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RESUMEN

La produccion total mexicana pesquera y de acuacultura se valué en MXN$12.9 mil millones
en 2001. Dentro de esta produccién se encuentra el camaron, ya que aunque
proporcionalmente su contribucion es menor en términos de la masa total, es mucho mas alta
en términos de valor econdémico. Durante la industrializacion del camarén, los caparazones y
el cefalotorax de los crustaceos son desechados por las embarcaciones en alta mar o por las
fabricas empacadoras y se acumulan en enormes basurales que constituyen un serio residuo
contaminante, provocando el deterioro ambiental y la proliferacion de fauna nociva y
representando un impacto ambiental negativo, cuando podrian aprovechare como un
subproducto. Las investigaciones realizadas desde la década de los 70 del Siglo XX
demuestran que el cefalotérax y exoesqueleto de camaron (CC) estd formado en parte por
quitina, polimero con limitada aplicacion debido a su baja solubilidad. A partir de éste existe
un derivado desacetilado, la quitosana, polimero soluble en la mayoria de los disolventes
organicos, permitiendole mas aplicaciones en el &rea alimentaria, farmacéutica, etc., incluso en
el tratamiento de aguas residuales, como agente coagulante. Para la obtencion de la quitina a
partir de CC existen una serie de operaciones unitarias: limpieza del CC fresco, lavado con
agua, licuado, filtrado y tamizado para obtener CC parcialmente desproteinizado (CPD)
utilizado para la extraccion de quitina. En los Laboratorios 301 a 303 de la Facultad de
Quimica de la UNAM se desarroll6 un método patentado siguiendo la quimica verde para la
extraccion de quitina a partir de CPD y disolvente MAC-141© (1 mol de metanol-4 moles de
agua-1 mol de cloruro de calcio), la cual se obtiene en forma liquida. En esta investigacion se
utiliz6 la metodologia anterior adicionada de una operacién unitaria, la sonicacion?,
obteniendo ademas quitosana parcialmente desacetilada. Las condiciones de sonicacién
estudiadas fueron 0.0, 0.5, 0.7 y 0.9 pulsos por segundo en un tiempo de tratamiento de 0, 5,
10 y 15 minutos y posterior calentamiento por 40 minutos a tres temperaturas (45, 55, 60°C).
Durante el proceso de extraccion los grupos amida fueron removidos y los grupos amina
fueron cuantificados en el polimero, determinando el grado de desacetilacion, empleando el
criterio de la primera derivada, espectroscopia de infrarrojo y solubilidad. El porcentaje de
desacetilacion obtenido a las condiciones estudiadas fue de 8.75, 14.87 y 29.6% a 25°C. Esto
indica que la adicion de la sonicacion ha demostrado ser un método adecuado para desacetilar
la quitina a quitosana porque produce un efecto de vibracién (efecto de cavitacion) sobre los
enlaces de los grupos acetamida. Sera importante continuar estos estudios para dilucidar el
mecanismo preciso que promueve la desacetilacion para incrementar su porcentaje sin
aumentar el consumo energético.

Palabras clave:

RESIDUOS DE CRUSTACEO'S, QUITINA, QUITOSANA, CEFALOTORAX Y
EXOESQUELETO DE CAMARON, QUIMICA VERDE

! Las palabras sonicacion y sonicar no existen en el diccionario de la lengua espafiola, 222 edicion. Sin embargo,
se usaréan en esta tesis ya que son las idéneas (jerga quimica) para describir esta operacion unitaria




ABSTRACT

In Mexico, the total production of fisheries including aquaculture was valued at MXN$12.9
billions in 2001. In this production, shrimp although relatively smaller in mass is much higher
in terms of economic value. During the industrialization of shrimp its cephalothorax and
exoskeleton are discarded by capturing ships to the ocean or in the processing factories
accumulating in large amounts, and constituting a polluting waste, causing environmental
degradation, and the proliferation of harmful fauna. Thus, it represents a negative
environmental impact instead of being considered as a valuable by product. Research made
since the 70’s in the XX Century showed that cephalotorax and skeletons of shrimp (CC)
contain chitin, a polymer with limited application due to its low solubility. Thus, a
deacetylated derivative of chitin, chitosan, was chemically or enzymatically produced, since it
is a more soluble polymer in organic solvents with many applications in the food and
pharmaceutical industries, and even for wastewater treatment as a coagulant agent. For
obtaining chitin from CC it is necessary to apply several unit operations: cleaning, washing
with tap water, blending, and filtering. This intermediate product, partially deproteinized
cephalothorax (CPD) is used for the extraction of chitin. In the UNAM Faculty of Chemistry
Laboratories 301-302-303 a green chemistry methodology was developed and patented for the
extraction of chitin from CPD using a solvent known as MAC-141 © (1 mole of methanol-4
moles of water-1 mole of calcium chloride), with which soluble chitin is obtained. In this
research this methodology was applied followed by another operation, sonication, with which
partially deacetylated chitosan was obtained besides chitin. Sonication conditions were 0.0,
0.5, 0.7 y 0.9 pulses per second at four different treatment times (0, 5, 10, 15 minutes) and
further heating for 40 minutes at three temperatures (45, 55, 60°C). During the extraction
process the amide groups were removed and the amine groups were quantified in the polymer,
determining the degree of deacetylation, using the first derivative criterion, as well as infrared
spectroscopy and solubility. The percentages of deacetylation were 8.75, 14.87 and 29.6%,
25°C. Thus, sonication has proved to be a suitable method to obtain chitosan from extracted
chitin due to the vibration effect (namely cavitation effect) on the links of the acetamide
groups and, as a consequence, it is possible to obtain the deacetylated polymer. It will be
important to continue these studies to elucidate the precise mechanism that promotes
deacetylation in order to increase its percentage without increasing energy consumption.

Key Words:

CRUSTACEAN RESIDUES, CHITIN, CHITOSAN, SHRIMP CEPHALOTHORAX
AND EXOSKELETON, GREEN CHEMISTRY
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SIMBOLOGIA

Masa y tiempo exacto por sus siglas en inglés (accurate mass and time)
Espectroscopia de Reflactancia total atenuda (Attenuated total reflectance)
Cefalotorax y exoesqueleto de camardn

Nomenclatura de la enzima quitina desacetilasa por sus siglas en inglés
(chitin deacetylase). EC es comisién de enzimas. La numeracion indica: 3-
hidrolasa, 5-acccion sobre los enlaces Carbono- Nitrogeno, 1-accion en
amidas lineales, 41-quitina desacetilasa.

Cefalotorax y exoesqueleto parcialmente desproteinizados

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (Fourier-transform
infrared spectroscopy)

Siglas en inglés para definir a una sustancia como “reconocida como segura”
(generally recognized as safe)

Espectroscopia de infrarrojo (infrared spectroscopy)

Kilopascal

Disolvente con 1 mol de metanol-4 moles de agua-1 mol de cloruro de
calcio

Minuto

Pesos mexicanos

Programa de Apoyo a la Investigacion y el Posgrado

Unidad de presion del sistema inglés cuyo valor equivale a 1 libra fuerza
(pound) por pulgada cuadrada (square inch) [14.7 psi en valor absoluto,
psia]. Cuando es manométrica (y debe adicionarse la presion del sitio donde
se mide, se conoce como psig [gauge, medidor]

Pulsos por segundo para la sonicacion

Toneladas

Unidad de Servicios Analiticos para la Investigacion

Temperatura

Cambio o variacion en el potencial de hidrégeno
Cambio o variacion en el volumen de hidroxido de sodio
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GLOSARIO

Acuicultura Es el conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de cultivo de especies
acuaticas vegetales y animales.

Agroquimico Es una sustancia quimica o una mezcla de sustancias, destinadas a matar,
repeler, atraer, regular o interrumpir el crecimiento de seres vivos considerados
plagas.

Antimicrobiana Dicho de una sustancia que mata o inhibe el crecimiento de microbios, tales
como las bacterias, hongos, parasitos o virus.

Base de Schiff’ Nombrado asi en honor a Hugo Schiff, es un grupo funcional que contiene un
enlace doble carbono-nitrégeno, con el 4&tomo de nitrégeno conectado a un
grupo arilo o alquilo, pero sin hidrégeno. Las bases de Schiff tienen la formula
general R;R,C=N-R3, donde R; es un grupo arilo o alquilo que hace que la base
de Schiff sea una imina estable.

Biocidas Son sustancias quimicas sintéticas, naturales o de origen bioldgico o fisico y
estan destinados a destruir, contrarrestar, neutralizar, impedir la accion o ejercer
un control de otro tipo sobre cualquier microorganismo considerado nocivo para
el hombre.

Biocompatibilidad Materiales naturales que pueden implementarse y complementarse para ser mas
Gtiles y eficientes.

Bioestimulante Extracto natural que permite procesos metabdlicos de las plantas, sin
desequilibrarlos.

Biomasa Materia organica originada en un proceso biolégico, espontaneo o provocado,
utilizable como fuente de energia.

Biopolimero Compuestos con alta masa® molecular que pueden extraerse de una materia
prima natural. Su principal caracteristica es que pueden degradarse en el
ambiente como lo hace la materia organica proveniente de seres vivos.

Biosfera Es el sistema material formado por el conjunto de los seres vivos propios del

2 El peso, en fisica, es la medida de la fuerza que ejerce la gravedad sobre la masa de un cuerpo. Normalmente, se
considera respecto de la fuerza de gravedad terrestre. El peso depende de la intensidad del campo gravitatorio,
de la posicion relativa de los cuerpos y de la masa de los mismos. La masa es una propiedad caracteristica de los
cuerpos: la cantidad de materia y no depende de la intensidad del campo gravitatorio, ni de su posicion en el
espacio. Por ejemplo, una persona de 60 kg de masa, pesa 60 kg-fuerza en la superficie de la Tierra; pero, la
misma persona, en la superficie de la Luna pesaria sélo unos 10 kg-fuerza; sin embargo, su masa seguira siendo
de 60 kg. Las unidades de peso y masa tienen una larga historia compartida, en parte porque su diferencia no
fue bien entendida cuando dichas unidades comenzaron a utilizarse. Cotidianamente, el término "peso” se
utiliza a menudo errdneamente como sinénimo de masa. La unidad de masa del Sl es el kilogramo, kg

_______________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]

viii


http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Sistema

Bromatologia

Camaronicultura

Cefalotorax

Celulosa

Coagulante

Desacetilacion
Desmineralizacion

Elongacion

Enzimas

Exoesqueleto

Fibrilar
Fibroplasia

Floculacion

Glucopiranosa

planeta. Es incorrecto usar acento ortografico como palabra esdrujula ya que
solamente atmdsfera puede escribirse asi, ademéas de atmosfera (como palabra
con acento prosodico).

Es la ciencia que estudia los alimentos desde varios aspectos, tales como valor
nutritivo, sensorial, higiénico, sanitario y de quimica analitica, incluyendo la
higiene, toxicidad y otras alteraciones.

Hace referencia al cultivo por el ser humano de camarones.

Es la parte del cuerpo de los crustaceos y aracnidos formada por la union de la
cabeza y el térax en una Unica unidad funcional.

Polisacarido compuesto de moléculas de glucosa; es pues un homopolisacarido.

Es una sustancia que favorece la separacion de una fase insoluble en agua por
medio de sedimentacién. Un coagulante es un compuesto quimico que
inestabiliza la materia suspendida en forma coloidal, a través de la alteracion de
la capa iénica cargada eléctricamente que rodea a las particulas coloidales.

Es el proceso de eliminacién de los grupos acetilo en la molécula de quitina con
hidroxido de sodio y temperaturas de hasta 100°C.

Se entiende la eliminacion de las sales disueltas (iones catiénicos y anionicos).
Alargamiento que sufre un cuerpo que se somete a esfuerzos de traccion.

Son moléculas de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas,
siempre que sea termodinamicamente posible (pueden hacer que el proceso sea
termodindmicamente mas favorable).

Es el esqueleto externo continuo que recubre toda la superficie de los animales
artropodos (aracnidos, insectos, crustaceos, miridpodos), donde cumple una
funcién protectora, de respiracion y otra mecanica, proporcionando el sostén
necesario para la eficacia del aparato muscular. Debido a esta funcién es muy
resistente al ataque de sustancias quimicas. Se conoce coloquialmente como
caparazon.

Que tiene la propiedad de contraerse de forma repentina e incontrolada.
Formacion de caracter fibroso.

Es un proceso quimico mediante el cual, con la adicion de sustancias
denominadas floculantes, se aglutinan las sustancias coloidales presentes en el
agua, facilitando de esta forma su decantacion y posterior filtrado.

Formas ciclicas posibles de la D-glucosa. Puede observarse que el ciclo formado
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Glucanohidrolasa

Hidrogel

Histona
deacetilasa

Jitomate, tomate

Oligébmero

Organolépticas

Peptizacién

Polimero

Poliamina

Polielectrolito

Polimerizacion

es de seis atomos, cinco carbonos y un oxigeno.

Enzima que actlan sobre porciones amorfas de las fibras de celulosa y rompen
enlaces glucosidicos generando oligosacéridos de distintas longitudes.

Es un sistema en estado coloidal con apariencia solida que se hincha y aumenta
de volumen por absorcién de agua y sustancias disueltas.

Es un tipo de enzimas implicadas en la eliminacion de los grupos acetilo de los
residuos de lisina de las histonas. Las histonas deacetilasas eliminan los grupos
acetilo de la lisina y arginina, incrementando la carga positiva de las histonas y,
por lo tanto, la afinidad de ésta al ADN. Este incremento de la unién condensa
la estructura del ADN e impide la transcripcion.

Los tomates (Physalis angulata L.) y jitomates (Lycopersicon esculentum) son
frutas obtenidas de plantas originarias de México y sus nombres vienen del
nahuatl, la lengua de los aztecas. Tomatl significa gordura y es un fruto verde
gue sirve para preparar guisos o salsas y xitomatl, tomate con ombligo (xictli
ombligo y tématl, tomate) se usa para designar al fruto rojo (Cabrera, 2002)

Es una molécula con radicales asociados distintos entre si. En cambio, un
polimero es una molécula con dos o mas radicales de la misma especie.
Conjunto de descripciones de las caracteristicas fisicas que tiene la materia en
general, como por ejemplo su sabor, textura, olor, color.

Un proceso generalmente indeseado, en el que un precipitado cristalino al entrar
en contacto con el disolvente frio, retorna a su primitiva forma coloidal.

Es una macromolécula (generalmente organicas) formada por la unién de
moléculas mas pequefias llamadas mondmeros.

Es una molécula de naturaleza policatiénica presente tanto en plantas, animales
y microorganismos. En plantas actia como fitohormona (reguladora del
crecimiento) o como segundo mensajero. Estudios bioguimicos sefialan que
tiene un importante efecto en el desarrollo, crecimiento, senescencia y respuesta
al estrés.

Polimero que posee grupos electrolitos (sustancia que contiene iones libres, se
comportan como un medio conductor eléctrico).

Es un proceso quimico por el que los reactivos, monémeros (compuestos de baja
masa molecular) se agrupan quimicamente entre si, dando lugar a una molécula
de mayor masa, llamada polimero, bien una cadena lineal o una macromolécula

tridimensional.



Proteasa

Quitina

Quitinasas

Quitosana’
Repetibilidad

Reproducibilidad

Sonicacion

Enzima proteolitica que fragmenta las proteinas en partes mas pequefias.

Es un polisacarido compuesto de wunidades de N-acetilglucosamina
(exactamente, N-acetil-D-glucos-2-amina). Estas estan unidas entre si con
enlaces B-1,4, de la misma forma que las unidades de glucosa que componen la
celulosa.

Son enzimas que degradan la quitina, hidrolizdndola. Estas enzimas se
encuentran en una gran variedad de organismos, como: bacterias, virus y
hongos, hasta plantas y animales tanto invertebrados como vertebrados. En
hongos las quitinasas cumplen funciones autoliticas, nutricionales vy
morfogenéticas; en las bacterias cumple un papel en la digestion de quitina para
la obtencidn de energia a partir de ésta; en crustaceos e insectos, las quitinasas
participan en los procesos de muda, mientras que en las plantas, actlan en la
defensa y desarrollo.

Es un derivado polimérico desacetilado que se obtiene a partir de la quitina.
Incluye el mismo procedimiento de medicién, el mismo observador, el mismo
instrumento de medicion utilizado en las mismas condiciones, el mismo lugar y
repeticion dentro de un periodo de tiempo corto.

Cercania entre los resultados de las mediciones de la misma magnitud por
medir, afectada bajo condiciones de medicion diferentes. Las condiciones que
cambian pueden ser el principio de medicion, el método de medicion, el
observador, el instrumento de medicion, el patron de referencia, el lugar, las
condiciones de uso Y el tiempo.

Consiste en la aplicacion de ultrasonidos a una suspension. La intensa agitacion
producida destruye las membranas celulares. Dependiendo de la frecuencia,
intensidad y energia aplicada, se pueden destruir asimismo las estructuras
subcelulares e incluso solubilizar complejos proteicos. Se aplica en frio para
evitar el sobrecalentamiento que podria provocar la desnaturalizacion de las

proteinas.

¥ Quitosana, también conocida como quitosano, quitosan, quitosan, es una goma derivada sintéticamente de la
quitina por desacetilacion. De acuerdo con la nomenclatura quimica, los nombres de las gomas tienen como
prefijo el compuesto del que se originan y como sufijo la terminacion ana. Ejemplos de esta forma de nombrar
a estos compuestos son la dextrana, la xantana, la pululana, etc. Siendo una goma derivada de la quitina,
debiera haberse llamado quitana, pero por motivos historicos se le ha llamado quitosana, palabra que sera
usada en este documento
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Termogravimetria Basada en la medida de la variacion de la masa, cuando se somete a un cambio
(TG) de temperatura en atmdsfera controlada. La variacion puede ser pérdida o

ganancia de masa y dara informacion sobre si la muestra se descompone o
reacciona con otros componentes.

Nota:

Esta tesis utiliza el PUNTO DECIMAL de acuerdo con la NOM-008-SCFI-2002
modificada en el Diario Oficial de la Federacion del jueves 24 de septiembre de 2009, que
permite el uso, ya sea del punto o de la coma decimales.
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Introduccion

CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. PROBLEMATICA

En México se producen grandes cantidades de camaron que, al venderse genera alrededor de
60 mil T de desperdicios por afio (Pacheco y col., 2009; Pacheco-L., 2010), que es arrojado en
las zonas de captura cuando estan las embarcaciones en alta mar o en los suelos aledafios a los
sitios de “cultivo” (camaronicultura), contamindndolos y provocando la muerte de diferentes
especies. Otros lugares de depdsito son los puertos cuando son ‘“descabezados” al
desembarcar. En el caso de la acuicultura causan un gran impacto ambiental, no solamente por
el exoesqueleto y cefalotérax sino por la contaminacion del agua que se recambia de los
estanques y que contiene residuos del alimento proporcionado (Flores-Ortega, 2008). El
cefalotérax y/o exoesqueleto del camardn puede ser aprovechado pues esta compuesto, en
base seca, de 44.7% de proteina, 26.3% de ceniza, 20.7% de fibra cruda, 5.2% de grasa y 3.1%
de otros hidratos de carbono. De esta composicion bromatol6gica destaca la quitina (Figura 1)
que representa de un 14 a 27% (Flores-Ortega, 2004), polimero con aplicaciones limitadas por

su baja solubilidad.

Figura 1.1. Estructura quimica de la quitina (Flores-Ortega, 2004)
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A partir de la desacetilacion de la quitina, se obtiene quitosana (Figura 1.2), soluble en la
mayoria de los disolventes acidos organicos acuosos como el acético, férmico, tartarico y citrico,
entre otros (Cartaya y col., 2009) lo que le confiere mayores aplicaciones en el sector

alimentario, quimico-farmacéutico y agricola (Flores-Ortega, 2004, 2008).

Figura 1.2. Estructura quimica de la quitosana (Flores-Ortega, 2004)

Durante la extraccidén quimica tradicional de la quitina a partir del cefalotérax de camarén se
utilizan reactivos quimicos no recuperables como el HCIl, NaOH, KMnO, (permanganato de
potasio) y C,H,0, (&cido oxalico), que causan contaminacién en el ambiente. La quitina, una
vez extraida, es transformada en quitosana requiriendo reacciones de desacetilacion a altas
temperaturas (Asgar, 2008), con presion (Kyoon y col., 2000) o con sonicacion (Barreto y col.,
2001), en presencia de hidroxido de sodio obteniendo quitosana hasta con un 85% de

desacetilacion (Hidalgo y col., 2009).

