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RESUMEN

La quitina es el segundo polisacarido en abundancia en la naturaleza y a partir de
ella se obtiene la quitosana, un polielectrolito cationico cuando se disuelve en
soluciones acuosas acidas que es biodegradable, biocompatible, bacteriostatico,
antifingico y tiene la capacidad para formar peliculas, fibras y matrices porosas
ligeras. Asi, la quitosana es un polimero natural interesante para aplicaciones en

medicina, farmacia, alimentos, cosmética, agricultura, tratamiento de aguas, etc.

La quitina se transforma en quitosana por medio de la desacetilacion. El grado de
desacetilacion (DDA) indica la cantidad total de grupos acetamida convertidos en
amina, lo que determina directamente sus propiedades (como solubilidad,
basicidad, adsorcion, entre otras), funcionalidad y, por tanto, las aplicaciones del

polimero.

En primer lugar, se desacetilé quitina (sélida y disuelta en base a baja temperatura)
por calentamiento convencional y con microondas. En el primer método se evalud el
tiempo de reaccion (entre 0,5 y 5 h), y en el segundo, el nimero de ciclos de

reaccion sin variar el tiempo neto de irradiacion (10 min).

En segundo lugar, se desacetil6 quitosana por el método convencional cambiando
la concentracion de la base. Ademas, se realizo la desacetilaciébn con microondas,

con la variable del nimero de ciclos de irradiacién, cada uno de 1,5 min.

Finalmente, se compararon los métodos entre si. Los resultados fueron evaluados
en funcién al DDA, analizado por espectrometria infrarroja (FT-IR) y espectroscopia
de resonancia magnética nuclear de proton (*H-RMN), y al peso molecular,
cuantificado por cromatografia de permeacion de gel (GPC) y viscosimetria capilar.
En general, todos los resultados muestran que se produce la degradacion del
polimero durante la desacetilacion. Sin embargo, los métodos con microondas y de
quitina alcalina no son tan agresivos como el método convencional, de manera que
reducen el rompimiento de las cadenas. Se logré obtener quitosanas totalmente

desacetiladas (>99% DDA) y con relativamente alto peso molecular (>700 kDa).
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DESCRIPCION Y OBJETIVOS:

La quitina es el segundo polisacarido en abundancia en la naturaleza y a partir de ella se
obtiene la quitosana, un polielectrolito cationico cuando se disuelve en soluciones
acuosas acidas que es biodegradable, biocompatible, bacteriostatico, antifungico y tiene
la capacidad para formar peliculas, fibras y matrices porosas ligeras. Asi, la quitosana es
un polimero natural interesante para aplicaciones en medicina, farmacia, alimentos,
cosmetica, agricultura, tratamiento de aguas, etc. Sin embargo, existen reportes
contradictorios o poco reproducibles de las propiedades de muestras de quitosana de un
mismo grado de desacetilacion y peso molecular. Esto se debe a que su obtencion, a
partir de la quitina, es un proceso heterogéneo que no permite una reaccién homogénea
y resulta en un distribucién no controlada de las dos unidades repetitivas (glucosamina y
glucosamina acetilada) a lo largo de la cadena. La diferencia en la distribucion de estas
unidades repetitivas puede hacer variar la solubilidad, viscosidad e incluso reactividad
quimica del polimero, por lo que es importante disefiar un método eficiente para su
desacetilacion completa sin llegar degradar sustancialmente las cadenas de la quitosana.

El objetivo de la tesis es el estudio de procedimientos para la obtencién de quitosana con
un alto grado de desacetilacion (cercano al 100%). Se comparara un sistema de
calentamiento convencional con el calentamiento por microondas y procesos con una y
varias etapas. Esto requerird caracterizar, no solo el grado de desacetilacion de la
quitosana obtenida, sino ademas, determinar el peso molecular y la distribucion de
tamarfio de las cadenas del producto. Para esto se emplearan las técnicas de resonancia
magnética nuclear de 'H, viscosidad intrinseca y cromatografia por permeacion de gel.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Introduccién

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante en el mundo, por detras de la
celulosa. Dicha abundancia esta distribuida entre algas, crustaceos, moluscos e
insectos; ademas, es el principal polimero fibrilar de las paredes celulares de ciertos
hongos.'? Principalmente radica en los caparazones de los crustaceos e insectos,
pues producen la quitina del mismo modo que las plantas generan celulosa en las

paredes celulares.?

Al utilizar al langostino, por ejemplo, como insumo humano, se desecha casi el 50%
del volumen inicial del producto, repartido entre cabeza, caparazén y cola. Estos
desperdicios generados por la industria alimentaria crean un problema ambiental si
no son controlados.* Lo mas preocupante es que los desperdicios no tratados son
descargados cerca de aguas costeras,® originando la eutrofizacién de estas aguas
por la cantidad de compuestos nitrogenados y fosfatos. Esto dafia y fertiliza el
ecosistema marino a partir de la putrefaccion bacteriana. De esta manera,
disminuye la floraciébn de algas e induce la disminucién de la concentracion de
oxigeno en el agua, limitando asi la vida de especies acuaticas.® Debido a esta
problematica, la modificacion estructural de la quitina por procesos quimicos surgié

como solucién.

Las industrias cosméticas, biomédicas, textiles, entre otras, utilizan a la quitina
como recurso primario en el procesamiento de la quitosana, ya que los varios
millones de toneladas anuales que se recolectan la vuelven econdmica y
disponible.”® La desacetilacion (modificacion estructural) de la quitina da lugar a la
quitosana, la cual tiene solubilidad en medio &cido y, por tanto, mas aplicaciones.
Este proceso es muy utilizado en diversos sectores industriales por el gran rango de
utilidad debido a las propiedades que puede adoptar el polimero a partir de su
grado de desacetilacion (DDA) y su peso molecular (MW) que, a la vez, dependen

del método de desacetilacion.®

El motivo de este trabajo es evaluar la eficiencia del tratamiento de la quitina y la
qguitosana a distintas condiciones de desacetilacion; para ello, se compara la
desacetilacion mediante el método convencional y utilizando microondas. En el
mismo contexto, se traté de analizar la dependencia del DDA y del peso molecular

promedio de acuerdo a las condiciones a las que se llevo a cabo la reaccion.



1.2 Quitina

1.2.1 Composicién y estructura quimica

La quitina es un polimero lineal, integrado por la unidad B-2-acetamida-D-
glucopiranosa (A), o también llamada unidad acetilada, unida por enlaces
glicosidicos 1-4 (ver figura 1a), lo que permite la conformacion estructural de tipo
escalera lineal. EI comportamiento estructural de la quitina es parecido al de la
celulosa, debido a estar constituido por unidades similares a la B-D-glucopiranosa.
La diferencia se encuentra en el sustituyente hidroxilo en la celulosa y el
sustituyente nitrogenado del carbono C2 en la quitina (ver figura 1b).°> A diferencia
de la mayoria de polisacaridos naturales que son acidos o neutros en sus formas

naturales, el sustituyente de la quitina la convierte en un polisacérido altamente

basico.®
OH
OH
@) * . o
HO O
NH HO 04/
OH
H,C
O
(@) (b)
B -2-acetamida-D-glucopiranosa (A) B -D-glucopiranosa

Figura 1. Estructura quimica de las unidades repetitivas de a) quitina y b) celulosa.

1.2.2 Estructura cristalina

La quitina es un biopolimero biolégicamente importante que se puede encontrar en
mas del 70% de todos los organismos vivos a nivel mundial.’® Segln la fuente de
obtencion, se pueden encontrar tres polimorfos de la quitina, a, B y y, en base al
empaquetamiento y al arreglo de las cadenas moleculares. Las cadenas
poliméricas pueden empacarse en diversas direcciones, segun la orientacion que
tiene el carbono 1 en el enlace glicosidico: izquierda o derecha en el eje de la
cadena y con respecto a las otras cadenas (ver figura 2). Se conoce por difraccion
de rayos X (XRD) que la celda unitaria de la a-quitina se basa en un arreglo anti-

paralelo por tener dos cadenas en la celda unitaria con simetria P2:2:2;; la B-



quitina, en un arreglo paralelo, mas ordenado, con una cadena en la celda unitaria
con simetria P2;; y la y-quitina combina dos cadenas de arreglo paralelo con una de

arreglo antiparalelo (figura 2).81!

v

vy

A

A

vy

vViv
VVYVYYVYY
A

A

A

(a) a-quitina (b) B-quitina (c) y-quitina

Figura 2. Arreglo de la quitina segun el tipo de empagquetamiento de sus cadenas.

Cada flecha indica la orientacion de enlaces glicosidicos C1 — O — C4 en la cadena.

La quitina presenta rigidez intramolecular por el enlace de hidrégeno entre O3 —Hy
05’ (figura 3a y 4a). De los tres tipos de empaquetamiento de la quitina, la primera
es la de mayor cristalinidad, pues tiene diversos tipos de enlace intra e
intermolecular (figura 3). De ellos, los enlaces intermoleculares de hidrogeno 06 —
H --- O6’ (figura 3c) son los responsables de la resistencia a la adsorcion de las
moléculas de agua y, por tanto, limitan la reactividad. Ademas, los enlaces
intermoleculares entre el hidrégeno y el carbonilo de las amidas (figura 3d) son

responsables en mayor medida de la morfologia cristalina.*?

La B-quitina es mas reactiva por tener menos fuerzas intermoleculares. De acuerdo
a lo reportado por Gardner y Blackwell,** en el empaguetamiento paralelo solo es
posible el enlace de H entre el C=0, de la cadena inferior, con los grupos O6 — Hy
N’ — H, de la cadena superior (figura 4b y 4c). Con ello, los grupos O6 — H no
pueden formar enlaces de hidrégeno intermolecularmente con grupos O6’ — H de
distinto empaquetamiento, como lo hace la a-quitina (figura 3c). Por ello, las
moléculas de agua estan permitidas en el empaquetamiento y, por tanto, la -
quitina se presenta fisicamente como un hidrato cristalino. Los resultados estan
basados en proyecciones estadisticas de la formacion de enlaces, en restricciones
estereoquimicas, en resultados de espectroscopia infrarroja (IR) y en cristalografia.
Por otro lado, es importante mencionar que al recristalizar la quitina de una
solucién, sistematicamente toma el ordenamiento de la a-quitina. Sin embargo, no
es posible cambiar el ordenamiento de manera inversa, ya que la B-quitina es

resultado de un mecanismo biosintético especifico.*
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Figura 3. Tipos de enlaces de H en a-quitina: (a, b) enlaces intramoleculares, (c, d)

enlaces intermoleculares. Tomado de Cho et al. (2000).1?

La a-quitina es la conformacion estructural cristalina mas abundante, la cual se
encuentra en varios organismos vivos marinos de estructuras duras (en su mayoria
de camarones y cangrejos).’® Especificamente, la a-quitina se encuentra en el
caparazén de los crustaceos en un 20 — 30%. El resto son proteinas (20 — 40%),
carbonatos y fosfatos (30 — 60%) y lipidos (0 — 14%), aungue varian con la especie
y la temporada.’® En el mundo existen especimenes especificos que poseen a-
quitina de alta cristalinidad y con alta pureza (sintetizadas sin pigmentos, proteinas
o calcitas). Por ejemplo, es posible encontrarla en los arpones de los caracoles
marinos de la familia Conidae, en la columna vertebral y espinas de gusanos
marinos del tipo Sagitta y en los filamentos expulsados por el fitoplancton del tipo

Phaeocystis.’
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Figura 4. Tipos de enlaces de H en 3-quitina: (a) enlace intramolecular, (b, ¢)

enlaces intermoleculares. Tomado de Cho et al. (2000).1?

Las quitinas B y y son encontradas en estructuras flexibles.'® La forma estructural B-
quitina, muy dificil de encontrar, suele estar asociada a proteinas en las plumas del
calamar, y en los tubos sintetizados por el gusano de tubo gigante o gusano
vestimentifero gigante, ubicado en las cordilleras marinas de Galapagos. Asimismo,
se puede encontrar en setas del tipo afrodita, en la cubierta protectora de algas
unicelulares del género Trachelomonas, presente en aguas dulces, y en las espinas
monocristalinas excretadas por una microalga unicelular, llamada Thalassiosira
fluviatilis, ubicada en ambientes salinos como las costas del Pacifico y Atlantico.1”8
Por ultimo, la y-quitina se ha encontrado en hilos de capullo de larvas del
escarabajo arafia australiano (Ptinus tectus), en membranas peritréficas larvales y
adultas de langostas, cucarachas, mantis, larvas de gusano de libélula (Antheraea

pernyi) y en una larva de la mosca Phymatocera aterrima.°



1.2.3 Produccién maritima de quitina a nivel mundial

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
(FAO, por sus siglas en inglés), se ha producido un aumento masivo de la
produccion de las especies marinas — entre ellas los crustaceos y moluscos — a
nivel mundial, debido principalmente a la acuicultura (ver figura 5). Esta actividad
empezd a tomar fuerza a partir de 1990 y desde entonces ha ido en ascenso, de

manera que en unos afios podria superar lo producido en la actividad pesquera.'®

VARIACION DE LAPRODUCCION DE
ESPECIES MARINAS

5157316291672

155,
140 P43, 1—145, 91487

Froduccian
imillones detoneladas)
[{=]

[

[:]

90,1 90,2 29,1 83,7 91,3 927 93,4
c ] 88 5——T03—T3,8
49.9——52,9 55 7 59,0 51,8
2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Afio de produccidn
--------- Acuicultura Pesca de captura — —Total

Figura 5. Variacién de la produccién de pesca y acuicultura en el mundo entre 2007
y 20141920

Tabla 1. Produccion mundial de especies cultivadas en aguas continental y marina
en 2015. Los valores estan dados en millones de toneladas. Tomado de la FAO
2017.%

Acuipultura Acuicgltura Subtotal Subtotal (%)
continental marina
Peces de escama 45 097 6 810 51 907 67,8
Crustaceos 2 857 4 495 7 352 9,6
Moluscos 284 16 148 16 432 21,5
Otras especies 522 387 909 1,2
Total 48 759 27 841 76 600 100




Como ejemplo de la importancia que tiene este tipo de produccién a la procedencia
de la quitina, la tabla 1 toma la muestra del afio 2015 y diferencia a las especies de
mayor produccion a nivel mundial. Las cantidades estan separadas en los campos
de acuicultura continental y marina, o produccion en agua dulce y agua salada,
respectivamente. Estos datos mencionan a los crustaceos y moluscos como las
especies mas cultivadas, después de los peces de escama, con mas de 20 millones
de toneladas producidas en ese afo. Estas cantidades las convierten en mas de la

tercera parte del volumen cultivado en dicha temporada.

