILACION.

Se puede realizar mediante procesos quimicos o enzimaticos. El proceso quimico se puede

llevar a cabo de dos formas, homogénea y heterogénea *%. Tenemos, por mencionar un
ejemplo, que la desacetilacion homogénea comienza con un pre tratamiento de
hinchamiento y la eventual disolucién completa de la quitina en frio (-0°C) mediante la
utilizacion de una relacion de quitina NaOH (p/p) de 1:10. Luego se somete a
desacetilacion a temperaturas cercanas a la del ambiente durante periodos largos de tiempo.
Esto permite que la reaccion no se localice en determinados lugares de la cadena y el ataque
a los grupos amida sea mas uniforme. La desacetilacion heterogénea, en algunos casos, se
lleva a cabo en soluciones acuosas concentradas de bases como hidroxidos de sodio o de
potasio, bajo condiciones severas (100°C-160°C). Las condiciones en las que se lleva a
cabo la desacetilacion heterogénea pueden reducir la longitud de la cadena por este motivo

es conveniente repetir varias veces el tratamiento alcalino por cortos periodos de tiempo y



aislando el producto en cada etapa. Para disminuir la pérdida de peso molecular del
polimero es conveniente la ausencia de oxigeno o la presencia de un antioxidante .

Otro método para obtener quitosan es la utilizacidn de enzimas. La principal ventaja de este
método respecto al quimico es la obtencion de un material uniforme en sus propiedades
fisicas y quimicas, hecho muy apreciado para aplicaciones biomédicas. La quitina
desacetilada es la enzima que cataliza la conversion de quitina a quitosan por la
desacetilacion de los residuos N-acetil-D-glucosamina. La limitacion de este método es que
la enzima no es muy efectiva en la desacetilacion de quitina insoluble y por lo tanto es

necesario un pretratamiento!*?.

Obtencion del Grado de desacetilacion

El quitosan es la forma desacetilada de la quitina, a partir de cascaras de camaron y
conchas de cangrejo. Se obtiene por métodos de desacetilacion alcalina (NaOH, 40-50%), y
la mayoria de los quitosanos comerciales tienen un grado de desacetilacion mayor que el
70% y un peso molecular entre 1x10° y 1.2 millones de Da™. Esta compuesto de 2-amino-
2-Deoxy-B-D-glucosa (ver figura 2), tiene 3 grupos funcionales. Las modificaciones

quimicas de estos grupos proveen diferentes aplicaciones .

Titulacion potenciométrica fue propuesta por Broussignac, durante el
procedimiento el biopolimero es disuelto en un acido conocido HCI, convirtiendo el
quitosan en polielectrélito™ y la solucién es titulada con NaOH, donde se obtiene como
resultado una curva de titulacion, (ver figura 3), con dos puntos de inflexién: el primer
punto corresponde al exceso de HCI, mientras que el segundo corresponde al quitosan
protonado. La diferencia entre los dos puntos de inflexion a lo largo de la abcisa, da como
resultado la cantidad en moles de H* requeridos para la protonacion de los grupos amino
libres (desacetilado) y corresponde a la cantidad de D-GIcN en la solucion titulada.
Asumiendo que el resto de la muestra es D-GlcNac, el valor del grado de desacetilacion

puede ser obtenido.
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Figura 3. Curva de titulacién con el método de Broussignac ™.
La reaccién de equilibrio que describe el estado ionizante del quitosan como resultado de la
protonacién de los grupos amino en solucion acida es:
R-NH, + H* <=> R-NH3*
Mientras que la constante de disociacién del quitosan segtin Wang B es definida como:
Ka = [R-NH2][H']/ [R-NHs"]

La desventaja de utilizar el método de titulacion potenciométrica, implica que la muestra
del quitosan tiene que ser purificada y secada previamente para obtener un resultado
preciso. Afadiendo los posibles errores que se pueden cometer durante la determinacion
como: el peso de la muestra y errores causados por la precipitacion del polimero, estos

altimos reducen la concentracion de la solucién causando un error en la funcion linealt.

Espectrofotometria. Se refiere a la medida de cantidades relativas de luz
absorbida por una muestra, en funcién de la longitud de onda.
Cada componente de la solucion tiene su patron de absorcion de luz caracteristico.
Comparando la longitud de onda y la intensidad del maximo de absorcién de luz de una
muestra contra soluciones estandar, es posible determinar la identidad y la concentracion de
componentes disueltos en la muestra (solucion incognita).
Las ventajas de la espectrofotometria sobre otros métodos analiticos de laboratorio son
varias: es rapida, precisa, versatil, facil de usar y eficiente en costo. Los espectrofotometros
se han mejorado en precision y versatilidad en los ultimos afios con los avances de

tecnologia, y hoy se consideran indispensables en un laboratorio de quimica analitica.



