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RESUMEN

La quitina es un polisacarido estructural que se encuentra en algunos crustaceos, insectos,
hongos y levaduras. La desacetilacion de la quitina produce quitosana, la cual ha sido
estudiada por su alto potencial en aplicaciones como el transporte de farmacos, la absorcién
de iones metalicos, membranas e ingenieria de tejidos. La quitosana es un copolimero lineal
conformado por unidades N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina. Las propiedades
fisicoquimicas y mecanicas de la quitosana estan determinadas principalmente por tres

pardmetros: el grado de acetilacion (DA) y el peso molecular (Mw).

La gran mayoria de estudios reportados se han realizado con quitosanas extraidas de
distintas fuentes y por diferentes métodos, por ello es de espera que cada una de estas
guitosanas tengan diferentes DA y Mw, y con ello diferentes propiedades. Ademas, varios
estudios no reportan todos los pardmetros antes mencionados. Asi, en algunos casos, se
reportan diferencias en las propiedades con, por ejemplo, solubilidad, viscosidad y angulo de
contacto. Esto genera incongruencia en las propiedades reportadas sobre la quitosana.

Por lo mencionado, es importante contar con muestras de quitosana a medida; es decir, con
caracteristicas estructurales conocidas y que se hayan determinado rigurosamente. En este
trabajo se evaluaron métodos que permiten obtener estas quitosanas a medida, con Mw y DA
especificos, este se realiz6 a partir de una quitosana de un DA igual a 10,6% y su posterior
reacetilaciéon con anhidrido acético en medio acuoso acido y con cloruro de acetilo en un
liquido i6nico en los que se obtuvo valores de DA entre 28 y 89%. Ademas, se evaluaron
formas para reducir el Mw de manera controlada con la aplicacion de ultrasonido y la hidrolisis
en medio acido, en los que se obtuvo valores de Mw entre 131 y 1300 kDa. Estos dos
pardmetros mencionados se determinaron por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear, espectroscopia infrarroja, cromatografia de permeacion en gel y viscosimetria

capilar.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Quitosana

1.1.1. Introduccioén

Un grupo importante de los biopolimeros naturales son los polisacaridos, como la celulosa, el
almidon, el glucodgeno o la quitina, los cuales cumplen distintas funciones en la naturaleza. El
almidon y el glucdgeno tienen la funcién de almacenar energia en especies vegetales y
animales, respectivamente, mientras que la celulosa y la quitina cumplen una funcién
estructural. Algunos de estos biopolimeros también han tenido un papel importante en el

desarrollo del hombre como, por ejemplo, la celulosa en la produccién del papel.

La quitina ocupa el segundo lugar en la lista de los biopolimeros mas abundantes en el
planeta, ya que cumple un rol estructural en muchas especies del reino fungi y animal
(crustaceos e insectos), proporcionando rigidez.! La quitina natural existe en tres formas
cristalinas que se diferencian segun su forma de empaquetamiento, estas sonlaa,pfyy. La
a-quitina se encuentra en los caparazones de cangrejos, langostas y paredes celulares de
hongos; la B-quitina, en calamares y la y-quitina, de la cuticula de insectos. En el caso de la
a-quitina, las cadenas estan dispuestas en un arreglo anti-paralelo; en la -quitina, en paralelo
y en la y-quitina, en una mezcla de la a y B.2® La extraccion de quitina de la cuticula seca de
crustaceos e insectos es de 72% y 64% en peso, respectivamente, mientras que de la masa
seca de los hongos se puede extraer un 25% en peso.* De los grupos mencionados, la fuente
principal de quitina son los crustaceos, debido a su amplio consumo en la industria
alimentaria. Aproximadamente, solo el 40% en masa de cangrejos, camarones y langostas
es comestible, por lo que se generan anualmente entre 6 y 8 millones de toneladas de

desperdicios de caparazones de estas especies.®

La quitina fue descrita y aislada por primera vez en 1811 por H. Braconnot, en un estudio de
varias especies de hongos. Afios después, en 1859, C. Rouget descubrié la quitosana
tratando a la quitina en una solucion caliente de hidroxido de potasio concentrado. Pero no
fue sino hasta 1894 que F. Hoppe-Seyler le dio el nombre de quitosana. Desde su primera
aparicion, la quitosana ha sido objeto de estudio para diferentes aplicaciones en distintas

ramas de la ciencia e ingenieria.® Con este biopolimero, se busca desarrollar aplicaciones en



el transporte de farmacos,” absorcion de iones metdlicos,® la actividad antibacteriana,®

membranas 1° e ingenieria de tejidos (andamios).?

1.1.2. Composiciony estructura quimica de la quitinay la quitosana

La quitina (a) es un polimero lineal conformado por solo unidades N-acetil-B-D-glucosamina
(A), mientras que la quitosana (b) es un copolimero lineal conformado por unidades de N-
acetil-B-D-glucosamina (A) y B-D-glucosamina (D),'2 como se observa en la figura 1. El grado
de acetilacién (DA) hace referencia al porcentaje de unidades N-acetil-B-D-glucosamina

presentes a lo largo del polimero.:®

a)

b)

©) o OH

o)
HO HO (e}
HO
OH HO OH
NH
o)
N-acetil-B-D-glucosamina B-D-glucosamina

Figura 1. (a) Estructura de la quitina, (b) estructura de la quitosana, y (c) unidades

constituyentes.



1.1.3. Obtencion de quitosana a partir de la desacetilacion de quitina

La quitosana es el principal producto de la desacetilacion de la quitina; por ello, primero se
debe extraer la quitina. Como se mencioné previamente (ver 1.1.1, introduccién), la principal
fuente de quitina son los caparazones de crustaceos. Sin embargo, dependiendo de la fuente
de extraccion, primero se debera pasar por los siguientes procesos: desproteinizacion,
desmineralizacién y decoloracién, en ese orden. Debido a que en los caparazones de
crustaceos, a diferencia de las cuticulas de insectos y paredes celulares de hongos, existe
una alta concentracién de material inorganico, la desmineralizacién es importante.*® En la
desproteinizacion y decoloracion se degradan las proteinas y los pigmentos en una solucion
alcalina de hidréxido de sodio o hidréxido de potasio, a una concentraciéon entre 1-10% (w/v)
y a una temperatura entre 30-100 °C, mientras que en la desmineralizacién se elimina
principalmente el carbonato de calcio, entre otras sales metdlicas presentes, en una solucién

de &cido clorhidrico a una concentracién entre 20-25% (w/v) y a una temperatura de 15 °C.167

Posteriormente, la quitina ya purificada es transformada en quitosana mediante un
tratamiento en medio alcalino, generalmente con hidroxido de sodio o hidroxido de potasio
concentrado, entre 40-50% (w/w), para su desacetilacion (ver figura 2). Asimismo, las
condiciones varian segun el grado de acetilacion (DA) y el peso molecular deseado, ya que
con un mayor tiempo de tratamiento la quitosana se degrada mas y, a su vez, se reduce mas
el DA.?



OH O:<
NH NH
o} >
H O -
__-0 © HO oHO 0
-- 0
NH Quitina
OH o= OH

l NaOH o KOH (w/w)
H

O

40-50%
100-160 °C

0
NH,
o HO OHO 0 o HO
0 0
’ NH
—

NH,
o

Quitosana

OH OH

Figura 2. Esquema de la reaccion de desacetilacion de la quitina.

1.1.4. Acetilacion de quitosana

En la busqueda por mejorar sus propiedades para cada tipo de aplicacion, la quitosana ha
sido derivatizada de distintas formas. Inicialmente, se emplearon métodos con condiciones
fuertes con distintos anhidridos carboxilicos, &cido clorhidrico concentrado y altas
temperaturas de reaccion.*® A diferencia de los anhidridos carboxilicos de cadenas largas de
carbonos, como el lauroilo o palmitoilo, la acilacién de la quitosana con anhidrido acético no

requiere de condiciones tan extremas (ver figura 3).
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NH O O
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+
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DA 100 - DA
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Figura 3. Reaccion de acetilacién de quitosana (bajo DA) con anhidrido acético.