Por otro lado, la pesca de captura es la mas importante actividad de recoleccién de
especies marinas, ya sea para el consumo humano u otras aplicaciones. Como se
observa en la figura 6, segun la FAO, la pesca se da principalmente en América y
Asia. De hecho, la mayor potencia con gran diferencia es China, con casi 15
millones de toneladas de productos marinos al afio, cantidades bastante mas

superiores al resto de potencias en produccion pesquera.
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Figura 6. Mapa mundial con los 25 principales paises de produccién de la pesca de
captura marina en el afio 2014. Las magnitudes relacionadas a los colores de

paises estan dadas en toneladas. Generado a partir de la FAO 2016.%°



En el afio 2014, la suma de la produccion pesquera de los 25 paises representados
en la figura 6 llegé a poco menos de 67 millones de toneladas, representando el
82,1% de la produccion de especies marinas total mundial en ese afio.?° Si bien los
distintos tipos de pescado conforman la mayor parte de la produccién, los
crustaceos y moluscos se ubican en el centro del comercio mundial. De acuerdo a
las tablas 1y 2, a la figura 6 y a los porcentajes aproximados de quitina en los
crustaceos y moluscos (15 y 38%, respectivamente),?>??2 el estimado de quitina
producida anualmente a nivel mundial a partir de la pesca y la acuicultura seria por
lo menos de 5 millones de toneladas y 7 347 millones de toneladas,

respectivamente.

Tabla 2. Proporcién de la produccion de fauna marina que contiene quitina en el
comercio mundial del 2013. Tomado de la FAO 2016.%°

Valor econémico (%) | Peso vivo (%)
) Langostinos, gambas 15,30 6,00
CRUSTACEOS
Otros crustaceos 6,40 2,10
Calamares, sepias 5,60 4,00
MOLUSCOS Bivalvos 3,00 5,60
Otros moluscos 1,10 0,70

La tabla 2 brinda informacion mas detallada de las especies comercializadas en el
afio 2013, haciendo hincapié en el valor y la cantidad de las mismas. Segln ambos
factores, se observo que los crustaceos estadn representados principalmente por
langostinos y gambas, mientras que los moluscos, por calamares y sepias. Como
se indicd anteriormente, todos los mencionados contienen quitina, pero en distintas
proporciones. El portador principal de la quitina es, segln este estudio, el

langostino.



De acuerdo al valor, el langostino es el producto mas importante en términos de
quitina pues representd el 15% del valor economico total de los productos
pesqueros comercializados a nivel internacional en el 2013 (ver la tabla 2).2° Su
produccion ocurre principalmente en los paises en desarrollo para luego, en su
mayoria, introducirlos al mercado internacional. Sin embargo, algunas potencias
agotaron sus recursos y son las industrias de elaboracién las que compensan el

déficit de materias primas mediante importaciones de langostino congelado.®

El proceso de congelamiento del langostino facilita la disposicion de quitina. Es
conocido que la industria de langostinos congelados normalmente genera residuos
gue equivalen a casi el 50% del peso del langostino fresco.?® Conforme aumenta su
produccién, los desechos producidos a partir de su procesamiento también lo
hacen. Los desperdicios estan formados por la cabeza, cola y coraza; la ultima
contiene aproximadamente un 99,1% de quitina.>* En Indonesia, uno de los
mayores productores de captura marina a nivel mundial (ver figura 6), por ejemplo,
el residuo del langostino es utilizado como ingrediente de galletas de langostino, de
terasi (un condimento hecho a partir de pasta de langostino fermentada), y para

preparar suplementos de bajo costo y calidad para la alimentacion de peces.??*

Si se hace un enfoque nacional de la produccién de mariscos, se tiene que el
cangrejo, langostino, calamar y otros moluscos, principalmente la pota, forman
parte del mercado nacional e internacional. En la figura 7 se muestra el aumento de
especies congeladas de Peru en la comercializacion mundial durante 11 afios. La
pota es la mas comercializada, pero los otros mariscos mencionados también se
distribuyen en miles de toneladas, sobre todo el langostino, cuya produccidon ha

incrementado desde el 2011.%°
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Figura 7. Produccién peruana de congelado de mariscos maritimos segun especie,

2004 — 2014. Generado a partir del Ministerio de la Produccion del Perd.?®

A partir de los datos de exportacién del langostino en la figura 8, se puede apreciar
indirectamente la cantidad de quitina que se pierde a nivel nacional. En el caso de
la exportacion de la cola, hay gran generacion de residuos del langostino, ya que se
ha lavado, limpiado y desechado la cabeza y el caparazén del mismo. Incluso,
cobra mas valor al notar que son 15 000 TMB (toneladas métricas brutas) de
langostino Unicamente para este propésito.?® Por todo lo expuesto, a pesar de no
ser un gran productor de crustaceos como los paises asiaticos, el Perd también

genera gran cantidad de desechos que contienen quitina.
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Figura 8. Exportacion peruana de langostino congelado por tipo segun continente

de destino en 2014. Generado a partir del Ministerio de la Produccién del Per(.?®
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1.2.4 Proceso de extraccion

La literatura muestra que el porcentaje de la quitina varia por especie y temporada.
Asi, por ejemplo, los caparazones de crustaceos consisten en proteinas (30 — 40%),
carbonato de calcio (30 — 50%), quitina (20 — 30%) y pigmentos (astaxantina,
cantaxantina, luteina o B-caroteno). El proceso generalizado de extraccion de la a-

quitina de los crustaceos, la mas abundante y mas comercial, se aprecia en la figura

o) 15,26-28

Caparazoén de crustaceos

A
Secado, pulverizado y

tamizado

: Eliminacion de CaCOs mediante lavado

Desmineralizacion con HCl diluido:

CaCO3z + 2 HClI — CO, + CaCl, + H,O

Eliminacion de proteinas a partir del lavado

\ 4

Deproteinizacién

con NaOH 1 M a altas temperaturas.

v
Quitina >

Remocion de pigmentos y/o grasa al

lavarlo con solvente organico

Figura 9. Proceso de extraccion regular de a-quitina del caparazén de crustaceos.

La B-quitina no presenta tantos enlaces intermoleculares de hidrégeno como el
arreglo a (figura 3c, item 1.2.2). Por ello, la B-quitina tiene mayor afinidad de
moléculas de agua en su estructura. En consecuencia, los seres vivos en los que se
encuentra este arreglo, como las plumas de calamar y la pota, tienen minimamente
iones carbonato en su composicion, aunque varia segun la especie.? La diferencia

entre especies que se conforman por a- y B-quitina es notoria, pues mientras los
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camarones estan compuestos por casi 20% de calcio (la mayoria en forma de
carbonato), la cantidad de calcio en los moluscos es solo 0,1025%. Entonces, dado
gue no hay CaCOs en la B-quitina, no se lava con acido diluido y, por tanto, la

extraccion de este tipo de quitina se limita a la desproteinizacién.?®

1.2.5 Propiedades y solubilidad

La quitina es un polisacarido nitrogenado, duro e inelastico con alta rigidez en sus
cadenas.® Tiene excelentes propiedades bioldgicas como biodegrabilidad,
inmunologia antibacteriana, biocompatibilidad y no toxicidad que le permiten ser
una opcidon a diversos puntos de la industria sin acrecentar los problemas
ambientales.®**! Ademas, al tener grupos hidroxilo y principalmente atomos de
nitrégeno en las unidades repetitivas de la cadena (véase Figura la, item 1.2.1),
permite la posibilidad de modificaciones quimicas que mejoren o simplemente

varien sus propiedades.*

La limitada utilidad de este polisacarido es por su baja solubilidad en solventes
comunes, organicos e inorganicos, a causa de sus enlaces de hidrégeno intra e
intermolecular!. Estos enlaces generan densidad de energia cohesiva y aumentan
el parametro de solubilidad.® En otras palabras, su estructura rigida altamente

cristalina y ordenada dificulta la penetracién y difusion del solvente.*?

La literatura muestra varios tipos de solventes para la quitina (la tabla 3 muestra
algunos de ellos); sin embargo, muchos de ellos son perjudiciales para el polimero.
Por ejemplo, se han usado mezclas de acido tricloroacético (TCA) y de acido
dicloroacético (DCA), que disminuyeron el peso molecular del polimero a tal punto
que la fuerza de las fibras fuera afectada. Por ello, no han podido ser usados en
aplicaciones médicas y han tenido dificultades al aumentar la escala en produccion

industrial.®

Para modificaciones eficientes de la quitina, se ha tomado como precursor
conveniente a la quitina alcalina a bajas temperaturas. Para explicar este
fendmeno, se debe entender que la solucion de NaOH en agua forma los iones de
sodio e hidréxido, que son solvatados por moléculas de agua. Esto dificulta a los
iones ingresar entre las cadenas del polimero. No obstante, al aumentar la
concentracion bésica, la mayor cantidad de iones induce menor solvatacion para
cada uno de ellos, por lo que se forman dipolos hidratados que son lo
suficientemente pequefios para difundirse dentro de la matriz de quitina y, por lo

tanto, la adsorciéon mejora.>?
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Tabla 3. Solventes para quitina y quitosana. Tomada de Mourya, V. et al. y Rathke,

T. et al.83

Quitina Quitosana

1% (w/v) en LiCl y dimetilacetamida | Acido organico o mineral diluido
(DMA) o dietilacetamida (DEA) 5% (w/v) en agua con pH debajo de 6,5

0,75% (w/w) en LiCl con N-metil-2-
pirrolidona y DMA (5/100/100 en peso)

Dimetilsulféxido

CaCl2:2H20 con metanol saturado Acido p-tolueno sulfénico

1% (w/w) en fluoroanfetamina y acido
dicloroacético (DCA) (5% v/v)

Acido 10-canforsulfonico

Alcohol hexafluoroisopropilo

Sesquihidrato de hexafluoroacetona

Mezcla de 1,2-dicloroetano y &cido
tricloroacético (TCA) (35:65)

Solucién saturada de tiocianato de litio

Por otro lado, al bajar la temperatura, las moléculas de agua difundidas en la matriz
estabilizan mejor los enlaces de hidrégeno entre ellas, de manera que aumentan el
volumen y debilitan los enlaces entre la quitina macromolecular y la estructura de la
quitina deformada. En consecuencia, hay mayor penetracion de la solucion alcali
dentro de las particulas de quitina e induce a la quitina, a nivel macro, a
comportarse como gel por su disolucién parcial.®? La cristalinidad de la quitina se
reduce a la mitad en los primeros 3 dias como quitina alcalina, luego de ello

experimenta cambios sin perder mas su cristalinidad.*!

1.2.6 Aplicaciones

Como material natural renovable, la quitina ofrece muchas aplicaciones potenciales
en varios campos, tales como farmacéuticas, cosméticas, biomédicas,
biotecnoldgicas, agricultura, comida, e industrias dirigidas a tratamiento de aguas,
papel y textiles.® A nivel atémico, la proporcién de atomos de nitrdgeno en la quitina

la convierte en un gran agente quelante.® Esto, sumado a la biodegrabilidad,
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biocompatibilidad y no toxicidad de la quitina, propicié el éxito de la quitina en
pruebas para la inmovilizaciébn de enzimas, uso de biosensores, supresion de
células tumorales, control de liberacion de drogas, supresor habil para formar

complejos con metales pesados, entre otros.30-32

En el area de cosméticos, los nanofilamentos de quitina aumentan las propiedades
fisicas a nivel molecular de los compuestos producidos. Por ejemplo, se usan como
relleno de una superficie de fibra quitosana para hacerla mas suave y resistente. De
esta manera, puede ser usado para hacer peliculas transparentes, destinadas a
mascaras de belleza o tejidos medicinales avanzados, de acuerdo a los
ingredientes activos agregados en estas peliculas. Ademas, los biopolimeros
basados en los nanofilamentos de quitina pueden ser procesados facilimente en
varios productos como hidrogeles, membranas, nanofibras, micro/nanoparticulas,

esponjas, entre otras.>

1.3 Quitosana

1.3.1 Desacetilaciéon de la quitina

En 1907 Rouget discutid por primera vez sobre la solubilidad de la quitina a partir
de tratamientos quimicos y térmicos.” Fue la primera vez que la quitosana fue
obtenida por desacetilacién termoquimica de la quitina en solucién alcalina (figura
10). Como muestra la figura 11, la quitosana est4 comprendida por la unidad de la
quitina (B-2-acetamida-D-glucopiranosa (A)) y su par desacetilado (B-2-amina-D-

glucopiranosa (D)) en cantidades variables.