La espectrofotometria se usa para diversas aplicaciones, como:

e andlisis cuantitativo y cualitativo de soluciones desconocidas en un laboratorio de

investigacion.

e estandarizacion de colores de diversos materiales, como plasticos y pinturas.

e deteccion de niveles de contaminacion en aire y agua.

e ydeterminacién de trazas de impurezas en alimentos y en reactivos.
Un espectrometro tipico posee cuatro componentes basicos: una fuente de radiacion que
tiene intensidad constante en el rango de longitud de onda que cubre (usualmente es
ldmpara de tungsteno para luz visible, y deuterio para ultravioleta), un compartimiento para
la muestra, un monocromador que separa la banda de longitud de onda deseada del resto del
espectro y la dispersa al compartimiento de la muestra, y un fotodetector, que mide
cuantitativamente la radiacion que pasa por la muestra.
En general, los espectrometros miden en % de transmitancia (T) y absorbancia (A). El
porciento de transmitancia se refiere a la cantidad de radiacion que pasa a través de la
muestra y alcanza el detector. Una solucién limpida, no absorbente, mostrard una lectura de
100% de transmitancia en un espectrofotémetro calibrado. Las unidades de absorbancia van
de 0 a 2. La absorbancia se relaciona con la transmitancia como:

A =-log 1/T, (logaritmo decimal).

PESO MOLECULAR.
El peso molecular es otra de las caracteristicas que identifica los diferentes tipos de

quitosanos, ya que puede pueden existir con diversos valores, comercialmente existen en un
rango de 1x10°y 1.2x10° Da .,

La determinacion del peso molecular por medio de viscosidad intrinseca, es un método
relativamente rapido en el cual la viscosidad intrinseca de una solucién de polimero esté

relacionada al peso molecular de acuerdo a la ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada™.

Caracterizacion del peso molecular.

Para poder evaluar el peso molecular de cadenas poliméricas, pueden ser usados varios
métodos: se usan ampliamente las técnicas de viscosimetria y cromatografia por

permeacion de gel, las cuales son faciles de realizar y no consumen mucho tiempo. Estas



técnicas estan empiricamente relacionadas con el peso molecular, porque la medicion
depende del volumen hidrodindmico de la macromolécula, propiedades conformacionales e
interacciones polimero-solvente. Como consecuencia, se requiere una curva de calibracion.
Por otro lado, el método de light scattering (LS) da valores absolutos de peso molecular y
algunas veces los datos no son faciles de interpretar, en presencia de agregacion y/o

asociaciont.

Peso molecular medio viscosimétrico (viscosimetria intrinseca). La
viscosidad es una de las propiedades mas importantes de las soluciones poliméricas. La
viscosidad depende de la estructura quimica del polimero, de las interacciones con el
disolvente y del peso molecular. Normalmente, una molécula de alto peso molecular en un
buen disolvente adquiere un gran volumen hidrodindmico y la viscosidad de la solucién
aumenta. En el caso de los polielectrolitos, el volumen hidrodinamico depende, no s6lo del
peso molecular, sino también del nimero y distribucion de grupos idnicos en la cadena del
polimero. Los grupos idnicos pueden causar repulsion entre las cadenas, lo cual da lugar a
una expansion de la molécula y, en consecuencia, un incremento de la viscosidad de la
soluciont®.

La viscosimetria de soluciones diluidas esta relacionada con la medida de la habilidad
intrinseca de un polimero para incrementar la viscosidad de un disolvente a una
temperatura determinada y es Util para obtener informacion relacionada con el tamafio y la
forma de las moléculas de polimero en solucion y las interacciones polimero-disolvente. En
el régimen diluido la viscosidad de una solucién polimérica (para concentraciones de
polimero muy bajas). Los siguientes términos son definidos en estos casos:

Viscosidad relativa

n=n/no (1)

donde 1 es la viscosidad de la solucion de polimero y m, es la viscosidad del disolvente
puro.

Viscosidad especifica




Nsp =Nr -1 = (M-No) / Mo (2)

Viscosidad reducida

Nred=Msp / C (3)

donde ¢ es la concentracion de polimero. Esta es una medida de la habilidad de un polimero
para aumentar la viscosidad de un disolvente.

Viscosidad inherente

Ninh = I, /C (4)

Aun en soluciones muy diluidas las moléculas de polimero son capaces de interacciones
intermoleculares. Las dos contribuciones a la viscosidad reducida son el movimiento de las
moléculas aisladas en el disolvente y la interaccion entre las moléculas del polimero y la
solucién. Para eliminar las interacciones es necesario extrapolar a concentracion cero para
obtener las viscosidades inherente y reducida cominmente conocidas como viscosidad

intrinsecal®.