Esta reaccién de acetilacion con anhidrido acético se puede llevar a cabo en medio acuoso
4cido y a temperatura ambiente.'%2! Se ha estudiado el efecto de la adicién de otros solventes
a la solucién de quitosana para variar el medio de reaccién, por ejemplo con metanol,?>-2°
metanol-piridina?®?” y 1,2-propanodiol.?®?° La adicion de metanol o 1,2-propanodiol evita la
formacion de dos fases cuando se emplean anhidridos hidrofébicos. Ademas, cuando se
aflade piridina, esta ayuda a la desprotonacion de los grupos amina a lo largo de la cadena,
lo cual aumenta su reactividad y también ayuda a dispersar a la quitosana en su forma de

precipitado hinchado.

Se ha reportado grados de acetilacién promedio entre 15 y 89% con el empleo de metanol,

1,2-propanodiol y metanol-piridina. De estas, solo las quitosanas con un DA menor a 50%



fueron solubles. Las quitosanas con mayor DA, son insolubles por la insuficiencia de grupos
amino, los cuales vuelven a la quitosana un polielectrolito catiénico en medio acido.?® Por otro
lado, en todos los casos se ha reportado que, durante la reaccién de acetilacion, los grupos
hidroxilos son también acetilados formando ésteres, lo cual es un indicativo de la falta de

selectividad en la reaccion.®

El proceso de acetilacién se puede separar en dos partes: la reaccion y el tratamiento post
reaccion. En la primera, se empieza preparando una solucién de quitosana en medio 4cido,
comunmente acido acético entre 2% y 10% (v/v), como se muestra en la Figura 4a. En el caso
de la reaccion directa, la reaccion procede con la adicién del anhidrido acético. Mientras que
en el caso en el que se usan otros solventes, estos se afladen antes de proceder con la
adicion del anhidrido acético y con ello iniciar la reaccién. En la segunda etapa, el tratamiento
posterior a la reaccién consta de un proceso de didlisis, en el que se eliminan el acido acético
y los solventes organicos presentes. Luego de ello, la solucién esta lista para el proceso de
liofilizado, el cual extrae el agua de la solucién por sublimaciéon dejando la quitosana seca.
Una vez aislada la quitosana se trata con una solucion metandlica alcalina, generalmente de
hidroxido de potasio, para la eliminacién de los ésteres formados durante la reaccion de
acetilacion.? Finalmente, la quitosana es lavada con metanol repetidas veces para eliminar
la base, como se observa en la figura 4b. Cabe resaltar que también se han estudiado

métodos de acetilacion homogéneos con cloruro de acetilo en liquidos ionicos.3!3?



Preparacion de solucién
a 0,6 % (wiv) de quitosana
en HOAc 10% (v/v)

Adicién de solventes
(a) Reaccion Metanol,

piridina o 1,2-propanodiol Reacclén directa

Adicion de anhidrido
acético

Adicién de
anhidrido acético

Dialisis y liofilizacion

(b) Tratamiento Hidrolisis de ésteres
post reaccion

Liofilizacion

Figura 4. Etapas de la reaccion de acetilacion directa y con adicion de otros
solventes. 21242527

1.1.5. Reduccion del peso molecular de la quitosana

La quitosana puede hidrolizarse por diversos métodos, entre los que principalmente se
encuentran la via enzimética, la hidrélisis &cida, la aplicacion de ultrasonido y la reaccién con
acido nitroso. Ademas, se ha reportado la reduccion del peso molecular de la quitosana con

aplicacion de ondas de microondas y con peréxido de hidrogeno.>32

Para la hidrélisis por via enzimética se emplean enzimas conocidas como quitosanasas.
Estas se extraen de bacterias, como por ejemplo de la Streptomyces griseus. La reduccion
del peso molecular de la quitosana se logra por un ataque al enlace glucosidico.®*
Dependiendo del modo de accién de las quitosanasas estas se pueden separar en tres
clases. La primera clase son enzimas capaces de romper los enlaces glucosidicos GIcN-GIcN
y GIcNAc-GIcN; las segundas, solo cortan el enlace GIcN-GIcN; y las terceras, los enlaces
GIcN-GIcN y GIcN-GIcNAc.2*2¢ Ademas, se ha hallado actividad de otras enzimas, como las

celulasas, capaces de hidrolizar a la quitosana por tener una estructura similar.®’
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La hidrolisis &cida ha sido ampliamente estudiada con diversos &cidos, debido a que la
quitosana es muy sensible en medio acido.*® Entre los acidos usados se encuentran, por
ejemplo, el acido clorhidrico, fosforico, sulftrico y trifluoroacético, ya que la quitosana no es
soluble en medio acuoso a pH neutro, pero si a un pH menor que siete.>** Esta hidrdlisis del
enlace glucosidico sigue una reaccion de tipo Sy1, en donde el paso limitante de la reacciéon
es la formacion del ion carbonio-oxonio, el mecanismo se muestra en la figura 5. En esta se
observa como primera etapa la protonacion del oxigeno del enlace glucosidico, seguido de la
heterdlisis del enlace oxigeno — carbono, formandose el ion ciclico carbonio-oxonio. Luego,
en la tercera etapa, la reaccion con agua forma un hidroxilo en el carbocatién y, finalmente,
ocurre la regeneracion del catalizador hidronio.* Ademas, la quitosana en medio &cido puede
sufrir una desacetilacion parcial, lo cual ocurre mas lentamente que la hidrélisis del enlace

glucosidico.*

0 m+ 0
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Figura 5. Mecanismo de la hidrdlisis del enlace glucosidico en medio acido.

+
He NH

La reduccion del peso molecular de la quitosana por ultrasonido en solucién acuosa acida ha
demostrado ser rapida y una alternativa al tratamiento con acidos fuertes como los
mencionados en el parrafo anterior. Se emplea generalmente acido acético a baja

concentracion, entre 1-12% (v/v), el cual ademas sirve como solvente.*® Se ha reportado en



la literatura exposiciones a ultrasonido a distintos intervalos de tiempo, temperaturas y

concentraciones.*’

Se ha reportado que la quitosana de alto peso molecular es degradada por ultrasonido sin
afectar el grado de acetilacion.*® Sin embargo, también se ha demostrado que a periodos
largos de exposicion, la quitosana si puede perder grupos acetilo, reduciendo asi el grado de

acetilacion.*®

Por dltimo, la despolimerizacion oxidativa con acido nitroso (HONO) concentrado, ha
demostrado ser selectivo, ya que la hidrdlisis del enlace glucosidico ocurre Gnicamente entre
las unidades GIcN-GIcN y GIcN-GIcNAc o GIcNAc-GIcN. Ademas, es una reaccion rapida y
facil de controlar, ya que se da en una relacion de moles de 1:1 (HONO:GIcN). Sin embargo,

se forma el 2,5-anhidro-D-manosa como unidades terminales de las cadenas hidrolizadas.*°

1.1.6. Caracterizaciéon

Para poder conocer el grado de acetilacion, la distribucién de las unidades repetitivas, el peso
molecular y el indice de polidispersion, la quitosana se puede caracterizar por varias técnicas
analiticas. Por espectrometria de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucion se
puede determinar el grado de acetilacion y el tipo de distribucién de las unidades repetitivas
en la cadena polimérica. Con el 'H RMN se puede calcular el grado de acetilacion o
desacetilacion a partir de las ecuaciones (1) a (4), mostradas a continuacién, donde
H,D,H,D,H;AY H,A son las integrales de las sefiales a 4,87 ppm, 3,20 ppm, 4.55 ppmy 2.01
ppm, respectivamente. Las sefales con denominacién “D” corresponden a las unidades
desacetiladas, y la denominacién “A”, a las unidades acetiladas. °! La diferencia en el uso de
los términos DDA y DA se asocia al procedimiento de desacetilacion y acetilacion,

respectivamente.



H{D + H,D 1 » ) e
[# = Proporcion de unidades "D" (D) Ecuacién 1
HyA + #_
— |= Proporcion de unidades "A" (A) Ecuacion 2
A e
[D n A] x 100 = Grado de acetilaciéon (DA) (%) Ecuacion 3

Se ha reportado en la literatura el uso de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FT-IR) para hallar el grado de acetilacibon como un método empirico alternativo.
Brugnerotto et. al,*? hallaron una relacion lineal a partir de los espectros de infrarrojo de varias
guitosanas con diferentes grados de acetilacién en el rango de 0 a 100%. La ecuacion

propuesta se muestra a continuacion:

1320

A Ly
DA (%) = 31,92 * v - 1,22 (r = 0.99) Ecuacion 4

1420

en donde A3, es la altura del pico de la sefial a 1320 cm™ a la linea base y A4, €s la altura
del pico de la sefial a 1420 cm™ a la linea base. El DA obtenido a partir de la ecuacién 4
empleando el espectro en transmitancia posee una diferencia menor de 15% al calculado con
el espectro en absorbancia. Ademas, esta técnica permite la identificacion de una posible

esterificacion en la reaccion de acetilacion, debido a la apariciéon de un pico a 1730 cm™.%?