HO Na” J_L
. -

Na O CHs

Figura 10. Representacion espacial de la desacetilacion de la quitosana.
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B -2-amina-D-glucopiranosa (D) [ -2-acetamida-D-glucopiranosa (A)
Figura 11. Estructura quimica de las unidades repetitivas de la quitosana, acetilada
(A) y desacetilada (D).

La reaccién de desacetilacion se da por hidrélisis de los grupos acetamida en medio
fuertemente alcalino, a altas temperaturas. Generalmente, se realiza
heterogéneamente en los grupos acetamida involucrados a lo largo de las cadenas
moleculares utilizando soluciones concentradas de NaOH o KOH (30 — 50%).% Esta
reaccién tiene varias variables que cambian las propiedades del producto final,
como lo son la temperatura de reaccion, la concentracidon del alcali, la proporcion

con la solucidn, etc.®

Se ha estudiado que a medida que aumenta la desacetilacion, se pierden enlaces
de H intermolecular entre una amina y el carbonilo de una acetamida (NH---O=C),
asi como entre dos grupos hidroxilo, lo cual implica que el arreglo antiparalelo de
las cadenas de la a-quitina se transforma en un arreglo paralelo, que genera mejor
difusion de la base o solvente entre las cadenas de quitosana.'? El grado de
desacetilacion se relaciona con las propiedades y funcionalidad de la quitosana,

como la adsorcién, basicidad, solubilidad, entre otras.36:%7

Son conocidas varias técnicas analiticas que permiten determinar el grado de
desacetilacion de la quitosana. Se destacan la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de proton (*H-RMN), la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FT-IR), la espectroscopia ultravioleta (UV), la
potenciometria y la conductimetria.’® De todas ellas, la técnica de RMN en estado
liguido es la mas precisa para la cuantificacion de alto DDA; ademas, no necesita el

peso especifico de la muestra ni alta pureza, siempre y cuando los picos no se
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superpongan con los relevantes de la quitosana. Tampoco hay necesidad de

obtener una curva de calibracién ni de tener una muestra de referencia.®®

En este trabajo se utilizé las dos primeras, ya que son métodos no invasivos,
simples y rapidos para analizar: la primera en solucion y la otra, en pastilla con KBr
o en forma de film a partir de su solucion en acido acético. Ambas son analizadas
segun el area de los picos a partir de una linea base; no obstante, los picos tan
amplios en el FT-IR no permiten calcular los DDA tan altos como si lo hace el RMN
(cercanos al 100%), por tanto el FT-IR solo se usara de forma cualitativa para
corroborar la conversion de los grupos funcionales. Asimismo, el andlisis por RMN
en fase liquida presenta la desventaja de la insolubilidad de la quitina; por ello, solo

se puede analizar el DDA de la quitosana.

El andlisis por RMN estard basado en la norma ASTM F2260-03(08)%*, la cual
valida el grado de desacetilacion en el rango de 50 a 99% de desacetilacion de
cloruro de quitosana en medio acuoso deuterado. La norma relaciona mediante
ecuaciones las sefiales integradas de 3 protones de la quitosana para determinar el
DDA. Dichas ecuaciones tienen mayor representatividad si las sefales
mencionadas son correctamente identificadas, delimitadas y cuantificadas en el
espectro 'H-RMN. Estas distinguen a los dos tipos de unidades poliméricas por
separado y permiten encontrar la proporcion de cada uno en la muestra,
promediando las sefiales de dos protones por monémero (referenciados de la figura
11):

iy . . H.D + H,D
Proporcion de unidades desacetiladas D = - (D
o+
Proporcién de unidades acetiladas A= — (2)

De esta manera, se vinculan los resultados de (1) y (2) para obtener el grado

desacetilacion.

DDA(%) =

X 1009 3
D+A % ®
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1.3.2 Propiedades

La quitosana mantiene las propiedades de la quitina, pues es biodegrable,
biocompatible, no téxica y tiene habilidad de adsorcion.>4° Al ser derivada de la
quitina, la quitosana estd conformada por las unidades -2-acetamida-D-
glucopiranosa (A) y B-2-amina-D-glucopiranosa (D), con proporciones variables (ver
figura 11, item 1.3.1), lo cual amplia significativamente sus propiedades al mejorar

su solubilidad y reactividad.**

La presencia de los grupos amino indica que el pH altera sustancialmente la carga y
las propiedades de la quitosana: a bajo pH, la carga positiva en los grupos —NHz*
convierten a la quitosana en un polielectrolito catiénico soluble en agua, pero
cuando el pH es mayor que 6.0, se pierde la carga y, con ello, su solubilidad.
Entonces, como el valor del pH es altamente dependiente del DDA, la solubilidad de

la quitosana es dependiente del método de desacetilacion usado.>*®

Los parametros como el peso molecular (My), la polidispersion (Mw/M,), el grado de
acetilacion (DA) o desacetilacion (DDA), el patron de acetilacion (PA) y las
impurezas contenidas (proteinas, metales pesados) son importantes pues
describen la relacion entre la microestructura, las propiedades y la actividad,

especialmente en el campo de las aplicaciones biomédicas.®®

1.3.3 Aplicaciones

La quitosana ha generado gran impacto en el sector industrial por tener las
propiedades mencionadas y por ser un recurso natural disponible en gran cantidad.
El DDA y el peso molecular de la quitosana comercial abarcan los rangos de 70 a
95% y de 10 a 1000 kDa.*? El peso molecular de la quitosana determina la
aplicacion del producto; por ejemplo, los productos derivados de quitosana de alto
peso molecular son potencialmente grandes agentes de retencién y absorcion de
humedad, asi como estabilizantes de emulsiones debido a su grupo amino activo;
por otro lado, aquellos que tienen bajo peso molecular se comportan como agentes
antioxidantes por prevenir la formacion de grupos carbonilo y asi proteger las
células de la piel.*® Esta reportado que la quitosana compatible con el organismo

tiene un DDA no menor que 95% y un peso molecular entre 150 y 300 kDa.*

Entre las aplicaciones médicas de la quitosana, una banda de quitosana
tépicamente aplicada puede ralentizar la hemorragia sanguinea por su propiedad
adhesiva sin causar alergias, ademas de reducir la infiltracion de células

inflamatorias.*>%® Esta aplicacion es similar a la quitosana como adhesivo liquido,
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pues la baja tension superficial y su alta dispersiébn ayudan al polisacarido a
esparcirse en casi cualquier tipo de material. La viscosidad se puede alterar al
modificar la concentracién del polimero en la solucién, segun el uso que se le

quiera dar.*’

La amina de la quitosana le otorga caracter catidnico en medio humedo. Esto
permite que el polimero sea aplicable en la industria farmacéutica como
transportador de farmacos anionicos, beneficiado con la mucoadhesividad, el
incremento de la permeacion y el control de la liberacion de la droga.*® Ademas, la
quitosana puede aplicarse como removedor de particulas o suspensiones
anionicas, en el tratamiento de agua,* en la industria del papel y en el proceso final

de la clarificacion del vino.®°

Del mismo modo, al ser antimicrobiana, su aplicacién ha beneficiado a la industria
textil (reemplazando resinas acrilicas) para el aumento del tiempo de vida de la
prenda,® y en la industria plastica, como base de envolturas para la conservacion
de alimentos, con el valor agregado de limitar la degradacion fotoquimica y la

oxidacion por el bloqueo de los rayos UV.52

1.4 Determinacion del peso molecular

Hay varios tipos de métodos conocidos para determinar el peso molecular de
cualquier compuesto macromolecular. Los mas conocidos son por analisis de grupo
terminal, osmometria, andlisis de velocidad de sedimentacién, MALDI-TOF-MS,
dispersion de luz, viscosimetria capilar con bafio termostatico controlado y
cromatografia de permeacion de gel (GPC).3-%¢ En este trabajo se utilizd los dos

tltimos métodos, por la facilidad de preparacién de la muestra.

La cromatografia por permeacion de gel involucra pasar una solucién con polimero
disuelto a través de una columna tubular empacada con un gel polimérico poroso.
El tiempo que demore en atravesar la cadena polimérica en la columna depende de
su volumen: mientras mas grande sea, menor retencion tendra en los poros del gel
y pasard mas rapido hacia la salida de la columna. Este andlisis necesita de un

estandar para comparar los pesos moleculares con los volimenes de elucion.>®

La quitosana, como cualquier polisacarido, es polidisperso respecto al peso
molecular, el cual esta referido al promedio de los pesos moleculares. La
regularidad de los pesos moleculares de las cadenas poliméricas se rige por el

indice de polidispersion (PDI, por sus siglas en inglés), que relaciona el peso
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molecular promedio en peso (Mw) con el peso molecular promedio en nimero (My)

de la siguiente manera:

_ XiwiM; Y NM?

M, = = 4

O A XiNiM; )
2iN;M;

M, =27 5

TN )

PDI = My, 6

=M, (6)

donde w; es el peso de las moléculas con un peso molecular especifico M;, en una
poblacion donde N; es el nUmero de moléculas. En un polimero polidisperso, el My
es mas grande que el M,, mientras que en uno monodisperso, el My es igual al Mh.
Por tanto, mientras mas cercano sea el PDI a 1, mayor homogeneidad tendra el

polimero.%’

Por otro lado, la viscosimetria capilar es una de las técnicas de caracterizacién de
polimeros mas utilizadas por la sencillez de su manejo, la simplicidad de su analisis
de resultados y por poder determinar la masa molar promedio del polimero,
volumen hidrodinamico, entre otros. Comparado con los solventes puros, las
soluciones poliméricas tienen alta viscosidad, que depende de la concentracion del
polimero y de su masa molar. La viscosidad puede medirse incluso en soluciones

muy diluidas en las que las cadenas del polimero no estén tan enredadas.>®

La viscosidad se vincula con el tiempo de fluido de la solucibn a distintas
concentraciones en un volumen fijo a temperatura constante. El peso molecular y la

viscosidad intrinseca se relacionan por medio de la ecuacion de Mark-Houwink:
[n] = K M,,* (7)

Donde [n] es la viscosidad intrinseca, My es la masa molar promedio de viscosidad,
y Ky a son constantes para un sistema polimero/solvente en particular (en el caso
de quitosana, también dependen del DDA).>*%® La figura 12 muestra las ecuaciones
empleadas para el calculo de la viscosidad intrinseca, donde se empleé el valor

promedio de la ordenada de las graficas de Huggins y Kraemer.
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Viscosidad relativa Ny =—
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Viscosidad especifica Nsp = —
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Viscosidad reducida Nred = —
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Viscosidad inherente Ninh = (:T)

Método de Huggins [n] = lim (nﬂ)
c—-0 C

c-0 C

1
Método de Kraemer  [n] = lim ( n(m))

Figura 12. Ecuaciones para determinar la viscosidad intrinseca.

1.5 Reacciones con microondas

A fines del siglo XX, el uso de la energia de microondas en sintesis quimica
comenzo a recibir considerable atencion y, con el paso del tiempo y el continuo
desarrollo, se ha posicionado en los campos de las ciencias de polimeros, la
biotecnologia y la bioguimica.®® La técnica de microondas es conocida por ser un
sistema efectivo para llevar a cabo reacciones quimicas debido a su instantaneo

calentamiento y aumento de energia vibracional al nivel molecular.*°

Debido a que las microondas pueden transferir energia directamente al reactivo,
pueden promover transformaciones que no son generalmente posibles con el
calentamiento convencional. Las microondas afectan directamente a las moléculas
presentes en la reaccion, ya sea por rotacion dipolar o conduccion ionica. La
rotacion dipolar es una interaccion en la que las moléculas polares se tratan de
alinear al cambio rapido del campo eléctrico. Por otro lado, la conduccion iénica es
la energia transferida por algun ion libre o especies ibnicas presentes en las

sustancias.®®

El utilizar el método por microondas en lugar del método convencional reduce en
gran medida el tiempo de reaccién, pero se consigue baja homogeneizacion
térmica. Esto se debe a que el calentamiento se enfoca Unicamente en las
moléculas reaccionantes y no por conductividad térmica.**® Ademas, las
reacciones asistidas por microondas en la quimica organica redujeron el costo y el

gasto de energia, haciéndolo un proceso sostenible.5%:52
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2 OBJETIVOS

Se busco obtener quitosanas con grados de desacetilacion cercanos al 100%, tanto
a partir de quitina como de quitosana comercial de DDA medio. Para esto, en
primer lugar, se compararon varios métodos de desacetilacion y se evaluaron de
acuerdo al DDA y a la conservacion del peso molecular de las cadenas. Ademas,
se evaluaron las variables de tiempo de reaccién y concentracion de la base. La
determinacion del grado de desacetilacion requirié el uso de la espectrofotometria
infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de hidrogeno (*H-RMN). Finalmente, para determinar el peso
molecular del polimero se utilizé la cromatografia de permeacion de gel (GPC) y

viscosimetria capilar.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos, equipos y materiales

3.1.1 Reactivos
Todos los reactivos fueron de grado analitico y se utilizaron sin purificaciéon previa, a

menos que se indique lo contrario.

e Quitina de caparazén de camarén Sigma-Aldrich C9213, lote #061M0110V
(grado préctico, escamas gruesas).

e Quitosana de peso molecular medio en polvo Sigma-Aldrich 448877, lote
#STBF3507V.

e Perlas de hidroxido de sodio (NaOH) Macron y Movilab.

o Estandares de pululano PSS Polymer Standards Service GmbH (10 kDa —
2000 kDa).

e Agua ultrapura (grado Milli-Q, pH 6,01 y resistividad 18,2 x 10° Qcm)
obtenida de un sistema de ésmosis inversa y filtracidbn con filtro de fibra
hueca con tamafio de poro de 0,2 um Barnstead D3750 Nanopure.