] = (Mred)e—0 = (Minh) c—0 (5)

La viscosidad intrinseca tiene las unidades de masa/volumen y en una medida del tamafio
de una molécula en solucién. Es una medida de la habilidad de una molécula de polimero
para aumentar la viscosidad de un disolvente en ausencia de interacciones intermoleculares.
Las ecuaciones mas comunes para evaluar la viscosidad intrinseca son las ecuaciones de
Huggins y Kraemer, dadas por las ecuaciones (6) y (7), respectivamente. El procedimiento
mas usual para determinar la viscosidad intrinseca es determinar la viscosidad relativa para
diferentes concentraciones de polimero y representar los datos utilizando las ecuaciones (6)
y (7) y entonces calcular el valor a concentracion cero. En la Figura 4 se muestra una

grafica tipica de este tipo de datos.

s/ € = [+ Ku [ c (6)



Inm: /¢ = [k —ke ] € (7)

Las medidas de viscosidad relativa de soluciones diluidas de polimeros se pueden llevar a

cabo en una variedad de maneras incluyendo viscosimetros capilares, donde se registra el

tiempo requerido por los dos fluidos para fluir entre dos marcas en un capilar.

Alternativamente, se pueden usar también viscosimetros de cilindros coaxiales!®.

Viscosidad
(cc/e)

300 7
250 +
200 A
150 - _1“_““'—“———1—____
T

100 ® Viscosidad reducida

B Viscosidad Inherente

50 I I } I I I
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

Concentracion (g/cc)

Figura 4. Evaluacion de la viscosidad intrinseca para una solucién de una poliacrilamida

cationica en una solucion acuosa de NaCl 1 mol/L a 25 °C.

Las soluciones de polielectrolitos exhiben comportamientos particulares. Cuando se

determina la viscosidad reducida de un polielectrolito en agua desionizada su valor aumenta

abruptamente al disminuir la concentracion del polielectrolito. Este efecto se hace mas

débil con la adicién de sales. Sobre una concentracion dada de sales, los polielectrolitos se



comportan de manera similar a los no-polielectrolitos (Figura 5). El incremento en
viscosidad se observa solo a bajas concentraciones de polielectrolito; a altas
concentraciones el comportamiento es similar al observado para soluciones de no-

polielectrolitos’®.
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Figura 5. Dependencia de la viscosidad reducida en funcion de la concentracion de
polimero para soluciones acuosas de Na-carboximetilcelulosa a diferentes fuerzas ionicas:
(1) no NacCl, (2) 2.5x10-4 mol/L NacCl, (3) 5x10-3 mol/L NaCl, (4) 5x10-2 mol/L NaCl.

Este comportamiento de los polielectrolitos se ha explicado tradicionalmente en términos

de la extension de cadena. Al disminuir la concentracion del polielectrolito, aumenta el
grado de ionizacion. Los contraiones de las polisales forman una atmdsfera idnica alrededor
de la macromolécula. En soluciones diluidas, la atmésfera ionica es mas grande que el

diametro del ovillo molecular y los grupos cargados se repelen unos a otros, incrementando



la rigidez de la cadena y expandiendo el ovillo del polimero con un consecuente aumento
en la viscosidad. La adicion de sales de bajo peso molecular apantalla las cargas
suprimiendo el efecto polielectrolito!®.

La viscosidad reducida y la viscosidad intrinseca son ampliamente utilizadas solas o en
conjunto con dispersion de luz para estudiar relaciones estructura-propiedad, los efectos del
medio y la estabilidad de polimeros en solucion. El peso molecular viscosimétrico se puede
calcular utilizando la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (8) en la cual Mv es el peso
molecular viscosimétrico promedio y K y a son constantes para un sistema dado
polimero/disolvente/temperatura. Se puede calcular el peso molecular si se conocen los
valores de K y a para un conjunto de condiciones particulares. Las constantes en la
ecuacion (8) se pueden determinar para establecer la dependencia entre la viscosidad

intrinseca y el peso molecular promedio en peso (Mw) de muestras de calibracion®®.
[n]= K37." (8)

Light scattering.(dispersién de Luz). Esta técnica permite determinar de
forma directa el peso molecular promedio en peso, M,,, del polimero. Es una técnica rapida
y no destructiva que nos proporciona medidas absolutas sin la necesidad de utilizar ningdn
material de referencial®”. A pesar de que la dispersion de luz ofrece informacién importante
sobre el polimero y su interaccion con el medio, ha sido poco utilizada con el quitosan ya
que en ocasiones los resultados son de dificil interpretacion, especialmente cuando existe
agregacion o asociacién. En esta técnica, la intensidad de la luz dispersa en una solucién de
un polimero, en funcién de un &ngulo de difraccion y una concentracion, es medida con
ayuda de un fotémetro®”.

Cromatografia de exclusion. En esta técnica, las moléculas son separadas
de acuerdo a su tamafio. La separacion toma lugar en columnas cromatograficas rellenas
con geles rigidos porosos: los poros son al menos del mismo tamafio que las moléculas del
polimero. Una muestra de una solucion de polimero disuelto es introducida en un solvente
gaseoso que fluye a través de las columnas y las moléculas del polimero se pueden difundir
dentro de las estructuras de los poros internos del gel dependiendo del tamafo. Las
moléculas més grandes pueden entrar solo en una pequefia fraccion de la porcion interna

del gel, o son completamente excluidas: por lo tanto, estas duran menos tiempo dentro del



gel y fluyen més rapido a través de la columna. EI comportamiento opuesto ocurre para
moléculas de polimero mas pequefias 7.