Otra técnica usada comunmente en la caracterizacion de polimeros para hallar la masa
molecular y el volumen hidrodinamico es la viscosimetria capilar. Con esta técnica se puede
hallar la viscosidad intrinseca y con ello la masa molar promedio a través de la ecuacion de
Mark-Houwink (ecuacion 5) que relaciona a ambas. En ella, [n] es la viscosidad intrinseca del
polimero, M, es la masa molar promedio de viscosidad, y tanto K como a son constantes y
dependen del sistema; es decir, del solvente-polimero y de la temperatura, para el caso de la
quitosana, ademas depende de su grado de acetilacién.>® El exponente a se asocia a la
afinidad entre el polimero y el solvente, por lo que a valores grandes de a, se espera un

aumento en la viscosidad y resulta en un estiramiento de la cadena.

[n] = KM% Ecuacion 5
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Las siguientes ecuaciones son empleadas para el célculo de la viscosidad intrinseca,
mediante el uso del valor promedio de la ordenada segun el método de Huggins y kraemer,
los cuales hacen uso de la viscosidad reducida e inherente, respectivamente.

Viscosidad relativa Ny = - Ecuacion 6
0
t—t,
Viscosidad especifica Nsp = . Ecuacion 7
0
. . . Nsp .
Viscosidad reducida Nrea = ~ Ecuacion 8
1
Viscosidad inherente NS M Ecuacién 9
c
Viscosidad intrinseca
[n] = lim (nﬁ) Ecuacion 10
(metodo de Huggins) =20 €
Viscosidad intrinseca In
[7] = lim ( (n’")) Ecuacién 11
(metddo de Kraemer) c=0 c

Finalmente, por cromatografia de permeacion en gel (GPC) o también conocida como
cromatografia por exclusion de tamafios (SEC), se puede hallar la distribucion de las masas
molares en funcion del tamafio, el cual dependera del volumen hidrodindmico del polimero.
Por ello, esta técnica emplea una columna que permite la separacién en distintos tiempos de
retencién; es decir, cuanto mas grande sea el volumen hidrodinAmico de la cadena del
polimero mayor sera el tiempo empleado y, por lo tanto, eluyen a volimenes menores,
mientras que las cadenas pequefias son retenidas en los poros del gel en la columna, por lo
que eluyen a tiempos de retencién mayores.>* Otro dato que se obtiene por esta técnica es
el indice de polidispersion (PDI) que es una medida de la dispersion en los tamafios de las
cadenas del polimero, y que involucra la relacion entre el peso molecular promedio en peso
(Myw) y el peso molecular promedio en nimero (M), como se observa en las ecuaciones 12,
13y 14.
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_XiwiM; X NM? Ecuacién 12

M. = -
Yoo Niw XiNM;
M. = 2i NiM; Ecuacion 13
NN
M ‘s
PDJ = W Ecuacion 14

M,

donde w; es el peso del conjunto de moléculas con un peso molecular especifico M;, en una
poblaciéon donde N; es el nimero de moléculas totales. Por lo que se espera que el My, sea
mayor que el M, y por lo tanto a valores de PDI cercanos a 1 se les considera de una poblacion
homogénea.>® En esta cromatografia, se debe emplear estandares de pululano para la
determinacion, mediante una curva de calibracién, de los pesos moleculares. Este polimero,
al igual que la quitosana, es un polisacéarido y es disuelto en la misma fase movil que la

guitosana.

1.1.7. Propiedades

A nivel industrial, La quitosana se produce principalmente a partir de la quitina que se
encuentra en los caparazones de crustaceos que resultan de desechos de la industria
alimenticia. Las propiedades de la quitosana estan fuertemente vinculadas al DA y peso

molecular.5®

La quitosana ha sido ampliamente estudiada y actualmente se evallan diversas aplicaciones
por sus propiedades fisicoquimicas y mecéanicas como, por ejemplo, su biocompatibilidad,
biodegradabilidad, bioadhesividad, funcion antitrombogénica, actividad antioxidante,
actividad antibacteriana, no alergénica, fungicida, actividad inmunoadyuvante, no toxicidad,

su capacidad como hidratante, espesante, gelificante, filmogénica y anticolesterolémico.>’

En cuanto a la solubilidad, la quitina es insoluble en la mayoria de los solventes organicos y
en soluciones acuosas acidas debido a su alta cristalinidad generada por la compactacion de
las cadenas y por la abundancia de grupos amida que reducen ain mas la interaccion con el
agua, dificultando la solvatacion. Esta insolubilidad hace dificil desarrollar aplicaciones
directamente con la quitina. En cambio, la quitosana es muy soluble en soluciones acuosas

(pH<7) debido, principalmente, a la protonacion de los grupos amino a lo largo de su cadena

12



(pKa de 6,3). Por un lado, una variacion en el DA cambiaria el nUmero de grupos amino libres
en la quitosana. Con ello, el nUmero de los grupos amino protonados en medio acido podria
afectar la solubilidad de la quitosana. Por otro lado, se puede aumentar la solubilidad al
reducir el tamafio de las cadenas de quitosana, Aunque, con ello la viscosidad también se
reduce. Esto la hace mas versatil y de mayor interés para potenciales aplicaciones.*®

La quitosana puede ademas formar geles por entrecruzamiento, dando lugar a estructuras
basadas en enlaces covalentes, con ayuda de agentes de entrecruzamiento, y también por
redes de puentes de hidrégeno.>® También puede ser precipitada en un medio alcalino, dando
como resultado la formacién de perlas, fibras u otras formas. Por ello se espera aprovechar
estas caracteristicas en el desarrollo de aplicaciones en sectores industriales como en
biomedicina con la fabricacion de apésitos, farmacéutica, con el transporte de farmacos y

textiles.®°
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio fue la generacion de quitosanas con grados de acetilacion
(DA) y pesos moleculares a medida.

Objetivos especificos:

- Obtener quitosanas con DA deseado a partir de la acetilacion de quitosanas muy
desacetiladas.

- Reducir el peso molecular de la quitosana de manera controlada por ultrasonido y en

medio acido.
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JUSTIFICACION

A nivel industrial se producen quitosanas no solo con diferentes grados de pureza, sino
también con rangos amplios de pesos moleculares (Mw) y grados de acetilacion (DA). Al no
ser la quitosana un producto que proviene de una sola fuente natural, sus caracteristicas
cambian de acuerdo a la fuente y al proceso por el cual es obtenida. Como se mencioné
anteriormente, las propiedades de la quitosana dependen del DA y el Mw, por lo que es muy
importante conocerlas. Por lo general, y en el mejor de los casos, los productores de
guitosana indican el grado de desacetilacion como un rango amplio y no cuantitativo. Ademas,
es comun que solo se indique si se trata de un polimero de alto, medio o bajo peso molecular,
mientras que los valores de pesos promedios y el indice de polidispersion (PDI), por lo

general, no son proporcionados.

Lo ideal es que se analice cada lote producido, en cuanto a peso molecular (y PDI) y grado
de desacetilacion. Estos son parametros cruciales que determinan las caracteristicas y
propiedades de la quitosana, como se vera en los resultados del presente trabajo, y esto

puede implicar que un producto sea o no adecuado para una aplicacion determinada.

La determinacion absoluta del peso molecular de un polimero requiere de técnicas costosas
y complejas como son los analisis de dispersion de luz o espectrometria de masas. Por ello,
generalmente, se utilizan técnicas relativas, que son mas simples y rutinarias como la
cromatografia de permeacion en gel (GPC) y viscosimetria.®* La desventaja de estas dos
técnicas es que no son absolutas, sino que requieren de estandares del polimero a analizar.
Sin embargo, es muy dificil conseguir estandares de quitosana, por lo que se debe utilizar a
modo de referencia estandares de otro polimero. Si bien existen polimeros con caracteristicas
similares a la quitosana, dado que la quitosana posee una estructura compleja y variada

(posibilidad de diferentes valores de DA), no hay un estandar que se le compare totalmente.®?