La extraccion de quitina y quitosana permitirad el aprovechamiento integral de los desechos de
crustaceos y, por ende, la disminucién de la contaminacion que provocan al medio ambiente
durante su desecho, dando un valor agregado a este subproducto que beneficiara a los
trabajadores de las cooperativas y a los propietarios de las granjas camaronicolas. Es por ello
que se busca crear nuevos métodos de extraccién de quitina y quitosana que permitan su

obtencion de manera factible, disminuyendo el uso de reactivos para su obtencion.
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1.2. JUSTIFICACION Y PROPUESTA DE SOLUCION

Existe una gran diversidad de materiales en las diferentes areas del quehacer humano. Los
biopolimeros pueden constituirse en un buen ejemplo ya que pueden eliminarse una vez que su
uso util ha cesado sin causar efectos perturbadores en el medio ambiente ni efectos
perjudiciales como la induccién de resistencia de patdgenos o su acumulacion en los
consumidores humanos que les provoquen enfermedades de efectos irreversibles. Tal es el

caso de la quitina y la quitosana (Larez-Velazquez, 2008; Struszczyk y col., 1989).

Por ello es que existe una extensa investigacion sobre la aplicacion de métodos para obtener
quitina y la quitosana, asi como de aplicarlos en muchos procesos utiles (Tabla 1.1) (Barrera-
Rodriguez y col., 2007).

Tabla 1.1. Algunas de las aplicaciones de la quitina y la quitosana (Larez-Velazquez, 2008),

adecuando los nombres a los usos en México por la autora (entre paréntesis)

Uso Biopolimero Propiedades Cultivo
aprovechadas
Peliculas para recubrimiento de frutos, Quitosana Antimicrobiana Citricos, mango, toronja, “lechosa”
hojas, semillas y vegetales frescos (papaya), fresa, tomate (jitomate®)
Clarificacién de jugos de fruta Quitosana Coagulante- Pera, toronja, limén, manzana
Floculante
Proteccién de plantulas Quitosana Fungicida Uva de vino, tomate (jitomate)
Liberacion controlada de Quitinay Formacion de .
P . . Aréndano
agrogquimicos Quitosana Hidrogeles
Estimulacién del crecimiento Quitosana Bioestimulante Orquidea
Inhibidor del oscurecimiento de frutos . .
. Quitosana Biocida Banana, papa
y tubérculos
Biocidas Quitosana Antimicrobiana | Tomate (jitomate), papa, hortalizas
Correccién de sustratos de Quitinay Fungicida, Lupino blanc_o 0 altramgz (Lupinus
e - - albus), guisantes (chicharos),
crecimiento Quitosana Nematicida .. .
tomate (jitomate), papa, apio
Inductor de Oligébmeros
. . Inductor de
mecanismos de de quitina y . . Soya
. Resistencia
defensa quitosana

* Los tomates (Physalis angulata L.) y jitomates (Lycopersicum esculentum) son frutas obtenidas de plantas
originarias de México y sus nombres vienen del nahuatl, la lengua de los aztecas. Tomatl significa fruto que
sirve de agraz para en los guisos o salsas y xitomatl, tomate con ombligo (xictli ombligo y tématl, tomate)
(Cabrera, 2002). No pertenecen a la misma familia y, de hecho, el primero es verde y al llegar a la madurez se
torna amarillo, mientras que el otro al estar maduro es rojo. Por ello, es un error llamar tomate al jitomate,
desafortunadamente generalizado en el mundo, aunque en México si debiera usarse su nombre correctamente
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La quitosana tiene ya importantes aplicaciones y la quitina si se logra disolver también puede
tenerlas (Arias-Torres y Mendoza-Marquez, 2010; Barcenas-Ochoa, 2010; Barrera-Rodriguez
y col., 2007), por lo que se ha intentado manipular su extraccion para obtener rendimientos
mas altos, mayor grado de pureza y bajos costos para su extraccion. La utilizaciéon de la
quimica verde, es decir, emplear la menor cantidad de reactivos posible, que esos reactivos
sean de bajo impacto ambiental, hasta el uso de enzimas o microorganismos, han sido las

lineas mas empleadas en las Ultimas décadas.

A principios del siglo XXI, en los Laboratorios 301, 302 y 303 del Edificio E-3 de la Facultad
de Quimica de la UNAM se desarroll6 un procedimiento basado en la quimica verde para la
obtencidn de quitina, que fue patentado (Duran-Dominguez-de-Bazua y col., 2004), a partir de
exoesqueletos y cefalotérax parcialmente desproteinizados (CPD). Estos subproductos, méas
que residuos, son mezclados con un disolvente preparado con metanol-agua-cloruro de calcio,
en proporciones molares de 1:4:1, conocido como MAC-141© (1 mol de metanol-4 moles de
agua-1 mol de cloruro de calcio) y los reactivos son de bajo impacto ambiental (Anexo E).
Esta disolucion o extraccion de quitina en su forma liquida es ecol6gica, ya que el disolvente
puede recuperarse y volverse a utilizar (Flores y col., 2006a, b, 2007). Por esta razon, ahora se
probara con una operacién unitaria adicional que ya ha sido probada con la quimica tradicional

para obtener quitosana. Esta operacion unitaria es la sonicacion (Barreto y col., 2001).

Para la desacetilacion de la quitina se ha reportado que la quitina cruda es suspendida en agua
(4.6g de quitina con 80mL de agua) y sometida a sonicacion con una duracion de pulso
ajustada a 0.5 por segundo por el tiempo deseado. Para verificar que el tratamiento por
radiacion ultrasonica contribuye al cambio en la reactividad de la quitina para la
desacetilacion, la suspension acuosa es sometida a agitacion magnética durante 60 minutos a
temperatura ambiente y 55°C, temperatura maxima alcanzada por la suspension de la quitina
en el tratamiento de sonicacidén. Por ultimo, la suspension es filtrada y secada para
desacetilarla completamente con hidroxido de sodio. Los 4.6g de quitina fueron mezclados
con 220mL de hidroxido de sodio al 40% y se mantuvieron en agitacion mecanica (350rpm) a

una temperatura de 115°C.
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Después de 6h, la muestra se enfrié a temperatura ambiente, se filtro el sélido y se lavé con
agua hasta la neutralidad, seguido de un lavado con metanol. Al producto obtenido se le seco

en condiciones ambientales (Barreto y col., 2001).

También se ha reportado la obtencidn de quitosana a presiones altas. Por ejemplo, se tomaron
15 g de quitina y se adiciond hidroxido de sodio al 40-50% (so6lido/solvente 1:10 o 1:15
(w/v)). La mezcla se puso en la autoclave a una presion de 103.42 kPa por arriba de la presion
atmosférica (15 psi) de 5 a 30 minutos a 121°C. El autoclave fue precalentado a 100°C antes
de introducir las muestras. La quitosana obtenida se lavo y enjuagd con agua destilada, se
filtro y sec a 60°C por 4 horas en una estufa marca Felisa (Kyoon y col., 2000).

Tomando algunas de las condiciones antes mencionadas para la obtencion de la quitosana y
sabiendo que el disolvente MAC-141 tiene propiedades alcalinas, se probd en esta
investigacion la obtencion de quitina y su deacetilacion parcial o deseablemente total mediante

el empleo de CPD-MAC mas sonicacion.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. General

e Obtener quitina y quitosana (quitina desacetilada) por quimica verde a partir de

residuos del camaron.

1.3.2. Especificos

* Obtener exoesqueletos y cefalotdrax parcialmente desproteinizados (CPD) de residuos
de camardn para la extraccion de quitina y su desacetilacion.

e Utilizar disolvente MAC-141, considerado de bajo impacto ambiental, para la
obtencion de quitina y su desacetilacion parcial por sonicacion.

» Utilizar técnicas como la sonicacion a diferentes pulsos por segundo (p/s) para lograr
la extraccion de quitina y simultaneamente su desacetilacion.

» Caracterizar el polimero, obtenido por quimica verde de los residuos de camaron,
mediante espectroscopia de infrarrojo, grado de desacetilacion, empleo del criterio de

la primera derivada y solubilidad.

1.4. ALCANCES

Se estudiaron solamente los efectos de la sonicacion y el disolvente MAC-141 sobre el residuo
solido obtenido denominado CPD (cefalotérax parcialmente desproteinizado), considerando
como variables controladas a la temperatura, el tiempo y los pulsos por segundo (p/s) durante
tratamiento con sonicacién, como variable no controlada la pérdida de agua por evaporacion
del disolvente MAC durante la sonicacién. Toda esta fase experimental fue a escala de

laboratorio. No se estudiaron condiciones optimas.
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CAPITULO 1

FUNDAMENTO TEORICO

2.1. PRODUCCION DE CAMARON

México siempre ha sido un exportador neto de alimentos provenientes del mar y la balanza de
comercio de pescado en términos de la relacién de exportacion/importacion fue de cerca de
2:1 en 2003. Més de 60% del valor total de las exportaciones en 2003 correspondi6 a solo dos
productos, el camaron (47%) y el atun (16%) (Tabla 2.1) (OCDE, 2007).

Tabla 2.1. Exportaciones e importaciones de pescado y productos pesqueros, 2003 (OCDE,

2007)
Producto Exportaciones Importaciones
volumen |y Mxn | YOlUMeN o MXN
Toneladas Toneladas
Pescado fresco 16,113 1,175,302 2,538 42,614
Atln 5,544 796,566 10 1,054
Pescado congelado 74,428 494,154 26,498 314,604
Atln 29,797 261,451 32 2,068
Sardinas 35,155 170,985 125 1,268
Filete y otra carne de pescado 1,814 134,005 20,237 632,441
Pescado, salado y ahumado 369 79,777 2,260 198,693
Crustéceos 29,219 3,700,608 7,624 369,916
De los cuales el camaron representa 26,280 3,249,123 7,450 342,554
Moluscos 14,399 404,500 5,077 129,730
Algas marinas y otras algas 18,539 6,863 1,761 30,814
Aceite de pescado 2,179 9,145 834 9,756
Pescado en conserva 6,776 106,397 8,693 269,617
Crustaceos en conserva 12,559 564,423 5,404 318,143
Harina de pescado 19,021 119,693 14,169 91,136
TOTAL 195,418 6,794,872 95,095 2,407,468

Existen dos pesquerias principales de camardn en el Golfo de México, las cuales estan en la
Ciudad del Carmen (Campeche), otra mas pequefia se encuentra al norte del Golfo hacia
Tampico y Matamoros (Tamaulipas), consideradas como principales areas para el desarrollo
de larvas de camaron (OCDE, 2007).




Fundamento tedrico

Los principales estados productores son Sinaloa, Sonora, Baja California, Nayarit y Chiapas,
estos estados ofertan el 80% de camaron del pais.

La explotacion de este crustdceo ya sea en altamar o por medio de la acuacultura es alta
debido a que en términos de valor econémico es elevado a comparacion de su volumen
(Figura 2.1).

100%
Acuacultura de caracol
Acuacultura de caracal
Bl 1
h-hlhpllh
Bl 1
Crustaceos Crustacecs
Atin
e e——
Ablin
05 1 T
Volumen Valor

Figura 2.1. Proporciones de volumen y valor de la produccion de pesca y acuacultura, 2004
(OCDE, 2007)

2.2. IMPORTANCIA  AMBIENTAL DEL  APROVECHAMIENTO DEL
CEFALOTORAXY EXOESQUELETO DEL CAMARON

Debido a los grandes problemas ambientales actuales, como es la generacion de desechos en el

area industrial, se observa un creciente interés en el uso de materiales naturales como la

quitina (Shirai-Matsumoto, 1999); extraida del cefalotrax de camardn.
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Este es un residuo de la industria camaronera, una de las que son consideradas como
importantes fuentes de contaminacion superficial en las areas costeras, por lo que resulta
ambientalmente necesario evitarlo (Garcia, 2006) y aprovecharlo. En México se generan cerca
de 35,000 toneladas anuales de desperdicios que, de no ser aprovechados, son una fuente de
contaminacion hasta 10 veces mayor que la que aportan los desperdicios domésticos (Flores-
Ldpez, 2008).

Solo en el estado de Sonora, en el 2009, de 76,000 T de camaron, se generaron 26,600 T de
residuos y de éste 3,675 T de quitina (Lopez y col., 2010). Con referencia a lo anterior, se
esperaria que en México de las 196 mil toneladas de camardn producidas anualmente
(Aquahoy, 2010) se generaran de 60,000 a 68,600 T de residuos y, por tanto, 9473 T de

quitina para ser utilizada en diferentes areas.

Lamentablemente, el costo de conversion del cefalotérax de camarén es demasiado alto, lo
que ha promovido que quienes se interesan por la explotacion de la quitina busquen formulas
que la hagan econémicamente viable (Shirai-Matsumoto, 1999). Para ello la extraccion de la
quitosana para el aprovechamiento integral de los residuos de camarén debe hacerse con la

utilizacion de la menor cantidad de reactivos.

2.3. MERCADO MUNDIAL DE LA QUITINAY LA QUITOSANA

La quitina es, después de la celulosa, el polimero natural mas cuantioso (Gacén y Gacén,
1996). Aln cuando la celulosa es el polimero natural méas abundante en la naturaleza en
términos de ocurrencia estatica, la tasa de regeneracion de la quitina en la biosfera es de 2.3 x
10° toneladas/afio solamente en crustaceos, lo que es casi el doble de la tasa de celulosa de 1.3

x 10° toneladas/afio (Goycoolea y col., 2004).

Debido a esta abundancia y a su amplia utilizacion, el mercado mundial de oferentes de
quitina y quitosana esta formado por diferentes actores. Liderando el mercado se encuentran
Estados Unidos y Japon. Segun un estudio realizado por la Sociedad Asiatica de Quitina,
desde 1996, el mercado mundial de quitosana en 1994 era de 1000 T de las cuales 800 T eran

utilizadas en Japon.
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Esto demuestra la gran importancia de este pais como productor y consumidor ya que inicio
esta actividad en la década de los setenta del Siglo XX. Actualmente, el panorama mundial se
ha visto modificado, aunque EEUU y Japdn siguen siendo los mayores productores (Figura
2.2). La produccion y el consumo se encuentran descentralizados con respecto a la situacion
anteriormente mencionada, ya que no sélo ha aumentado el volumen de produccién con la
participacion de nuevos actores globales, sino también los nuevos campos de aplicacion han
encontrado mercados florecientes que poseen un potencial de desarrollo futuro muy

promisorio (Caprile, 2010).

Resto del mundo
15% Estados Unidos
0%

Asia Pacifico

20%

Europa Japon
15% 20%

Figura 2.2. Mercado mundial de quitina y quitosana (Caprile, 2010)

Un estudio de investigacion realizado por Global Industry Analyst, Inc., de la produccion
mundial de quitina y quitosana proyectada para el 2010, arroja como resultado una tasa de
crecimiento anual del 16% (Figura 2.3) (Caprile, 2010).

En Meéxico, el polimero quitina y su derivado la quitosana no se producen, sino que se
importan del extranjero a costos elevados, por ejemplo, la quitosana se cotiza actualmente en
unos $4,000 pesos mexicanos el kilogramo en su forma de grado técnico (Ortega y Francisco,
2010).
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Figura 2.3. Proyeccion estimada (2010) para la produccion de quitina y quitosana (Caprile,
2010)

2.4. IMPORTANCIA DE LA QUITINAY LA QUITOSANA

2.4.1. Uso de quitina y quitosana como fibra dietética

La quitina y la quitosana han sido aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration) y la
EPA (Environmental Protection Agency) para su uso como agentes precipitantes de materiales
proteicos durante el procesado de alimentos y como complementos alimenticios en niveles de

incorporacion que no excedan el 0.1% (Caprile, 2010).

Especificamente, la quitina se utiliza como fuente de fibra dietética en la alimentacién humana
y animal. La quitina se puede encontrar en alimentos comunes como granos, platano, levadura
y champifiones formando parte de la dieta diaria a lo largo de la vida. La quitina provee fibra
al organismo, elemento clave para una dieta saludable y anticancerigena.

Hoy en dia, més de 2 millones de individuos toman quitina y quitosana como suplemento
nutricional, principalmente en los Estados Unidos y Japon. Se le conoce como la fibra
milagrosa pues ayuda a perder masa corporal y a disminuir el colesterol (Caprile, 2010).

11


http://www.google.com.mx/url?sa=t&source=web&cd=2&ved=0CCkQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.epa.gov%2F&ei=cJPkTIK2PMb_lge6h4jcDg&usg=AFQjCNGo7qU8DQ0jgrNXbDIXZMv6Xh2E_w

Fundamento tedrico

2.4.2. Uso de quitina y quitosana en farmacologia

En farmacologia el polvo de quitina se evalud en lesiones dermatoldgicas y traumatoldgicas,
asi como en ulceras de la piel, mostrando resultados altamente positivos. Otras formas del
polimero como unguento resultaron favorables en pacientes con quemaduras. Recientemente
se utilizaron supositorios del polimero para el tratamiento de fisuras anales y se obtuvieron
excelentes tiempos de cicatrizacion (Garcia, 2006). Con la finalidad de introducir la quitina en
la industria médica, se han realizado ensayos de toxicidad y genotoxicidad, comprobando la
inocuidad del producto. En medicina se utiliza como fibra, droga, membrana, asi como en

organos artificiales (Garcia, 2006).

2.4.3. Uso de la quitina y la quitosana en el area textil

Los vendajes a base de fibra de quitina o de quitosana pueden acelerar la curacion de las

heridas hasta un 75% (Gacén y Gacen, 1996) por:

e Una controlada liberacion de N-acetilglucosamina o glucosamina, via degradacion
enzimatica.

e Laestructura micropolisacérida del colageno.

e Lainhibicion de la fibroplasia y generacion del tejido selectivo.

e La estimulacién de los componentes antiinflamatorios del curado de las heridas.

Con fibras de estos polimeros se fabrican telas no tejidas y tejidos de alta tecnologia (Gacén y
Gacén, 1996).

2.4.4. Uso de la quitina y la quitosana en la industria alimentaria
Dentro de los usos de estos polimeros destacan:

e Recubrimiento de semillas y frutas (filmes o biopeliculas), fertilizante, fungicida,

antiviral. Remociéon de colorantes, conservantes, estabilizante de color, exaltador o

12
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“potenciador” del sabor natural, preservante, antioxidante, emulsionante, aditivo de
alimentos (Caprile, 2010)

e La quitosana se ha empleado en la industria de la alimentacion para prevenir la
turbidez y como conservante de los tejidos de fruta (Gacén y Gacén, 1996).

e La quitosana se ha probado en pan, huevo, frutas y vegetales, mayonesa, carne, leche,
fideos, pastel de arroz, salchicha, cuajado de soya, germinado de soya (No y col.,
2007).

e La quitosana con masas moleculares elevadas no es tdxica, es un agente bioactivo con
efectos anti-fungicos e incide mecanismos de defensa en tejidos de plantas de utilidad
alimentaria (Bautista-Barios y col., 2006).

e Se ha estudiado la actividad fungicida de la quitosana en estudios in vitro e in vivo. La
inhibicion de hongos por la quitosana es importante considerando la concentracion
que es adicionada (Bautista-Barios y col., 2006).

e La naturaleza policationica y el grado de desacetilacion es la que le confiere
propiedades antifngicas (Hirano y col., 1989).

e Su principio es que altera la sintesis de ciertas enzimas fangicas, induce cambios

morfoldgicos, alteraciones estructurales y desorden de la célula del hongo.

2.5. DIFERENTES METODOLOGIAS PARA LA EXTRACCION DE LA QUITINAY
LA QUITOSANA

La fuente principal en el laboratorio para la preparacion de quitina son los exoesqueletos y
cefalotorax de crustaceos. En éstos, la quitina esta estrechamente relacionada con proteinas,
material orgénico principalmente pigmentos, CaCO; y lipidos. Se han adoptado varios

procedimientos para remover estos componentes.
2.5.1. Método enzimatico
Se puede realizar usando microorganismos proteoliticos, fungicos o enzimas resultando la

produccién de oligémeros con un 6ptimo grado de polimerizacion de la quitina. Las enzimas

utilizadas para la extraccién de quitina son las quitinasas, las celulasas, las desacetilasas y las

13
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proteasas. La extraccion por enzimas puede ser altamente especifica, con altos rendimientos y
con ventajas ambientales comparada con el método quimico, pues elimina el riesgo por el uso
de reactivos quimicos. Sin embargo, quedan en la quitina remanentes (pequefias cantidades) de

proteinas y sales inorganicas (Troger y Niranjan, 2010).