Factor de correccion de la polidispersidad. La polidispersidad indica el grado de
variacién, o amplitud de una campana gausiana que representa los pesos moleculares de un
polimero. Es representada por la division del peso molecular promedio en masa, con
respecto al peso molecular promedio en ntimero: Mw/Mn.,

Los polimeros a diferencia de los compuestos de bajo peso molecular, no tienen un
peso molecular Unico, sino que poseen una distribucién de pesos moleculares. Este hecho
complica el estudio de la fisica de polimeros, la cual tiene que ser estadistica. Por ello se
utiliza el peso molecular promedio. Sin embargo el promedio de pesos moleculares puede
representar o incluir pesos muy distintos™.

La polidispersidad es muy diferente en un polimero obtenido por polimerizacion por
radicales libres que uno obtenido por polimerizacién anidnica, o por polimerizacion
catiénica™.

La razon por la cual la polidispersidad en la polimerizacion por radicales libres es
mayor, se debe al del crecimiento de las cadenas de polimero, determinado por los radicales
libres, estos radicales cuya inestabilidad es alta y tienden a reaccionar rapidamente
provocan alta ramificacion de las cadenas y un crecimiento poco ordenado y terminacion de
cadenas con diferente grado de polimerizaciént®.

En cambio, la polimerizacién anidnica, debido al orden y la regularidad de la

reaccion, asf como su cinética de reaccién, produce una polidispersidad muy baja™.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Caracterizar fisicoquimicamente a los quitosanos obtenidos bajo diferentes condiciones de

desacetilacion quimica de quitina proveniente de camarén.

Objetivos particulares

Objetivo 1.

Evaluar la desacetilacion quimica de quitina de camar6n, variando tiempo de
desacetilacion, temperatura y concentracion de hidroxido en sistema homogéneo vy

heterogéneo, a través de titulacion potenciométrica.

Objetivo 2.
Evaluar el peso molecular medio viscosimétrico de quitinas desacetiladas bajo diferentes

condiciones de temperatura, tiempo y concentracion de NaOH.

Objetivo 3
Evaluar la viscosidad de quitinas desacetiladas bajo diferentes condiciones de temperatura,
tiempo y concentracion de NaOH vy relacionarlo con el peso molecular medio

viscosimétrico y el grado de desacetilacion.



CAPITULO 1l

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

CUADRO METODOLOGICO.

quimica de quitina proveniente de camar6n para conocer sus propiedades.”

OBJETIVO: “Caracterizar fisicoquimicamente a los quitosanos obtenidos bajo diferentes condiciones de desacetilacion
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Objetivo 1
Actividad 1. Obtencion de quitina.

Se obtuvo quitina de camardn a partir de exoesqueleto de camardn, bajo la técnica descrita

en el registro de patente del laboratorio de Biotecnologia de la FESC-UNAM®"

Actividad 2. Evaluacion del porcentaje de desacetilacion y solubilidad.

Desacetilacion.

El quitosan es un biopolimero obtenido de la N-desacetilaciobn de la quitina. Las
propiedades de no toxicidad, biodegradabilidad y biocompatibilidad del quitosan lo
proveen de un gran potencial para muchas aplicaciones. ElI grado de N-acetilacion
influencia no solo las caracteristicas fisicoquimicas, sino también, la biodegradabilidad y la
actividad inmunoldgica del quitosan. Consecuentemente, la determinacion del grado de N-
desacetilacién, ha sido el objetivo de muchas investigaciones .

Las condiciones de desacetilacion llevadas a cabo en este trabajo se resumen en la siguiente
tabla 1.

SISTEMA HOMOGENEO SISTEMA HETEROGENEO
tiempo 30min, 1hr, 2hrs 30min, 1hr, 2hrs
concentraciéon |12.5M, 25M 12.5M, 25M

Tabla 1. Condiciones de los diferentes tratamientos. Sistema Homogéneo: sistema cerrado,

ebullicion con reflujo. Sistema heterogéneo: sistema abierto, ebullicién sin reflujo.

Se pesaron 25g de quitina en una balanza Ohaus y se sometieron a los diferentes
tratamientos de desacetilacion de acuerdo al cuadro de la tabla 1. Posteriormente cada una
de las quitinas desacetiladas se lavaron con agua corriente hasta que el agua de lavado tuvo
un pH de 7. Finalmente cada una de las muestras se secé en una estufa marca BG a 80°C.

Determinacién de grado de desacetilacion.
La titulacion peachimétrica fue utilizada en esta experimentacion, la cual es una titulacion
acido-base de los grupos NH3" de la muestra del polimero (quitosan) disuelta en un exceso

de acido. Utilizando un peachimetro se determind el cambio de pH de la muestra a evaluar.