A esto se debe afadir otro grado de complejidad. La quitosana, al disolverse en medio acido
forma un polielectrolito catiénico en el que la densidad y distribucion de las cargas afecta
directamente la conformacién que adopta la cadena polimérica en solucion; asimismo, afecta
su volumen hidrodindmico. Por ello, en el caso de la quitosana, a diferencia de la mayoria de

polimeros, el volumen hidrodinamico depende no solo del Mw, sino también del DA.
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Por lo mencionado, es necesario poder desarrollar una metodologia para poder disponer de
quitosanas con DA y Mw definidos y bien caracterizados. Esto es muy importante, puesto que
podrian servir directamente en el desarrollo de aplicaciones especializadas como, por

ejemplo, en el campo biomédico, farmacéutico, textil, cosmético y agricultura.®
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PARTE EXPERIMENTAL

41.

Reactivos, equipos y materiales

4.1.1. Reactivos

Los reactivos usados fueron de grado analitico y no fueron purificados, a menos que se

indique lo contrario.

Quitosana de peso molecular medio en polvo Sigma-Aldrich 448877, lote #STBG5137V

Quitosana desacetilada (Q-10) producida en un estudio previo por el Grupo de

Modificacién de Materiales (DA=10,6%, Mw=1 206 400 Da)

Perlas de hidréxido de sodio de Macron y Movilab

Estandares de pululano PSS Polymer Standards Service GmbH (10-2000 kDa).
Agua ultrapura (grado milli-Q pH 6,01 y resistividad de 18,2 x 10° Q cm) obtenida de un
sistema de osmosis inversa Yy filtracién con filtro de fibra hueca con tamafio de poro de

0,2 um Barnstead D3750 Nanopure

Anhidrido acético de Riedel-de-Haén

Amoniaco concentrado (14,8 M)

JT-Baker

Perlas de hidroxido de potasio

Metanol 99,93% (v/v) para analisis

Etanol absoluto para analisis

Merck

Acido acético glacial (HOAc) para analisis

Acetato de sodio trihidratado (NaOAc-3H20) para analisis
Cloruro de acetilo (AcCl) para analisis

Di6xido de deuterio (D20) 99,8%

Cloruro de deuterio (DCI) 20% en D>O 99%
Cloruro de 1-alil-3-metilimidazolio ([AMIM]CI) >97%

41.2. Equipos

Los equipos que se mencionaran a continuacion son propiedad de la Pontificia Universidad

Catodlica del Perq, ubicados en la seccién quimica.
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e Espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Ascend de 500 MHz. El equipo
posee un iman superconductor de 11,7 T, una sonda CP TCI de 500 MHz, una unidad de
temperatura variable BCU | y una consola Bruker Advance Ill HD. Para el procedimiento

de los espectros se utilizé el programa TopSpin 3.5 pl7 con licencia académica.

o Espectrofotémetro de infrarrojo Perkin EImer modelo Frontier. Consta de una fuente de
luz laser de He-Ne; un detector LiTaOs3 (tantalato de litio), una barra de carburo de silicio
como fuente de radiacién, un detector MCT y un adaptador de ATR (Universal ATR). Para

el procesamiento de los espectros se utilizo el programa OriginPro 2016.

e Cromatografo de permeaciéon en gel Malvern Viscotek GPC system con un detector de
indice de refraccion y un loop de 100 pL. Se empledé una columna para polimeros
catiénicos 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 un rango de separacion de 5-3000 kDa. Para el
procesamiento de los cromatogramas se emple6 el programa OmniSEC version 4.6.2.

e Viscosimetro Ubbelohde de Technical glass products Inc. 1C (K= 0,02871 mm?/s?), con

un bano termostatico con recirculador Julabo MP.

e Sonicador Sonics sonifier VCX 750 (v=20 kHz) con una punta modelo Cv334 630-0219
(diametro de 13 mm, longitud de 139 mm, amplitud de 40%).

e Liofilizador Labconco modelo 4.5, a 102 mbar y -44 °C.

o Liofilizador Yamato modelo DC401, a 10-20 Pa y -45 °C.

4.1.3. Materiales

e Membrana de dialisis Spectrum Laboratories, Inc con diametro de 29 mm y un peso
molecular de retencién de 3,5 kDa.
e Membrana de dialisis Spectrum Laboratories, Inc con diametro de 10 mm y un peso

molecular de retencién de 1000 kDa.
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o Filtros de jeringa Merk-Millipore compuestos de acetato de celulosa con tamafio de poro
de 0,45 um y didmetro de 13 y 33 mm.

o Filtro de membrana Merck-Millipore compuestos de membrana de nylon del tipo GNWP
con tamafio de poro de 0,2 um.

o Filtros de papel Whatman 4 de 90 mm de didmetro con tamafio de poro entre 20 a 25 pum.

e Placas petri de poliestireno de 60x15 mm de ISO LAB.

e Tubos de centrifuga de 50 mL, de 30 x 120 mm con base, de ISO LAB.

4.2. Metodologia

4.2.1. Caracterizacion de la quitosana

4.2.1.1. Analisis por espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Por un lado, se prepararon peliculas con la quitosana inicial y con los productos de la
acetilacion solubles en medio acido. Para ello, se prepararon soluciones con concentracion
de 0,25% y 1% (w/v) en acido acético al 1% (v/v). Las soluciones fueron vaciadas en
cantidades suficientes para cubrir la placa petri de poliestireno, algunas se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 48 h. De esa forma se consiguieron laminas transparentes de
guitosana, la cuales, una vez secas, fueron colocadas en una camara de vacio por 72 a 120 h
a temperatura ambiente para facilitar su separacion de la placa petri. Las laminas fueron luego
lavadas con 15 mL de una solucién de metanol y amoniaco al 25% (v/v) (relacion CHzOH:NHj;
de 30:1, en volumen) por 10 minutos. Luego, las peliculas se lavaron con metanol puro 3
veces, Y finalmente se dejaron secar en estufa a 50 °C para eliminar los restos del solvente.
Por otro lado, los productos de acetilacion insolubles se analizaron por reflectancia total
atenuada (FT-IR-ATR). Las mediciones se realizaron con dieciséis barridos a una resolucion

de 4 cm™.

4.2.1.2. Andlisis por espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén (*H-
RMN)

Para este andlisis se sigui6 la norma ASTM F2260-03 (2018):*! se disolvié 10 mg de quitosana

en 700 pL de D,O y 120 pL de DCI / D,O al 2% (v/v) con agitacion y calentamiento por 15
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minutos a 40 °C, seguido de 45 minutos mas a temperatura ambiente, para obtener una
solucién de cloruro de quitosana. Ademas, se usaron los siguientes parametros para el
andlisis:

- Barridos: 64

- Tiempo de adquisicion: 4,096 s

- Tiempo de relajacion: 5 s

- Pulso: 90°

- Temperatura: 70 °C

4.2.1.3. Andlisis por cromatografia de permeacién en gel (GPC)

Para este andlisis se siguié la norma ASTM F2602-13 (2013),%? la cual indica el uso de una
solucion tampén con un pH de 4,5, de acido acético 0,2 M y acetato de sodio 0,1 M en agua
Milli-Q como fase movil. Esta solucion tampén se filtré al vacio utilizando un filtro de
membrana de 0,20 um. Las muestras y estandares de pululano de PSS de distintos pesos
moleculares (10-2000 kDa) se disolvieron en la misma solucién tampén a una concentracion
de 1,5 mg/mL y 1 mg/mL, respectivamente, por 1 hora a 20 °C y luego se filtraron con filtros

de jeringa de acetato de celulosa de 0,45 pm.

Las muestras y estandares de pululano se inyectaron en el cromatografo, el tiempo de
separacion fue de 40 minutos a un flujo de 0,5 mL/min en una columna para polimeros
catidnicos en medio acuoso Novema Max analytical linear XL, con un rango de 5 a 3000 kDa,

a una temperatura de 35 °C.