La principal ventaja de este método respecto del proceso quimico es la obtencion de un
material uniforme en sus propiedades fisicas y quimicas, hecho muy apreciado para
aplicaciones biomédicas (Maldonado, 2005). La quitina-desacetilasa (CDA; EC 3.5.1.41) es la
enzima responsable de la conversion de quitina a quitosana. Esta definida como una hidrolasa
que cataliza los grupos GICNACc en la quitina. Esta enzima muestra un valor de pH 6ptimo de
5.5 y es inhibida notablemente por la presencia de iones acetato. La CDA cataliza la hidrdlisis
de los enlaces C1 y C2 de dos unidades consecutivas de GIcNAc de la quitina para producir
quitosana (Figura 2.4). La presencia de la actividad de esta enzima ha sido reportada en varios
hongos y especies de insectos. 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
(Ramos-Ponce, 2009).

HO
HO © n T o o
- HO
»
0] NH »
v OH )\ \ HO NH,
10) CH; J ol
Quitina H  -H )J\ Quitosana
n 0 n HO CH,4

Figura 2.4. Mecanismo catalitico de la enzima CDA: La quitina es desacetilada por la accion
de la CDA para producir quitosana y una molécula de acetato, que inhibe la actividad de la

enzima (Ramos-Ponce, 2009)
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2.5.2. Método por biodegradacion

En la extraccion por biodegradacion (“fermentativa™®, en la referencia) se usan
microorganismos para producir enzimas proteoliticas. Por otra parte, pocos microorganismos
producen &cidos. Esto abre la posibilidad de llevar a cabo la desproteinizacion y
desmineralizacion en un solo paso. Comparando esta tecnologia con el método enzimatico, el
método biodegradativo es menos caro y promueve el uso de enzimas comerciales. La
extraccion de proteinas y de minerales en este método es usada como fuente para los
microorganismos. También permite la extracciobn de quitina y biomasa. Algunos
microorganismos usados para extraer quitina por medio de esta biorreaccion son Bacillus
subtilis, Lactobacillus paracasei, Pediococcus pentosaseus, Pseudomonas aeruginosa,

Aspergillus niger y Penicillium chrysogenum (Troger y Niranjan, 2010).

Otro tipo de microorganismos proteoliticos son Pseudomonas maltophila, Bacillus subtilis,
Streptococcus faecium, Pediococcus pentosaceus, Aspergillus oryzae) en desechos de
crustaceos, u hongos productores de quitina desacetilasas son Mucor rouxii, Phycomyces

blakesleeanus y Aspergillus niger (Shirai-Matsumoto, 1999).

2.5.3. Métodos fisicos

Microondas

El método de radiacion por microondas utiliza sistemas cerrados, los cuales son directamente
calentados por microondas, permitiendo la descomposicion por las altas presiones y
temperatura por arriba del punto de ebullicion de los reactivos usados. Esto acorta
drasticamente el tiempo requerido para la preparacion de la muestra mejorando la calidad de la

extraccion, sintesis o hidrélisis.

® Louis Pasteur descubri6 que Saccharomyces cerevisiae convertia en condiciones anaerobias a la glucosa
en alcohol etilico y diéxido de carbono. El fue quien llam¢ a esta biorreaccion fermentacion. De forma
erronea, muchos microbidlogos y biotecnologos han denominado a todas las biorreacciones
fermentaciones. La Unica biorreaccion que debe llevar ese nombre es la de S. cerevisiae produciendo
etanol y CO,
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En el calentamiento convencional, el material es calentado por una fuente externa de calor, lo
que provoca que el calor deba penetrar al s6lido o propagarse por conveccion en un liquido,
dando como resultado que el calor no sea uniforme en el material. En otras palabras, la
tendencia de calentamiento es a partir de la parte externa a la interna, como se muestra en la
Figura 2.5 (Ramos-Ponce, 2009).

Recipiente transparente a

Supercalentamiento

Calentamiento
volumétrico

Figura 2.5. Representacion esquematica de a) Calentamiento convencional, b) Calentamiento

por microondas (Ramos-Ponce, 2009)

En el calentamiento por microondas (radiofrecuencia), las moléculas del material vibran con la
misma intensidad y al mismo tiempo lo que produce un calentamiento mas uniforme. El
fendmeno del calentamiento por microondas se basa en la interaccién del campo eléctrico con

los compuestos de un material.

El uso del microondas se ha utilizado a nivel de laboratorio para acelerar la reaccién de
desacetilacion de la quitina e incrementar su reactividad durante la produccion de quitosana.
Un efecto del tratamiento por microondas es la aparente peptizacion de la quitina parcialmente
desacetilada, esto es, la formacion de una masa gelatinosa del producto obtenido en un medio
alcalino. Este efecto se manifiesta aln a bajos grados de desacetilacion (de 15 a 20%) y se
incrementa a medida que aumenta esta desacetilacion (Ramos-Ponce, 2009).
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Ultrasonido

El ultrasonido es una técnica que ha surgido como una alternativa ecoldgica y ha incursionado
en varios campos de aplicacibn como: biotecnologia, ingenieria, ortodoncia, medicina,
geologia, polimeros e industria. EI mecanismo de accion del ultrasonido es a través de
burbujas de cavitacion. Este fendmeno resulta cuando se emite una onda acustica en un
liquido, generando altas temperaturas y presiones en puntos definidos del mismo. Cuando la
presion disminuye lo suficiente en un punto dado, el liquido ya no puede mantener su
estructura critica molecular y entonces se crean burbujas microscdpicas de vapor o gas (Fig.
2.6 y ciclo A) que van creciendo mientras se encuentran en la fase de depresion de onda
(presion negativa). Durante el siguiente ciclo de compresion (Fig. 2.6 y ciclo B), aumenta la
temperatura del gas contenido en las burbujas debido a la compresion de la enorme presién
ejercida sobre ellas (Fig. 2.6 y ciclo C), hasta que se ven obligadas a colapsarse y explotan con
una enorme cantidad de energia (Fig. 2.6 y ciclo D) generando presiones de mas de 100 bar y
temperaturas de mas de 1000 K, en un micropunto del liquido, provocando ondas de choque
que se dispersan por todo el liquido, suficiente para desencadenar reacciones quimicas
(Ramos-Ponce, 2009).

J
- 9 —:~<— e

0
(A) (B) (C) (D)

Figura 2.6. Mecanismo de accién del ultrasonido en medio acuoso (Ramos-Ponce, 2009)

La extraccion de quitosana utilizando la técnica de sonicacion se probé en soluciones de
quitosana+acido clorhidrico, quitosana+acido acético, quitosana+agua, observando que la
desacetilacion por sonicacion conduce a la degradacion de la cadena del polimero y una
desacetilacion detectable después de prolongados tiempos de reaccion a pH de 1 (Muzzarelli,
1985).
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Cuando se sonica quitosana con un alto grado de desacetilacion (>90%) aumenta el grado de
desacetilacion en un 2% pero sufre una degradacion o despolimerizacion (Liu y col., 2007).

2.5.4. Método quimico

Existen métodos quimicos en donde se usan &cidos inorganicos para la desmineralizacion,
alcali para la desproteinizacion, solventes organicos para la eliminacion de lipidos y
colorantes. Estos métodos, cominmente, conduce a la formacion de mondmeros, trimeros o la
posible desnaturalizacion de la quitina. Por otra parte, el uso de solventes organicos, los cuales
pueden ser tdxicos, corrosivos, degradadores o mutagénicos, hacen que resulte una quitina

inadecuada para aplicaciones en la industria médica y alimentaria (Troger y Niranjan, 2010).

En el método quimico la principal reaccion para modificar la estructura de la quitina es la
hidrélisis de los grupos acetamida para generar el polimero desacetilado quitosana (Figura
2.7). Para esta reaccion se utilizan condiciones alcalinas muy severas debido a la resistencia de
tales grupos a la hidrolisis por razones conformacionales. La reaccién puede ocurrir
preferentemente en las zonas amorfas del polimero, dejando practicamente intactas las
regiones cristalinas nativas de la quitina donde el acceso del reactivo alcalino es muy limitado.

OH OH
0~ i ( 1
- "N
HoH i
Ho—(—¢ + NaOH Ho—(—¢ \ T CH,COONa
H |\\C—OH D

Figura 2.7. Esquema de reaccion para la desacetilacion alcalina de la quitina para formar

quitosana (Ramos-Ponce, 2009)
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Alternativamente, la modificacion de la estructura de la quitina bajo condiciones homogéneas
se lleva a cabo empleando soluciones de NaOH moderadamente concentradas (=13%) sobre la
quitina previamente hidratada. Despues se somete a desacetilacion a una temperatura cercana
a la del ambiente durante lapsos largos de tiempo. Esto facilita el acceso del alcali a los grupos

GIcNAc y, por ende, una desacetilacion méas uniforme (Ramos-Ponce, 2009).

En la reaccion alcalina, los factores que afectan al grado de desacetilacion son la temperatura y
la concentracion del alcali, en donde se afecta directamente la cinética de la reaccion. Igual
que en los tratamientos previos, el tamafio de particula, la densidad y, por lo tanto, la
porosidad de la quitina afectan la velocidad de penetracién del alcali en las regiones amorfas y

cristalinas del polimero (Ramos-Ponce, 2009).

2.6. METODOS QUIMICOS COMUNMENTE UTILIZADOS PARA LA
EXTRACCION DE QUITINA Y QUITOSANA

El tipo de método y las condiciones de proceso dependen del tipo de quitina que se necesite,

por ejemplo:

e La desacetilacion parcial de la quitina no es una desventaja si se requiere

posteriormente para ser convertida en quitosana.

e La formacion del polimero en tetrdmeros o heptdmeros es deseable desde el punto de
vista de actividad biologica (Flores-Lépez, 2008).

De acuerdo con el método y reactivos a utilizar existen diferentes metodologias utilizando

bases, acidos, disolventes con diferente polaridad y microorganismos degradadores de materia

organica. La Tabla 2.2 presenta algunas de ellas.
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Tabla 2.2. Diferentes metodologias para la extraccion de quitina y sus derivados

Procedimiento (Autor)

Metodologia

Reactivos utilizados

Aislamiento de la quitina de
cascara (exoesqueleto) de
crustaceo (Gacén y Gacén,
1996)

1. Desmineralizacion
2. Desproteinizacion
3. Desacetilacion

4. No
despolimerizacién de
quitosana

1. HCI 1M, 12h y temperatura ambiente
2. NaOH 1M, 4h, 90°C
3. NaOH 50%, 1-3h, 110-130°C
92% de desacetilacion
. Tiofenol y borohidruro de sodio, atmdsfera inerte

SN

Obtencidn de quitina
(Garcia, 2006)

1. Desproteinizacion
. Desmineralizacion
. Decoloracion

. NaOH (1-10%), 65-100°C, .5-6h
. HCI, 2-24h, agitacion
. Etanol-éter, etanol-acetona, éter, cloroformo

Extraccion de quitina
(Shahidi y Synowiecki,
1991)

. Decoloracion
. Desproteinizacion
. Desmineralizacion

. Aceite
. KOH 2% p/v, 90°C, 2 h
3.2.5Y0 plv, HCI, 20°C, 1 h

NEFRPWN -

Extraccion de quitina
(Shimahara y Takiguchi,
1988)

. Desmineralizacion
. Desproteinizacion

NEFRPIWNRERWN

la. HCI 2N, 2dias, 25°C.

1b. 6 dias, EDTA, 25°C

2. NaOH, uso de Pseudomonas maltophil. 60% de
desproteinizacion

Obtencidn de quitina
(Parada y col., 2004)

1. Preparacion de la

materia prima

2. Despigmentacion

3. Desmineralizacién
4. Desproteinizacion

1. Moler y tamizar los exoesqueletos de camaron
2. Utilizar mezcla de solventes: éter de petroleo,
agua y acetona (15/10/75)

3. HCI 1M

4. NaOH 4.5%, 3h, 65°C

Obtencidn de quitina a partir
de residuos de calamar
(McLean, 2000)

1. Extraccién de quitina

1. Solucién de 0.1mol L™* NaOH

2. Extracto crudo de actinidina de la fruta kiwi
3. AMT Endoproteasa

4. Pepsina

5. Catepsina

Obtencidn de quitosana
(Barreto y col., 2001)

Pasos: 1, 2y 3 para
aumentar la reactividad
de la quitina

4. Desacetilacion

1. Quitina comercial es tratada con ultrasonido.

2. Agitacion magnética por 60min en agua a 25 y
55°C

3. Sonicacion 0.5p/s

4. Secar y desacetilar NaOH 40%,110°C

5. Lavar con metanol

Obtencidn de quitosana
(Kyoon y col., 2000)

1. Desacetilacién de
quitina comercial

1. Mezclar quitina mas NaOH 40-50% en relacion
1:10 o 1:15 (m/v) y poner en una autoclave a presion
de 15psi, 121°C, 5-30min

Quitosana  completamente
desacetilada sin disminucién

1. Desmineralizacion
2. Desproteinizacion

1. HCI
2. NaOH

excesiva de la masa | 3. Desacetilacion 3. NaOH, tiofenol, 1h, 100°C

molecular  (Domard vy

Rinaudo, 1983)

Obtencién de quitosana | Desacetilacion NaOH al 50%, al vacio durante 30, 45 y 60 min a

(Benjakul 'y Wisitwuttikul,
1993)

100°C. Repetir dos veces

Obtencién de quitosana
(Rodriguez-Pedroso y col.,
2009)

Proceso termoquimico

Someter la quitina a 230°C en una solucion alcalina
al 10% durante 1 min a presién reducida. Una
descompresion repentina en el proceso y posterior
tratamiento durante 24 h, a una temperatura de 4°C
permite alcanzar una desacetilacion completa de la
quitina
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2.7. CARACTERISTICAS DE QUITINA Y QUITOSANA

Quitina

Esta marcada diferencia entre la quitina y la quitosana que ha favorecido las aplicaciones de
esta Ultima se debe a la estructura quimica, que causa la diferencia de solubilidades, pues la
quitina o a-quitina comunmente encontrada en artrépodos como los cangrejos tiene cadenas de
disacaridos antiparalelas, con un enlace de hidrogeno intramolecular e intermolecular (grupos
-OH, -C=0 y =NH). Todos los grupos hidroxilo estan totalmente enlazados por puentes de
hidrégeno que son importantes desde el punto de vista técnico y quimico pues son los que le
confieren a la quitina la alta insolubilidad (Tabla 2.3) que protege a los organismos que poseen

exoesqueletos de la hostilidad del ambiente (Flores-Ortega, 2008).

A diferencia de la celulosa y otros polisacaridos, la quitina es un polisacarido basico y dentro
de sus propiedades se incluye una elevada hidrofobicidad (Majeti y Ravi, 2000). Su contenido
de nitrégeno varia entre un 5 y un 8%, en dependencia del grado de desacetilacion (Garcia,
2006).

Tabla 2.3 Solubilidad de la quitina

Acidos, é&lcalis diluidos, alcoholes, disolventes inorganicos
Insoluble (Garcia, 2006)
Agua, disolventes organicos (Gacén y Gacén, 1996)

N Dispersion Soluciones acuosas concentradas de algunas sales de litio y calcio,
Quitina P como el tiocianato de litio (Garcia, 2006)

Hexafluoroacetona 'y la  N,N-dimetilacetamida (DMACc)
Soluble conteniendo 5-8 % LiCl, metanol saturado con el cloruro de calcio
dihidratado (Pacheco-L., 2010)

Quitosana

La quitosana, como ya se menciond, es un polimero derivado de la quitina. Es ampliamente
producido de los residuos del camarén y otros crustdceos con diferentes grados de
desacetilacion y distintas masas moleculares y, por lo tanto, con propiedades quimicas y

funcionales diferentes (Tabla 2.4).
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Tabla 2.4 Solubilidad de la quitosana

Soluble Acidos organicos como acético, formico,
Quitosana tartarico y citrico (Cartaya, 2009).
Agua a pH cercano a la neutralidad (No y col.,
Insoluble 2007)

Quitosana derivada
en forma de acetato,
lactato y malato

Solubles en agua (No y col., 2007)

La quitosana es también mucho mas reactiva que la quitina, ya que sus grupos amino pueden
ser acilados, alcohilados y reaccionar con las bases de Schiff. Puede ser definida como una
poliamina lineal de alta masa molecular con grupos amino e hidroxilo reactivos. Se comporta
como un polielectrolito catiénico y, por debajo de un valor de pH de 6.5, presenta una alta
densidad de carga (Gacén y Gaceén, 1996). Generalmente la quitosana no esta totalmente
desacetilada, por lo que en realidad lo que se produce es un copolimero lineal formado por
unidades de D (+)-glucosamina y N-acetil-D (+)-glucosamina. Hasta hace poco era aceptado
que estos grupos se encontraban distribuidos a lo largo de la cadena polimérica al azar o en
bloques, dependiendo del método de obtencion del biopolimero (homogéneo o heterogéneo)
(Kurita y col., 2000).

Sin embargo, estudios publicados han demostrado que la quitosana presenta una distribucion
aleatoria de los residuos acetilados y desacetilados, independientemente de si la reaccion se

condujo de forma homogénea o heterogénea.

2.8. DIFERENCIACION ENTRE LA QUITINA Y LA QUITOSANA

Los nombres quitina y quitosana son en ocasiones indistintamente empleados en la literatura,
pero ninguno de ellos representa una estructura quimica Unica. La quitina contiene en sus
cadenas, mayoritariamente, el grupo N-acetilo y en menor proporcion grupos amino libres.
Generalmente, la quitina presenta grados de desacetilacion menores al 60% Yy en la quitosana

el grado de acetilacion es inferior al 40% (Pastor-de-Abraham e Higuera, 2004).
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El grado de acetilacion o desacetilacion es uno de los pardmetros estructurales mas
importantes de la quitina y de la quitosana. La quitina pura (100% acetilada) y la quitosana
(100% desacetilada) son productos que apenas se presentan como tales. Por ello es frecuente
referirse a la quitina como producto en que la mayoria de los grupos amino estan libres. Se ha
seflalado que la quitosana comercialmente disponible contiene entre un 15-20% de grupos
acetilados. Por la gran diferencia de propiedades entre los grupos amino y acetamido, el grado
de acetilacion de estos polimeros puede determinarse a través de una gran variedad de
métodos quimicos y fisicos (titulacidn, espectroscopia de infrarrojo, andlisis elemental,

termogravimetria, etc.) (Gacén y Gacén, 1996).

En su forma natural, la quitina se presenta parcialmente desacetilada. La diferencia entre la
quitina y la quitosana es, de hecho, arbitraria ya que las formas completamente acetiladas 0
desacetiladas no existen en la naturaleza ni como productos finales de un proceso. Por ello, en
la préactica, al polimero que presenta mayor acetilacion se le denomina quitina y al mas

desacetilado quitosana (Cartaya y col., 2009; Hansen y Llanes, 1994).

En la literatura cientifica no existe un criterio Gnico para discriminar a la quitina de la
quitosana. En ese sentido, la mayoria de los investigadores diferencian a la quitosana y a la
quitina atendiendo a su solubilidad. Por ejemplo, la quitosana se disuelve en &cido acético 0.1

mol/L mientras que la quitina no (Cartaya y col., 2009).

La quitosana tiene un contenido de nitrogeno (N) mayor al 7% y posee una distribucion
regular de los grupos aminos libres, que pueden ser protonados por ciertos acidos cargandose
positivamente, lo que le confiere un comportamiento de policatién (Rodriguez-Pedroso y col.,
2009).

A continuacion y con base en esta revision de la literatura, se presenta el desarrollo

experimental seguido en esta investigacion para obtener quitina y quitosana solubles

empleando el disolvente MAC-141© y la sonicacion.
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CAPITULO 11

DESARROLLO EXPERIMENTAL

En la Figura 3.1 se presenta el diagrama de bloques del desarrollo experimental que se siguio

en esta investigacion.