Se pesaron 0.30g de quitosan por duplicado de cada una de las muestras, previamente
secado a 105°C, se colocaron en vasos de precipitados de 100mL y se agitaron hasta
disolucion por un lapso de 24hrs. Se calibr6 el peachimetro para asegurar una lectura
confiable durante la experimentacién. Se utiliz6 una bureta con la base (NaOH), y se colocé

la muestra en la parte inferior, como lo muestra la figura 6.

Solucién base
(NaOH 0.1M)

Potenciémetro

Muestra disuelta
en 45 mlde HC]

Figura 6. Titulacion potenciométrica.

Se agregaron incrementos pequeiios de base, se anotaron los valores de pH de cada
volumen agregado, titulando hasta pH 11 de la muestra. Una vez obtenidos los datos de pH
y volumen gastado, se graficaron los valores colocando los datos de volumen de base
gastada en el eje de ordenadas. Con el grafico pH vs Vol. NaOH se determinaron los puntos
de equivalencia y se realizaron los célculos necesarios para determinar el grado de

desacetilacion.
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Figura 7. Gréafico Volumen NaOH (ml) vs pH

e Se calculd el volumen gastado.
Vol prom(mL) = (Vol Equivalencia 2(mL) — Vol Equivalencia 1(mL)) / 2
Vol gastado (L) = Vol Promedio (mL) / 1000
e Se calculé la masa en equivalentes.
Meqg = m(g) / ([NaOH]*Vgastado(L))
Donde:
Meg=masa (equivalentes)
m= masa del quitosan (gr)
[NaOH]=concentracion de hidréxido de sodio (N)
Vgastado = volumen final (L)
e Se calculd el grado de desacetilaciéon.
%DA= [203/(Meq+42)]*100

Se llevé a cabo esta prueba con 3 repeticiones y se analizé la varianza con un p < 0.05.

Solubilidad.

La quitina es uno de los poliscaridos naturales mas abundantes y disponibles a partir de los
exoesqueletos de crustaceos e insectos. Es obtenida principalmente como un subproducto
de la industria de comida de mar. La desacetilacion de la quitina lleva directamente a la
obtencién del quitosan. Se han encontrado recientemente una gran variedad de aplicaciones
para la quitina, el quitosén y sus derivados como materiales funcionales. Aun asi, la falta de

solubilidad de la quitina limita su uso practico. Desde que el quitosan tiene un grupo amino




en unidades repetidas, es soluble en medio acuso &cido, pero inherentemente insoluble en
agua. Una considerable cantidad de investigaciones han sido enfocadas a métodos para
hacer soluble al quitosan. En adicion, modificaciones quimicas pueden hacer al quitosan
soluble en agua. Se ha reportado que, por medio de un tratamiento de quitina con alcali en

condiciones homogeéneas, con cerca de 50% de desacetilacion llega a ser soluble en agua®.

Determinacion de la solubilidad.

Se secaron papeles filtro para cada una de las muestras en una estufa marca BG a 70°C,
obteniendo su peso sin humedad. Por otro lado se peso 1g de cada una de las muestras por
separado en una balanza Ohaus, se depositaron en un vaso de precipitado de 150ml y se
adicionaron 100mL de solucion de acido acético al 1%. Se dejaron en agitacion continua
por 24 hrs y finalmente con los papeles filtro secos se procedié a filtrar cada una de las
soluciones y el papel filtro con los residuos de cada solucion se dejaron secar en una estufa
por 24 hrs. Los datos de solubilidad se obtuvieron por diferencia de peso con una regla de 3

simple.

Objetivo 2

Actividad 1. Determinacién de peso molecular medio por viscosimetria intrinseca.

Se prepararon 5 concentraciones de solucion de quitosan en 25mL de buffer de acetato de
sodio 0.2M y acido acético 0.3M de pH de 4.6. Después se filtraron las soluciones para
eliminar cualquier particula, la cual pudiera quedar atrapada en el capilar del tubo de
Ostwald obstruyendo el paso de la solucion.

Se procedi6 a colocar 4ml de cada solucion de quitosan en la parte A del tubo de Ostwald
(60-100seg) como se muestra en la figura 8.
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Figura 8. Tubo Ostwald
Posteriormente se introdujé el tubo con los 4mL de la solucién de quitosan en un bafio
térmico regulado previamente a una temperatura de 25°C como lo muestra la figura 9,
permitiendo intervalos de variacion de +0.1°C en cada prueba con ayuda de un
calentador digital con agitador marca Grant, se coloco un termometro para corroborar la

temperatura.

Calentador
con agitador

, Tubo Oswald
i d con lglmuestra

Termometrog

Figura 9. Montaje Experimental

El bafio térmico se llen6 con agua hasta que cubrié el tubo, permitiendo visibles los
puntos By C.

Se verifico la temperatura de la solucion de quitosan mediante equilibrio térmico
hasta que fue de 25 +0.1°C.