4.2.1.4. Analisis por viscosimetria capilar

El analisis por viscosimetria capilar se realiz6 con una solucion tampén de acido acético 0,2 M
y acetato de sodio 0,1 M en agua Milli-Q, la misma empleada para el analisis por GPC. Las
muestras se disolvieron a una concentracion de 1,2 mg/mL y luego se filtraron con filtros de
jeringa de acetato de celulosa de 0,45 um de poro. Las mediciones de viscosidad se
realizaron a 30 °C y se efectuaron tres diluciones, en las que se midi6 cinco veces el tiempo

de flujo para cada concentracion.>363

20



4.2.2. Acetilacion de la quitosana

42.21. Acetilacion con anhidrido acético

La quitosana Sigma Aldrich y la quitosana previamente desacetilada por el Grupo de
Modificacién de Materiales (Q-10, DA=10%), pasaron por los procesos mencionados en la
figura 6. Primero, en el caso de la quitosana Sigma Aldrich, esta se purificd disolviendo la
guitosana en una solucién al 2% (w/v) con &cido acético al 1% (v/v) y filtrando a presion,
debido a la alta viscosidad de la solucidon. Luego la quitosana se precipité en una solucién de
NaOH (0,7 M) con etanol (en una relaciéon de 9:1, NaOH 0,7 M:EtOH). Finalmente, se filtraron
las perlas de quitosana, se lavaron repetidas veces con agua hasta alcanzar un pH neutro y

se liofilizaron, para luego ser usadas en la reaccion de acetilacién.

Quitosana

Reaccion con anhidrido
acético

Dialisis y liofilizado

Hidrolisis de ésteres

Filtrado, lavado y secado

Y N () Y
N N

[ Quitosana acetilada }

Figura 6. Método de acetilacion de quitosana con anhidrido acético.
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Segundo, se prepararon soluciones con la quitosana Sigma Aldrich purificada (DA=24,3%,
Mw=1632 kDa) y con la quitosana Q-10 (DA=10,7%, Mw=1206 kDa) a una concentracion de
0,6% (w/v) con &cido acético al 10% (v/v). Ademas, se prepard una solucion control, a la cual
no se le hizo reaccionar con el anhidrido acético. Luego, a temperatura ambiente y bajo
agitacion, se afadié una cantidad de anhidrido acético en funcién a una razén de moles de
anhidrido/moles de amina libre (Anh/GIcN) entre 0 y 25. Después de 5 horas de reaccion, se
trasvaso la solucion a una membrana de dialisis y se dej6é 4 dias en agua destilada, con
cambios de agua cada 12 horas. Una vez eliminado el 4cido acético de la solucién, se liofilizo,
para luego tratar a la quitosana acetilada con una solucién de KOH al 5% (w/v) en metanol
por 5 horas, para conseguir la hidrélisis de los ésteres formados a partir de los grupos
hidroxilo. Finalmente, la quitosana se filtré al vacio, se lavé con agua destilada y luego con

metanol, y se dejé secar en estufa a 50 °C.1%%12

4.2.2.2. Acetilacion con cloruro de acetilo

Se prepararon soluciones de quitosana en un vial con el liquido ionico cloruro de 1-alil-3-
metilimidazolio ([AMIM]CI) a una razén de moles de [AMIM]CI y moles de quitosana de 42.
Estas soluciones se dejaron por 12 horas bajo atmésfera de nitrdgeno, a 85 °C (bafio de
silicona) y con agitaciéon. Ademas, se preparé una solucién control, a la cual no se le hizo
reaccionar con el cloruro de acetilo. Después, se dejé enfriar la solucién hasta alcanzar la
temperatura ambiente. Luego, se afadi6 el cloruro de acetilo a dos razones (2 y 6) de moles
de cloruro de acetilo/moles de amina libre en la quitosana (AcCI/GIcN), para asi obtener
quitosanas con distintos DA. La solucidén se calent6 a 75 °C durante 6 horas bajo atmosfera
de nitr6geno y con agitacion. Finalizada la reaccion, se aisl6 la quitosana al afiadir agua milli-
Q en una relacién de volumen de 3:1 (agua:solucion), luego se centrifugd y se lavo con
agitacioén con agua milli-Q y metanol, 3 veces con cada solvente. También, se disolvié el
producto en acido acético 1%, luego se dializo por 4 dias y se liofilizo. Posteriormente, se hizo
el tratamiento post reaccion con la solucion metandlica de KOH 5% (w/v) por 5 horas.

Finalmente, se lavé con metanol 3 veces y se deja secar en estufa a 50 °C.31%2

22



4.2.3. Control del peso molecular de la quitosana

4.2.3.1. Reduccion del peso molecular de la quitosana con ultrasonido

Se prepararon soluciones de 20 mL de quitosana Sigma Aldrich y quitosanas acetiladas a
una concentracién de 1,5% (w/v) con una soluciéon tampén de acido acético 0,2 M y acetato
de sodio 0,1 M en agua Milli-Q (pH=4,5). A estas soluciones se les aplicé ultrasonido a un
tiempo de 9 minutos seguidos y 9 minutos en 3 intervalos de 3 minutos con descansos de 8
minutos en bafio de hielo (ver figura 7).%* Ademas, este procedimiento se extendié hasta los
123 minutos (41 veces 3 min) y con descansos en bafio de hielo. Se hizo el andlisis por GPC

durante el desarrollo de cada experimento.

Ultrasonido (20 kHz)

S minutos

’ | ®5eC U
Quitosana 2% (w/v) en
3+3+3 minutos
1]

HOAc/NaOAc
Figura 7. Esquema del procedimiento de la reduccion del peso molecular con ultrasonido.

4.2.3.2. Reduccion del peso molecular de la quitosana en medio acido

Se prepararon soluciones de 150 mL de quitosana Sigma Aldrich a una concentracion de
1,5 mg/mL con una solucién tampén (pH=4,5) de acido acético 0,2 M y acetato de sodio 0,1 M
en agua Milli-Q. Se evalué la reduccion del peso molecular de la quitosana en medio acido
separando la solucién en tres partes iguales y exponiéndolas a distintas temperaturas, 4, 20
y 50 °C, por un periodo de un mes y medio. Se hizo un analisis por GPC cada 14 dias por 4

semanas y luego cada 7 dias por 2 semanas para cada temperatura.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion de la muestra

5.1.1. Determinacién del grado de acetilacion de la quitosana por FT-IR

Esta técnica brind6 informacién sobre los grupos funcionales y el grado de acetilacion (ver
tabla 1). Para el analisis por FT-IR de la quitosana de partida de Sigma Aldrich (DA=24,31%),
asi como de las quitosanas acetiladas y solubles en medio acido, se emplearon peliculas
delgadas, mientras que las quitosanas muy acetiladas e insolubles se analizaron por
reflectancia total atenuada (FT-IR-ATR). Por este (ltimo, la quitosana se puede medir
directamente, mientras que por transmision se debe conseguir una pelicula delgada y con

poca rugosidad.556¢

En la figura 8, se observan los espectros IR de la quitosana Sigma Aldrich por transmision y
por ATR. En la medicion por transmisién, todas las longitudes de onda atraviesan a la
muestra, mientras que por ATR se realiza un analisis superficial de la muestra, en donde la
profundidad de penetracion del haz esta en funcion de la longitud de onda y de la diferencia
entre el indice de refraccion de la quitosana y el cristal del equipo. El resultado en el espectro
de ATR (ver figura 8, espectro rojo) es una disminucion en la intensidad de las bandas a

mayores numeros de onda y un aumento de la intensidad a menores nimeros de onda.

Hay estudios empiricos para el calculo del DA a partir de espectros por transmision, en los
cuales se considera una relacién entre las intensidades de los picos a 1417 y 1313 cm™ para
el calculo. Por lo mencionado, en lo posible, se opta por usar un analisis por transmision
debido a que refleja mejor la composicién de la quitosana (afectado por el DA), ya que el haz
atraviesa toda la pelicula. Es por ello que en este estudio se optdé por emplear la
espectroscopia FT-IR por transmision, en lugar de ATR para el andlisis de las quitosanas
acetiladas y solubles, mientras que las insolubles fueron analizadas por ATR para hallar una

aproximacion del DA.
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Tabla 1. Asignacion de las sefiales de la quitosana por FT-IR.

Ndmero de onda (cm™) Asignacion
Estiramiento O-H, C-N del grupo
3450 _ :
amida y N-H del grupo amina
2919 — 2868 Estiramiento C-H (carbonos sp®)
1730 Estiramiento C=0 del grupo éster
1655 Estiramiento C=0 de la amida
1580 Flexion N-H del grupo amida
1420 Flexion N-H de la amina
Flexién C-H del -CH; del grupo
1380 .
amida
1320 Estiramiento C-N del grupo amida
Tensién asimétrica C-O-C del enlace
1154 ¥y
glucosidico
Sefiales correspondientes a la
1080 — 896 A
estructura piranosica
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Figura 8. Comparacion de los espectros FT-IR de una pelicula de quitosana Sigma Aldrich

por ATR (rojo) y transmision (negro) de 4000 a 400 cm™.