¢ Metanol (CH3z0OH) 99,93% JT-Baker.

e Merck:

o Acido acético glacial (HOAc) para analisis.

o Acetato de sodio trihidratado (NaOAc-3H20) para andlisis.
o Amoniaco (NHs) 25%.

o Cloruro de litio (LiCl) para analisis.

o N, N -dimetilacetamida (DMA) para analisis.

o Dioxido de deuterio (D-O) 99,8%.

o Cloruro de deuterio (DCI) 20% en DO 99%.
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3.1.2 Equipos
Todos los equipos utilizados en esta tesis se encuentran en la Seccion Quimica de

la Pontificia Universidad Catdlica del Perd.

e Espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Ascend de 500
MHz. El equipo emple6é un magneto superconductor de 11,7 T, una sonda
CP TCI de 500 MHz, una unidad de temperatura variable BCU | y una
consola Bruker Avance Il HD. Para el procesamiento de los espectros se
utilizé el programa ACD/NMR Processor Academic Edition.

e Espectrofotometro infrarrojo, Perkin ElImer modelo FT-IR 100. Consta de una
fuente de luz laser de He, Ne; detector LiTaOs3 (tantalato de litio) y una barra
de carburo de silicio como fuente de radiacion. Para el procesamiento de los
espectros se utilizo el programa Origin 8.0.

¢ Cromatografo de permeacion de gel Malvern Viscotek GPC System con
detector de indice de refraccion. Se emple6 una columna para polimeros
catidnicos en medio acuoso Novema Max analytical linear XL, compuesta de
una red de copolimeros de acrilato funcionalizado con NH, y con
dimensiones de 300 x 8 mm, tamafio de particula de 10 um con rango de
separacion de 5 — 3 000 kDa. Para el procesamiento de los cromatogramas
se empled el programa OmniSEC.

¢ Microondas Miray domeéstico HMM-2590DD, con potencia de 900 W y
frecuencia de 2 450 MHz.

e Centrifuga LW Scientific C5 con rotor de 4 espacios.

e Viscosimetro Ubbelohde Technical Glass Products Inc. 1C (K = 0,02871

mm?/s?), con bafio termostatico con recirculador Julabo MP.
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3.1.3

Materiales

Reactor de teflon para digestion estandar Savillex de 135 mL.

Filtros de jeringa Merck-Millipore compuestos de acetato de celulosa con
tamafio de poro de 0,45 um y diametro de 13 y 33 mm.

Filtros de membrana Merck-Millipore compuestos de membrana de nylon del
tipo 0,2 um GNWP.

Filtros de papel Whatman 4 con tamafio de poro entre 20 y 25 um y
diametro de 90 mm.

Membrana de dialisis Spectrum Laboratories, Inc con diametro de 29 mm y

3,5 kDa como peso molecular minimo del soluto.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Andlisis por espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se prepard una solucién acida de quitosana al 0,25% (w/v) en acido acético 1%
(v/v), con agitacion por una hora a temperatura ambiente. Se decanté la cantidad
necesaria para cubrir la superficie de una placa Petri de poliestireno, la cual se dejo
secar por 24 h a temperatura ambiente y otras 24 h a 50°C para que termine de
secarse y se formen laminas. Se lavo con 10 mL de solucién de metanol 99,93% y
amoniaco 25,00% (relacibn CH3;OH:NH3; de 30:1, en volumen) por 10 minutos.
Luego se enjuag6 con 10 mL de metanol puro 3 veces para, finalmente, dejar en
vacio para que se elimine el resto del solvente y la pelicula de quitosana se
desprenda de la placa, lista para el analisis. Las mediciones se realizaron con un

espectrofotébmetro Perkin Elmer (4 barridos a resolucion de 4 cm™?).

Ademas se prepararon laminas de quitina a partir de una solucion al 0,5% (w/v) en
solucién de LiCl con DMA al 5% (w/v) bajo atmésfera de nitrégeno. La quitina y el
LiCl se secaron previamente a 70°C. Se prepararon films en placas Petri con el
menor volumen posible de la solucién y se dejaron evaporar en reposo a 50°C.

Luego de unos dias, se lavaron con agua y se dejaron secar, nuevamente, a 50°C.

3.2.2 Andélisis por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de
protén (*H-RMN)

De acuerdo a la norma ASTM F2260-03 (2008),% se disolvié 10 mg de quitosana en

700 pL de DO y 120 uL de DCI/ D20 al 2% (v/v) con agitacion y calentamiento por

15 min a 40°C, luego 45 min mas a temperatura ambiente, para obtener una

solucién de cloruro de quitosana. La muestra preparada se analiz6 con un

espectrometro Bruker Ascend de 500 MHz a 70,15°C. Los espectros de RMN se

procesaron con el programa ACD/NMR Processor Academic Edition.
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3.2.3 Andlisis por GPC

Segun la norma ASTM F2602-08 (2008),°* como fase movil se usd una solucién
buffer de HOAc 0,2 My NaOAc 0,1 M en agua Milli-Q, con el pH ajustado a 4,5. Se
filtr6 con bomba de vacio utilizando un filtro de membrana de 0,20 um. Las
muestras se disolvieron también en el mismo buffer a una concentracion de 1,5
mg/mL por 1 h a 20°C, luego se pasaron por filtros de jeringa de acetato de

celulosa de 0,45 um.

Del mismo modo, se disolvieron los estandares de pululano de PSS de distintos
pesos moleculares (10 kDa — 2000 kDa) en concentraciones de 1 mg/mL en el

mismo buffer.

Las soluciones de muestras y estandares se inyectaron en el cromatégrafo de
permeacion de gel con un loop de 100 pL y un detector de indice de refraccion. La
cromatografia se realiz6 por 40 min a un flujo de 0,5 mL/min en columna para
polimeros cationicos en medio acuoso Novema Max analytical linear XL, con rango
de 5 a 3 000 kDa, a 35 °C, de manera que se vea una mejor diferencia en el

volumen de retencidn de las distintas muestras.

3.2.4 Andélisis por viscosimetria capilar

La viscosimetria capilar se realizo con un viscosimetro Ubbelohde 1C (K = 0,02871
mm?/s2). Se empled como solvente una solucion buffer de HOAc 0,2 My NaOAc 0,1
M. Las muestras disueltas se filtraron con membranas de acetato de celulosa de
0,45 um. Para cada muestra, se realizaron tres diluciones, midiéndose cuatro veces
el tiempo de reflujo a cada concentracién. Las mediciones se realizaron a 30°C.*

Este andlisis se realiz6 Unicamente a los productos mas representativos.
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3.3 Desacetilacion de la quitina

La quitina pasé por distintos procesos quimicos para convertirse en quitosana con
alto DDA. En la figura 13 se observan los métodos utilizados. El tratamiento previo
permiti6 a los reactivos entrar en contacto entre ellos lo mejor posible. Luego,
fueron tres los distintos procedimientos utilizados para desacetilar a la quitina.

Finalmente, los productos fueron lavados y secados para ser analizados.

Quitina

Tratamiento previo

v
Formacion de quitina Desacetilaciéon por
alcalina microondas

v , v

Desacetilacion 7 ciclos x90 s 10 ciclos x 60 s
convencional

Lavado y secado

A

A
Quitosana

Figura 13. Métodos de desacetilacion de quitina.

3.3.1 Tratamiento previo

La quitina se traté en un balén de dos bocas (de 1 L o 250 mL segun la cantidad de
quitina, 10 g para el primer bal6n y 1 g para el segundo), al cual se conectaron una
pera de adicién de 500 mL y una valvula de vidrio con oliva para entrada de gas. Se

colocaron las escamas gruesas de quitina en el balén y una solucién de hidréxido
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de sodio al 50% (w/w) en la pera, con relacidon de quitina: NaOH(s) de 1:30 en peso.
Se aplicé vacio antes y durante la adicion lenta de la solucién de hidréxido de sodio.
La quitina quedd suspendida en la solucion con agitacion por 24 h. Luego del
periodo de humectacion, el aire ingresé al sistema y la mezcla fue calentada

posteriormente, por conduccion o por radiacion, segun el método deseado.

3.3.2 Desacetilacion convencional (por conduccién)

En el sistema anterior, la pera de adicion fue reemplazada por un condensador de
reflujo y la quitina humeda y mezclada fue calentada por conduccion, utilizando una
manta de calentamiento. La reaccién se dio bajo atmosfera de nitrégeno a 120°C

con agitacién constante por tiempos variables entre 0,5y 5 h.

3.3.3 Desacetilacion con microondas (por radiacion)

La mezcla pre-tratada (de 3.3.1) fue transferida a un reactor de teflon para
digestion, que luego fue saturado con nitrdgeno. Se realizaron dos procedimientos
para la reaccién de quitina en el horno de microondas: uno de 7 ciclos de 90 s de
calentamiento y otro de 10 ciclos, de 60 s de calentamiento. Ambos tuvieron 10
minutos de enfriamiento en bafio de agua con hielo por cada ciclo y el reactor se
ubico siempre en el mismo extremo del plato giratorio para una exposicion

reproducible a la radiacion.

3.3.4 Formacion de quitina alcalina

Después del tratamiento previo (3.3.1), se retiré la pera de adicion y se agrego
cantidad suficiente de hielo en trozos para disminuir la concentracién de la base a la
mitad. La mezcla se enfrid en bafio de hielo con agitacién y al vacio. Después de
una hora, se acoplé un condensador de reflujo al balén de reaccion y luego el
sistema fue saturado con nitrégeno. El sélido perdié el color amarillento y tomé
cierta transparencia en la mezcla (disolucion parcial). La mezcla resultante fue

desacetilada de la manera convencional (3.3.2).

3.3.5 Lavado y secado
Luego del proceso de desacetilacion, los productos fueron lavados con agua

desionizada por filtracion con embudo Bichner y bomba de agua. Se dejaron en
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agua y en agitacion por dos dias. Una vez eliminado el exceso de base (pH 5), las
muestras se secaron a 50 °C por 72 h. Posteriormente, se mantuvieron al vacio a

temperatura ambiente con silica gel durante 2 dias para eliminar el agua.

3.4 Desacetilacion de la quitosana

En la busqueda de obtener quitosana de mayor DDA, se tratd a una muestra
comercial de quitosana, parcialmente desacetilada, por conduccién y radiacion,
para comparar las caracteristicas de los productos (ver figura 14). Estos procesos
permitieron verificar si la posibilidad de desacetilar nuevamente a la quitosana es

viable para conseguir un mayor DDA.

Quitosana

A 4
Tratamiento previo

v v

Desacetilaciéon Desacetilacion
convencional por microondas

\4 A4 ¢

2 ciclos 7 ciclos 12 ciclos
x90s Xx90s Xx90s
\ 4
Lavado y secado <

A 4

Quitosana altamente
desacetilada

Figura 14. Métodos de desacetilacion de quitosana.
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3.4.1 Tratamiento previo
Se utilizé dos clases de quitosana como un sustrato de partida: quitosana Aldrich en
polvo y quitosana en escamas, producida a partir de quitina por alguno de los

métodos anteriores (3.3).

La quitosana se traté en un balén de dos bocas de 250 mL conectado a una pera
de adicion de 500 mL y a una valvula de vidrio con oliva para entrada de gas. Se
dispuso de 1 g de quitosana en el balon y una solucion de hidréxido de sodio 50%
(w/w) en la pera, con la relacion de quitosana:NaOH) de 1:30 en peso. Al igual que
con la quitina, se aplicé vacio para eliminar el aire y la solucién de hidréxido de
sodio se agreg6 lentamente con agitacién constante. Con el vacio mantenido, se
dej6 agitando por 24 h para mejorar la humectacién de la base. Después de este
periodo, el aire ingresa al sistema hasta la adicion de nitrdgeno. Luego, la mezcla

fue calentada por conduccion o por radiacion.

3.4.2 Desacetilacion convencional (por conduccién)

De forma similar a lo descrito en 3.3.2, se retird la pera de adicion y se insertd un
condensador de reflujo para iniciar la desacetilacion de la quitosana a 120°C con
atmosfera de nitr6geno y agitacion constante por 2,5 y 5 h para la quitosana en
forma de escamas, y por 5 h para la quitosana en polvo (comparando la

concentracion de la solucion de NaOH a 50 y 25% (w/w).

3.4.3 Desacetilacion con microondas (por radiacién)

De manera similar a lo explicado en el punto 3.3.3, la mezcla se transfiri6 a un
reactor de teflon para digestién, luego se cerr6 adecuadamente y se llené de
nitrdgeno. La exposicion a la radiacion de microondas para la quitosana consistio
en ciclos de 1,5 min de calentamiento en horno convencional y 10 min de
enfriamiento en bafio de agua con hielo. Los ciclos variaron segun el tipo de
quitosana: 7 ciclos para las escamas y 2, 7 y 12, para la quitina en polvo. El reactor
se ubicé siempre en el mismo extremo del plato giratorio para una radiacion

homogénea.
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3.4.4 Lavado y secado

Las muestras fueron lavadas con agua desionizada por filtracion al vacio con papel
filtro de flujo rapido, y se dejaron en agua con agitacion por 2 dias. Luego de
asegurar la eliminacion de la base (al alcanzar un pH = 5), las muestras se
colocaron en tubos y fueron centrifugadas hasta eliminar la mayor cantidad de
agua. Después se secaron a 50 °C por 72 horas. Finalmente, se mantuvieron al

vacio con silica gel durante 2 dias a temperatura ambiente para eliminar el agua.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de muestras

4.1.1 Anélisis de composicion molecular por FT-IR

La quitina Aldrich, la quitosana Aldrich (80,59% de DDA) y la quitosana mas
desacetilada (99,85% de DDA) fueron convertidas en peliculas lo suficientemente
delgadas para ser analizadas por transmision (FT-IR). Esta técnica brindd la
informacién de los grupos funcionales y su transformacion segun el DDA de la

muestra.