Posteriormente se succiond la solucién de quitosan con ayuda de una propipeta
hasta que se cubrieron los puntos B y C evitando que sobrepasar el nivel de agua del
bafio térmico. Se tomo el tiempo de caida en los puntos B y C (ver figura 10), con la



ayuda de un crondémetro se procur6 que los tiempos no tuvieran una variacion de
+0.2seg.

Se acciona el
cronometro
C — ™ Se¢ detiene el
cronometro
Capilar

B—»
(

[J
Figural0. Ejemplo de experimento
Se debieron registrar 5 repeticiones de cada muestra en segundos incluyendo la solucién de
buffer (asegurando que el capilar estuviera limpio y seco para evitar cualquier error), se
utiliz6 el promedio de estos valores para realizar célculos con las ecuaciones
correspondientes.
e Se determing la viscosidad relativa
Nret = tmlto
e Se determind la viscosidad especifica
MNesp™ Mrei-1
e Se determiné la viscosidad especifica reducida
Nred = Nesp/[QuUit0saN]
Donde:
Nreg=Viscosidad especifica
Nesp=Viscosidad reducida
[quitos&n]=concentracion de quitosan (g/ml)

e Se determind la viscosidad intrinseca
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Figura 11. Viscosidad especifica reducida vs concentracion de quitosan.

A partir de los calculos realizados anteriormente se graficaron viscosidad especifica
reducida en funcién de la concentracién de quitosan ajustando los datos a una tendencia

lineal y=mx+b, ver figura 11, donde b fue el valor de la viscosidad intrinseca

Se determind el peso molecular. A partir de la ecuacion de Mark-Houwink
[n]= KM®
Donde K y a son constantes que dependen del solvente y el polimero, que para este caso
usa las constantes K=76dLg™, a=0.76 .
Se realiz6 un arreglo algebréaico para despejar a M, y asi se pudo conocer el peso molecular.
M = 10 (Losln] -LogK)/a

Esta determinacion se llevo a cabo por duplicado.

Objetivo 3

Actividad 1. Determinacién de viscosidad de las soluciones de quitosan.

Se prepararon soluciones de &cido acético al 1% w/v, después se pesaron 2g de quitosan por
triplicado de cada una de las muestras de los sistemas en una balanza Ohaus, se depositaron
en un vaso de precipitado de 250mL y se adicionaron 200mL de la solucion de acido

acético. Se dejaron en agitacion constante durante 24hrs y finalmente se procedi6 a tomar



los valores de viscosidad en Cps con un viscosimetro Brookfield RVDV-I1+P, usando la
aguja 2 y a una velocidad de 60rpm a 25°C.
Esta determinacion se llevo a cabo por triplicado y se analiz6 la varianza con un p <0.05.

Actividad 2. Determinacion de la relacion entre viscosidad, grado de desacetilacion y pesos

moleculares de diferentes quitinas desacetiladas respecto al tiempo.



CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1.
Actividad 1.0Obtencion de quitosanos y solubilidad.

Se montaron los diferentes sistemas bajo las condiciones establecidas de desacetilacion y se
obtuvieron los siguientes datos de rendimiento promedio durante la obtencion del quitosan.

| |  Tiempo | Rendimiento |  Tiempo | Rendimiento
SISTEMA HETEROGENEO % SISTEMA HOMOGENEO %

30MIN 96 30MIN 90.4

12.5M 1HR 94 12.5M 1HR 92
2HR 88.8 2HR 86.2

30MIN 82.6 30MIN 73.8

25M 1HR 82.6 25M 1HR 80.7

2HR 81 2HR 74.8

Tabla 2. Rendimiento de obtencion de quitosanos.
Lo que se puede observar en la tabla anterior es que los rendimientos en los sistemas de
baja concentracién, ya sea en sistema homogéneo o heterogéneo, son mayores a los
rendimientos obtenidos en el sistema de alta concentracion. Esto no necesariamente
significa que sea el mejor sistema para la obtencion de quitosan, ya que puede ser que la
diferencia se deba a que en los sistemas de baja concentracion, la quitina no se haya

desacetilado completamente.

Después se evaluaron las solubilidades de cada uno de los quitosanos obtenidos y se
obtuvieron los siguientes resultados promedios, tanto de solubilidad como de residuos sin

solubilizar:



SISTEMA HOMOGENEO 12.5M SISTEMA HETEROGENEO 12.5M

% solubilidad % Residuos % solubilidad % Residuos
30min 0 115.065]30min 0 102.99
lhr 0 111.235]1hr 0 102.35
2hrs 0 120.775]2hr 0 98.085
SISTEMA HOMOGENEO 25M SISTEMA HETEROGENEO 25M

% solubilidad % Residuos % solubilidad % Residuos
30min 100 6.6]30min 100 10.885
lhr 100 4.245]1hr 100 2.87
2hrs 100 1.415)2hrs 100 0.95

Tabla 3. Solubilidades promedio de los diferentes sistemas.