En la figura 8 se puede apreciar que, por un lado, las sefiales a mas de 3000 cm™ no varian
significativamente, debido a que la banda a 3450 cm™ agrupa las vibraciones pertenecientes

a los grupos hidroxilos (OH), vibraciones intermoleculares CO—-NH del grupo amida y las
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vibraciones N-H intramoleculares de los grupos amina.®” Ademas, las sefales a 2868 y

2919 cm se deben a las vibraciones de enlaces carbono sp? con hidrogeno (C-H).*

Por otro lado, los cambios mas notorios estan en el rango comprendido entre 1400 y
1700 cm™ que se pueden apreciar mejor en la figura 9, que cubre los nimeros de onda entre
2000 y 400 cm™. Estos se deben al grado de acetilacién de la quitosana, asi como a las
vibraciones CO-NH de la amida como es el caso de la banda ancha a 1655 cm?, la cual se
solapa con una sefial menos intensa a 1630 cm™. Esta sefal ancha se divide en dos por la
influencia de puentes de hidrogeno o la presencia de un enol en el resto de la amida, en el
caso de una alta acetilacién (DA>70%).%85° Siguiendo con la asignacion de las bandas, la que

se encuentra a 1580 cm™ se debe a la flexion del enlace N—H de la amida secundaria.f87071

La absorcion a 1380 cm™ resulta de la vibracion de flexion C—H en el CO-CHjs, lo cual indica
la presencia de unidades acetiladas en la cadena de quitosana. Esta sefial disminuye en
intensidad a medida que el grado de acetilaciéon disminuye.” De igual forma la sefial a 1313
y a 1417 cm™ resulta del estiramiento del C—N de la amida de los residuos acetilados y de la
flexion de los N-H de los residuos no acetilados, respectivamente. Por otra parte, las sefiales
menores a 1200 cm?® 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 sefiales indican la acetilacion

de la glucosamina.

Para terminar, la sefial a 1154 cm™ se asocia a la tensién asimétrica del puente que forma el
enlace glucosidico (C—O-C).**%° De igual forma, las sefiales a 1080 y 1029 cm corresponden
a estiramientos de los grupos alifaticos en su esqueleto, propios de su estructura piranésica,
ademas de indicar a la unidad acetilada, ya que se relaciona con el estiramiento de C=0 de
la amida.” Por ultimo, la sefial que se encuentra a 896 cm™ se relaciona a la tensién C-H de

los carbonos anoméricos en la quitosana.®®
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Figura 9. Espectro FT-IR de una pelicula de gquitosana Sigma Aldrich por ATR (rojo) y
transmision (negro) de 2000 a 400 cm™.

La importancia de las sefiales a 1417 y 1313 cm™ se asocia al calculo del DA (ver ecuacion
4; 1.1.6. caracterizacion) en el que la reducciéon de la intensidad de la sefial a 1419 cm?y el
aumento de la sefial a 1320 cm™ indican un aumento en el DA. El espectro FT-IR (ver figura
10) y el célculo del DA de la quitosana Sigma Aldrich con las lineas base segun la ecuacion

4 propuesta por Brugnerotto et. al.>? se muestra a continuacion:
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Figura 10. Espectro FT-IR de la quitosana Sigma Aldrich con lineas base para el calculo del
DA en el rango de 2000 a 400 cm™,

)

8,71

DA (%) = 31,92 x —— — 1,22

DA = 29,16%

Los espectros y el calculo del DA de la quitosana Sigma Aldrich por FT-IR-ATR con
transmitancia y absorbancia se muestra en el anexo 1. Los calculos resultaron en valores
aproximados, debido a que, por ser ATR, la penetracién del haz en la muestra depende de la
longitud de onda, lo que genera una variacion en la intensidad relativa de las sefiales. 2 Otro
punto importante es que, aunque en la ecuacion 4 (1.1.6. caracterizacion) se menciona la
altura de la absorbancia de la sefial, se hallé6 que no hay mucha diferencia al emplear la
transmitancia. Por ello, se opt6 por usar solo los espectros de transmitancia para el célculo

del DA. El espectro FT-IR y el célculo del DA de la quitosana Q-10 se muestra en el anexo 2.
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5.1.2. Determinacion del grado de acetilacién de la quitosana por *H-RMN

Se siguié la norma de la ASTM, F2260-03 (2012) para el andlisis de la quitosana por *H-RMN.
Este método es valido para la determinacion del grado de acetilacién comprendido entre 1 a
50 % de acetilacion de cloruro de quitosana en medio acuoso &cido deuterado. Las muestras
fueron analizadas a 70 °C para reducir su viscosidad y poder desplazar las sefiales de los
hidrogenos del solvente (agua) a un area fuera de interés para analisis. Debido a que la sefal
del solvente se solapa con la sefial del proton H3 de la unidad desacetilada (ver figura 11),
no se considera esta sefial para el calculo del grado de acetilaciéon. En el espectro H-RMN
de la muestra de quitosana Sigma Aldrich mostrada en la figura 11, se asignaron los

desplazamientos de los protones y sus integrales para el calculo del grado de acetilacion.

T
0.5 0.0 ppm

Figura 11. Espectro de *H-RMN de cloruro de quitosana (Sigma Aldrich, lote: STBG5137V)
en DCI/D,0O a 70 °C y 500 MHz, DA=24,31%.
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5 (ppm)

Protén
D A
H1 4,84 — 4,86 (doblete) 4,54 — 4,58 (doblete)
H2 3,15 — 3,19 (triplete)
3,56 — 3,87

H3 4,22 — 4,28 (doblete) (multiplete)
H4 - H6 | 3,56 — 3,87 (multiplete)

H7 - 2,01 (singulete)

7

(A) (D)

Figura 12. Estructura y desplazamientos quimicos en el espectro *H-RMN de la quitosana
en D,O/DCl a 70 °C y 500 MHz.

A diferencia de la norma, en la que se usa TMSP como referencia, la referencia usada para
los espectros de las quitosanas fue la sefial del acido acético que se encuentra presente en
la solucién, la cual aparece a 2,01 ppm.® Ademas, no se uso la sefial del solvente (D-0)
como referencia, debido a que se opté por suprimir esta sefial selectivamente, por
presaturacion y asi mejorar la relacién sefial/ruido en el espectro.”? Los espectros
cuantitativos fueron ajustados segun el desplazamiento quimico del protdén del acido acético
a 2,01 ppm. Esto fue necesario, para que asi se pudiera comparar los cambios en las
intensidades de los picos H1A y H1D (ver figura 12). La importancia de estas sefiales también
se asocia al célculo del grado de acetilacion (ver ecuaciones 1-4) en el que los valores
grandes de la integral de la sefial H1A se relacionan a quitosanas con un alto DA. A lo largo
de los andlisis, los desplazamientos de los protones no variaron, inicamente sus integrales;
por ello, el espectro de la quitosana Sigma Aldrich (ver figura 11) se emple6é como referencia

para el ajuste del eje del desplazamiento quimico de todas las muestras de quitosanas
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acetiladas. El calculo del DA de la quitosana Q-10 (ver anexo 3) y de la quitosana Sigma

Aldrich se muestra a continuacion:

) _ _ 1,012 + 1,106
Proporcion de unidades desacetiladas: f] = 1,059
0,345 + 1'0300
Proporcion de unidades acetiladas: > = 0,340

0,340

e 0/ — 0
1059 1 0.340] * 100% = 2431%

Los valores obtenidos del DA de la quitosana Sigma Aldrich mediante las técnicas de *H-RMN
(24,31%) y FT-IR (29,16%) difieren debido a que en el célculo en el caso de la espectroscopia
IR se emplea un modelo empirico, hallado a partir de una relacion de alturas de las sefiales
a una linea base, y la ecuacion se obtiene a partir de muchas muestras de quitosanas con
diferentes grados de acetilacion de varios estudios previos, mientras que por la técnica de *H-
RMN, el DA se calcula en funcién de las areas de las sefales y por lo tanto, independiente

de otras muestras de quitosana.