En la figura 15 se presentan los espectros de las muestras mencionadas: la quitina
Aldrich, la quitosana Aldrich (80,59%), y la quitosana con el DDA a 99,85%. En la
figura 15 A se puede apreciar que las sefiales no varian de forma notoria en el
rango mayor que 3 000 cm™. La banda ancha a 3400 cm™ estaria agrupando a las
vibraciones de estiramiento de grupos libres OH, la vibracién intermolecular CO —
NH del grupo amida y la vibracién NH — H intramolecular de los grupos amina.45°
De igual manera, las sefiales referidas a las vibraciones de enlaces C (sp®) — H de

grupos CH, y CHz se mantienen en el rango entre 2850 y 3000 cm™.

Por otra parte, en el rango de 1400 a 1700 cm™ (figura 15 B) se observan cambios
en las bandas segin el DDA del producto. En el espectro de quitina (negro), las
bandas a 1655 y a 1630 cm™ representan a la vibracion del enlace CO — NH de
amida de a-quitina, dividida en dos componentes por la influencia de enlace de
hidrégeno o la presencia de un enol.® Ademas, la banda a 1560 cm™ simboliza la
vibracién del enlace N — H de la amida secundaria de a-quitina.’®>®>% Por el
contrario, en el caso de la B-quitina, la literatura indica que las bandas de la amida

aparecen a 1630 y 1562 cm, donde la primera aparece como banda Unica.®

Al comparar los espectros se observa que mientras mas desacetilada es la
quitosana, menos intensas son las sefiales a 1560, 1630 y 1655, y mas intensa es
la banda a 1585 cm?, la cual muestra la presencia de grupos amina (vibracion de
flexion NH — H de la amina).®®> Este caso se nota claramente en el espectro (rojo)
de la quitosana con mayor desacetilacion, en el que la banda a 1585 cm™ es la
Unica que aparece en esa region. En el caso de la quitosana con DDA = 80,59%, se
superponen las bandas del carbonilo y de la amina (banda ancha entre 1560 y 1585

cm).
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Espectro FT-IR de quitina y quitosanas (2000 - 4000 cm")
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Figura 15. Espectro de FT-IR de pelicula de la quitina, la quitosana Aldrich
(80,59%) y la quitosana mas desacetilada (99,85%) separados en dos rangos
segun el nimero de onda: (A) 2000 a 4000 cm™ y (B) 400 a 2000 cm™.
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La absorbancia a 1379 cm™ resulta de la combinacién de —CHs y C — CHg, indicativo
de falta de desacetilacion. Esta sefial deberia perderse en el espectro (rojo) de la
quitosana con mayor DDA a menos que haya grupos acetamida remanentes.®>®
Del mismo modo, en el mismo espectro ya no se aprecia absorbancia a 1319 cm*
(indicativo de glucosamina acetilada), que si se nota en el espectro (hegro) de la
quitina y también se aprecia en el espectro (verde) de la quitosana parcialmente

desacetilada.®®

Por ultimo, las sefiales menores a 1200 cm™ (figura 15 B) componen la huella digital
del anillo D—glicosidico, por las deformaciones, vibraciones y estiramientos de los
enlaces covalentes del anillo de glucopiranosa y por los enlaces glicosidicos,
aunque algunas sefales indican la acetilacién de la glucosamina. Para el caso de la
quitosana con desacetilacion media (espectro verde), la sefial del estiramiento del
enlace C — O — C (1153 cm™) es mas intensa que en el espectro (rojo) de la
quitosana con mayor DDA, lo cual se deberia al efecto de las condiciones durante
la desacetilacion, que también produce el rompimiento de las cadenas del
polimero.>® De igual manera, las sefiales definidas a 1074, 1034 y 897 cm indican
a la glucosamina acetilada, ya que se relacionan con el estiramiento del C = O.* El
resto de sefales representaron a los grupos alifaticos, comunes en cadenas con

anillos D-glicosidico.

Finalmente, vale decir que, ademas de los enlaces covalentes, hay gran posibilidad
de tener muchas interacciones en esta macromolécula (tanto inter como
intramolecular) que dan lugar a sefiales en la figura 15; por ejemplo, siendo quitina,
se puede generar enlaces entre grupos hidroxilo, hidrégeno de la amida con el
oxigeno del hidroxilo, o el hidrégeno de la amina o del hidroxilo con el carbonilo del
grupo acetamida (ver figura 3, 1.2.2). Las interacciones disminuyen al convertirse
en quitosana por la pérdida de grupos carbonilo; sin embargo, los grupos amina

forman enlaces de hidrégeno en mayor proporcién.5®
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4.1.2 Anédlisis quimico estructural y determinacion del grado de
desacetilacion (DDA) de la quitosana por RMN
Se empled la norma ASTM F2260-03 (2008) para el andlisis de la quitosana por *H-
RMN. Este método esta validado para determinar el grado de desacetilacion en el
rango de 50 a 99% de desacetilacion de cloruro de quitosana en medio acuoso
deuterado. Las muestras fueron analizadas a 70°C para reducir la viscosidad de la
misma y desplazar la sefial del protén del agua a un area fuera de interés del
andlisis. En el espectro 'H-RMN de las muestras de quitosana mostrado en la figura
16 y anexo 1, se asignaron los desplazamientos de los protones de los monémeros

(figura 17) y las integraciones.

1H Quitosana Aldrich (Lote: STBF3507V)
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Figura 16. Espectro *H-RMN de cloruro de quitosana (Aldrich, Lote: STBF3507V)
en DCI/D20 a 70°C y 500 MHz. DDA = 80,59%.
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Protén Unidad 6 (ppm) Descripcidn
H1 D 4,84 — 4,86 Doblete
H1 A 4,54 — 4,58 Doblete
H3 D 4,22 - 4,28 Doblete

H2A, H3A,

v, SN A D 3,56 — 3,87 Multiplete
H2 D 3,15-3,19 Triplete
H7 A 2,01 Singulete

Figura 17. Estructura y desplazamiento quimico en el espectro H-RMN de la
quitosana Aldrich en DCI/D,O a 500 MHz. Las sefiales estan referidas segun la

unidad repetitiva (acetilada, A, o desacetilada, D) al que pertenece el protén.

La referencia para el espectro de quitosana fue la sefial del acido acético (2,04
ppm) presente en la solucion, distinto al utilizado en la norma (TMSP).*°® Esta
referencia permitié estandarizar los desplazamientos (en ppm) del espectro de cada
muestra y mejorar la reproducibilidad. No se utiliz6 como referencia a la sefal del
solvente, D;O, porque se optd por suprimirla selectivamente a través de la
presaturacion de manera que mejore la relacion sefial/ruido (S/N).*® Esto fue muy
importante porque la comparacion que se hizo fue cuantitativa y el pico relativo a

H1A (4,57 ppm), fundamental en el célculo (ver ecuacion 2, 1.3.1), no integro
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valores altos para las quitosanas con alto DDA. A lo largo de los analisis, los
desplazamientos de los hidrégenos no variaron, Unicamente sus integrales; por ello,
el espectro de la quitosana Aldrich (figura 16) sirvié de base para el andlisis de DDA

de todas las muestras.

Los desplazamientos de la quitosana fueron comparados con los de cada
mondémero (D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina), por separado, a las mismas
condiciones de analisis (figura 18). Las sefiales H1A y H3A tuvieron menor
desplazamiento quimico que las desacetiladas correspondientes. Asimismo, el
protén de la D-glucosamina (H2D) se desplaza a 2,98 ppm, distinto al 3,60 ppm de
la N-Acetil-D-glucosamina (H2A). En el espectro de quitosana mostrado
anteriormente (figura 17), solo se aprecia claramente el H2D a 3,17 ppm (diferencia
de desplazamiento por el éter cercano en lugar de alcohol), pues el H2A se
desplaza igual que los protones del multiplete. Gracias a ello, se confirmé la

proporcién de integracion aproximada de 1 (0,64) a 1 de H2D con el H1D.

En ambas unidades repetitivas de la quitosana, el protéon 1 (H1D y H1A) fue el méas
desprotegido por ser el Unico que tiene a un carbono acetal. La alta
electronegatividad de los oxigenos enlazados generé doble efecto desprotector al
hidrégeno 1, provocando la disminuciéon de la densidad electrénica del mismo vy
eliminando cualquier efecto de apantallamiento. Esto resulté en el desplazamiento
de las seiiales H1D y H1A a alrededor de 4,8 y 4,5 ppm, respectivamente.'® En el
caso del proton H1A, se integré las sefiales cercanas entre 4,54 y 4,58 ppm, debido
a gue representan al mismo protén, con la minima diferencia de desplazamiento e
integracién por la influencia de la unidad repetitiva siguiente, ya sea acetilada o

desacetilada.®’

Finalmente, las sefales de los protones H5 y H6 de ambos mondmeros tuvieron un
desplazamiento similar (3,46 ppm) pues estuvieron bajo el efecto inductivo de un
solo grupo hidroxilo, y la sefal del protbn H7, que refiere a los 3 protones del

acetilo, estuvo desplazado a la izquierda mas de lo normal para un carbono sp®.
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Figura 18. Espectros *H-RMN de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina en
DCI/D,O a 70°C y 500 MHz.

A continuacion, en la figura 19, se presentan dos espectros de H-RMN de

quitosana desacetilada de distinto DDA (82,72% y 97,41%). En ellos se verifica que
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la variacion de integracion de las 4 sefiales indicadas (H1D, H1A, H2D y H7, de
mayor a menor segun el desplazamiento) diferencia el DDA de cada polimero. Se
observa que las sefiales correspondientes a la unidad acetilada a 2,01 (H7) y 4,58
ppm (H1A) son menores, comparados a la sefial de la unidad desacetilada 4,86
ppm (H1D), a medida que el polimero es mas desacetilado segun las ecuaciones 1
— 3 (seccion 1.3.1).
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Figura 19. Espectros 'H-RMN de dos muestras de cloruro de quitosana en DCI/D.O
a 70°C y 500 MHz. DDA = 82,72% (verde) y DDA, = 97,41% (rojo).
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4.1.3 Anédlisis del peso molecular promedio por cromatografia de
permeacion en gel (GPC)
El andlisis por GPC sirvié para determinar la distribucion de masas molares de las
muestras de quitosana. En primer lugar, se realiz6 una curva de calibracién
convencional empleando estandares de pululano (PSS Polymer Standars Service)
disueltos en el buffer. Se emplearon siete estandares en el rango de 10 — 2 000
kDa, cuyo PDI certificé la uniformidad de las cadenas poliméricas en beneficio de
una correcta curva de calibracién para las muestras analizadas (tabla 4). Se usé6
pululano por la falta de estandares de quitosana y por ser similar en cuanto a

estructura: unidades de (3 -D-glucopiranosa (Figura 1b, item 1.2.1).

Tabla 4. Pesos moleculares de los estandares de pululano PSS utilizados para la

curva de calibracion de GPC.

Estandar Mp* (kDa) M, (kDa) My (kDa) PDI**
2 000k 2 350 1720 2 560 1,49
700k 708 636 805 1,27
350k 337 310 348 1,12
200k 194 184 200 1,09
110k 107 100 113 1,13
50k 47,1 45,5 48,8 1,07
10k 9,6 9,2 10 1,09

* Mp = peso molecular de la cadena méas abundante.

**PDI = indice de polidispersion (Mw/My).

El procesamiento de los cromatogramas de las muestras de quitosana en el
programa OmniSEC se adapté a una interpolacién de la curva de calibracién
convencional de primer orden para determinar los pardmetros de las distribuciones
(curva de mejor aproximacion segun el fabricante).®” De esta manera, la medicién
por GPC permiti6 determinar los pesos moleculares de las quitosanas relativos a

los estandares de pululano.

Como se observa en la figura 20, las cadenas mas grandes salen de la columna

con un menor volumen de elucibn como es de esperar, ya que tienen menor
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interaccion con los poros del material empacado dentro de la columna y no quedan

retenidos mucho tiempo.
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Figura 20. Cromatogramas de estandares de pululano (fase mévil HOAc 0,2 My
NaOAc 0,1 M, flujo 0,5 mL/min, T = 35 °C).

El pico a 10,15 mL aparecié en todos los cromatogramas, tanto de muestras como
de estandares. Incluso aparecié al correr Unicamente buffer. Este pico implica el
tiempo de retencion de todas las moléculas de la muestra o, en otras palabras,
indica que no hay mas volumen a analizar. Esta banda es causada por el solvente y

puede aumentar con el incremento de la concentracion.®®

Los cromatogramas de las muestras, en este caso de la quitosana Aldrich (figura
21), tienen mayor amplitud que la de los estandares. Es decir, el tamafio de sus
cadenas no es tan parecido entre si como el de los estdndares. Los pesos

moleculares de los productos de la desacetilacion se presentan en el anexo 2.
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V retencion (mL) | Mw (kDa) | Mp (kDa) | Mn (kDa) | PDI*

Quitosana Aldrich 7,08 886 408 169 5,25

Figura 21. Cromatograma y pesos moleculares promedio de la quitosana Aldrich
(DDA = 80,59%), comparada con los estandares de pululano (fase mévil HOAc 0,2
My NaOAc 0,1 M, flujo 0,5 mL/min, T = 35 °C). *PDI = indice de polidispersién
(Mw/Mp).