En la tabla anterior se puede observar que en los sistemas de alta concentracion se

obtuvieron resultados méas bajos de residuos sin solubilizar en las soluciones de cada una de

las muestras, mientras que en los de baja concentracion sucedid lo contrario. También

podemos observar que los valores de porcentaje exceden el 100% que comunmente se

esperaria, esto se puede deber a que durante la filtracion y el secado se formd una pelicula

de la solucion de quitosan en los papeles filtros usados.

Actividad 2. Evaluacion del Porcentaje de desacetilacion.

Después de cada una de las valoraciones, se realizd la lectura de los volimenes de

equivalencia, y con estos datos se obtuvieron los suguientes resultados promedios que se

observan en el gréfico 1:
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Gréfico 1. Grado de desacetilacion de la quitina en sistema homogéneo y heterogéneo de

baja concentracion.

Se observa que el grado de desacetilacion en los sistemas de baja concentracion es muy
bajo, por lo que se puede decir que no se obtuvieron los quitosanos deseados, ya que se
consideran quitosanos a partir de un 65-70% de desacetilacion. Con el grafico anterior
también podemos darnos cuenta que los porcentajes de rendimiento reportados en la tabla 2
no son un pardmetro para basarse en la obtencion de quitosan, asi también se explica la
poca solubilidad de las quitinas tratadas con estos sistemas. También podemos determinar

que el grado de desacetilacion se incrementa a mayor tiempo de tratamiento.
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Grafico 2. Grado de desacetilacion de quitinas tratadas en sistema homogéneo vy

heterogéneo de alta concentracion.

Aqui se puede observar que en los sistemas de alta concentracion es donde se obtienen los
quitosanos, ya que se consideran quitosanos cuando se llega a obtener valores arriba del 65-
70% de desacetilacion. Con esto se puede constatar que los valores de rendimiento no son
una referencia para un proceso de obtencion de quitosan. También podemos ver que el
porcentaje de desacetilacion es mayor respecto al tiempo. Y que bajo el sistema homogéneo
de desacetilacion, se obtiene los valores més altos de desacetilacién. Ademas coincide que

los quitosanos resultantes son totalmente solubles.

Objetivo 2.
Actividad 1. Determinacién de peso molecular medio por viscosimetria intrinseca.

Los datos obtenidos de los sistemas de alta concentracion después de mantenerse en
agitacion constante durante 24hrs y calcular los pesos moleculares promedios, se

obtuvieron lo que se observa en el grafico 3:
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Grafico 3. Peso molecular en sistemas homogéneo y heterogéneo de alta concentracion.

Se puede observar que los pesos moleculares para el sistema homogéneo de alta
concentracion van en orden decreciente respecto al tiempo, asi como el sistema
heterogéneo, esto nos dice que a mayor tiempo de desacetilacion la cadena del biopolimero
se rompe en cadenas mas pequefias. Las dos muestras tratadas en este caso presentan
comportamientos parecidos dependiendo del tiempo.

Los pesos moleculares de los sistemas de baja concentracion (12.5M) no se pudieron medir,
ya que como se ha comentado anteriormente, el producto obtenido en dichos sistemas no se
puede considerar quitosan, ya que su grado de desacetilacion es menor al 65% en todas las

muestras, lo cual se puede constatar al ver los resultados de solubilidad.

Objetivo 3.
Actividad 1. Determinacion de viscosidad de las soluciones de quitosan.

Se tomaron las lecturas de cada uno de los sistemas después de dejar en agitacion constante
las soluciones durante 24hrs.
Para los sistemas de alta concentracion se obtuvieron las siguientes lecturas promedio de

cada una de las muestras por triplicado en Cps, ver grafico 5.
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Gréfico 4. Valores de viscosidad promedio en los sistemas de alta concentracion.

Se observa que los valores de viscosidad en cada uno de los sistemas hay un decremento
respecto al tiempo, es decir, que es inversamente proporcional al tiempo de desacetilacion.
Al realizar un andlisis estadistico pudimos constatar que existe diferencia significativa entre

los tiempos de cada sistema.
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Grafico 5. Valores obtenidos de viscosidad promedio (Cps) en los sistemas de baja
concentracion (12.5M).

De las muestras de quitina tratadas bajo estas condiciones de desacetilacion, vimos
anteriormente que no se solubilizaban y que se tuvieron bajos porcentajes de desacetilacion.
Sin embargo, las muestras fueron preparadas y la parte que se solubilizd, se filtr6 y se le
realiz6 la medicion de viscosidad. En el grafico 6, se observa que la viscosidad se
incrementa con respecto al tiempo en ambos sistemas. Al realizar un andlisis estadistico
pudimos constatar que si hay diferencia significativa en los sistemas de baja concentracion.
Tomando como referencia la solubilidad de los sistemas de 12.5M podemos decir que la

viscosidad presenta este comportamiento debido a la poca solubilidad de los mismos.