5.1.3. Andlisis del peso molecular y su distribucion de la quitosana por GPC

La distribucién de las masas molares de las quitosanas de partida y de las acetiladas fueron
determinadas por el analisis por GPC. Primero, se realiz6 una curva de calibracion
convencional con estandares de pululano (PSS, Polymer Standar Service) disueltos en la
solucion tampon de pH=4,5 (NaOAc/HOAc). Se emplearon siete estandares en el rango de
10 — 2500 kDa, cuyos bajos indices de polidispersion (PDI) certificaron la uniformidad en la
distribucion de los tamafios de sus cadenas (ver tabla 2). Se empleé pululano por la falta de
estandares comerciales de quitosana y por tener cierta semejanza en cuanto a su estructura
por estar conformada por unidades de B-D-glucopiranosa; sin embargo, el pululano es un
polisacarido neutro y, por lo tanto, no forma un polielectrolito catiébnico, como si ocurre en el
caso de la quitosana. Asi, el analisis por GPC de una muestra de quitosana da como resultado

un valor de peso molecular de pululano que ocupa el mismo volumen.
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Tabla 2. Estandares de pululano PSS utilizados para la curva de calibracion para del GPC.
Datos reportados por el fabricante.

Pululano M, (kDa)* | M, (kDa) Mn (kDa) PDI”
PSS-Pul10K 9,6 10 9,2 1,09
PSS-Pul50K 47,1 48,8 45,5 1,07
PSS-Pul110K 107 113 100 1,13
PSS-Pul200K 194 200 184 1,09
PSS-Pul400K 337 348 310 1,12
PSS-Pul800K 708 805 636 1,27
PSS-Pul2.5M 2350 2560 1720 1,49

*Mp=peso molecular de la cadena mas abundante.
**PDl=indice de polidispersion (Mw/Mp).

Con el programa OmniSEC se realiz6 la curva de calibracion convencional (primer orden) y
la interpolacion con un ajuste lineal (curva de mejor aproximacion segun el fabricante de la
columna usada).” De esta manera, se pudieron determinar los pesos moleculares de las

quitosanas acetiladas relativos a los estandares de pululano segun su volumen de retencién.

En la figura 13, se observa que las cadenas mas grandes eluyen de la columna a un menor
volumen de retencién, como es de esperar, ya que no ingresan a las cavidades porosas mas
pequefias del material empacado a lo largo de la columna. Es decir, que este comportamiento
es debido al volumen hidrodinamico en solucién y, por ende, al tamafio de las cadenas del

polimero.
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Figura 13. Cromatogramas de estandares de pululano, en solucion tampén de NaOAc 0,1
M/HOAc 0,2 M, a un flujo de 0,5 mL/miny 35 °C.

En la misma figura 13, se observa un pico a 10,15 mL, el cual aparecié en todos los
cromatogramas sin excepcioén. Este pico aparecio también al inyectar inicamente la solucion
tampoén. Este pico es un efecto del solvente y se le conoce como sefal fantasma, estas
sefiales son comunes cuando se emplean detectores de indice de refraccion. Pueden variar
de intensidad con el incremento de la concentracion y el tiempo de almacenado de la solucion

tampén.’ "

En la figura 14, se muestran los cromatogramas de la quitosana Sigma Aldrich inicial, la
quitosana Q-10 y los estandares de pululano; en esta figura se observa que la quitosana

Sigma Aldrich (cromatograma superior) posee un mayor ancho de banda que la de los
estandares. De igual forma, se observa en el caso de la quitosana Q-10 (cromatograma

inferior). Es decir, que existe una mayor dispersion de pesos moleculares en la quitosana
Sigma Aldrich inicial y de la quitosana Q-10. El indice de polidispersion (PDI) es una medida
de esta dispersion de poblacién respecto de los pesos moleculares de las cadenas de
guitosana. Mientras este valor de PDI se aleje de 1, se entiende por ello que existe una mayor
dispersién, como se observa en el caso del PDI de la quitosana Sigma Aldrich inicial, cuyo

valor es de 7,221 y del caso de la quitosana Q-10, cuyo valor es de 4,667, a comparacion de
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los valores del PDI mostrados en la tabla 2 para los estandares de pululano, los cuales son
cercanos a 1.

Pululan_10 k

Pululan_50 k

Pululan_110 k TN
6,80

Pululan,

ulula
“ululan_800
Pult

S / / \
Quitosana Aldrich { 612}/ 6.55 X AN
f A f \

indice de refraccién (mV)
T

53 6.0 7.0

Pululan_10 k
Pululan_50 k
Pululan_200 k
Pululan_400 k
Pululan_800 k

Pululan_2,5 M
Quitosana Q-10

Indice de refraccion (mV)

50

Volumen de retencién (mL)

. Volumen de Mw Mn Mp
uitosana ., *PDI
Q retencion (mL) (kDa) | (kDa) (kDa)
Sigma Aldrich 6,80 1632,0 | 233,6 582,6 7,221
Q-10 6,94 1206,4 | 259,4 455,7 4,667

*PDI=indice de polidispersion (Mw/M).
Figura 14. Cromatogramas y Mw promedio de la quitosana Sigma Aldrich (DA=24,31%) (A),

y de la quitosana Q-10 (DA=10,66%) (B) comparadas con los estandares de pululano.
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5.1.4. Anadlisis de laviscosidad intrinseca

El estudio por viscosimetria capilar de la quitosana se realiz6é con una solucién tampén de 0,2
M HOAc / 0,1 M NaOAc a 30 °C, condiciones reportadas en un estudio por Wang et al. En
ese estudio se demostré que las constantes de Mark-Houwink (K y a, de la ecuacion 5)
dependen del grado de acetilacién de la quitosana, como se observa en la tabla 3.3

Tabla 3. Valores de las constantes Ky a segin DA de la quitosana en 0,2 M HOAc/0,1 M
NaOAc a 30 °C. Tomado de Wang et al (1991).5

DA (%) K (x102 cm3/g) a
31 0,104 1,12
16 1,424 0,96
9 6,589 0,88
0 16,800 0,81

Con estos datos, Wang et al propusieron dos ecuaciones para obtener las constantes Ky aq,

para cualquier DA en el rango estudiado,®® las cuales son las siguientes:

K = 1,64 x 1073°(100 — DA)* (r = 0,992) Ecuacién 15

a=-1,02x10"2(100 — DA) + 1,82  (r = 0,996) Ecuacién 16

Las constantes para cada quitosana se muestran a continuacion:

Quitosana Sigma Aldrich

K =1,64x1073°(100 — 24,31)*
K=0,332x10"3 cm3/g
o =-1,02x1072(100 — 24,31) + 1,82

a=1,05mL/g
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Quitosana Q-10

K =1,64x1073°(100 — 10,66)**
K =3,438x10"3 cm3/g
o =—1,02x1072(100 — 10,66) + 1,82

a=0,91mL/g

Para el caso de las quitosanas acetiladas (DA>31%), las cuales se alejan de los valores de
la tabla 3, se aproxim6 usando las constantes K y a correspondientes a un DA=31%. Las
constantes Ky a se asocian a la conformacion de las cadenas de quitosana en solucién y en
la interaccién entre las cadenas de la quitosana. Esto se ve reflejado en los valores de la
viscosidad intrinseca [n] de la quitosana Sigma Aldrich y de la quitosana Q-10 (ver figuras 15
y 16), los cuales fueron 636,4 mL/g y 736,7 mL/g, respectivamente. También, haciendo uso
de la ecuacién de Mark-Howink (ecuacién 5) se hall6 los pesos moleculares de viscosidad
(My) de la quitosana Sigma Aldrich y de la quitosana Q-10, los cuales fueron 962,5 kDa vy
721,4 kDa, respectivamente. Se puede observar que la viscosidad de la quitosana Sigma
Aldrich es menor que el de la quitosana Q-10, esto se podria deber a la existencia de un
mayor nimero de unidades amina protonadas a lo largo de la cadena, los cuales hacen que

la cadena se extienda.