4.1.4 Andélisis del peso molecular por viscosimetria capilar

Los estudios de Wang et al. reportan que, para la quitosana disuelta en un buffer de
0,2 M HOAc / 0,1 M NaOAc a 30°C, las constantes de Mark-Houwink (K y a)
dependen del DDA del polimero de acuerdo a la tabla 5.°° En este andlisis, los
valores de las constantes fueron utilizados segun la cercania de los DDA reales de
cada muestra con los de esta tabla. De esta manera, por ejemplo, a partir de las
ecuaciones mostradas en la figura 12 (seccion 1.4), se realiz6 la viscosimetria
capilar de la quitosana Aldrich de DDA = 80,59% (figura 22).
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Tabla 5. Valores de Ky a para quitosana segun el DDA en 0,2 M HOAc /0,1 M
NaOAc a 30°C. Tomado de Wang et al. (1991).%°

DDA (%) | K (x 102 cm?¥g) a
69 0,104 1,12
84 1,424 0,96
91 6,589 0,88
100 16,800 0,81

Quitosana Aldrich
[Q en buffer] (g/mL)
Solvente | 1,24 x 103|1,03 x 10°2|0,89 x 10| 0,78 x 10
tpromedio (S) 33,78 77,05 68,10 61,94 57,52
nr - 2,28 2,02 1,83 1,70
Nsp - 1,28 1,02 0,83 0,70
Nred - 1 033,01 983,21 941,28 906,63
Ninh - 664,99 678,49 684,57 686,68
K =1,424 x 103 cm?/g o=0,96
[n] =712,595 mL/g My, = 864 580 g/mol
1 200,00
y =270740x + 699,76
900,00 R? = 10,9965
i — ———e—9¢
600,00 y = -47528x + 725,43 onred
R?=0,9573 @ninh
300,00
0,0000 0,0003 0,0006 0,0009 0,0012 0,0015
¢ (g/mL)

Figura 22. Resultados de viscosimetria capilar, y graficas de viscosimetria reducida
e inherente de la quitosana Aldrich (DDA = 80,59%).
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El peso molecular resulta 865 kDa con valores de K y a relacionados a un DDA
cercano al real de la quitosana Aldrich. Este peso, al compararlo con los resultados
por GPC (figura 21, item 4.1.3), se asemeja bastante al My (886 kDa). Esto se da
porque el My, tiene mayor influencia de las cadenas con mayor peso molecular,
mientras que el M, de las cadenas de menor peso molecular. Ademas, la
viscosidad (y M,) de una solucion diluida esta definida por las cadenas de mayor
peso molecular del polimero. Por lo tanto, el M, tiende a tener valores mas
cercanos al Mw que al M,. Esto se diferencia mas cuando el PDI es mucho mayor

que 1.7

En resumen, las caracteristicas de la quitosana Aldrich, polimero de partida en la
desacetilacion de quitosana, son las siguientes: DDA = 80,59%, My, = 886 kDa, M, =
408 kDa, M, = 169 kDa y M, = 865 kDa.
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4.2 Desacetilacion de la quitina

4.2.1 Tratamiento previo

El tiempo de agitacion fue estipulado para asegurar el contacto total de la muestra
con la solucion (humectacion). La reaccion heterogénea y las caracteristicas fisicas
del sustrato (escamas irregulares y poco densas) dificultan el contacto entre los
reactantes. Para beneficiar dicho contacto, se hizo vacio con intencién de eliminar
el aire atrapado en las particulas del polimero. En caso no se elimine, no permitiria
la reaccion total y produciria que, en ciertas zonas, las cadenas permanezcan como
quitina (sin desacetilar, esto es, insolubles). Ademas, se evitd la reaccién del
oxigeno, pues interfiere como catalizador en el mecanismo oxidativo de la
degradacioén alcalina, ademés de la posible formacion de grupos carbonilo en los
carbonos C3 y C6 de la acetil glucosamina, y en el C2 de la glucosamina.” Para
validar esto, se realizaron pruebas sin vacio en las cuales se encontraron residuos
soélidos insolubles al final de la reaccioén, la cual fue mas agresiva (mayor DDA,

menor My).

La quitina no se disolvio, pero al hidratarse se hinché y aumentd la viscosidad de la
mezcla de reaccion, dificultando la agitaciébn. En este punto, la mezcla se torné

amarillenta.

4.2.2 Desacetilacion convencional (por conduccién)

Al terminar la reaccion, el producto tuvo apariencia blanquecina e hinchada por su
hidratacién. La baja densidad de las escamas de quitina, sumado a la agitacion
poco uniforme por la gran cantidad de escamas con respecto al volumen de la
mezcla, impidi6 un mezclado correcto con la solucidon basica. Ademas, la forma
fisica del sustrato dificultd la interaccién total de la quitina con la base porque las
escamas se conforman de fibras de quitina aglomeradas. Es por ello que, con
intencion de determinar si el volumen fue una variable, se realiz6 reacciones en
balon de 250 mL con las cantidades reducidas en escala de diez (seccion 3.3.1),

con los mismaos parametros de reaccion.

A la vista, hubo mejor combinacién del sélido con la fase liquida por el menor
tamafio del recipiente de reaccion, ya que hubo mucho mas sélido sumergido y
siempre estuvo en el centro de agitacién. No obstante, al final se observd poca
diferencia (menor a 1%) en cuanto al DDA de los productos, segln se observa en la

tabla 6. En cuanto a los pesos moleculares, estos si varian a pesar de corresponder
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a muestras producidas por un mismo método. Esto podria deberse a las diferencias
de condiciones de reacciones o0 a las condiciones fisicas de la muestra
seleccionada para el analisis (heterogeneidad de forma del sustrato). Por esto, los
resultados para las reacciones llevadas a cabo por el mismo método, variando el
tamafio del reactor, se presentan con valores maximos y minimos. Se puede notar
que a mayor escala de reaccién, hubo mayor ruptura de cadenas (menor peso

molecular).

Tabla 6. Efecto de volumen de reactor en el DDA y los pesos moleculares de los
productos de la desacetilacion convencional de quitina con 50% NaOH (w/w). Se

realizaron 3 pruebas por reactor.

Reactor | Valor | DDA (%) | M, (kDa)* | M, (kDa) | My (kDa) | PDI**

Minimo 96,12 213,089 | 115,860 | 367,816 3,18
250 mL

Maximo | 97,35 283,625 | 154,109 | 597,540 3,88

Minimo 96,95 182,230 | 114,976 | 353,966 3,08
1L

Maximo | 97,41 238,439 | 119,174 | 400,246 3,36
* M, es el peso molecular de la cadena mas abundante.

**PDI = indice de polidispersién (Mw/Mn)

Si bien se mantuvieron iguales las condiciones y las proporciones entre reactivos, la
Unica disparidad es la proporcién del volumen del balén de reaccién con el volumen
de la mezcla utilizada, ya que, como se dijo antes, las cantidades se redujeron en la
décima parte. Esto hace pensar que el mayor tiempo de calentamiento necesario
para estabilizar la temperatura de todo el sistema en el reactor de mayor contenido
podria ser la causa de la mayor ruptura de cadenas comparada con la reaccion en
el envase méas pequeio. Sin embargo, la diferencia de los valores no es
considerable. Por ello, se presume que el tamafio del recipiente de reaccién no es

un punto fundamental a tomar en cuenta.

Por otro lado, fue importante determinar otras variables de reaccién que afectan las
caracteristicas de la quitosana producida, ya que al modificar la concentracion de
NaOH, el tiempo de reaccion, la temperatura o el ratio quitina-NaOH, el resultado se

ve afectado. El fin de estas comparaciones fue encontrar la mejor via para limitar la
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ruptura de cadenas del polimero mientras se consigue un mayor grado de

desacetilacion.

Se evaluaron diferentes tiempos de reaccion: 5, 2,5, 1 y 0,5 h. En primer lugar,
segln los resultados mostrados en la tabla 7, la masa molecular promedio
disminuy6 de acuerdo al aumento de tiempo de reaccion, tal como se esperaba. Lo
mas resaltante es el incremento en la ruptura de cadenas cuando el tiempo de
reaccion pasa de 1 a 2,5 h. Es necesario menos de media hora para que la base
rompa las cadenas del polimero aunque con mucha mas disparidad de tamafos, de

acuerdo a la desviacion estandar del M, y del PDI.

Tabla 7. Efecto de los tiempos de reaccion en el DDA y los pesos moleculares de

los productos de desacetilacion convencional de la quitina con 50% NaOH (w/w).

Tiempo DDA (%) Mp (kDa) Mn (kDa) Mw (kDa) PDI

(h) X s X s X s X s X s

0,5 90,38 | 0,09 | 509 | 35,80 | 320 | 6,55 | 1140 | 103,98 | 3,57 | 0,28

1 93,31 | 0,75 | 437 | 29,95 | 283 | 9,35 | 1181 | 43,70 | 4,18 | 0,16

2,5 96,95 | 0,25 | 262 | 16,50 | 169 | 2,00 | 586 | 14,50 | 3,46 | 0,13

5 97,20 | 0,16 | 205 | 23,93 | 117 | 2,36 | 377 | 19,22 | 3,21 | 0,12

X: promedio; s: desviacion estandar. Las reacciones de 1y 2,5 h fueron por

duplicado y las de 0,5y 5 h se repitieron 3 veces.

En cuanto a la desacetilacion, el DDA también aumenta con el tiempo de reaccion,
si bien el cambio no es sustancial luego de 2,5 h. Cabe destacar, que a las
condiciones en las que se llevaron a cabo las reacciones, media hora es suficiente
para que la quitosana producida tenga valores altos de desacetilacién. Esto difiere a
lo expuesto por algunas investigaciones que utilizan tiempos de reaccion
prolongados,’>" pues la proporciéon de quitina a NaOH fue 1:30, mayor a las
reportadas. Esta condicién interviene en el DDA asi como la concentracién y la
temperatura. Esto supone que en una reaccidén sin parametros especificos, alta
concentracion de NaOH vy altas temperaturas son suficientes para desacetilar en
gran medida a la quitina, tal como lo expuso Chang et al.”® Entonces, la reaccion y
la degradacion del polimero se dan a partir de la cantidad de iones hidroxido,

aceleradas por la energia administrada. Estos iones intercambian protones de
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forma dispareja con los grupos amida y con los atomos de oxigeno, que forman los

enlaces glicosidicos.

4.2.3 Desacetilacion con microondas (por radiacién)

Para todas las reacciones con microondas, siempre se usaron tiempos bajos de
reaccioén pues se producian explosiones con emision de luz conforme avanzaba la
reaccién. Esto es debido a que se llevd a cabo en un horno microondas doméstico,
en donde la falta de control de presion, temperatura y el calentamiento de solventes
organicos suelen inducir violentas explosiones vistas como luminiscencia o arcos
eléctricos dentro de la cavidad.”” A partir del tercer ciclo, la luz se emitia a tiempos
de exposicion mayores a 30 s. Se compar6 la reacciébn con microondas en dos
secuencias distintas pero con un tiempo neto de reaccién similar: (A) 7 ciclos de 1,5
min de calentamiento y 10 min de enfriamiento, y (B) 10 ciclos de 1 min en caliente

y 10 min de enfriamiento (tabla 8).

Tabla 8. Efecto de los periodos de reaccion en el DDA y el M, de los productos de

la desacetilacion de quitina con microondas en 2 secuencias con 50% NaOH (w/w).

DDA (%) Mp (kDa) PDI
Método

X s X S X S

(A) 7 ciclos x 1,5 min | 83,32 | 0,38 489 | 16,00 | 3,44 | 0,35

(B) 10 ciclos x 1 min | 79,10 | 2,18 730 | 11,00 | 4,33 | 0,32

X: promedio; s: desviacion estandar. Las reacciones se realizaron por duplicado.

Con el método A se consigue un DDA de poco méas de 80% y un M, de alrededor
de 500 kDa. Entretanto, con el método B, el DDA es similar al anterior y el M, es
mayor a 700 kDa. De igual forma que lo descrito en la seccién 4.2.2, en ambos
casos hay menor ruptura de cadenas cuando menos DDA se logra, pero el peso
molecular del método B se diferencia por més de 200 kDa del A, corroborando la
menor degradacién cuando hay menor tiempo continuo de radiacion (ciclos de 1
minuto). Asimismo, segun indica el PDI, los productos del primer método son mas

homogéneos que los del segundo, coincidiendo con la mayor similaridad de tamafio
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de cadenas cuando éstas tienen valores mas bajos, tal como se describioé en la

seccién anterior.

Experimentalmente, la pérdida de muestra por la adhesién de la solucion al balén al
trasvasar la mezcla y la falta de homogeneidad en los métodos con microondas sin
agitacion de la quitina en forma de escamas pueden ser causal de error en los
valores reportados y en su confrontacion con el método convencional, ya que ni el
volumen de la solucién ni la totalidad de quitina son iguales a los de la seccién
4.2.2. No obstante, los resultados de uno y otro método se diferencian tanto que

minimizan estos errores.

Para el caso del método B, el de mejor resultados en la desacetilacion de quitina
con microondas, se tiene menor degradacion de las cadenas poliméricas con
respecto a los resultados del método convencional de 0,5 h (tabla 7, seccién 4.2.2);
sin embargo, los valores de DDA obtenidos por radiacién no son tan altos como por
conduccién. De esta manera, el menor uso de energia reduce rupturas de las

cadenas pero no alcanza el DDA de las calentadas convencionalmente.

4.2.4 Quitina alcalina

Esta alternativa esta basada en la disolucion de la quitina en medio alcalino a baja
temperatura, lo cual es beneficioso para disolver y separar las cadenas, y asi
mejorar el acceso del reactivo. Una vez enfriado el medio, la quitina se disolvié al
agitarla en vacio en no mas de 10 minutos, lo que permitié la formacion de una

solucién viscosa.