CEFALOTORAX LAVADO CON LICUADO
DECAMARON |»| AGUADELA [(» (H.0, 1:2)
FRESCO LLAVE
I il SEPARACION DE
- CAROTENOPROTEINAS
RESIDUOS A FILTRACION > PARA OTRA
TRATAMIENTO Y INVESTIGACION
DISPOSICION v
TAMIZADO
(CPD)

\4

TRATAMIENTO CON
SONICACION EN —»| FILTRACION
DISOLVENTE MAC-141

QUITINA O QUITINA
PARCIALMENTE
DESACETILADA

(QUITOSANA)

\ 4
PURIFICACION

CARACTERIZACION

A

A

Figura 3.1. Diagrama de bloques de la produccion de quitina y quitosana

3.1. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA EXTRACCION DE QUITINA Y SU
DESACETILACION PARCIAL

3.1.1 Andlisis por sonicacion: relaciéon tiempo/radiacion

Para realizar esta investigacion se aplico un disefio experimental tomando en cuenta tiempo, 5,
10 y 15 minutos, y la frecuencia de sonicacion 0.5, 0.7, 0.9 pulsos por segundo (p/s). Cada

experimento de realiz6 por triplicado. A continuacion se pone en forma tabular (Tabla 3.1).

24



Desarrollo experimental

Tabla 3.1. Disefio experimental variando tiempo y frecuencia de sonicacion a temperatura
ambiente y sin agitacion

Tiempo, min Sonicacién
(Pulsos/segundo) de CPD con disolvente MAC-141
0.5 0.7 0.9
5 X-1 X-2 X-3
10 Y-1 Y-2 Y-3
15 Z-1 Z-2 Z-3

3.1.2 Andlisis por sonicacion: relacion tiempo/radiacidén/calentamiento (45, 55y 60°C)

Si el tratamiento por radiacion ultrasonica no contribuye al cambio en la reactividad de la
quitina para la desacetilacion, entonces las muestras (CPD-MAC-141) son sometidas a
agitacion magnética durante 40 minutos a diferentes temperaturas: 45, 55 y 60°C, que es
menor a 64.7°C, donde se tiene el punto de ebullicién del metanol que se encuentra presente
en el disolvente MAC y asi evitar la evaporacion de este solvente (Tabla 3.2). Se enfria a

temperatura ambiente, se filtra y se identifica por IR.

Tabla 3.2. Disefio experimental variando tiempo y frecuencia de sonicacion con agitacion y a
diferentes temperaturas

Agitacion 40 minutos
Muestras (quitina-MAC)
45°C 55°C 60°C
0.5 p/s (5,10,15minutos) X-1 X-2 X-3
0.7 p/s(5,10,15minutos) Y-1 Y-2 Y-3
0.9 p/s(5,10,15minutos) Z-1 Z-2 Z-3

3.2. METODOS

3.2.1. Preparacion del cefalotorax parcialmente desproteinizado (CPD)

Para preparar las muestras se siguieron los siguientes pasos:

Paso 1: Obtencion del cefalotérax y caparazones de camarén fresco
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Las cabezas de camardn y caparazones (CC) se obtienen a un costo de $10/kg de estos
residuos en la zona de pescados y mariscos de la Central de Abastos de La Nueva Viga, en
México, DF. Los residuos de camardn (CC) se obtienen después de que la parte abdominal o
carnosa del camaron es desprendida del exoesqueleto o cefalotérax. De esta manera se
obtienen ganancias de los residuos obtenidos (exoesqueleto y cefalotérax) y aumenta el valor

econdmico del camarén al venderse pelado.

Paso 2: Lavado con agua de la llave

Los subproductos del camardn (CC) fresco se colocaron en una criba de plastico, se limpiaron
de objetos extrafios y se lavaron bajo un chorro de agua corriente hasta que ésta se observo
limpia. Se dejaron escurrir durante 30 minutos. Los subproductos del camaron se deben
utilizar preferentemente frescos. En caso contrario se deben mantener en refrigeracion para

evitar la descomposicién de las proteinas presentes y utilizarse a la brevedad posible.

Paso 3: Licuado

En una licuadora domestica, marca Osterizer modelo 10-C de una velocidad se adicion6 el CC
(paso 1) y agua en una relacion 1:2 en masa (una parte de CC y dos partes de agua) y se licuo
durante 30 segundos. La mayor parte de proteinas, grasas y pigmentos y parte de los minerales
se eliminan cuando se licua el CC con agua y se obtienen subproductos parcialmente
desproteinizados (CPD).

Paso 4: Filtracién

La pasta obtenida en el paso 3 se pasO por un tamiz con malla de 1mm de abertura para
separar la parte liquida. Se recogio la parte solida del CPD retenido en el tamiz y se repitio el
proceso de licuado y tamizado una vez mas. Se enjuag6 el CPD con una parte de agua y se

elimind el exceso de agua.
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Paso 5: Secado

Una vez eliminada el agua al CPD obtenido se puso a secar en una estufa eléctrica marca

Felisa a 60°C durante 18 horas.

Paso 6: Tamizado

El CPD obtenido se tamiz6 para obtener un tamafio de particula de 0.2 mm (149um)<P<2mm

y se conservo en refrigeracion dentro de un envase hermético.

3.2.2. Caracterizacion del CPD

Esta caracterizacion se hizo con la finalidad de saber si el cefalotérax parcialmente
desproteinizado habia sido tratado correctamente, ya que es la principal y Unica materia prima
con la que se trabajo y de donde se extrajeron los polimeros de interés (quitina y quitina
parcialmente desacetilada o quitosana) y para disminuir el error en las pruebas propuestas que
mas adelante se mencionan en esta metodologia de trabajo. La caracterizacion del CPD se hizo
en una investigacion preliminar a partir de las metodologias descritas en la literatura (Rios-de-

los Rios y Ramirez-Morales, 2010).

3.2.3. Preparacion del disolvente MAC-141

Los pasos seguidos para la preparacion del disolvente MAC-141 fueron los siguientes (Flores-
Ortega, 2004, 2008):

Paso 1: Mezcla de reactivos
En un baldn de destilacion de 500 mL se agregaron 277.5 g de cloruro de calcio, 180 mL de

agua destilada y 99 mL de etanol. Al realizar esta técnica el matraz debe estar en un bafio de

hielo, pues la reaccion es exotérmica.
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Paso 2: Reflujo

A la mezcla hecha en el paso 1, se le pone a reflujo, con calor moderado, hasta que se disuelva
completamente el cloruro, es decir hasta que llegue al equilibrio para obtener el disolvente
MAC-141. Al disolvente MAC-141 obtenido se le enfria y se guarda en un recipiente

hermético.

3.2.4. Obtencion de quitosana

3.2.4.1. Sonicacion de CPD con disolvente MAC-141

Para el tratamiento de sonicacion se utiliza un sonicador Fisher Scientific Dismembrator 550
con punta fina apropiada para el tratamiento de cantidades pequefias de muestra pues se utiliza
1g de CPD mas 10g de disolvente MAC-141, que son colocadas en un vial para sonicar, marca
Falcon conico, apropiado para la sonicacion de la muestra pues debe cubrir la mayor
superficie de la punta del sonicador. La muestra se homogeneiza y se lleva a sonicacion con
factores establecidos en un tiempo dado y a diferentes pulsos por segundo (Tablas 3.1y 2) con
objeto de encontrar la relacion tiempo/radiacion adecuada para la obtencién de los polimeros.
A cada muestra se le tomd la temperatura después de la sonicacién y se observo si habia
pérdida visible de disolvente por incrustaciones de calcio en la punta del equipo. Las muestras
obtenidas se filtraron con un equipo Millipore para separar el CPD del complejo polimero-

disolvente.

3.2.4.2. Sonicacion de CPD con disolvente MAC-141 y calentamiento a 45, 55y 60°C

Después de que las muestras fueron homogeneizadas y sonicadas con factores de tiempo y
pulsos establecidos (Seccion 3.1.2, Tabla 3.2), se vaciaron en un vaso de precipitado y se
pusieron en agitacion por 40 minutos a temperaturas de 45, 55 y 60°C. Una vez que la muestra
estuvo completamente viscosa, se filtré con un equipo Millipore usando una medio filtrante ad
hoc (Duran-Moreno, 2010). Se hidratd en “desecadores” herméticos, para recuperar el
disolvente MAC-141 (recuperando el calcio como liquido y el metanol como vapor) y se

identificd por IR, como se detalla mas abajo.
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3.2.5. Procedimiento de purificacion

Las muestras se colocaron en un desecador hermético saturado de vapor de agua durante 24
horas para separar la mayor cantidad de calcio y metanol presentes debido al disolvente MAC-
141. Pasado este tiempo las muestras se sacaron del desecador. El sobrenadante que se
formaba se retiraba con una pipeta Pasteur y el precipitado se ponia a secar a 95°C durante 18
horas en una estufa marca Felisa para retirar los excedentes de agua y metanol. Después se
lavaron con metanol y éter para quitar el agua ligada al polimero y permitir su identificacion
por espectroscopia de infrarrojo (IR) y se dejaron secar por otras 18 horas. Las muestras
fueron caracterizadas por IR, solubilidad y grado de desacetilacion.

Si las muestras no eran viscosas, esta caracteristica indicaba que contenian una mayor cantidad
de calcio. Para retirar éste, las muestras se pusieron en un desecador hermético saturado de
vapor de agua durante 18 horas. Después de este tiempo las muestras se sacaron del desecador
y se pasaron a un vial para lavar con agua destilada a pH de 6.4, precipitando el polimero
obtenido. Durante el lavado se forma un precipitado y el agua es retirada con una micropipeta
para facilitar el secado. El precipitado se seca en una estufa marca Felisa durante 18 horas a
95°C para retirar el excedente de metanol y agua. Una vez seco el producto (se formé un polvo
blanco), se lavé con metanol y éter para retirar la mayor cantidad de agua ligada y se puso a
secar por otras 18 horas. Las muestras fueron identificadas por grado de desacetilacion, IR y
solubilidad.

3.2.6. Grado de desacetilacidn: Técnica potenciométrica

Se pesaron 0.5 g de muestra y se disolvieron a una temperatura de 55°C, con agitacion durante
15 minutos en 20 mL de HCI 0.3 N para la mayor disolucion del polimero. Se afiadieron 400
mL de agua destilada para permitir una buena dispersion del precipitado que se iba formando.
Se titul6 la disolucion obtenida con NaOH 0.1 N leyendo las variaciones del pH con un
potenciémetro, agitando constantemente. La curva de titulacién se traz6 en funcién de los mL
de NaOH afadidos.
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Gréaficamente se determinaron los volimenes a y b de la solucion de NaOH gastada en la
titulacion del polimero, correspondientes a dos puntos de inflexion, los cuales se sustituyeron
en la Ecuacion 3-1 para obtener el porcentaje de grupos amino (%NH;) contenidos en el

polimero.

9%NH,= ((16.1)(b-a)(.1))/m (3-1)

a = punto de inflexion menor
b = punto de inflexién mayor

m = masa de la muestra.

Para tener una referencia se realiz6 el procedimiento anterior, pero con una solucién que no
contenia muestra del polimero en estudio como se muestra en la Figura 3.2, asi como otra

muestra con quitina comercial Sigma (Anexo D).

14

12

10

pH

0 10 20 30 40 50 60 70
mL de NaOH 0.1N

Figura 3.2. Titulacién de HCI 0.3N con NaOH 0.1N sin muestra de quitina y quitosana

30



Desarrollo experimental

3.2.7. Pruebas de solubilidad

En un vial de 2mL se colocan 0.001g de muestra y 0.5mL del disolvente caracteristico para
solubilizar quitina o quitosana que, de acuerdo con su solubilidad, se compara con los datos de
la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Tabla de solubilidad de quitina y quitosana (Flores-Lo6pez, 2008)

i HCI H,SO, CH,0, CH3-COOH-2% Agua
Polimero . o o o
(Diluido) | (Diluido) (acido férmico) (acido acético)
Quitina insoluble insoluble soluble insoluble insoluble
Quitosana soluble insoluble soluble soluble soluble

3.2.8. Espectroscopia de infrarrojo (IR)

El andlisis espectroscopico para cada una de las muestras obtenidas, se realiz6 en el
Laboratorio de Espectroscopia de Infrarrojo de la USAI en un equipo FTIR 1605, de acuerdo
con las metodologias estandarizadas en ese laboratorio.

3.2.9. Anélisis estadisticos

Se empled el paquete Statgraphics Plus 5.1 para analizar los datos experimentales y evaluar su

confiabilidad, exactitud, precision y determinar si hay diferencias entre ellos, de acuerdo con
el instructivo del fabricante (Statgraphics, 2010).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EXTRACCION DE QUITINA Y QUITOSANA

4.1.1. Datos de los experimentos de CPD con MAC-Sonicacion

Como ya se menciond en el capitulo anterior, sobre la extraccion de quitina con disolvente
MAC, la mezcla debe homogeneizarse por sonicacion, con una duracién de pulso ajustada a
0.5, 0.7 y 0.9 pulsos por segundo durante el tiempo necesario haciendo un seguimiento con IR
(infrarrojo) para observar las bandas caracteristicas para formacion de quitosana. Todas se

hicieron a temperatura ambiente (20+2°C).

En la primera propuesta se probaron muestras con 0.5 pulsos/segundo, estudiando después el
efecto de las variaciones en las ondas ultrasonicas con intervalos de 0.2 para determinar la
relacién tiempo/radiacion ultrasénica mas eficiente en el intervalo de las condiciones de
estudio para la solubilizacién de la quitina y la formacién de quitosana a través de la
desacetilacion parcial de la quitina (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Obtencion de quitina (Q) y quitosana (M) por disolucién y sonicacion simultaneas a

diferentes pulsaciones y tiempos de proceso

Tiempo (min) Sonicacion de CPD con disolvente MAC-141, p/s
0.3 0.5 0.7 0.9
5 Q Q Q Q
10 Q (M1) (M3) Q
15 Q (M2) Q Q
Q= quitina

M1, M2, M3: Muestras de quitina parcialmente desacetilada (quitosana)
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En la Tabla 4.2 se presentan los rendimientos de quitina y quitosana para los tratamientos mas

efectivos.

Tabla 4.2. Rendimientos de quitina (Q) y quitosana parcialmente desacetilada (M) en g/g

muestra inicial de CPD, obtenidos por sonicacion a diferentes pulsaciones y tiempo de proceso

Tiempo, min Sonicacion de CPD con disolvente MAC-141, p/s
0 0.5 0.7 0.9
0 Q* N.a. N.a. N.a.
5 N.a. Q=0.2375 Q=1.00 Q=0.7746
10 N.a. 0.2719 (M1) 0.7352 (M3) Q=0.2528
15 N.a. 0.4330 (M2) Q=0.4045 Q=10.3305

N.a. No aplicable. Q=quitina. *Obtenido con el proceso original sin sonicacion. M1, M2, M3: Muestras que
presentan desacetilacion a partir del método descrito en el inciso 3.2.6

En esta primera parte se pudieron caracterizar por espectroscopia de infrarrojo cada una de las
muestras en el disefio de experimentos de la Tabla 4.2, pues cada uno de los productos
obtenidos de los tratamientos presenta un espectro de infrarrojo diferente como se explicara

mas adelante.

Ademas, para cada muestra se midié el grado de desacetilacion, pues la caracterizacion por IR
no es totalmente confiable, ya que las bandas de quitina y quitosana son muy similares por sus
grupos funcionales, ademas de que el contenido de agua presente en el polimero no permite se
defina la frecuencia de los grupos funcionales de ambos polimeros (seccion 4.1.2.

Caracterizacion de M3).

Por otro lado, el grado de desacetilacion da la pauta para saber si se esta formando quitosana a
partir de quitina por la identificacion grupos amino libres formados a partir de los grupos

amida presentes en la quitina.

A las muestras representadas como Q y M (1, 2, 3) (Tabla 4.2) se les determino el grado de

desacetilacion y se obtuvo un gréfico de pH versus el volumen afiadido de NaOH.
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Como se menciond en el capitulo anterior, se realiz6 un blanco para el grado de desacetilacion
gue no contenia ningun tipo de muestra del polimero a identificar (Figura 3.2, seccion 3.2.6),
otro blanco con quitina Sigma (Anexo D) y otro con quitosana Sigma. De la Tabla 4.2 se
tomaron las muestras designadas como M1, M2 y M3 ya que, de acuerdo con la
caracterizacion, IR y grado de desacetilacion, fueron las que presentaron resultados esperados
para la obtencion de quitosana a partir de la reaccién de CPD y sonicacion.

4.1.2. Caracterizacion de M3

De acuerdo con los tratamientos realizados (Tabla 4.2) se pudieron obtener resultados para la

obtencion de quitosana con las siguientes condiciones:

Tiempo méaximo expuesta L Rendimiento, g de
Muestra ] _ Sonicacion, p/s
al sonicador, min muestra/g CPD
M3 10 0.7 0.7352

Antes de que la muestra M3 fuera identificada por grado de desacetilacion o IR, ésta se puso
en un desecador saturado de vapor de agua para que el disolvente MAC-141 en el que se
encontraba disuelto el polimero, absorbiera la mayor cantidad de agua y solubilizara los iones
calcio del complejo polimero-calcio y asi retirar la mayor cantidad de calcio, para que éste no
interfiriera en su caracterizacion (grado de desacetilacion, Figura 4.1).

Debido a que los polimeros quitina y quitosana contienen grupos hidrofilicos, como los grupos
-OH o -NHj,, estos polimeros tenderian a presentar gran cantidad de agua ligada con picos
caracteristicos en 1640.3 cm™ o agua libre con vibraciones correspondientes en el IR en
1655.8 cm™ (Velazquez-de-la-Cruz y Martin-Polo, 2000). Esto no permitiria la identificacion
de las bandas de -NH, principalmente, que son caracteristicas del polimero a identificar. Por
ello, se realizaron lavados con metanol y éter para quitar la mayor cantidad de agua ligada al
polimero y visualizar las bandas de quitina o quitosana. Asi, en el espectro de la Figura 4.2
s6lo se aprecian 4 bandas con mayor intensidad en la regién de 3449.12 cm™, asignadas al

grupo OH caracteristico de ambos polimeros pues aparece en 3444.0 cm™ (Cafiipa y col.,
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1994). La banda en 1613 y 1629 cm™ se asigna al grupo -NH, grupo presente en el polimero
quitosana, caracteristico en 1656 (Cafiipa y col., 1994) o en 1621 cm™ (Hernandez y col.,
2009). La diferencia entre las bandas obtenidas experimentalmente y las encontradas en la
bibliografia se puede deber a que las muestras fueron caracterizadas con una cantidad residual
de calcio presente en la muestra. Ademas, aunque el contenido de agua ligada y agua libre es
tedricamente cercano a cero, aparece un desplazamiento distinto al mostrado en la quitosana

comercial Sigma (Anexo B).

La banda en 3489.72 cm™ se asigna al grupo N-H caracteristico entre 3400 y 3500 cm™
(Mérmol y col., 2004) del grupo amida de la quitina. A mayor frecuencia, se asigna al grupo
N-H teniendo un enlace sencillo que le permite mas vibraciones entre sus atomos y, por tanto,
aparece a mayor frecuencia en el espectro de infrarrojo. En el espectro de la Figura 4.2
aparecen los grupos caracteristicos de quitina y quitosana pero no se puede definir con
precision, por lo que se decidié obtener el grado de desacetilacion para determinar el

porcentaje de grupos amino (-NHy), caracteristicos del polimero quitosana.
Grado de desacetilacion de M3

Los 0.7352g obtenidos de M3 se titularon segun el procedimiento 3.2.6, para determinar el

grado de desacetilacion, como se muestra en el Figura 4.1.
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Figura 4.1. Curva de titulacion de la muestra M3 para determinar el % de grupos amino
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El % de grupos amino (-NH>) se determina por la cantidad de solucion de NaOH gastada que
reacciona, primero, con el acido libre en la disolucion y, después, dado que debe desplazarse
de la molécula de quitosana el anion cloruro unido al grupo amino libre. La quitosana precipita
para quedar libre en un medio neutro, por lo que puede registrarse la diferencia de pH ente
estos dos puntos y obtener una curva de pH versus el volumen de NaOH afadido, con dos
puntos de inflexion. El primer (a) y segundo (b) puntos de inflexion son equivalentes a la
titulacion del exceso de acido clorhidrico y al de la titulacién de la quitosana protonada,
respectivamente. La diferencia del volumen entre estos dos puntos se corresponde con el acido
consumido para la protonacion de los grupos amino y permite la determinacion del grado de
desacetilacion (Hidalgo y col., 2008).

En el procedimiento del grado de desacetilacion se encontré un punto maximo (b) y minimo
(). Aunqgue esto no indica que existen grupos amino presentes en la muestra M3, pueden ser
los que estén ligados a la quitosana parciamente desacetilada o aminoacidos que no se
retiraron en el procedimiento de desproteinizacion de CPD. Si estos aminoacidos de proteinas
estuvieran presentes, entonces se observarian en el espectro de infrarrojo (Figura 4.2) en 1204-
1224 cm™, y no se observaria precipitacién del polimero quitosana al aumentar el pH de la
solucidn, pero si se observd este fendmeno. Para determinar los grupos amino presentes en la
quitosana parcialmente desacetilada se decidi6é obtener la primera derivada correspondiente a

la titulacion de la Figura 4.3.