Actividad 2. Determinacion de la relacion entre viscosidad, grado de desacetilacion y pesos

moleculares de diferentes quitinas desacetiladas respecto al tiempo.
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Gréfico 6. Relacion entre los diferentes parametros estudiados para el sistema heterégeneo
25M.

En el grafico anterior podemos observar que la viscosidad presenta un valor menor
conforme pasa el tiempo, el grado de desacetilacion se mantiene casi constante en valores

entre 80-90% Yy el peso molecular se muestra con una valor menor en el sistema de 1hr.
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Gréfico 7. Relacidn entre los diferentes parametros estudiados para el sistema homdgeneo
25M.

En este grafico podemos observar que los valores de viscosidad van decreciendo su
magnitud respecto al tiempo, el peso molecular tambien se ve cada vez menor en cuanto a
sus valores con respecto al tiempo, y el grado de desacetilacion se mantiene constantes en

valores cercanos al 100%.



CONCLUSIONES:

De acuerdo con los objetivos planteados y con base en los resultados obtenidos se concluye

lo siguiente:

Se obtuvieron diferentes quitosanos a nivel laboratorio en sistema homogéneo y

heterogéneo, bajo diferentes condiciones de concentracion y tiempo.

Se evaluo el porcentaje de desacetilacidn por titulacién potenciométrica: el quitosan

25M presentd valores de 82-100%, el quitosan 12.5M present6 valores de 10-45%.

También se logr6 evaluar sus solubilidades por diferencia de peso, teniendo mayor
solubilidad los quitosanos de 25M

Por medio de viscosimetria intrinseca, se determind el peso molecular de los
quitosanos 25M: el de sistema homogéneo present6 valores de 762.53 - 1277kDa,
mientras que el sistema heterogéneo present6 valores de 48 - 635.35kDa .

Se obtuvieron los valores de viscosidad, mostrando mayores valores de viscosidad
para los quitosanos 25M, desde 34.23 a 270.23Cps dependiendo del tipo de sistema.
Los quitosanos 12.5M presentaron valores de 9.11-13.33Cps, independientemente
del tipo de sistema.

Se relacionaron la viscosidad, el peso molecular y el grado de desacetilacion en un
solo grafico, los resultados indican que el quitosan presenta cierto comportamiento
lineal respecto al tiempo en algunas de las propiedades fisicoquimicas evaluadas.
Los datos de mayor peso molecular (1277KDa), mayor grado de desacetilacién
(100%) y mayor viscosidad (270.23Cps) se obtuvieron en sistema homogéneo 25M



Por lo que se concluye que el quitosan 25M obtenido a nivel laboratorio a partir de los
desechos de camardon es el que mejores resultados da en cuanto a propiedades

fisicoquimicas evaluadas.



ANEXOS

Datos Estadisticos.

SISTEMAS P/P
FV SC Gl CM F p
Tiempo 65290.3878 2| 32645.1939| 1035.35105 5.1176E-24
Sistema 35787.0422 1] 35787.0422| 1134.99561 1.0117E-21
interaccion 9084.04778 2| 4542.02389| 144.051502 4.2752E-14
Error 756.733333 24| 31.5305556
Total 110918.211 29
SISTEMAS P/V
FV SC Gl CM F p
Tiempo 21.7937444 2| 10.8968722| 12.3774958| 0.00020244
Sistema 2.44942222 1| 2.44942222| 2.78223995| 0.10831164
interaccion 15.9655444 2| 7.98277222| 9.06743948| 0.00116636
Error 21.1290667 24| 0.88037778
Total 61.3377778 29
SISTEMA HOMOGENEQ P/P
Origen de los variaciones  Suma de cuadrodos Grados de libertad ~ romedio de los cuodrado: F Probabilidad Valor eritico pora F
Entre grupos 61539.12667 2 30769.56333 313.413692 8.52311E-07 5.14325285
Dentro de los grupos 589.0533333 6 98.17555556
Total 02128.13 g
SISTEMA HETEROGENEQ P/P
Origen de los variociones  Suma de cuadrados Grodos delibertad  Promedio de los cuadrados Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 12741.02 2 6370.51  224.20847 2.30192E-06 5.14325285
Dentro de los grupos 170.48 ] 28.41333333
Total 129113 3
SISTEMA HOMOGENEQ B/V
Origen de las variaciones  Suma de cuadrados Grados de libertad  2romedio de los cuadrados F Probabilidod Valor critico para F
Entre grupos 3476155536 2 1738077778 0.911271249 0.451242439 5.14325285
Dentro de los grupos 11.44386667 6 1907311111
Total 1492002222 3
SISTEMA HETEROGENEQ P/V
Origen de los variociones ~ Suma de cuadrados Grados de libertad ~ Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1.26 2 3.63 2.889437236 0132172885 5.14325283
Dentro de los grupos 75378 ] 1.2563
Total 14,7978 3
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