Esta prueba demostré que una concentracion de alcali del 25% (w/w) es suficiente
para desacetilar la quitina por este método, a diferencia del método convencional
con la misma concentracion alcalina, que no consiguié la desacetilacion suficiente
como para hacerlo soluble en medio acido. La baja solubilidad de la quitina en la
mayoria de solventes comunes se debe a la interaccion intramolecular de los
grupos hidroxilo y acetamida, que forman la red cristalina, de manera que no hay
espacio suficiente para que el reactivo pueda ubicarse adecuadamente entre la red.
En cambio, la caracteristica de la quitina alcalina es la reduccién de la cristalinidad
a partir de la baja temperatura, ya que permite la expansion del volumen de agua
difundida en la matriz de la quitina. Asi, los enlaces de hidrégeno de las moléculas
de agua se estabilizan y forman redes hexagonales, cuyo volumen deforma la

matriz de quitina al debilitar sus enlaces intramoleculares vy, por lo tanto, permite
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que los grupos acetamida tengan mayor exposicion para reaccionar con los iones

de la base situados entre las cadenas.-32

Se realiz6 la desacetilacién a partir de la quitina alcalina a 2,5 y 5 h. Los resultados
mostrados en la tabla 9 indican poca diferencia de DDA (entre 80 y 82%), lo que
implica que el tiempo de reaccion no es un parametro principal luego de 2,5 h. Se
puede destacar que, sin importar que el tiempo de reaccién se duplique, tanto el
DDA como el peso molecular mantuvieron valores similares. Ademas, los
resultados del peso molecular, en ambos casos, comprobaron que por este método
se reduce la ruptura de las cadenas del polimero, ya que en el método
convencional (tabla 7, item 4.2.2) los pesos moleculares a los mismos tiempos
fueron entre 200 — 260 kDa, mientras que, en la forma de quitina alcalina, los Mp no
bajaron de 500 kDa.

Tabla 9. Efecto del tiempo de reaccion en el DDAy el M, de los productos de

desacetilacion de quitina alcalina con 25% NaOH (w/w).

Tiempo (h) DDA (%) Mp (kDa) PDI
82,98 735 3,92
5
82,72 683 4,36
82,51 555 4,09
2,5
80,33 638 4,22

Ademads, si se comparan los resultados de la quitina alcalina con 25% (w/w) de
base (tabla 9) con los productos por radiacion con base a 50% en peso (tabla 8,
item 4.2.3), los DDA son similares al rondar el 80% en ambos casos, y los M, se
asemejan al método B con valores alrededor de 700 kDa. Por lo tanto, en términos
de concentracién basica, se mejoro el procedimiento por lograr resultados de DDAy
M, similares. Ademas, con la solucion alcalina a 25% (w/w) no hay desacetilacion
por el método convencional. Por ende, este método supera a los anteriores a partir

de mejorar la superficie de contacto.
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4.2.5 Tratamiento posterior de muestras de quitina

El producto obtenido a partir de la quitina fue un sélido hidratado, incoloro. Todas
las muestras se dejaron por dias en agua para asegurar el lavado de NaOH que
pudiera quedar absorbido. Luego, se sec6 a 50°C y con silica gel por varios dias

para eliminar el agua.

En la figura 23 se muestra el resumen de los resultados por los 3 métodos distintos
de desacetilacion de quitina: el método por conduccién con 4 tiempos de reaccion
distintos, el método por radiacion con 2 ciclos de calentamiento (con un tiempo neto
de reaccion similar) y el método convencional con pretratamiento de quitina alcalina

con 2 tiempos de reaccion.

DDA vs M, DE QUITOSANA A PARTIR DE

QUITINA
100,00
XROQ A
95,00 ”
9% X X
90,00 - -
S
< 85,00
a T+ oo x X
80,00 o :
75,00
70,00
0 200 400 600 800
M, (kDa)
< Convencional 5 h A Convencional 2,5 h
X Convencional 1h ==Convencional 0,5 h
X Formacion quitina alcalina 5 h OFormacion quitina alcalina 2,5 h
+ Microondas 7 x 1,5 min =Microondas 10 x 1 min

Figura 23. DDA (%) y M, (kDa) de los productos obtenidos por los distintos

métodos de desacetilacion de quitina.
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En la figura 23, los resultados del método convencional (negro) tienen mayor
desacetilacion y mayor degradaciéon. A mayor tiempo de reaccion, se obtiene mayor
desacetilacion, pero menor peso molecular. A partir de la reaccién a 1 h, el peso
molecular se ve més afectado (diferencia de 200 kDa aprox. entre los M, de las
reacciones a 1y 2,5 h). Los productos con tiempo de reaccion a 0,5y 1 h tienen el
DDA variando entre 90 y 95%, mientras que el peso molecular, entre 400 y 550
kDa. La diferencia de media hora entre estos dos fue suficiente para mejorar el
DDA en 3% y perder 70 kDa del peso molecular, en promedio. Estas variaciones
son menores al comparar las reacciones entre 2,5y 5 h, ya que, en promedio, se
diferencian en 0,25% de DDA y 57 kDa de M,. Por lo tanto, las primeras horas de

reaccién son las principales para la desacetilacion de la quitina.

Por otro lado, los productos de las reacciones con microondas (verde) difieren
bastante entre ellos en cuanto al peso molecular, puesto que el de 7 ciclos x 1,5
minutos (método A) logra cerca de 500 kDa, mientras que el de 10 ciclos x 1 minuto
(método B) consigue valores cercanos a 750 kDa. Sus DDA varian poco: de 83 a
80%, aunque los valores de DDA del método A son méas cercanos entre si. Del
mismo modo, los resultados de la desacetilacién de la quitina alcalina (rojo) tienen
valores similares de DDA, entre 80 y 85%. El de mayor tiempo de reaccién
consigue pesos moleculares con menor dispersién que el de 2,5 h, pero casi sin
diferencias con los resultados de la reaccion a 5 h: el DDA varia en 2% y el M, en

113 kDa, en promedio; por lo tanto, el efecto de mayor tiempo no es significativo.

En general, a mayor DDA se obtiene menor peso molecular. Al comparar los
productos obtenidos por los métodos evaluados, se observa que el método que
consigue mayor DDA (97,35%) es el método convencional con mayor tiempo de
reaccion, 5 h. Por otra parte, los métodos que no degradan tanto a las cadenas
poliméricas son el método B por radiacion (741 kDa) y el de la quitina alcalina (735
kDa). Entre ellos, el primero beneficia en el tiempo de reaccién y la energia
aplicada, mientras que el segundo evita concentraciones muy altas del alcali.
También, pese a que la desacetilacion por microondas del método A consigue
menor peso molecular que los otros mencionados (200 kDa menos
aproximadamente), es capaz de producir quitosana con un DDA cercano al de la

formacion de quitina alcalina.

Un punto medio entre el DDA ganado y el M, perdido es el método de
desacetilacion convencional por 0,5 h, que conserva las cadenas relativamente

largas (alrededor de 500 kDa, comparables a las de la desacetilaciéon por
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microondas de 7 x 1,5 min) y a la vez consigue 90% de DDA. El mismo método a 1
h también equilibra los valores de DDA y M, pero tiene menor M, que el de 0,5 h sin

mejorar significativamente el DDA (3%).

Finalmente, se intenté combinar los métodos al formar quitina alcalina en un balén
con hielo hasta conseguir la concentracion de la base en 25% (w/w) en vacio y
agitacion por 1 h, y decantarla en un reactor de teflon para digestion e irradiarla,
luego, con microondas segun el método B. El producto fue insoluble en acido. Esto
podria deberse a la baja concentracibn de base que no es suficiente para
desacetilar a la quitina, tal como en el método convencional y a la menor difusion de

los iones pues no hay agitacion en este tipo de calentamiento.

4.3 Desacetilacion de la quitosana

Con estas pruebas se tratd de obtener una quitosana con un DDA cercano a 100%,
y se evalud el cambio en el peso molecular que ello conlleva. Para esto, se partio
de quitosana Aldrich (DDA = 80,59%, M, = 408 kDa).

4.3.1 Tratamiento previo
Para la desacetilacion de quitosana, es necesario recordar que la proporcion de
polimero — alcali se mantuvo (1 — 30 en peso), como en la quitina, a pesar de tener

menor cantidad de grupos acetamida disponibles para la reaccion.

Se generd vacio para remover el aire atrapado en las particulas de quitosana y

facilitar el acceso del reactivo al sustrato, pues éste es insoluble en medio basico.

4.3.2 Desacetilacion convencional (por conduccién)

En primer lugar, se compara la concentracion de la base (25 y 50%, en peso) para
la desacetilacion de la quitosana comercial sin modificar la proporcion en peso de la
base con el polimero (1 — 30 en peso). Los resultados presentados en la tabla 10
muestran que, para ambos casos, el DDA obtenido es similar (en ambos el
aumento es del 18%). Sin embargo, si se observa una diferencia importante en el
peso molecular del producto: la quitosana desacetilada con la mayor concentracion
de base pierde entre 75y 79% del peso molecular, y con la menor concentracion,
entre 8 y 29% del peso molecular inicial. Esto se da por el mayor volumen de

mezcla, ya que la cantidad sélida del NaOH es la misma, lo que cambia es el
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volumen de agua. A menor concentracion de base, mas agua agregada en la
reaccion. Debido a que las moléculas estan en continuo movimiento aleatorio en la
solucion, éstas tienen fuerzas de cohesion bajas entre si. Al aumentar la
temperatura, las moléculas aumentan su velocidad (energia cinética), la distancia
media entre ellas aumenta y las fuerzas de cohesién disminuyen. Por lo tanto, si el
volumen es mayor, mas dificil es la difusién de los iones hidroxilo entre las cadenas

del polimero.

Tabla 10. Efecto de la concentracion de la base en el DDAy el M, de los productos
de la desacetilacién convencional de quitosana Aldrich (DDA = 80,59% y M, = 408
kDa).

% NaOH en agua (w/w) DDA (%) M, (kDa) PDI
99,85 84 2,74
50
99,03 104 2,54
98,48 375 4,39
25 98,47 319 4,82
98,59 290 4,85

4.3.3 Desacetilacion con microondas (por radiacion)

La reaccion se llevé a cabo en reactores especiales de teflén, por lo que el trasvase
a estos depositos generd pérdidas por la adhesion al balon donde se hizo el
pretratamiento. Se hizo la comparacibn de numero de ciclos, con tiempo de

irradiacién 90 s por ciclo.

Se probaron secuencias de 2, 7 y 12 ciclos bajo las mismas condiciones de base,
50% NaOH (w/w), ratio sustrato/base en peso, 1/30, y tiempo de reaccion por
secuencia, 90 s (figura 24). Los valores de DDA de las 3 secuencias varian entre
97% y 99%, y los pesos moleculares obtenidos estan entre 250 y 350 kDa. A
medida que aumenta el nUmero de secuencias, aumenta el DDA y disminuye el Mp;
no obstante, los valores no tienen gran diferencia. Por lo tanto, la desacetilacion por
radiacion en 2 secuencias es suficiente para conseguir un alto DDA a partir de

quitosana comercial con las condiciones de reaccibn mencionadas. Estos
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resultados difieren con la literatura, en la que necesitan mucho mas tiempo (de 10
min a 3 h) para conseguir un DDA mayor que 90% de quitina desacetilada con
NaOH entre 30% y 60% (w/v), usando microondas con mas potencia (1400 W) que

el usado en este trabajo (900 W).40.78

DDA vs M, DE QUITOSANA POR MICROONDAS
100,00

99,00

98,00

DDA (%)

97,00
96,00

95,00
250 300 350 400

M, (kDa)
2x1,5min 7 x 1,5 min 12 x 1,5 min

Figura 24. DDA (%) y M, (kDa) de quitosana Aldrich en polvo por microondas de 90
s por ciclo. Valores iniciales: DDA = 80,6%, M, = 408 kDa.

4.3.4 Tratamiento posterior de muestras de quitosana

Las muestras se dejaron por un par de dias en agua para asegurar la eliminacion
del NaOH que pudo quedar absorbido en el soluto. Debido a que la presentacion de
la quitosana fue como particulas, el tratamiento final fue distinto al de la quitina.
Luego de conseguir la neutralizacion, se centrifugé para sedimentar los productos.
Posteriormente, se decant6 la mayor cantidad de agua y el resto se elimind por un
fitrado lento con papel filtro. Finalmente, se secé en estufa a 50°C y en un

reservorio con silica gel a temperatura ambiente y al vacio.

A modo de resumen, en la figura 25 se aprecian los resultados en conjunto de todos
los métodos de desacetilacion de la quitosana Aldrich (en polvo). Se observa que la
diferencia entre los productos de mayor (método convencional en base al 50%, en

peso) y menor (método de microondas de 2 ciclos por 90 s) DDA es 3%. Ademas, si
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bien el método convencional a 50% (w/w) de base acerca el DDA al 100%, lo hace
a costa de la degradacioén del sustrato (reduccion de 77% de peso molecular inicial).
Por otro lado, se evidencia que cualquiera sea la secuencia de ciclos de
calentamiento en la reaccion con microondas, se consiguio desacetilar la quitosana
casi en su totalidad y con una reduccion del peso molecular de solo 23%.
Finalmente, partiendo de quitosana, la reaccion convencional con baja
concentracion de base (25%) por 5 h equiparé los resultados obtenidos por los
métodos por microondas, tanto en DDA como en M,, con reduccion de 15% de

peso molecular.