Primera derivada de M3

La tendencia mostrada en el Figura 4.3, se encuentran los puntos de inflexion cuyos valores se
determinaron por el criterio de la primera derivada, graficando ApH/AV de NaOH contra el

promedio de solucion de NaOH gastada.

Los picos representan el punto minimo en 59.5 y maximo en 63.5 de la cantidad de solucion
de NaOH gastada, los cuales pueden ser identificados en la curva de titulacion (Figura 4.1)

que corresponden al % de grupos amino (-NH,) presentes en la muestra.
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Figura 4.3. Criterio de la primera derivada para determinar el punto méaximo y minimo en la

curva de titulacion de M3

Si se toman los puntos maximo y minimo como b=63.5 y a=59.5 y la masa de M3 = 0.7352g,
entonces el % de grupos amino (-NH,) = [(16.1)(b-a)(0.1)]/M3 = 8.75% que es igual al

porcentaje de desacetilacion.

El porcentaje de grupos amino es muy bajo, lo que hace dificil la caracterizacién del polimero
por espectroscopia de infrarrojo, aunque esta técnica permite observar que no hay grupos

amino de proteinas que se pueden confundir con el grado de desacetilacion.

En la muestra M3 se encontraron por IR grupos caracteristicos de quitina y -NH,
caracteristicos de quitosana parcialmente desacetilada. También se observé una relacion entre
el grado de desacetilacion y el criterio de la primera derivada para identificar sélo y

especificamente quitosana parcialmente desacetilada.

Se observd durante la titulacion de la muestra (M3) un precipitado a pH béasico. Segun Hidalgo
y col. (2008), la quitosana precipita en medios ligeramente acidos a neutros, indicando que

probablemente era quitosana.
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4.1.3. Caracterizacion de M2

El procedimiento de sonicacion y gramos obtenidos para la muestra designada como M2 se

muestra a continuacion:

Tiempo maximo expuesta al o Rendimiento g de
Muestra ) ) Sonicacion, p/s
sonicador, min muestra/g CPD
M2 15 0.5 0.4330

La muestra M2 caracterizd por espectroscopia de infrarrojo y el grafico se muestra en la
Figura 4.4. En ella, la banda presente en 3453.73 cm™ se compara con bandas en 3434 cm™
(Hernandez y col., 2009) y 3444 (Cafiipa y col., 1994), que corresponden al grupo OH. El
desplazamiento en 3502.90 cm™ se relaciona con el grupo N-H, el cual se caracteriza en 3400
y 3500 cm™ (Marmol y col., 2004).

La banda en 1629 cm™ es caracteristica el grupo -NH,. Cuando esta ligado al polimero
quitosana aparece en 1621 cm™ (Hernandez y col., 2009), 1647 cm™ (quitosana Sigma, Anexo
B) y 1656 cm™(Cafiipa y col., 1994). En la muestra M2 aparece la banda caracteristica del
anillo pirandsico en 1065 cm™ el cual aparece en 1060 cm™(quitosana Sigma, Anexo B), 1070
cm™ (Hernandez y col., 2009) y 1074 cm™ (Cafiipa y col., 1994). En la muestra de M2 las
bandas para quitina y el grupo NH; correspondiente a la desacetilacion de la quitosana son
visibles al igual que las bandas del anillo aroméatico. Ademas, no se encuentran bandas

caracteristicas de aminoacidos.
Grado de desacetilacion de M2

A la muestra de M2 con masa de 0.4330 g, se le determind el grado de desacetilacion, el cual

se muestra en el Figura 4.5.

De los datos obtenidos en la Figura 4.5, que representa la titulacion de la muestra M2, se

obtuvo la primera derivada, para determinar los puntos de inflexiébn maximo y minimo.
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Figura 4.5. Curva de titulacion M2 para determinar % de grupos amino (-NH,)

Con estos puntos, por su diferencia entre ellos, se puede determinar la cantidad de HCI
consumido para protonar grupos amino (Parada y col., 2004) unidos al polimero de quitosana
parcialmente desacetilada, lo cual se puede asegurar ya que, como se mostré en la Figura 4.4
de espectroscopia de infrarrojo, no hay bandas correspondientes a aminoacidos de proteinas.

Al igual que con la muestra M3 se buscé un coincidencia entre el grado de desacetilacion y el

criterio de la primera derivada.

Primera derivada de M2

La Figura 4.6 presenta la primera derivada de la curva de titulacion (Figura 4.5) de la muestra
M2. Localizando los puntos de b=63.5 y a= 59.5 que, al igual que en la curva de titulacion,
corresponden al maximo y minimo, respectivamente. Y tomando a 0.4330g como la masa de
la muestra considerada pura, pues durante el proceso de humidificacion de la pelicula obtenida
se retir0 la mayor cantidad de calcio posible, es posible llevar a cabo el procedimiento para
determinar el porcentaje de grupos amino (-NH) en la titulacion.
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Tomando los valores de a y b, asi como la masa de la muestra para sustituirse en (-NHy) =
[(16.1)(b-a)(0.1)]/m, se obtiene 14.87% de grupos (-NHy). En M2, el porcentaje de

desacetilacion aumentd practicamente al doble del obtenido para M3 (8.75%).
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0.5
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40 50

promedio de NaOH gastado

60 70

Figura 4.6. Criterio de la primera derivada para determinar el punto maximo y minimo de la

curva de titulacion de M2

4.1.4. Caracterizacion de M1

El tratamiento en la muestra M1 es el siguiente:

Tiempo maximo expuesta al L Rendimiento, g de
Muestra ) ) Sonicacion, p/s
sonicador, min muestra/g CPD
M1 10 0.5 0.2719

La muestra M1, al igual que las dos anteriores, fue caracterizada midiendo su grado de

desacetilacion (Figuras 4.7 y 8) y por espectroscopia de infrarrojo (Figura 4.9).
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Grado de desacetilacion de M1

Se determina el porcentaje de grupos amino de M1 por el método de titulacion, obteniendo los

datos de la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Curva de titulacion de la muestra M1 para determinar el % de grupos amino
(-NH)

De acuerdo con el criterio de la primera derivada se pueden obtener el punto maximo = 61.5y
minimo = 56.5 de la curva de titulacion, empleando el criterio de la primera derivada como se

muestra en la Figura 4.8.

Si se toman los puntos b=61.5 y a= 56.5 y M1 = 0.2719g, entonces, el porcentaje de grupos
amino (-NH2) =[(16.1)(b-a)(0.1)]/masa de M1 = 29.6%.

El porcentaje de desacetilacion de la muestra M1 fue mayor que para M2 y M3, indicando un
mayor grado desacetilacion de la quitina, lo cual también se pudo comprobar al comparar el

espectro de infrarrojo de M1, obtenido experimentalmente, con el del Anexo B,
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correspondiente a la quitosana Sigma. De las tres muestras caracterizadas se pudo observar
que, a mayor grado de desacetilacion, el espectro de infrarrojo de quitosana parcialmente

desacetilada se parece mas a un espectro de quitosana comercial.
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Figura 4.8. Criterio de la primera derivada para determinar el punto méaximo y minimo de la

curva de titulacion de M1

El espectro de infrarrojo de M1 presenta una banda muy ancha en 3438.36 cm™ que
corresponde al grupo OH (Cafiipa y col., 1994; Hernandez y col., 2009) (quitosana Sigma,
Anexo B), lo que impide observar bandas de N-H y C-H. Aparece una sefial en 1628 cm™

correspondiente al grupo -NH..

Se observan sefiales del anillo piranésico en 1050 cm™, caracteristicas en 1060 cm™(quitosana
Sigma, Anexo B) y 1006 cm™ del enlace C-O-C, identificados también en 1014 cm™
(Hernandez y col., 2009) ,1026 cm™ (quitosana Sigma, Anexo B) y 1030 cm™ (Cafiipa y col.,
1994). Aparece una banda en 1551.56 cm™ correspondiente a una amida secundaria, grupo

presente en el polimero quitina.
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La Tabla 4.3 presenta una comparacion entre las muestras obtenidas en esta investigacion con

las de otros grupos de investigacion.

Tabla 4.3. Comparacién de los porcentajes de desacetilacion obtenidos en esta fase de la

investigacion, con respecto a los obtenidos en la literatura

Metodologia seguida en ésta y otras
investigaciones

Grado de desacetilacion

En esta investigacion
Procedimiento usado: cefalotérax parcialmente
desproteinizado en disolvente MAC-141, 1:10
m/m, reaccion en sonicacién con pulsos de 0.5 a

0.9 durante 5, 10 y 15min

M1= 29.6%
de (-NH;)

M2= 14.8%
de (-NH,)

M3=8.7%
de (-NH,)

Barreto y col. (2001)
Procedimiento usado: Tratamiento previo de
sonicacioén (30 a 90 minutos) de quitina en agua,
agitacion magnética durante 60 minutos a 55°C y
posteriores tratamientos con hidréxido de sodio
al 40% a temperatura de 115°C

Contribuye al aumento de la
desacetilacion de la quitina de 8 a 15%
(7%)

Ramos-Ponce (2009)
Procedimiento usado: desacetilacion de la quitina
via enzimatica [quitindesacetilasa (Ec. 3.5.1.41)]

La desacetilacion de la quitina se aumenta
de 0.5 hasta 9.5% (9%)

Ramos-Ponce (2009)
Procedimiento usado: quitina de cangrejo en
condiciones severas de alcali (40 y 50%) y
tiempos de residencia cortos del2 y 15min en
microondas

Acelera la reaccion de desacetilacion de
quitina. En este tratamiento hay
peptizacion de la quitina con aumento de
la desacetilacion de 15 a 20% (5%)

Muzzarelli (1985)
Procedimiento usado: disoluciones de quitosana
seca 57.4% de desacetilacion (42.6% de
acetilacion) en soluciones de &cido acético 0.1M
a pH=1, son sonicadas a temperatura ambiente
por 40 minutos

El grado de desacetilacion del polimero de
quitosana era de 57.4 y pasa a 81.6%
(24.2%)

Garcia (2006)
Procedimiento usado: extraccion de quitina
usando &cidos (relacién 1:30 p/v):acido oxalico >
acido citrico > agua > NaOH (en
concentraciones de 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0%) y
tiempo de reaccion en la autoclave 5 y 10min

Valores de grado de desacetilacion para la
quitina son de 8.6% y aumenta a 24.7%
(16.1%)

Garcia (2006)

Esta autora plantea que la nomenclatura de
quitina debe darse a polimeros cuyo grado de
desacetilacion es inferior al 60% y nombrar
quitosanas a los polimeros con grados de
desacetilacion mayores al 60%
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De acuerdo con los resultados presentados en las secciones 4.1.2, 3 y 4, se obtuvo un cambio
en la reactividad de la quitina para ciertas condiciones de tiempo y radiacion por ultrasonido
M3= 8.7%, M2= 14.8%, M1= 29.6%, pues en comparacion con el blanco de quitina, obtenido
de Sigma Aldrich, éste presenta un grado de desacetilacion de 1.4%, porcentaje de grupos
amino detectado por la misma técnica potenciométrica (Anexo D, Figura D1 y D2) con la que
se identificaron a los grupos amino de M1, M2, M3.

El cambio en la reactividad de la quitina o su desacetilacion parcial, se logro, pues en la Tabla
4.3, Barreto y col. (2001) reportaron que por el método de sonicacion la desacetilacion cambid
de 8% a 15%, es decir hubo un aumento de 7% de grupos —NH,. Ramos-Ponce (2009)
considerd que por el método enzimatico el grado de desacetilacién cambi6 de 0.5% a 9.5%
(aumento de grupos —NH; de 8.5%) y por tratamiento de microondas de la quitina, aumento la
desacetilacion de 15 a 20% (incremento de grupos —NH, de 5%). Muzzarelli (1985) utilizé la
sonicacion y a pH acido obtuvo un cambio en la desacetilacion de 57.4 a 81.6% (incremento
de grupos —NH, de 24.2%). Y, por dltimo, Garcia (2006) obtuvo un cambio en la
desacetilacion de 8.6 a 24.7% (incremento de grupos —NH; de 16.1%) usando como energia de
reaccion para la reactividad de la quitina presion en autoclave y disolventes acidos, bases y

agua.

El cambio en el grado de desacetilacion de la quitina se logré en buenas proporciones en
comparacién con las técnicas descritas por otros autores, utilizando tratamientos similares

como la sonicacion y tiempo de tratamiento (5, 10 y 15 min)

42. DATOS EXPERIMENTALES DE CPD CON MAC-141 USANDO
SONICACION Y CALENTAMIENTO A 45, 55, 60°C

Después de llevar a cabo el procedimiento descrito en la Tabla 4.1, cada una de las muestras
se someten a diferentes temperaturas, considerando que la temperatura podria dar la energia de
activacion que permitiria romper los enlaces N-C=0 del grupo amida de la molécula de

quitina, al igual que en el apartado anterior la sonicacion era la que rompia los enlaces del
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grupo amida. En el tratamiento a 60°C, 0.9 p/s, 10 min, la muestra considerada como M4

(Tabla 4.4) presentd desacetilacion.

Tabla 4.4. Datos obtenidos para una muestra de quitina parcialmente desacetilada (M4)

obtenida por disolucion-sonicacién a una temperatura de 60°C

o Grado de )
Sonicacion, o Tiempo, Temperatura de
Muestra | Masa, g desacetilacion ) ]
p/s min calentamiento, °C
(Anexo H)
M4 0.8804 0.9 36.5 10 60

4.2.1 Caracterizacion de M4

La Tabla 4.4 indica que, con el procedimiento de disolucion-sonicacion més calentamiento a
60°C, se pudo obtener quitina con un porcentaje de desacetilacion de 36.5%. Durante el
procedimiento de determinacion del grado de desacetilacién se observé un precipitado al
titular la muestra M4 con hidréxido de sodio. Esto sugiere que es quitosana, la cual precipita a
valores de pH basicos. Este precipitado se filtrd y seco para ser identificado por espectroscopia
de infrarrojo (Figura 4.10). En el espectro de la Figura 4.10 se observan bandas caracteristicas
en 3262.31 cm™, correspondiente al grupo N-H que aparece en 3254 cm™ (Hernandez y col.,
2009) y comparado con un espectro de quitosana comercial Sigma (Anexo B) en 3293.8 cm™,
la banda en 2879.18 cm™ corresponde al grupo C-H de la quitosana que com(nmente aparece
en 2873.62 (espectro de quitosana Sigma, Anexo B) y en 2892 cm™ (Hernandez y col., 2009).
El grupo amino NH,, caracteristico para quitosana en 1626.17cm™, el cual segin Hernandez y
colaboradores (2009) aparece en 1621cm™, comparado con el espectro de quitosana sigma
aparece en 1647.10cm™. Las bandas que se presentan en 1066.89 y 1025 cm™ corresponden al
grupo piranésico y C-O-C, respectivamente. Estos aparecen en 1070 y 1014 cm™ (Hernandez
y col., 2009) y1060 y 1026cm™ (espectro Sigma, Anexo B). En este Gltimo procedimiento se
pueden apreciar bandas caracteristicas de quitosana comparado con espectros de la
bibliografia (Hernandez y col., 2009) y quitosana Sigma. En cada una de las muestras hasta
M4 aparecen bandas caracteristicas de quitosana (-NH,= 1626cm™) y que en un espectro de

quitina no se observan estos desplazamiento (Anexo C).
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Figura 4.10. Espectro de infrarrojo para la caracterizacion de M4
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En procedimientos tradicionales para la desacetilacion de la quitosana con hidréxido de sodio
se requiere de poner la quitina a temperatura de 100°C (Tabla 2.2). En el caso de la muestra
M4, cuando fue sometida a temperatura de 60°C se detectd desacetilacion, el aumento de la
temperatura en comparacion con M1 (temperatura ambiente) contribuyo al aumento del grado
de desacetilacion. La desacetilacion de la quitina a menor temperatura podria deberse a un
cambio en la morfologia de la quitina debido a la sonicacion ya que, segun Barreto y col.
(2001), la quitina tiene una superficie lisa (Figura 4.11) y después de la sonicacion el area
superficial de la quitina es aspera debido a canales formados en el polimero (Figura 4.12).
Apoyando esta idea, la sonicacion incrementa la accesibilidad de reactivos y, por tanto, una
menor cantidad de energia para la desacetilacion.

Figura 4.11. Espectrocoscopia electronica de barrido de quitina comercial: 1000x

ampliaciones

Figura 4.12. Espectroscoscopia electronica de barrido de quitina sonicada: 1000x ampliaciones
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Estos resultados experimentales permiten decir que los tratamientos de las muestras M1 (10
min, 0.7 p/s, MAC) y M4 (10 min, 0.9 p/s, 60°C, MAC), producen quitina desacetilada con
porcentajes de desacetilacion de 29.6 y 36.57%, respectivamente. Aunque se obtienen
porcentajes de desacetilacion menor al 60%, en analisis por espectroscopia de infrarrojo de
cada uno de los tratamientos donde se obtiene quitina parcialmente desacetilada (quitosana) es
significativamente diferente del espectro de infrarrojo de quitina Sigma (Anexo C).

4.3. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS

Para el analisis de los datos experimentales, se empled el programa Statgraphics v. 5.1. Esto

permitio determinar cual de los tratamientos obtuvo el mayor rendimiento.

4.3.1. Anélisis estadistico relacidn tiempo/radiacion

La Tabla 4.5 presenta el andlisis estadistico de los rendimientos obtenidos por triplicado, las
muestras fueron sujetas a los procedimientos sefialados en los experimentos anteriores:

disolucién-sonicacion.

Tabla 4.5. Andlisis estadistico de los datos: Rendimientos de quitina (Q) y quitina
parcialmente desacetilada (M) en g/g muestra inicial de CPD (Proceso: Disolucion de CPD

con MAC-141 y sonicacion a diferentes pulsaciones y tiempos de proceso)

Tlfnr?r?o’ Sonicacion (p/s) de CPD con disolvente MAC
0 0.5 0.7 0.9
0 0 0 0 0
5 0 0.1204+0.1655 (Q) | 0.5065+ 0.7006 (Q) | 0.4723+0.4275 (Q)
10 0 0.3400+0.096 (M1) | 0.839+0.1470 (M3) 0.236+0.3050 (Q)
15 0 0.322+0.156 (M2) 0.214+0.268 (Q) 0.170+0.2269 (Q)

De acuerdo con las Figuras 4.13 y 4.14, la relacion de variables pulsos por segundo en funcion
del tiempo de tratamiento en la sonicacién muestra que con el tratamiento con 0.7 pulsos por
segundo en un tiempo de 10 minutos se obtuvo el mayor rendimiento. En la Tabla 4.5, con
este mismo tratamiento se obtuvo quitina parcialmente desacetilada (M3). Se realizo el
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andlisis de medias (Anexo F) para saber si existia diferencia significativa entre los
rendimientos obtenidos de los diferentes tratamientos, pero mostraron que los rendimientos

son similares ya que para cualquier tratamiento se puede obtener aproximadamente el mismo

rendimiento.
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1 1
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Figura 4.13. Analisis estadistico en funcién del
tiempo de los rendimientos del polimero obtenido
en g/g muestra inicial de CPD, con tratamiento de
sonicacion de 0.0, 0.5, 0.7 y 0.9 pulsos por
segundo en un tiempo de tratamiento de 0, 5, 10 y

15 minutos. 0, 5, 10 y 15 minutos

La variacion para el tratamiento con 0.7 p/s en 10 minutos consiste en obtener quitina
parcialmente desacetilada -quitosana- (Capitulo 4, seccién 4.1.2). A partir del andlisis de
medias se decide hacer un analisis de varianza, andeva (ANOVA por su nombre en inglés)
(Anexo F, F1, F2) para continuar con el analisis estadistico, donde F(andeva)= 0.46 y P
(andeva)= 0.64, indicando que no hay diferencia significativa en el rendimiento, es decir, se

obtienen cantidades similares del polimero desacetilado en todos los tratamientos.

También se puede observar en la Figura 4.13 que, después de 0.7p/s de sonicacion, empieza a
disminuir la cantidad de polimero integro. Esto puede deberse al incremento en el tiempo de
sonicacién (Figura 4.14) y a que se da una mayor degradacion del polimero a cadenas de

menor masa molecular (Chen y col., 1997).

Para la relacion tiempo-rendimiento en funcion de los pulsos por segundo se observa que

existe un mayor rendimiento del polimero obtenido, utilizando el tratamiento de 0.7 pulsos por
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pulsos por segundo en un tiempo de tratamiento de
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segundo, durante 10 minutos (Figura 4.13). Para saber si existia una diferencia significativa
entre estos tratamientos con respecto a los pulsos por segundo se realizé una comparacion de
medias (Anexo F, F1). Aparentemente se observa que no existe una diferencia significativa en
el rendimiento. Para corroborarlo se realiza un analisis de varianza, andeva (ANOVA en
inglés), el valor de P(0.53) y F(0.68). Este andlisis indica que, no hay diferencia significativa
entre los tratamientos (Anexo F, F1).

4.3.2. Analisis estadistico por sonicacion relacion tiempo/radiacion/calentamiento (45, 55y
60°C)

Se encontrd en la Figura 4.15 que la muestra obtenida con 0.7p/s durante 5 minutos y después
calentada a 45°C por 40 minutos, es la que tuvo el mayor rendimiento, a la minima
temperatura y menor tiempo de sonicacion. El andlisis estadistico de medias y andeva (Anexo
F, F3) sefiala que los tratamientos de sonicacion a diferentes tiempos a la temperatura de 45°C
no mostraron diferencia significativa. También se pudo observar que el aumento de la
temperatura de 25 a 45°C no favorece en ninguno de los casos el tratamiento de disolucion-

desacetilacion del polimero (Figura 4.15).

En la Figura 4.16 el tratamiento por sonicacion a 0.7 p/s tiene el mayor rendimiento para
obtener el polimero quitina y se observa también que al aumentar el tiempo de sonicacion de 5
a 15 minutos se obtiene un mayor rendimiento. Al contrario de lo que ocurre con el
tratamiento de 45°C, en este caso, a 55°C, no hay una disminucion del rendimiento, no hay
una despolimerizacion del polimero o existe una mayor cantidad de calcio residual debida al
disolvente MAC-141, que no pudo ser solubilizado completamente en la atmdsfera saturada de

agua.

Si se lleva a cabo un tratamiento por sonicacion de 0.9 p/s por 10 minutos se obtiene el
polimero quitina sin ningun grado de desacetilacion. Al calentar esta muestra hasta 60°C por
40 minutos, se vuelve a identificar la muestra y se observa por titulacion con NaOH, quitosana
parcialmente desacetilada, es decir la contribucion de calentamiento a 60°C permite que se

Ileve a cabo la desacetilacion. Al aumentar la temperatura a 60°C el rendimiento es mas alto

53



Resultados y discusién

para el tratamiento de 0.9 p/s (Figura 4.17) que, para 0.7 p/s a las temperaturas de 45 y 55°C,

era més alto (Figura 4.15y 4.16).
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Figura 4.15. Analisis estadistico de
rendimientos del polimero obtenido en
o/g muestra inicial de CPD, con
tratamiento de sonicacién de 0.0, 0.5, 0.7
y 0.9 pulsos por segundo en un tiempo
de tratamiento de 0, 5, 10 y 15 minutos y
posterior calentamiento por 40 minutos a
45°C
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Figura 4.16. Andlisis estadistico de
rendimientos del polimero obtenido
en g/g muestra inicial de CPD, con
tratamiento de sonicacién de 0.0, 0.5,
0.7 y 0.9 pulsos por segundo en un
tiempo de tratamiento de 0, 5, 10y 15
minutos y posterior calentamiento por
40 minutos a 55°C
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Figura 4.17. Andlisis estadistico de
rendimientos del polimero obtenido
en g/g muestra inicial de CPD, con
tratamiento de sonicacion de 0.0, 0.5,
0.7 y 0.9 pulsos por segundo en un
tiempo de tratamiento de 0, 5, 10y 15
minutos y posterior calentamiento por
40 minutos a 60°C

4.4. PROPUESTA DE MECANISMO DE REACCION DE LA DESACETILACION

DE LA QUITINA

En la investigacion precedente, Flores-Ortega (2004) extrajo quitina desarrollando un

procedimiento de quimica verde mezclando CPD con disolvente MAC-141 (Figura 4.18). Al

continuar con su investigacion dio algunas hipotesis sobre el mecanismo de disolucién

(Flores-Ortega, 2008).

Por ello, a partir de la anterior propuesta, buscando ahora obtener quitina parcialmente

desacetilada, se llevo a cabo la misma reaccién pero ahora utilizando una operacion unitaria

adicional, la sonicacion (Figura 4.19).

Como se muestra en la Figura 4.19, se mezcl6 1 g de CPD con 10g de disolvente MAC-141 'y

se emplearon diferentes pulsos por segundo durante diferentes tiempos, de los cuales, se

encontrd desacetilacion en: 0.5 (10 y 15 min), 0.7 (10 min) y 0.9 (10 min). En este Gltimo se
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obtuvo, a una temperatura de calentamiento de 60°C, quitina parcialmente desacetilada

(quitosana).

H3C/§O

Quitina

Figura 4.18. Extraccion de quitina por métodos ecoldgicos (Flores-Ortega, 2004)

Esto parece indicar que la sonicacidn si tiene un efecto sobre los enlaces C-N del grupo amida

de la quitina (Figura 4.20b), como lo han sefialado Tsaih y Chen (2003).

CPD + M AC sonicacic')n:
lg 10 g

Quitosana

Figura 4.19. Extraccion de quitina parcialmente desacetilada (quitosana) utilizando el método
de “sonicacion”

La energia de sonicacion es especifica sobre algunos enlaces de los grupos funcionales
presentes en la quitina y si la reaccion de hidrolisis de amidas se lleva a cabo por el ataque de
un nucledéfilo como lo es el grupo OH y la subsiguiente eliminacién del i6n amina ("NH3), se
propone el siguiente mecanismo de reaccion (Figura 4.21): En el primer paso ocurre un ataque
nucleofilico del OH del metanol al carbono del grupo amida presente en la quitina y forma un
cation inestable del oxigeno. En el paso 2, el oxigeno recupere su estabilidad, pues la densidad
electronica regresa al carbono del grupo amida y, debido a la energia generada por la

cavitacion de las burbujas del mismos disolvente, el enlace C-N se rompe, para formar
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posiblemente acetato de metilo y el cation "NH que posteriormente es protonado para formar

el grupo amino (-NH,) caracteristico de la quitosana (Figura 4.21).

Figura 4.20. Posibles sitios en que act@ia el ultrasonido: (a) B-1,4-enlace glucosidico, (b)
acetamido y (c) enlace de hidrégeno, por energia de cavitacion durante la reaccion de
ultrasonido (Tsaih y Chen, 2003)

45. RESULTADOS DE REPETIBILIDAD OBTENIDOS PARA LAS MUESTRAS
IDENTIFICADAS COMO QUITINA PARCIALMENTE DESACETILADA EN
EL TRATAMIENTO MAC-141-SONICACION

Durante la evaluacién de la repetibilidad de los procedimientos para la desacetilacion parcial
de la quitina se obtienen valores bajos de los porcentajes ya que, durante el procedimiento de
sonicacion, el disolvente MAC-141 presenta evaporacion y se da la incrustacion de las sales
de cloruro de calcio. Es decir, el agua o el metanol que tiene un menor punto de ebullicion se
evaporan lo cual no permite que el grupo -OH del metanol protone al grupo amida de la
quitina, como lo hace el &tomo de hidrégeno de la disolucion de NaOH en el método quimico
para la desacetilacion de la quitina (Apartado 2.5.4).
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La Tabla 4.6 Presenta los resultados de repetibilidad, en este caso el grado de desacetilacion es
bajo a comparacion de los anteriormente descritos, pero en rendimiento en la extraccion del

polimero es similar en masa.

Paso 1. Ataque nucleofilico

/OH

CaClz

CH,OH
sonicacion

O‘.
H,C”

Acetato de metilo Quitosana

Figura 4.21. Propuesta de mecanismo de reaccion para la obtencion de quitosana por

sonicacion
Por ello, se deben buscar las condiciones necesarias como la recuperacion del disolvente

durante la reaccion de sonicacién. Esto podria hacerse por medio de condensacion en

columnas de reflujo, para evitar su evaporacion.

57



Resultados y discusién

Tabla 4.6. Resultados de repetibilidad para tratamientos con MAC-141-Sonicacion

Muestra Masa, g Sonicacion, p/s Grad.o d? Tiempo, min
desacetilacion
1 0.9434 0.7 3.4132 10
2 1.5000 0.7 3.2200 10
3 1.4545 0.5 3.3207 10
4 0.4082 0.5 7.8882 10
5 0.9434 0.7 3.4000 10
6 0.8338 0.7 3.8618 10

Las pruebas de repetibilidad mostradas en la Tabla 4.5 dan grados de desacetilacion de 3 a 8%
y, aungue estos valores son aparentemente bajos (Tabla 4.3), si se cuantifica el porcentaje de
grupos amino presentes en la quitina parcialmente desacetilada, se considera que si existe
desacetilacion pues en el método enzimatico se obtienen porcentajes similares, que van de 0.5-

9.5%, debido a la poca accesibilidad de la enzima al sustrato de quitina (Ramos-Ponce, 2009).

4.6. SOLUBILIDAD DE LAS MUESTRAS DE QUITINA PARCIALMENTE
DESACETILADA

Para caracterizar o diferenciar la “quitina” de la “quitosana” es importante saber en qué
disolventes son solubles. Por ejemplo, la quitosana es soluble en soluciones acidas y la quitina
es insoluble en la mayoria de los disolventes. Se determind la solubilidad de las muestras
obtenidas en esta investigacion con objeto de evaluar la semejanza de los polimeros obtenidos
con la quitosana con alto grado de desacetilaciéon y quitina (Tablas 4.7 a 9).

Para M4 se determina la solubilidad en &cidos concentrados y diluidos. La solubilidad en
acidos concentrados si corresponde a la solubilidad caracteristica de la quitosana mostrada en
la Tabla 3.3, a excepcion del acido acético concentrado. Los acidos estan en su forma
concentrada por lo que la M1 podia estar solubilizada o desintegrada por lo que también se
realizan pruebas de solubilidad en acidos diluidos (Tabla 4.7). Cuando se realizan pruebas de
solubilidad para M4 con soluciones &cidas diluidas, la quitina parcialmente desacetilada
(quitosana) es parcialmente soluble en HCI, lo cual es favorable pues la quitosana es soluble
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en HCI y parcialmente soluble en H,SO,. La solubilidad en acido férmico no corresponde a lo
reportado en la Tabla 3.3, pero existe insolubilidad de M4 en &cido acético, lo cual es
contradictorio, pues la quitosana es soluble en &cidos diluidos, principalmente el acido aceético.
Esta disparidad de la solubilidad del polimero se debe a que éste no estd completamente
desacetilado lo que provoca cambios en su reactividad y, por lo tanto, en su solubilidad en los
diferentes disolventes. Por esto queda claro que la solubilidad va a depender del grado de

desacetilacion.

Tabla 4.7. Pruebas de solubilidad de M4: 0.9, 10min, 60°C. Masa: 0.0411 g

Tubo | Masa, g | Disolvente | Concentracion | Solubilidad Caracteristicas
Se observa una sola fase, no presenta
1 0.0014 HCI Concentrado Soluble }urbidez, se disolvio cc_;mpletamente
a muestra, no hay cambio de color en
el disolvente
Se observa un cambio de color en el
disolvente, se ve opaco (no permite el
2 0.0011 H,S0, Concentrado Soluble libre paso de la luz), muestra una sola
fase, se disolvié completamente la
muestra
Continuacidn. Tabla 4.7
Tubo | Masa, g | Disolvente | Concentracion | Solubilidad Caracteristicas
Parcialmente Se ve turbio gl tubo, presenta dos
3 0.0014 CH,0, Concentrado soluble fases, una liquida y una de grumos
gelatinosos, se disolvié parcialmente
4 | 00014 | CH,COOH | Concentrado | Insoluble | ¢ Ven dos fases, una solida y una
liquida, no solubiliz6 la muestra
Se ven dos fases, una soélida y una
5 0.0015 HCl 204 Parcialmente | liquida, la muestra sél_ida_jnicial era
soluble mayor antes de la agitacion, por lo
que se considera parcialmente soluble
Se ven dos fases, una sélida y una
6 0.0011 H,S0, 204 Parcialmente Il'quidzjl,_reducciér] del conte_nidc_J’de la
soluble fase s6lida después de la agitacion, es
parcialmente soluble
7 | 00012 | CH,0, 20% Insoluble | S€ Ven dos fases, una solida y una
liquida, muestra insoluble
8 | 00013 | CH,COOH 20% Insoluble | S¢ Ven dos fases, una solida y una
liquida, muestra insoluble

La muestra M1 presenta solubilidad en acidos concentrados como el HCIl y H,SO,4 (Tabla 4.8),
de acuerdo a la Tabla 3.3 la quitosana es soluble en estos &cidos, esta semejanza en la
solubilidad es debida a que la quitina parcialmente desacetilada ya presenta un grado de

desacetilacion o la muestra esta siendo descompuesta por el acido empleado, que esta en su
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forma concentrada. En comparacién con el &cido acético concentrado la quitina es insoluble y
la quitosana es soluble, en este caso la M1 tiene un porcentaje de desacetilacion de 29.6% por

lo que es parcialmente soluble en este disolvente.

Si los &cidos usados estdn concentrados podrian descomponer la muestra y no solubilizarla
por lo que se decide utilizar acidos diluidos en un porcentaje v/v del 2% (Tabla 4.8). La
muestra M1 es parcialmente soluble en acidos como HCI, H,SO,4, CH,0, al 2%; no presenta
solubilidad total como la quitosana con altos grados de desacetilacion (Tabla 3.3). La quitina
es insoluble en acido acético y si M1 tiene un porcentaje de grupos amino del 29.6% y un
porcentaje de grupos acetilo de 70%, las caracteristicas de solubilidad se asemejan a la quitina

que es insoluble en &cido acético.

Tabla 4.8. Pruebas de solubilidad de M1: 0.5p/s, 10min. Filtracién. Masa: 0.0127¢

Tubo | () Disolvente | Concentracion | Solubilidad Caracteristicas
Se observa una sola fase, se disolvid
1 0.0016 HCI Concentrado Soluble completamente, no hay cambio de color en el
disolvente.
Se disolvié completamente, alter6
2 0.0019 H,S0, Concentrado Soluble aparentemente la viscosidad del disolvente,
se ve opaco el disolvente.
3 CH,0, Concentrado No se realiz6 por falta del reactivo.
Cambié el color del disolvente de
4 0.0011 | CH;COOH Concentrado Pa}rcialmente transparenye a translucido, pero el cambio no
insoluble es muy evidente, por lo que se considera casi
insoluble.
Parcialmente Parcialmente  soluble, djs_rninucién del
5 0.0012 HCI 2% . tamafio de la muestra sdlida, dos fases
insoluble P 1 L
(liquida/sélida), fase liquida transparente.
6 0.0018 H,S0, 206 Pa}rcialmente Parcia]mente soluble, pero menos que el tubo
insoluble 5y mas que el tubo 4.
7 0.0016 CH,O, 204 Pa}rcialmente Similar al tubo 5.
insoluble
Totalmente insoluble, no muestra cambios
8 0.0018 | CH3;COOH 2% Insoluble después de adicionar el disolvente, la muestra
permaneci6 intacta.

La muestra M3 que tiene un porcentaje de desacetilacion del 8.7%, presenta solubilidad en
HCI y H,SO, concentrados (Tabla 4.9) y es caracteristico de quitosana con un alto grado de

desacetilacion.
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En &cido acético M3 es insoluble y de acuerdo a la Tabla 3.3 la quitina es insoluble en este
acido, esto es correcto si M1 tiene un porcentaje de grupos —NH, de 8.7 y un 91% de grupos

amida, caracteristico de quitina, por lo tanto la solubilidad se asemeja a la quitina.

Tabla 4.9. Pruebas de solubilidad de M3: 0.7p/s, 10min. Filtracion. Masa: 0.4710g

Tubo (9) Disolvente | Concentracion | Solubilidad Caracteristicas
Se observa una fase, se disolvio
1 0.0010 HCI Concentrado Soluble completamente, transparente, no hay cambio

de color en el disolvente.

Continuacién. Tabla 4.9

Tubo (9) Disolvente | Concentracion | Solubilidad Caracteristicas
Se observa una fase opaca, se disolvio
2 0.0015 H,S0, Concentrado Soluble completamente, cambio de color el disolvente
de transparente a translicido.
3 CH,0, Concentrado No se realiz6 por falta del reactivo.

No se disolvio, se ven dos fases
(liquida/solida), la solida pertenece a la

4 0.0018 | CH;COOH Concentrado Insoluble o T
muestra que no solubilizo, la liquida al
disolvente.

Parcialmente Se observo una disminucion de la mugs:tra, lo

5 0.0015 HCI 2% que hace suponer que una fraccion se

soluble | yicotvi6, dos fases (liquida/sélida).

Parcialmente Parcialmente soluble, pero en menos cantidad
6 0.0012 H,S0, 2% soluble que el tubo 5, existe una disminucion de
muestra solida.

Parcialmente | Parcialmente soluble, similar al tubo 5.

0,
7 100012 | CH,0, 2% soluble

Insoluble, dos fases (liquida/sélida) no hay

8 0.0010 | CH3;COOH 2% Insoluble S .
disminucion de la muestra solida.

En acidos diluidos como el HCI, H,SO, y CH,0,, M3 presenta solubilidad parcial (Tabla
4.9). Si la muestra M1 contiene 8.7% de grupos —NH, entonces presenta solubilidad parcial y
no total como la quitosana con grados de desacetilacion del 60% (Tabla 3.3). En acido acético

diluido M1 presenta insolubilidad, caracteristico de quitina.

4.7. POSIBLES USOS DE LAS MEZCLAS DE QUITINA Y QUITOSANA
OBTENIDAS EN ESTA INVESTIGACION

Hasta la fecha, en la literatura se presentan aplicaciones del derivado desacetilado de la
quitina, la quitosana. Segun los autores consultados, cuando se aplica en forma de pelicula

sobre frutas presenta buenas caracteristicas de conservacién. Se han reportado sus usos para la
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conservacion de uvas, fresas, cerezas, mangos, jitomates, duraznos, mandarinas, peras

japonesas, kiwis y papayas (Asgar, 2008; Bautista-Bafios y Bravo-Luna, 2004; Du y col.,
1997; Hernandez-Mufioz y col., 2008; Romanazzi, 2010; Romanazzi y col., 2002, 2007;

Salvador y col., 2003; Zhu y col., 2008), ya que segun los autores promueve la inhibicién de

microorganismos, pero no se ha reportado nada acerca de las caracteristicas nutricionales y

fisicas de la fruta con la biopelicula de quitosana o la capacidad de conservacion de la quitina,

sino solamente para impedir el oscurecimiento de rebanadas de platano por oxidacion

(Waliszewski y col., 2002) como se muestra en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Empleo como recubrimiento, actividad antimicrobiana y antifingica de la quitina

y la quitosana (Tomada de Salas-Osornio, 2011)

Polimero en soluciones Efectos Alimento Referencia
acuosas aciduladas
Quitosana en concentracion | Reduccion de la respiracion Uva de mesa | Romanazzi et
0.5,1.0y2.0% Inhibe: Botrytis cinérea, Penicillium digitatum al., 2007
1.5% Quitosana Inhibe el desarrollo del hongo durante el Fresa Hernandez-
1.0%Quitosana+0.5% almacenamiento, disminucion en la tasa de Mufioz et al.,
gluconato de calcio respiracion 2008
La adicion de calcio a la solucién de quitosana al
1% aumentd la firmeza del fruto
Inhibe: Botrytis cinérea
Quitosana 1.0% Reduccidn significativa de la infeccion. Aumento | Uva de mesa | Romanazzi et
significativo de la actividad fenilalanina amonio- al., 2002
liasa (PAL)
Inhibe : Botrytis cinérea
Quitosana en La tasa de respiracion, pérdida de firmeza y el Mango Zhu et al.,
concentraciones de 0.5, 1.0 | cambio de color se inhibié de manera eficiente 2008
y 2.0% durante el almacenamiento por la capa de
quitosana. La concentracion al 2% fue la mas
efectiva
Inhibe: Colletotrichum gloeosporioides
Concentraciones de La aplicacion de biopeliculas de quitosana retrasé Tomate Bautista-
quitosana al 1.0,1.5, 2.0% el desarrollo de la pudricion blanda aunque no (jitomate) Barios y
de alta, mediana y baja hubo diferencia en la actividad antifungica entre Bravo-Luna,
masa molecular las concentraciones de quitosana aplicada 2004
Inhibe: Rhizopus stolonifer.
Quitosana en Durazno: reduccion en el &rea de lesion; pera Durazno, Duetal.,
concentraciones de 0.4- japonesa: menor porcentaje de infeccion en frutos pera 1997
2.0% tratados (0.4%); kiwi: reduccion en la pudricién | japonesay
(1%) Kiwi
Inhibe : Botrytis cinerea
Quitosana en Podria ser una alternativa en el uso de ceras de | Mandarina | Salvador et
concentraciones de 0.6 y polietileno ya que mantiene mejor firmeza en la al., 2003
1.25% fruta
Quitina en concentraciones | La quitina al 0.01% m/v ayuda a prevenir Banana Waliszewski
de 0.01, 0.05y 0.1% m/v oscurecimiento no deseado por accion de la | (platano tipo | etal., 2002
oxidacién Tabasco)
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La quitina contiene grupos amida en su estructura, lo que la hace insoluble en la mayoria de
los disolventes organicos y, por lo tanto, con aplicaciones limitadas ya que no existe un
disolvente que permita aplicar la quitina para la conservacion de frutas como se hace con la

quitosana y que, ademas, sea comestible.