DDA vs M, QUITOSANA

100,00 x
99,00 X X‘
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A X X
S 98,00
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A 97,00
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95,00
0 100 200 300 400

M, (kDa)
X Convencional 50% X Convencional 25% < Microondas 2 x 90 s

B Microondas 7 x 90 s A Microondas 12 x 90 s

Figura 25. DDA (%) y M, (kDa) de los productos obtenidos por los métodos de

desacetilacion de quitosana Aldrich. Valores iniciales: DDA = 80,6%, M, = 408 kDa.
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Como ultimo punto, la figura 26 muestra todas las desacetilaciones de la quitina y
quitosana. En los anexos 3 y 4 se presentan los valores exactos de estos
productos. En el caso de quitina, los 3 métodos logran desacetilarla por encima de
75%, la desacetilacion convencional (negro en la figura) consigue DDA mayor a
90%, pero con pesos moleculares menores a 550 kDa, dispersos entre los 4
tiempos utilizados. Por el contrario, los métodos por radiacion (verde) y mediante la
formacion de quitina alcalina (rojo) no superaron el 85%, pero mantuvieron pesos
moleculares mayores a 400 kDa. Ambas reacciones son las mejores en cuanto a la
conservacion del peso molecular: la primera en cuanto a la conservaciéon de energia

y tiempo de reaccion, y la segunda en cuanto a la menor concentracién de la base.

DDA vs M, DE QUITOSANA TOTAL
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Figura 26. DDA (%) y M, (kDa) de los productos de todos los métodos realizados.
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En el caso de la quitosana, todos los procedimientos logran una desacetilacion
mayor que 95%; sin embargo, en todos los casos se produce una reduccion de
peso molecular (menor que 400 kDa). El producto tiene peso molecular muy bajo
(menor que 200 kDa) tras el método convencional (azul en la figura) con 50%
NaOH a partir de 2,5 h, y alcanza alrededor de 320 kDa con la mitad de
concentracion de base. Por otro lado, la quitosana desacetilada con microondas
(morado) en 2, 7 y 12 secuencias tiene resultados similares (entre 269 y 375 kDa),
muy cercanos al método convencional con NaOH al 25%. El ultimo método
mencionado implica la posibilidad de que la quitina también sea desacetilada, en
cierta medida, a la misma concentracion (base al 25% en peso), pero no lo
suficiente como para ser soluble en soluciones de acidos débiles. De todos los
resultados, las desacetilaciones convencionales de quitina a 0,5 y 1 h lograron un
DDA notoriamente alto (> 90%) sin pérdida excesiva del peso molecular (> 400

kDa) en una sola etapa.

Los productos de todas las reacciones superan el 75% de DDA, puesto que la
relacion entre el sustrato, quitina o quitosana, y el NaOH fue elevada (en todas de 1
a 30 (w/w)) comparado con las pruebas de Yaghobi, N. et al.,”® las cuales
consiguieron un DDA menor que 90% con relacién cercana de 1 a 25 (ww) a T =
90°C en 5 h de reaccién. Esto no concuerda con lo que expone Chang et al.,’®
cuando dice que la relacién entre el sustrato y la base tiene menor efecto en el DDA

gue la temperatura de reaccion y la concentracion de la base.

La reaccién a media hora consigue alto DDA, al igual que las otras de mayor tiempo
de reaccion. Incluso, a condiciones similares, Chang et al.”® reporté que bastaron 5
minutos de reaccion para obtener DDA mayor que 50%. Por el contrario, no hay
necesidad de someter al sustrato al calor por tanto tiempo (de 5 a 21 h) y
concentracion de base entre 40 y 60%, como lo menciona la literatura.*®” Mas aln
cuando el tiempo si es importante en relacién al peso molecular, ya que degrada las

cadenas por la mayor exposicién que tienen frente a la base.

Por ultimo, todos los productos de quitosana estan desacetilados en mas del 75%.
Esto es posible por la alta concentracion de NaOH (50% en peso) en todos los
casos, excepto en la formacién de quitina alcalina. Mas adn, la desacetilacién de la
guitosana se ve favorecida por la alta proporcion entre el sustrato y el reactivo (1 —
30).
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4.3.5 Segunda desacetilacibn convencional (por conduccién) y con
microondas (por radiacion)
Se hizo la comparacion de la desacetilacion de ambos tipos de quitosana
(comercial Aldrich en polvo y la obtenida a partir de quitina Aldrich en escamas) por
el método convencional a 50% NaOH (w/w) y 5 h de reaccion. Como se puede
apreciar en la tabla 11, hubo mayor diferencia de DDA en la quitosana en polvo
(18,5%) que en las escamas (3,7%); sin embargo, los valores que alcanzan son
suficientes para afirmar que llegaron al mayor DDA posible. En cuanto al peso
molecular, las pérdidas son del 80% y 56% del peso inicial de la quitosana en polvo
y en escamas, respectivamente. Esto podria deberse a la forma fisica de ambas, ya
que el polvo tiene mayor superficie de contacto con la base que la escama, por

ende la reaccion fue mas agresiva y las cadenas se rompieron en mayor cantidad.

Tabla 11. Efecto del método de desacetilacién en el DDAy el M, en los productos
de quitosana en polvo y en escamas, con NaOH 50% (w/w).

Quitosana Método DDA (%) Mp (kDa) PDI*
80,6 — 97,6 408 — 336 4,35

Microondas
80,6 — 97,6 408 — 354 4.27

Polvo
80,6 — 99,9 408 — 84 2,74
Convencional

80,6 — 99,0 408 — 104 2,54
96,1 — 98,8 295 — 197 2,51

Microondas
Escamas 96,1 — 99,2 295 — 262 3,45
Convencional 96,1 — 99,8 295 — 131 2,52

*PDI corresponde al producto final.

Por otro lado, en la misma tabla se compar6é los dos tipos de quitosana a
disposicién: en polvo (Aldrich) y en escamas (desacetiladas de quitina Aldrich),
mediante el método convencional a 5 h y el de microondas de 7 ciclos por 90 s de
reaccion cada uno, sin modificar la concentracion de NaOH (50% w/w). Los valores
de DDA son muy similares (alrededor de 98%), pero la desacetilacion con
microondas genera, en ambos tipos de quitosana, menor degradacién del producto,
aunque con mayor polidispersién. Esto es favorecido por la eficiencia del

mecanismo a partir del menor tiempo y energia utilizados.
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Vale mencionar como punto aparte que, en la basqueda de un mayor DDA, se
planted lograr mejor superficie de contacto a partir de la disolucién de la quitosana

en medio acido; sin embargo, no hubo resultados favorables.

Por otra parte, se eligieron 7 muestras de quitosana representativas, de acuerdo a
la figura 26 (item 4.3.4), para analizarlas por viscosimetria capilar y comparar los
resultados de peso molecular. De la desacetilacion de quitosana a partir de quitina
se tomaron los productos por los métodos por conduccion en 0,5y 1 h, por
radiacion en 10 ciclos por 1 min, y por formacion de quitina alcalina en 5 h. Ademas,
los productos de la desacetilacion de quitosana elegidos fueron los del método
convencional con base al 50% (w/w) en 5 h, y con microondas de 7 y 12 ciclos por

1,5 min.

La figura 27 muestra el peso molecular por viscosimetria capilar de una de ellas
(668 kDa), producto a partir de la desacetilacién de la quitina por el método
convencional con NaOH 50% (w/w) por 0,5 h. Las gréaficas de viscosimetria de los

demas productos elegidos se presentan en el anexo 5.

Finalmente, la tabla 12 muestra los resultados del peso molecular de la cadena mas
abundante por GPC y los de viscosidad, teniendo en cuenta los valores de Ky a
reportado por Wong, para las muestras estudiadas utilizando el mismo buffer. En
ella se observa un patron, donde el peso molecular obtenido por viscosimetria es
mayor siempre. La figura 28 relaciona los valores de esta tabla para observar mejor

el cumplimiento de la tendencia.
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Desacetilacion convencional de quitosana, 0,5 h
[Q en buffer] (g/mL)
Solvente | 1,21 x103|1,01x103%|0,86 x10°|0,76 x 103
tpromedio (S) 33,72 87,60 76,17 68,54 63,00
nr - 2,60 2,26 2,03 1,87
Nsp - 1,60 1,26 1,03 0,87
Nred - 1322,83 | 1250,65 | 1196,75 | 1150,29
Ninh - 790,34 809,52 822,07 827,97
K =6,589 x 10 cm?/g a=0,88
[n] = 880,555 mL/g Mv = 668 234 g/mol
1 500,00
y = 378347x + 867,62
1 250,00 R2 = 10,9985
n
1 000,00 ®n red
B ——9—9—¢ eninn
750,00 y = -84556x + 893,49
R2=0,991
500,00
0,0000 0,0004 0,0008 0,0012 0,0016
c (g/mL)

Figura 27. Resultados de viscosimetria capilar, y graficas de viscosimetria reducida
e inherente de una muestra de quitosana desacetilada (DDA = 90,36%) a partir de

quitina por el método convencional por 0,5 h, [NaOH]= 50% (w/w).
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Tabla 12. Viscosidad intrinseca, peso molecular por viscosimetria (My) y peso
molecular del pico del cromatograma de GPC (Mp) de las quitosanas obtenidas por

diferentes métodos de desacetilacion.

Método de [NaOH]
Sustrato desacetilacién (w/w, %) [n] (mL/g) | M, (kDa) | M, (kDa)
Quitina Convencional 0,5 h 50 880,56 668 542
Quitina Convencional 1 h 50 1012,07 783 658
Quitina Microondas 10 x 60 s 50 861,04 1053 741
Qum'na Convencional 5 h 25 705,95 856 735
alcalina
Quitosana Convencional 5 h 50 178,93 94 84
Quitosana | Microondas7x90s 50 580,35 401 354
Quitosana | Microondas 12 x90 s 50 536,79 364 298
M, vs M,
900
720 y =0,7401x + 41,365 0 .
. R2=0,9665 O
©
A 540 ®
< .
Eﬂ- 360 '..'_. .
180
é®
0
0 300 600 900 1200
M, (kDa)

Figura 28. Linea de tendencia entre los pesos moleculares por viscosimetria (M) y

del pico maximo del cromatograma de GPC (Mp).

Es importante recordar que el analisis por GPC esta referido a la retencion del
volumen tanto de las muestras de quitosana como de los estdndares de pululano.
Asi, los valores obtenidos por este analisis explican el comportamiento de la
quitosana a partir del pululano. Al ser polimeros distintos pueden generar

diferencias en cuanto al volumen, pues el pululano tiene enlaces glicosidicos C; — O
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— Csy C1 — O — Cs, mientras que la quitosana solo tiene enlaces del primer tipo.
Esto indicaria un ligero doblez del pululano que podria cambiar el volumen

analizado.

Otro punto a tomar en cuenta asociado con el volumen es la diferencia de grupos
funcionales. La amina de la quitosana, comparada con el sustituyente hidroxilo del
pululano, se protona en medio &cido. Esto podria generar repulsion electrostatica
entre las cadenas, de manera que varie el volumen que ocupan las mismas. Si la
quitosana tiene alto DDA, habrd mas puntos de repulsion en la cadena. Esto

permitiria tener a las cadenas mas estiradas.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se concluye que los pardmetros fundamentales para alcanzar un alto grado de
desacetilacion de la quitina fueron la concentracion de la base y la relacion en peso
sustrato — base. Por el contrario, ni el tiempo de reaccién ni la temperatura
resultaron ser pardmetros determinantes para la desacetilacién de la quitina a altas

temperaturas, cuando la concentracion de base fue alta (50% w/w).

La ventaja principal del calentamiento con microondas fue el ahorro de tiempo de
reaccién y energia, en comparacion con el método convencional. Los resultados de
los dos periodos de calentamiento (7 ciclos por 90 s y 10 ciclos por 60 s) con
microondas de la quitina, con un tiempo de reaccion total similar, no se
diferenciaron en gran medida en cuanto al grado de desacetilacion. No obstante, el

polimero se degradd mas cuando hubo ciclos de calentamiento mas prolongados.

Cualquiera sea el método de calentamiento (convencional o con microondas), se
logré un mayor grado de desacetilacion pero a costa de un mayor degradacion del
polimero. Las reacciones con microondas y por formacion de quitina alcalina

degradaron en menor medida a las cadenas, pero desacetilaron menos.

Finalmente, a las condiciones estudiadas, se obtuvieron productos con grado de
desacetilaciébn muy cercano al 100%. En su mayoria, la literatura reporta grados de
desacetilacién entre 70 y 90%. Para ello no fue necesario realizar dos 0 mas
reacciones de desacetilacién, con concentracion de NaOH al 50% (w/w), a una

misma muestra de quitina.
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5.2 Recomendaciones

El primer punto a recomendar es la evaluacion del método convencional con menor
proporcion de base — polimero y menor concentracion de NaOH (no menor o igual a
25% (w/w)).

Ademas, en el caso de la desacetilacion con microondas, se recomienda realizarlo
en un equipo donde se pueda controlar la temperatura y la potencia con exactitud, y
gue tenga sistema de agitacion para comprobar los resultados obtenidos en el

horno convencional de cocina.

También se recomienda realizar los mismos métodos con quitina en otro tipo de
presentacion (en polvo, por ejemplo), pues parte de la dificultad de la desacetilacién
es el aspecto fisico del material, el cual restringe en algunos casos mayor

interaccion entre la base y los grupos acetamida del polimero.

Por ultimo, se recomienda estudiar otros métodos de desacetilacion como por
ultrasonido, manteniendo los mismos parametros de base y condiciones de

reaccion.
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