Si se utilizara el disolvente MAC-141 (metanol, agua y cloruro de calcio) para formar
soluciones de quitina (Figura 4.22) y este disolvente se retira de manera completa de la quitina
por hidratacion en camaras saturadas de vapor de agua, homogeneizando las peliculas (Figura
4.23) para poder aplicarlas sobre este tipo de alimentos frescos, podria compararse con su

derivado desacetilado, la quitosana y con lotes control sin pelicula.

L ¥
Figura 4.22. Pelicula de quitina Figura 4.23. Pelicula de quitina

homogeneizada

De esta manera, por medio de pruebas fisicoquimicas y sensoriales, podria evaluarse la
efectividad de la quitina para la conservacién de estos alimentos frescos, como se ha hecho en

estas investigaciones reportadas en la literatura con su derivado desacetilado, la quitosana.

En investigaciones paralelas, dentro del mismo grupo de investigacion, se iniciaron estas

pruebas empleando dos tipos de frutas, de superficie lisa como las uvas (Vitis vinifera) y de
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superficie rugosa como la fresas (Fragaria x ananassa) (Ortega-Granados, 2010; Salas-
Osornio, 2011; Sanchez, 2011; Velazquez-Solis, 2010).

De estas investigaciones se presentan en las Tablas 4.11 y 4.12 algunas fotografias de los

resultados de algunos de los lotes en estudio para estas dos frutas.

En la Tabla 4.11 se observa que al dia 1 el lote de uvas con la pelicula de quitosana Sigma al
2% en solucion acuosa con acido acético confiere brillo a la uva en comparacion con las frutas
del lote control. La quitina parcialmente desacetilada preparada en esta investigacion arruga la
piel y deshidrata la uva debido al calcio residual que estd presente en el polimero por el
disolvente MAC-141©, ya que la separacion del disolvente no fue 100% efectiva, como ocurre
con cualquier proceso de separacion real. Después de 5 dias de anaquel el lote de uvas sin
pelicula continud en buen estado mientras que los lotes de fruta con pelicula de quitosana
Sigma al 2% y de la quitina parcialmente desacetilada mostraban la piel arrugada. Hasta el dia
11 las uvas sin pelicula y las del resto de los lotes presentaba arrugas en la piel y ya no eran

visiblemente atractivas para el consumo.

La aplicacion de quitina en frutos rugosos como las fresas presenta mejores caracteristicas de
conservacion, tanto en la inhibicion de microorganismos como en las caracteristicas fisicas
(Tabla 4.12).

En el dia 1 los lotes de las fresas recubiertas con quitina y quitosana Sigma al 2% y control
tienen caracteristicas fisicas y nutricionales (este parametro medido por el contenido de
vitamina C) similares. En el dia 3 el lote de fresa control ya presentaba crecimiento de
microorganismos, el lote de fresas con pelicula de quitosana Sigma al 2% presentaba arrugas
en la piel, pero el lote de fresas con pelicula de quitina conservaba caracteristicas nutricionales
y fisicas adecuadas para el consumo. Al dia 6 todas las fresas del lote control estaban cubiertas
de microorganismos, el lote de las fresas con pelicula de quitosana Sigma al 2% presentaba
arrugas y ya no era aceptable visiblemente para el consumo y el lote de fresas con pelicula de

quitina parcialmente desacetilada solo presentaba deshidratacion pero las caracteristicas fisicas

64



Resultados y discusién

como el color permanecian en la fruta y no presentaba desarrollo de microorganismos o
pudricion.

Tabla 4.11. Conservacion de uvas con quitina y quitosana a temperatura ambiente (25°C)
(Salas-Osornio, 2011; Velazquez-Solis, 2010)

Temperatura ) Quitina parcialmente
) Control Quitosana 2% ]
ambiente desacetilada
Dia 1
Dia 5
Dia 11

65



Resultados y discusién

Tabla 4.12. Conservacion de fresas con quitina y quitosana a temperatura ambiente (25°C)
(Ortega-Granados, 2010; Salas-Osornio, 2011)

Temperatura

. 0 .
ambiente Control Quitosana 2% Quitina

Dia 1l

Dia 3

Dia 6

Por tanto, a la luz de estos experimentos, se puede considerar que la pelicula de quitina
parcialmente desacetilada preparada con el disolvente MAC-141© conserva a la fruta,

principalmente a aquellos frutos rugosos como la fresa.
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4.8. DISCUSION FINAL

De acuerdo con el objetivo de esta investigacion, que era el de obtener quitina y quitosana
(quitina desacetilada) por quimica verde, a partir de exoesqueletos y cefalotorax de camarén
parcialmente desproteinizados (CPD) utilizando el disolvente MAC-141©, considerado de
bajo impacto ambiental, para la obtencién de quitina y su desacetilacion parcial por

sonicacion, los resultados obtenidos indicaron que:

Fue posible utilizar la operacion unitaria de sonicacién de manera simultanea a la
solubilizacion empleando diferentes pulsos por segundo (p/s) a diferentes tiempos y
temperaturas para lograr, ademas de la extraccion de quitina simultdneamente su

desacetilacion parcial.

Asimismo, se pudo caracterizar el polimero obtenido por quimica verde de los residuos de
camardn, mediante espectroscopia de infrarrojo, grado de desacetilacion, empleo del criterio

de la primera derivada y solubilidad.

Finalmente, se planted un mecanismo en el que se basa la desacetilacion usando sonicacion, la

cual deberé ser corroborada en estudios posteriores.
Con base en estos hallazgos, en el siguiente capitulo se presentan las conclusiones derivadas

de esta investigacion y las preguntas que siguen pendientes de ser contestadas en

investigaciones futuras.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Con base en el objetivo de esta investigacion, que era el de obtener quitina y quitosana por

quimica verde a partir de residuos del camaron, al utilizar disolvente MAC-141 © y la

sonicacion a diferentes pulsos por segundo (p/s) caracterizando el polimero resultante

mediante espectroscopia de infrarrojo, grado de desacetilacion, criterio de la primera

derivada y solubilidad, con la informacién obtenida experimentalmente, puede concluirse lo

siguiente:

El aprovechamiento integral de los residuos de camardn fue logrado mediante la
obtencidn de una mezcla polimérica de quitina y quitosana en disolucién empleando
una técnica quimico-mecanica, con la utilizacion de reactivos de bajo impacto
ambiental como el disolvente MAC-141 (mezcla molar de metanol-agua-cloruro de
calcio) © y la sonicacion

La obtencion de la quitosana se pudo medir mediante el grado de desacetilacion de
la solucidn, el cual fue de aproximadamente 3 a 30% (0.5-0.7 p/s, 10-15 min,
operando a temperatura ambiente). Aunque cominmente se considera que la mezcla
polimérica es quitosana cuando el grado de desacetilacion es mayor al 60% (Garcia,
2006), se encontrd que, con las condiciones de operacion empleadas en esta
investigacion, fue posible obtener una mezcla razonable de ambos polimeros

Si la temperatura de operacién se incrementa hasta 60°C durante 40 minutos, sube
ligeramente el grado de desacetilacion a casi 37% pero incrementando las
pulsaciones por segundo a 0.9 y manteniendo el tiempo a 10 min. No se hizo en esta
investigacion un estudio de costo-beneficio pero el incremento en el grado de
desacetilacion no parece indicar conveniente incrementar el suministro de energia

calentando y aumentando radiacién (pulsaciones/segundo)
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El mecanismo de reaccion propuesto para la sonicacién de CPD con el disolvente
MAC-141 considera que el grupo -OH del metanol influye en la formacion de
aminas unidas al polimero, por medio del efecto de cavitacion de la sonicacion. Esto

deberé ser corroborado en una nueva fase de la investigacion

5.2 RECOMENDACIONES

Para continuar esta investigacion se propone las siguientes lineas:

Es conveniente optimizar las condiciones de disolucion-sonicacion para alcanzar
grados de desacetilacién mayores a 60%. Se deber& hacer un estudio de superficie
de respuesta con los datos de esta parte de la investigacion con objeto de determinar
en qué intervalos es conveniente experimentar para que, con un namero minimo de
experimentos, pueda alcanzarse este objetivo

Se menciond en este texto que, a través de la revision bibliografica, se tiene otra
opcidn para sustituir la sonicacion, el uso de las microondas. Se podria hacer
nuevamente un disefio experimental que planteara tiempos de irradiacion versus
potencia de las ondas electromagnéticas para determinar los intervalos mas idoneos
También se menciono6 el método enzimatico en el que se puede emplear la enzima
quitina desacetilasa pero, dado que ésta no es especifica y la quitina es poco soluble,
tal vez no funcionara muy eficientemente. Afortunadamente, dado que la quitina es
soluble en disolvente MAC-141©, seria conveniente utilizar este disolvente
simultaneamente con la enzima para desacetilar la quitina y poder obtener quitosana
Con los resultados de estas tres investigaciones podria hacerse un analisis costo-
beneficio para evaluar la mejor opcion entre ellas con objeto de obtener un grado de
desacetilacién mayor a 60%

Finalmente, y la mas importante desde el punto de vista de la investigacion bésica,
es la corroboracion de la hipotesis propuesta para explicar el efecto de la radiacién
emitida por el sonicador que permite la desacetilacion y lo mismo podria decirse

para el uso de las microondas o de las enzimas quitinoliticas.
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Considerando la opcion de que no es necesario desacetilar a la quitina disuelta con la

mezcla MAC-141, se pueden buscar nuevos usos para la quitina en disolucion:

e Formacion de esponjas (Arias-Torres y Mendoza-Marquez, 2010; Barcenas-Ochoa,
2010) para su empleo en la medicina o para sustituir a polimeros sintéticos en la
elaboracion de empaques desechables para la comida rapida hechos de poliestireno
espumado que causan problemas ambientales por este polimero biodegradable

e Formacion de peliculas (Barrera-Rodriguez y col., 2007), que tienen la caracteristica
de no ser transparentes por la presencia del calcio residual en ellas. Su utilidad

nuevamente en la medicina es clara.

Respecto de los métodos analiticos empleados para su caracterizacion destaca una linea

interesante:

e La determinacion del nitrégeno total pues la quitina tiene un contenido de nitrégeno

mayor a 7% que pudiera complementar los datos sobre el grado de desacetilacion.
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Anexo A. Materiales y reactivos

REACTIVOS

Metanol: J. T. Baker, 99.97% pureza, N° CAS: 67-56-1.

e Acido sulfarico: J. T. Baker, 97.9% pureza, N° CAS: 7664-93-9

e Acido acético 2%: acido acético glacial. J.T. Baker, 99.7%, N° CAS 64-19-7

e Acido formico: J.T. Baker, N° CAS 64-18-6

e Cloruro de calcio anhidro: marca “desecador”

e Acido clorhidrico 0.3N, J.T. Baker, N° CAS 7647-01-0

e Hidroxido de sodio 0.1N, J.T. Baker, N° CAS 1310-73-2

e Indicador rojo de metilo: J.T. Baker, N° CAS 845-10-3 (Rojo de Metilo) - 64-17-5
(Alcohol etilico)

e Quitina: grado practico, C7170-100G, N° CAS 1398-61-4, Sigma-Aldrich

e Quitosana: C3646-100G, > 75% de desacetilacion, N° CAS 9012-76-4, Sigma-
Aldrich

e Agua destilada

EQUIPO

e Equipo de IR: equipo FTIR 1605

e Sonicador Fisher Scientific Dismembrator 550

e Autoclave

e Potenciémetro

e Parrillas de agitacion
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Anexo C. Espectro de infrarrojo de la quitina Sigma (Belandria y Morillo, 2008)
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Anexo D. Grado de desacetilacion de la quitina Sigma

Figura D1. Grado de desacetilacion de la quitina Sigma
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Figura D2. Primera derivada de la quitina Sigma
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Anexo E. Codificacion de toxicidad de los reactivos utilizados en esta investigacion

E1. Escala numérica de reactividad

ninguno

leve

moderado

SEVEro

AIWNFRL O

extremo

E2. Norma de SAF-T-DATA (Sistema de Identificacion de Peligros)

Rojo Riesgo de inflamabilidad, reductora, fuente de ignicion

Peligro de reactividad, son oxidantes y explosivos, generan gases y calor,

Amarillo . . ) )
alejar de la luz solar y de materiales combustibles e inflamables

Riesgo de contacto, presenta peligro al contacto por corrosion, peligroso para

Blanco X g X . X
los 0jos y vias respiratorias, puede liberar gases

Riesgo para la salud, son toxicos y peligrosos para la salud, son irritantes para
Azul la piel, ojos y sistema digestivo. La toxicidad aguda generalmente es
reversible, por exposicion corta

Sin riesgo especifico. Son menos peligrosos, los riesgos en las categorias de

Verde salud, inflamabilidad, reactividad y contacto no son mayores a 2

E3. Toxicidad de los reactivos utilizados en esta investigacion

Etiqueta: Blanca
Salud Inflamabilidad Reactividad Contacto
HCI 3 0 2 3
H,SO, 4 0 2 4
HNO; 4 0 3 4
NaOH 3 0 1
KOH 3 0 1
NaCl 1 0 0 Ninguna
Hlpc_)clorlto de 5 0 5
sodio
Acido acético 3 2 0 Ninguna
Etiqueta Verde
Salud Inflamabilidad Reactividad Contacto
KCI 1 0 0 ninguna
CaCl, 1 0 1 2
Etiqueta Roja
Salud Inflamabilidad Reactividad Contacto
Acetona 2 3 0 3
Alcohol etilico 0 3 0 Ninguna
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| Alcohol metilico | 3 \ 3 1 \ 3

E4. Disposicion controlada de los residuos

Disposicion controlada de cloruro de calcio (CaCly)

El cloruro de calcio utilizado en el disolvente al tener un exceso de agua después de ser
usado, se poner a calentar en un horno marca Felisa el tiempo necesario hasta que la
apariencia cristalina se observe blanca, esto quiere decir que se evapora la mayor cantidad
de agua, se recupera en frascos de vidrio y reutiliza posteriormente en la preparacion de
mas disolvente MAC-141.

Residuo de CPD
La materia organica se deposita en el area de desechos organicos del Edificio E, Facultad
de Quimica UNAM
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Anexo F. Andlisis estadistico Statgraphics Plus

F1. Andlisis de medias en funcion de pulsos por segundo

ANOVA Table pulsos
Andlisis de medias de rendimiento

0.79F Analysis of Variance

059 Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
c
8 0.39
S Between groups 0.0897596 2 0.0448798 0.68 0.5307

0.19 + Within groups 0.593802 9 0.0659781

-0.01 £

05 09 07 Total (Corr.) 0.683562 11

F2. Andlisis de medias en funcion del tiempo

ANOVA Table tiempo
Anadlisis de medias de rendimiento
0.76 F Analysis of Variance
c 056 Source Sum of Squares  Df Mean Square F-Ratio P-Value
8 0.36
= Between groups 0.0630847 2 0.0315424 0.46 0.6468
0.16 Within groups 0.620477 9 0.0689419
-0.04 £

5min 10min 15min Total (Corr.) 0.683562 11

F3. Andlisis estadistico: relacion tiempo/radiacion/calentamiento (45°C)

o ] o ANOVATable
Analisis de medias de rendimiento

1f Analysis of Variance
08
% 0.6} 1 Source Sum ofSquares Df Mean Square F-Ratio P-Value
S oa}
02} j Between groups 0.120247 2 0.0601237 0.48 0.6321
ol ] Within groups 1.12052 9 0.124502

05 07 09

Total (Corr.) 1.24077 11
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F4. Andlisis estadistico: relacion tiempo/radiacion/calentamiento (55°C)

o . o ANOVATable
Andlisis de medias de rendimiento
l F
Analysis of Variance
08¢t
% 06 Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
(8]
= 04}
0.2 1 Between groups 0.0606288 2 0.0303144 0.13 0.8803
ok ] Within groups 2.10901 9 0.234334

0.5 0.7 0.9

Total (Corr.) 2.16964 11

F5. Andlisis estadistico: relacion tiempo/radiacion/calentamiento (60°C)

L . L Analysis of Variance
Andlisis de medias de rendimiento
1.
Source Sum of Squares Df MeanSquare F-Ratio P-Value
08¢
C o6}
8 Between groups 0.0962125 2 0.0481062 0.31 0.7402
= 04p Withingroups ~ 1.39144 9 0.154604
0.2+t
Ot 3 Total (Corr.) 1.48765 11
0.5 0.7 0.9
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Anexo G. Grado de desacetilacion de la muestra M4 y primera derivada

M4 0.8844¢ 0.9p/s 10muin 60°C
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Anexo H. Datos crudos de las muestras que presentaron desacetilacion

Anexos

36 2.08 36.5 0.04
37 2.1 375 0.04
38 212 38.5 0.02
39 2.13 39.5 0.04
40 2.15 405 0.04
41 2.17 415 0.06
42 2.2 425 0.04
43 2.22 435 0.06
44 2.25 445 0.06
45 2.28 455 0.06
46 231 46.5 0.06
47 2.34 475 0.06
48 2.37 48.5 0.08
49 241 495 0.08
50 2.45 50.5 0.06
51 2.48 515 0.12
52 2.54 52.5 0.14
53 2.61 53.5 0.18
54 2.7 545 0.16
55 2.78 55.5 0.26
56 291 56.5 0.34
57 3.08 57.5 0.6
58 3.38 58.5 1.56
59 4.16 59.5 2.22
60 5.27 60.5 0.94
61 5.74 61.5 0.86
62 6.17 62.5 1
63 6.67 63.5 2.36
64 7.85 64 0.12265625

M3: 0.7352g, 0.7p/s, 10 min
'\('r?]?_;' pH Pro’:lnaeg:g de Ap AV
gastado
0 1.77 0.5 0
1 1.77 1. 0
2 1.77 2.5 0
3 1. 7 35 0
4 1.77 4.5 0.02
5 .78 55 0.02
6 1.79 6 5 0
7 1.79 7.5 0.02
8 1.8 8.5 0
9 1.8 9.5 0.02
10 1.81 10.5 0
11 1.81 115 0.02
12 1.82 12.5 0.02
13 35 0
14 1.83 4.5 0.02
15 1.84 5 0.02
16 1.85 16.5 0.02
17 1.86 17.5 0.02
18 1.87 18.5 0.02
19 1.88 19.5 0
20 1.88 20.5 0.02
21 1.89 21.5 0.04
22 191 22.5 0
23 1.91 235 0.02
24 1.92 24.5 0.02
25 1.93 25.5 0.04
26 1.95 26.5 0.02
27 1.96 27.5 0.02
28 1.97 28.5 0.02
29 1.98 295 0.04
30 2 30.5 0
31 2 315 0.04
32 2.02 32.5 0.02
33 2.03 335 0.04
34 2.05 345 0.02
35 2.06 35.5 0.04
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M2: 0.4330g, 0.5p/s, 15 min

36 2 36.5 0.04
37 2.02 375 0.04
38 2.04 38.5 0.04
39 2.06 395 0.04
40 2.08 405 0.04
41 2.1 415 0.04
42 212 425 0.06
43 2.15 43.5 0.04
44 2.17 445 0.04
45 2.19 455 0.06
46 2.22 46.5 0.08
47 2.26 475 0.06
48 2.29 48.5 0.08
49 2.33 49.5 0.08
50 2.37 50.5 0.08
51 241 515 0.1
52 2.46 52.5 0.16
53 2.54 53.5 0.12
54 2.6 545 0.14
55 2.67 555 0.22
56 2.78 56.5 0.02
57 2.79 575 0.68
58 3.13 58.5 1
59 3.63 59.5 2.62
60 4.94 60.5 1.02
61 5.45 61.5 0.84
62 5.87 62.5 1.08
63 6.41 63.5 1.84
64 7.33 64 0.11453125

NaOH |, Pro,(ln:g:?' de ApH/AV
(mL) gastado

0 1.67 0.5 0
1 1.67 1.5 0.02
2 1.68 25 0
3 1. 8 3.5 0.02
4 1.69 4.5 0
5 1.69 5.5 0.02
6 1.7 6.5 0 02
7 1.71 7.5 0.02
8 1.72 8.5 0
9 1.72 9.5 0.02
10 1.73 10.5 0.04
11 1.75 115 0
12 1.75 125 0
13 1.75 135 0.02
14 1.76 1 0 02
1 1.77 15.5 0.02
16 1.78 16.5 0.02
17 1.79 17.5 0
18 1.79 18.5 0.02
19 1.8 19.5 0
20 1.8 20.5 0.04
21 1.82 215 0.02
22 1.83 22.5 0.02
23 1.84 235 0.02
24 1.85 24.5 0.02
25 1.86 255 0.02
26 1.87 26.5 0.04
27 1.89 27.5 0.02
28 1.9 28.5 0.02
29 1.91 29.5 0.02
30 1.92 30.5 0.04
31 1.94 315 0.02
32 1.95 325 0.02
33 1.96 33.5 0.04
34 1.98 34.5 0.02
35 1.99 35.5 0.02
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M1: 0.2719g, 0.5 p/s, 10 min

36 2.04 36.5 0.02
37 2.05 375 0.06
38 2.08 38.5 0.04
39 2.1 395 0.04
40 212 405 0.04
41 2.14 415 0.06
42 2.17 425 0.04
43 2.19 43.5 0.06
44 2.22 445 0.04
45 2.24 455 0.08
46 2.28 46.5 0.08
47 2.32 475 0.06
48 2.35 48.5 0.1
49 24 49.5 0.08
50 2.44 50.5 0.12
51 2.5 515 0.32
52 2.66 52.5 0.16
53 2.74 53.5 0.3
54 2.89 545 0.34
55 3.06 555 0.52
56 3.32 56.5 1.94
57 4.29 575 1.92
58 5.25 58.5 0.98
59 5.74 59.5 0.72
60 6.1 60.5 1
61 6.6 61.5 2.14
62 7.67 62 0.12370968

NaOH |, Pro,(ln:g:?' de Ap/AV
(mL) gastado
0 1.76 0.5 -0.02
1 1.75 1.5 0
2 1.75 2.5 0
3 1.75 3.5 0
4 1. 5 4.5 0
5 1.75 55 0
6 75 6.5 0.02
7 1.76 7.5 0
8 1.76 8.5 0.02
9 1.77 9.5 0
10 1.77 10.5 0.02
11 1.78 115 0
12 1.78 125 0.02
13 1.79 135 0
14 1.79 14.5 0. 2
15 1.8 1 5 0.02
16 1.81 16.5 0.02
17 1.82 17.5 0.02
18 1.83 185 0.02
19 1.84 19.5 0
20 1.84 20.5 0.02
21 1.85 215 0.04
22 1.87 22.5 0
23 1.87 235 0.04
24 1.89 24.5 0
25 1.89 25.5 0.02
26 1.9 26.5 0.04
27 1.92 27.5 0.02
28 1.93 28.5 0.02
29 1.94 29.5 0.02
30 1.95 30.5 0.04
31 1.97 315 0.02
32 1.98 325 0.04
33 2 33.5 0.02
34 2.01 34.5 0.02
35 2.02 35.5 0.04
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0.9434g, 0.7p/s 10 min

mL Promedio de
NaOH pH gl:gg:o ApH/AV

0 1.86 0.5 -0.04

1 1.84 1.5 0

2 1.84 2.5 0.02

3 1.85 3.5 0

4 1.85 4.5 0.02

5 1.86 5.5 0

6 1.86 6.5 0.02

7 1.87 7.5 0.02

8 1.88 8.5 0

9 1.88 9.5 0.02
10 .89 10.5 0.02
11 1.9 11.5 0.02
12 191 12.5 0.02
1 1.92 135 0.02
14 1.93 14.5 .02
15 1.94 15.5 0.02
16 1.95 16.5 0
17 1.95 175 0.04
18 1.97 18.5 0
19 1.97 19.5 0.02
20 1.98 20.5 0.02
21 1.99 21.5 0.02
22 2 225 0.02
23 2.01 235 0.04
24 2.03 24.5 0
25 2.03 25.5 0.02
26 2.04 26.5 0.02
27 2.05 275 0.04
28 2.07 28.5 0.02
29 2.08 29.5 0.02
30 2.09 30.5 0.04
31 211 31.5 0.02
32 2.12 325 0.02
33 2.13 335 0.04
34 2.15 34.5 0.04
35 2.17 35.5 0.02
36 2.18 36.5 0.04
37 2.2 375 0.04
38 2.22 38.5 0.04
39 2.24 39.5 0.04
40 2.26 40.5 0.04
41 2.28 41.5 0.06
42 2.31 42.5 0.04
43 2.33 43.5 0.08

44 2.37 445 0.04
45 2.39 455 0.08
46 2.43 46.5 0.08
47 247 475 0.08
48 2.51 48.5 0.12
49 2.57 49.5 0.16
50 2.65 505 0.24
51 2.77 515 0.24
52 2.89 52.5 0.48
53 3.13 53.5 1.36
54 3.81 545 2.5
55 5.06 555 1.96
56 6.04 56.5 5.22
57 8.65 575 0.96
58 9.13 58.5 0.96
59 9.61 59.5 0.82
60| 10.02 60.5 0.48
61| 10.26 61.5 0.4
62| 1046 62.5 0.26
63| 10.59 63.5 0.18
64| 10.68 64.5 0.18
65| 10.77 65.5 0.14
66| 10.84 66.5 0.12
67 10.9 67.5 0.1
68| 10.95 68.5 0.1
69 11 69.5 0.08
70| 11.04 70.5 0.08
71| 11.08 715 0.08
72| 1112 725 0.08
73| 11.16 735 0.06
74| 1119 745 0.06
75| 11.22 75.5 0.06
76| 11.25 76.5 0.06
77| 11.28 775 0.04
78 11.3 78.5 0.04
79| 11.32 79.5 0.04
80| 11.34 80.5 0.06
81| 11.37 815 0.02
82| 11.38 825 0.06
83| 1141 835 0.02
84| 1142 84.5 0.04
85| 1144 85.5 0.06
86| 1147 86.5 0.02
87| 1148 875 0.04
88 11.5 88.5 0.04
89| 1152 89.5 0.04
90| 1154 90.5 0.02
91| 11.55 91.5 0.02
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0.7p/s, 10 min, 1.500g 41 2.546 415 0.058
Muestra opaca en solucion (precipitado) suspension 42 2575 425 0.053
homogénea : 43|  2.6015 435 0.095
mL Promedio
NaOH pH NaOH ApH/AV NaOH 44 2.649 44.5 0.068
gastado 45 2.683 455 0.102
0 1.924 0.5 0.02 46 2.734 46.5 0.084
1 1.934 15 0.034 47 2.776 47.5 0.104
2 1.951 2.5 0.014 48 2.828 485 0.132
3 1.958 3.5 00 4 49 2.894 495 0.122
4 1.97 4.5 0.02 50 2.955 50.5 0.182
5 1.98 5.5 0.02 51 3.046 515 0.22
6 1.99 6.5 0.024 52 3.156 525 0.248
7 2.002 7.5 0.024 53 3.28 53.5 0.438
8 2.014 5 -0.0232 54 3.499 54.5 0.6
9 2.0024 9 5 0.0 3 55 3.799 55.5 2.474
10 2.034 10.5 0.02 56 5.036 56.5 2.024
11 2.044 11.5 0.016 57 6.048 57.5 1.778
12 2.052 12,5 0.028 58 6.937 58.5 3.07
13 2.066 135 0.026 59 8.472 59.5 1.322
14 2.079 14.5 0.024 60 9.133 60.5 1.2
15 2.091 15.5 0.024 61 9.733 61.5 0.588
16 2.103 16.5 0 62 10.027 62.5 0.538
17 2.103 17.5 0.03 63 10.296 63.5 0.334
18 2.118 18.5 0.018 64 10.463 64.5 0.252
19 2.127 19.5 0.026 65 10.589 65.5 0.188
20 2.14 20.5 0.032 66 10.683 66.5 0.132
21 2.156 21.5 0.03 67 10.749 67.5 0.152
22 2.171 22.5 0.024 68 10.825 68.5 0.152
23 2.183 23.5 0.032 69 10.901 69.5 0.112
24 2.199 24.5 0.028 70 10.957 70.5 0.082
25 2.213 25.5 0.03 71 10.998 715 0.088
26 2.228 26.5 0.038 72 11.042 72.5 0.066
27 2.247 27.5 0.024 73 11.075 73.5 0.058
28 2.259 28.5 0.034 74 11.104 74.5 0.068
29 2.276 29.5 0.03 75 11.138 75.5 0.064
30 2.291 30.5 0.038 76 11.17 76.5 0.048
31 2.31 31.5 0.04 77 11.194 775 0.054
32 2.33 325 0.03 78 11.221 78.5 0.046
33 2.345 335 0.054 79 11.244 79.5 0.042
34 2.372 345 0.04 80 11.265 80 0.1408125
35 2.392 35.5 0.044
36 2.414 36.5 0.058
37 2.443 375 0.04
38 2.463 38.5 0.064
39 2.495 39.5 0.042
40 2.516 40.5 0.06
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43 2.64 43.5 0.1
44 2.69 445 0.08
45 2.73 455 0.06
46 2.76 46.5 0.12
47 2.82 475 0.1
48 2.87 48.5 0.12
49 2.93 495 0.18
50 3.02 505 0.16
51 3.1 515 0.22
52 3.21 52.5 0.3
53 3.36 53.5 0.5
54 3.61 545 1.06
55 4.14 55.5 2.76
56 5.52 56.5 1.18
57 6.11 575 1.12
58 6.67 58.5 2.1
59 7.72 59.5 1.92
60 8.68 60.5 0.8
61 9.08 61.5 0.72
62 9.44 62.5 0.62
63 9.75 63.5 1
64 10.25 64.5 0.08
65 10.29 65.5 0.34
66 10.46 66.5 0.22
67 10.57 67.5 0.22
68 10.68 68.5 0.14
69 10.75 69.5 0.14
70 10.82 70.5 0.12
71 10.88 715 0.1
72 10.93 725 0.08
73 10.97 73.5 0.08
74 11.01 745 0.08
75 11.05 75.5 0.06
76 11.08 76.5 0.06
77 11.11 775 0.06
78 11.14 78.5 0.04
79 11.16 79.5 0.06
80 11.19 80 0.139875

0.5p/s, 10min, Al final de la titulacion se observa
1.4545 una solucién turbia (precipitado)
nor | PH | Naon | deHav
0 1.97 0.5 0.02
1 1.98 15 0.02
2 1.99 2.5 0.02
3 2 3.5 0.02
4 2.01 4.5 0.02
5 2 02 5.5 0.02
6 2.03 6.5 0.02
7 2.04 7.5 .02
8 2.05 8.5 0.02
9 2.06 9 5 0.02
10 2.07 10.5 0.02
11 2.08 115 0.02
12 2.09 12,5 0.02
13 2.1 135 0.02
14 211 145 0.02
15 2.12 15.5 0.02
16 2.13 16.5 0.02
17 2.14 17.5 0.04
18 2.16 18.5 0.02
19 2.17 19.5 0.02
20 2.18 20.5 0.04
21 2.2 215 0.02
22 2.21 22.5 0.02
23 2.22 23.5 0.04
24 2.24 24.5 0.02
25 2.25 255 0.04
26 2.27 26.5 0.02
27 2.28 27.5 0.04
28 2.3 28.5 0.04
29 2.32 29.5 0.02
30 2.33 30.5 0.04
31 2.35 315 0.04
32 2.37 32.5 0.04
33 2.39 335 0.04
34 241 34.5 0.04
35 2.43 35.5 0.04
36 2.45 36.5 0.04
37 2.47 37.5 0.06
38 25 38.5 0.04
39 2.52 39.5 0.08
40 2.56 40.5 0.06
41 2.59 41.5 0.06
42 2.62 42.5 0.04
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0.5p/s, 10min, 0.4082g 43 27 435 01
mL promedio 44 2.75 445 0.12
NaOH PR dgeaZ‘tZS(',* ApHUAY 45 2.81 455 0.06
0 199 05 46 2.84 465 0.12
1 199 e o0 47 2.9 475 0.14
5 5 y 002 48 2.97 485 0.16
3 201 - 000 49 3.05 495 0.22
4 202 45 0.02 50 3.16 50.5 0.28
s 03 cc 00 51 3.3 515 0.4
6 2.04 6.5 0.02 52 3.5 52.5 0.82
- 205 e 002 53 3.91 535 3.88
3 206 Y 002 54 5.85 545 154
9 507 Y 002 55 6.62 555 412
10 208 105 000 56 8.68 56.5 1.64
11 2.09 115 0.02 57 9.5 57.5 0.86
12 21 125 0.02 58 9.93 58.5 0.62
ul 2 2 5 004 60| 1045 60.5 0.24
15 2.14 15.5 0.02 61 10.57 61.5 0.24
16 215 165 002 62| 1069 62.5 0.16
18] 217 185 0.02 64] 1085 64.5 0.12
19 2.18 19.5 0.04 65| 1091 65.5 0.08
20 2.2 205 0.02 66| 10.95 66.5 0.12
n 521 " 004 67| 1101 675 0.08
22 923 oy 0.02 68| 11.05 68.5 0.08
23 294 235 ™ 69|  11.09 69.5 0.06
2 2% N 002 70| 1112 705 0.08
25 527 Py 004 71| 1116 715 0.04
26 229 265 002 72| 1118 725 0.06
27 2.3 275 0.04 73 11.21 735 0.04
28 280 255 002 74| 1123 745 0.06
29 234 205 002 75| 1126 755 0.06
30 236 305 004 76| 1129 765 0.04
31 238 31c 002 77| 113 775 0.04
32| 239 32.5 0.06 /8] 11.33 78.5 0.04
33 242 33.5 0.04 9] 1135 79.5 0.04
34 > a4 s ™ 80| 1137 80 0.142125
35 2.46 355 0.04
36 2.48 36.5 0.06
37 2.51 375 0.04
38 2.53 385 0.08
39 2.57 395 0.08
40 2.61 405 0.04
41 2.63 415 0.06
42 2.66 425 0.08
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0.7p/s, 10 min, 0.8338g solucion 43 273 435 0.1
trbia : 44| 278 44.5 0.1
Promedio
mLNaOH| pH | deNaOH ApH/AV 45| 28 455 0.1
gastado 46 2.88 46.5 0.12
0 2 0.5 0 47 2.94 47.5 0.16
1 2 15 0.02 48 3.02 48.5 0.18
2 2.01 2.5 0.02 49 3.11 495 0.2
3 2.02 3.5 0.02 50 3.21 50.5 0.26
4 2.03 4.5 0.02 51 3.34 515 0.5
5 2.04 55 0.02 52 3.59 525 1.1
6 2.05 6.5 0.02 53 4.14 535 3.28
7 2.06 7.5 0.02 54 5.78 54.5 1.42
8 2.07 8.5 0.02 55 6.49 55.5 3.1
9 2.08 9.5 0.02 56 8.04 56.5 2.38
10 2.09 10.5 0.02 57 9.23 575 0.74
11 2.1 115 0.02 58 9.6 58.5 0.76
12 211 12.5 0.04 59 9.98 59.5 0.6
13 2.13 135 0.02 60 10.28 60.5 0.38
14 2.14 145 0.02 61 10.47 61.5 0.26
15 2.15 155 0.02 62 10.6 62.5 0.2
16 2.16 16.5 0.02 63 10.7 63.5 0.16
17 2.17 175 0.04 64 10.78 64.5 0.16
18 2.19 18.5 0.02 65 10.86 65.5 0.12
19 2.2 19.5 0.02 66 10.92 66.5 0.1
20 2.21 20.5 0.04 67 10.97 67.5 0.1
21 2.23 215 0.02 68 11.02 68.5 0.1
22 2.24 225 0.04 69 11.07 69.5 0.08
23 2.26 235 0.02 70 11.11 70.5 0.06
24 2.27 245 0.04 71 11.14 715 0.06
25 2.29 255 0.02 72 11.17 725 0.06
26 2.3 26.5 0.04 73 11.2 735 0.06
27 2.32 27.5 0.04 74 11.23 74.5 0.04
28 2.34 28.5 0.04 75 11.25 75.5 0.06
29 2.36 29.5 0.04 76 11.28 76.5 0.04
30 2.38 30.5 0.02 77 11.3 775 0.04
31 2.39 315 0.06 78 11.32 78.5 0.04
32 2.42 325 0.04 79 11.34 79.5 0.04
33 2.44 335 0.04 80 11.36 80 0.142
34 2.46 345 0.04
35 2.48 355 0.06
36 2.51 36.5 0.06
37 2.54 375 0.04
38 2.56 38.5 0.06
39 2.59 39.5 0.06
40 2.62 40.5 0.08
41 2.66 415 0.08
42 2.7 425 0.06
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0.9, 10min, 60°C, polvo blanco, parcialmente soluble 43 2.76 435 0.08
masa: 0.88049 44 28 445 0.1
mL promedio
NaOH pH | deNaOH ApH/AV 45 2.85 45.5 0.1
gastado 46 2.9 46.5 0.12
0 2.05 05 0 47 2.96 475 0.16
1 2.05 15 0.02 48 3.04 48.5 0.18
2 2.06 25 0.02 49 3.13 49.5 0.2
3 2.07 35 0 50 3.23 50.5 0.22
4 2.07 4.5 0.02 51 3.34 515 0.52
5 2.08 5.5 0.04 52 3.6 52.5 0.8
6 2.1 6.5 0.02 53 4 53.5 35
7 211 7.5 0.02 54 5.75 54.5 1.94
8 212 8.5 0.02 55 6.72 55.5 4.4
9 2.13 9.5 0.02 56 8.92 56.5 1.26
10 2.14 10.5 0.02 57 9.55 575 1
11 2.15 115 0.02 58 10.05 58.5 0.58
12 2.16 125 0.02 59 10.34 59.5 0.38
13 217 135 0.02 60 10.53 60.5 0.24
14 2.18 145 0.02 61 10.65 61.5 0.2
15 2.19 155 0.02 62 10.75 62.5 0.16
16 2.2 16.5 0.02 63 10.83 63.5 0.18
17 221 175 0.02 64 10.92 64.5 0.1
18 2.22 18.5 0.02 65 10.97 65.5 0.12
19 2.23 19.5 0.04 66 11.03 66.5 0.08
20 2.25 20.5 0.02 67 11.07 67.5 0.1
21 2.26 215 0.04 68 11.12 68.5 0.06
22 2.28 225 0.02 69 11.15 69.5 0.06
23 2.29 235 0.02 70 11.18 70.5 0.08
24 2.3 245 0.04 71 11.22 715 0.04
25 2.32 255 0.04 72 11.24 725 0.06
26 2.34 26.5 0.02 73 11.27 735 0.06
27 2.35 275 0.04 74 11.3 74.5 0.06
28 2.37 285 0.04 75 11.33 75.5 0.02
29 2.39 295 0.04 76 11.34 76.5 0.1
30 241 30.5 0.02 77 11.39 775 0.04
31 242 315 0.04 78 1141 78.5 0.04
32 2.44 325 0.04 79 11.43 79.5 0.04
33 2.46 335 0.06 80 11.45 80.5 0
34 2.49 345 0.04 81 1145 815 0.02
35 2.51 355 0.04 82 11.46 82.5 0.04
36 2.53 36.5 0.04 83 11.48 835 0.02
37 2.55 375 0.08 84 11.49 84.5 0.04
38 2.59 38.5 0.04 85 11.51 85 0.13541176
39 2.61 39.5 0.06
40 2.64 40.5 0.08
41 2.68 415 0.08
42 2.72 42.5 0.08
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