Ademas, se puede apreciar que los M, hallados, comparados a los valores de peso molecular
obtenidos por GPC, se encuentra entre el My y el My, My=1632 > M\,=962 > M,=233 kDa
(quitosana Sigma Aldrich) y My=1206 > M,=721 > M,=259 kDa (quitosana Q-10). Debido a
gue el My es un promedio ponderado de todos los pesos de las cadenas de la quitosana,

posee un valor mas cercano al M.
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Quitosana Sigma Aldrich (DA=24,31%)

[Quitosana] g0 1232x10° 1,027 x 10° 8,800 x 104 7,700 x 10*

(g/mL)

t promedio (S) 33,87 70,08 62,82 57,80 54,15
nr - 2,07 1,85 1,71 1,60
Nsp - 1,07 0,85 0,71 0,60
N red - 867,80 832,42 802,84 777,41
N inh - 590,20 601,64 607,32 609,26

[n]=636,38 mL/g
K=0,332x102 cm?/g a=1,05 mL/g M,=962,5 kDa
900 4
y=629,40+195104,55 x

800 4 R*=0,997
=)
E 700 Promedio = 636,38 mL/g
;
@
8 6004
(/2]
o)
O
0 y=643,35-42196,77x
> 5004 R?=0,962

®  viscosidad reducida
400 A viscosidad inherente

! | ! | ! I ! |
0,0000 0,0003 0,0008 0,0009 0,0012
Concentracion (g/mL)

Figura 15. Resultados de viscosimetria capilar, y gréaficas de viscosimetria reducida e
inherente de la quitosana Sigma Aldrich (DA=24,31%).
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Quitosana Q-10 (DA=10,66%)

[Quitosana] g, onte 1216 x10° 1,013x10° 8,686 x10* 7,600 x 10

(g/mL)
t promedio (S) 34,08 77,83 68,77 62,51 58,24
Nr - 2,28 2,02 1,83 1,71
N sp - 1,28 1,02 0,83 0,71
N red - 1055,65 1004,58 960,44 932,79
N inh - 679,10 692,86 698,41 705,08
[n]=736,67 mL/g
K=3,438 x 10 cm?/g a=0,91 mL/g My=721,4 kDa
1100 S
1000 - y=725,81+272224,97 X
R?=0,008
O 9004
-
£
~ Promedio = 736,67 mL/g
® 800+
ie)
w
O
?
= 700
y=747 54-55652,35X
R?=0,988
600 m viscosidad reducida
A viscosidad inherente
500 T T T T T T T T
0,0000 0,0003 0,0006 0,0009 0,0012

Concentracién (g/mL)

Figura 16. Resultados de viscosimetria capilar, y gréaficas de viscosimetria reducida e
inherente de la quitosana Q-10 (DA=10,66%).

La quitosana es un polielectrolito catidénico en solucion, por lo que las cargas a lo largo del
esqueleto afectan la conformacién de la cadena dependiendo de la fuerza iénica del medio.
Por ello la fuerza idnica es otro factor a tener en cuenta en la caracterizacion de la viscosidad
intrinseca. Se observé que con el incremento de la fuerza iénica (ver figuras 17 y 18), a tres
veces la concentracion de la solucion tampdn, la viscosidad intrinseca de la quitosana Sigma
Aldrich se redujo de 636,4 a 379,4 mL/g y se obtuvo una reduccién del M, de 962,5
a 588,1 kDa. Mientras que para la quitosana Q-10, la reduccion fue de 736,7 a 631,6 mL/g y
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la reduccién en el M, fue de 721,4 a 609,2 kDa. Esto es debido a que se produce un mayor
efecto de apantallamiento en la quitosana Q-10, que suprime la repulsion electroestatica entre
las cargas a lo largo de la cadena en sus abundantes unidades desacetiladas.”®

Quitosana Sigma Aldrich (DA=24,31%)-concentrado

[Quitosana] g, 0nte 1216 x10° 1,013x 10° 8,686 x 10¢ 7,600 x 10°

(g/mL)
t promedio (S) 37,18 58,62 54,37 51,56 49,55
nr - 1,58 1,46 1,39 1,33
N sp - 0,58 0,46 0,39 0,33
N red - 474,22 456,33 445,21 437,68
N inh - 374,43 375,09 376,40 377,84
[n]=379,41 mL/g
K=0,332 x 10 cm®/g a=1,05 mL/g Mv=588,1 kDa
500 4
y=375,81+80399,18x
450 - R2=0,997
o
.|
é Promedio = 379,41 mL/g
® 400
hel
w
o
O
0
> y=383,00-7327,22x
350 + R2=O,915
®  viscosidad reducida
A vyiscosidad inherente
300 T T T T T T T T
0,0000 0,0003 0,0006 0,0009 0,0012

Concentracion (g/mL)

Figura 17. Resultados de viscosimetria capilar, y graficas de viscosimetria reducida e
inherente de la quitosana Sigma Aldrich (DA=24,31%) en 3 veces la concentracion de la
solucién tampon.
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Quitosana Q-10 (DA=10,66%)-concentrado

[Quitosanal gy ente 1,212x10° 1,010x 10° 8,657 x 10 7,575 x 10

(g/mL)
t promedio (S) 37,18 77,53 68,75 63,30 59,54
nr - 2,09 1,85 1,70 1,60
N sp - 1,09 0,85 0,70 0,60
N red - 895,49 840,64 811,50 793,84
N inh - 606,37 608,58 614,65 621,56
[n]=631,62 mL/g
K=0,332 x 10 cm?®/g a=1,05 mL/g Mv=609,2 kDa
900 -
y=619,09+224978,29x
2
R“=0,988
§ 800 S
|
£
= Promedio = 631,62 mL/g
@ 7004
S
[72]
O
[&]
0
> 600
y=644,14-32612,69x
R’=0,885
m  viscosidad reducida
500 A viscosidad inherente
0,0000 ' 0,0;)03 I 0,0606 l 0,0609 l 0,0612

Concentracion (g/mL)

Figura 18. Resultados de viscosimetria capilar, y gréaficas de viscosimetria reducida e
inherente de la quitosana Q-10 (DA=10,66%) en 3 veces la concentracion de la solucion
tampon.
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5.2. Acetilacion de la quitosana

5.2.1. Acetilacion con anhidrido acético

Para este estudio se partio de la quitosana Sigma Aldrich (DA=24,31%, Mw=1632 kDa) y de
la quitosana Q-10 desacetilada por el Grupo de Modificacion de Materiales (DA=10,66%,
Mw=1206 kDa). La reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente, ya que se busco
preservar el tamafio de las cadenas, minimizando el efecto de la hidrélisis del enlace
glucosidico por el aumento de la temperatura en medio acido (ver 5.3.1). La reaccioén se llevo
a cabo a distintas razones de moles de anhidrido acético/moles de amina libre en la quitosana
(Anh/GIcN), como se observa en la tabla 4. En esta se muestra los DA hallados por la
acetilacion de la quitosana Sigma Aldrich, la cual se estudié hasta una razén Anh/GIcN de 15,
mientras que para el caso de la quitosana Q-10, hasta una razén Anh/GIcN de 25. Ademas,
se preparé una solucién en paralelo a las soluciones de reaccibn como una soluciéon de
control, la cual pas6 por el mismo proceso que las otras muestras, pero no se le afiadid
anhidrido acético, con el objetivo de comparar el efecto en el Mw por la exposicion de la

quitosana al medio &cido en el mismo tiempo que la reaccion de acetilacion.

Durante la reaccion, los grupos hidroxilo en la cadena de la quitosana (ver figura 19A)
compiten con los grupos amina por el anhidrido acético, por lo que también se generan
ésteres (ver figura 19B). Estos ésteres fueron hidrolizados selectivamente con un tratamiento
con KOH a 5% (w/v) en metanol por 5 horas posteriormente a la reaccién de acetilacion (ver
figura 19C).
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Tabla 4. Grados de acetilacion resultantes de la acetilacion de las quitosanas Sigma Aldrich
y Q-10 tratadas a distintas razones Anh/GIcN.

Quitosana Sigma Aldrich Quitosana Q-10
Anh/GIcN DA (%) Anh/GIcN DA (%)
0 24,31 0 10,66
1 30,17 - -
2 32,71 - -
5 37,87 5 28,55
9 43,53 - -
10 46,15 10 36,29
12 48,69 - -
14** 50.47 - -
15** 50,63 15 42,52
- - 20 46,69
- - 25** 50,60

* DA medido a partir de *H-RMN, espectros en Anexo 4

** Parcialmente insolubles
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Anhidrido acético

KOH/MeOH
0 o °
© o \( o0 )\ o \‘{
NH

OH OH OH

Figura 19. Estructura de la quitosana (A), producto de acetilacién (B) y producto de
hidrdlisis (C).

En la figura 20, se observan los espectros de FT-IR-ATR de la quitosana Sigma Aldrich
(espectro rojo), la quitosana acetilada y sin el tratamiento con KOH (espectro verde), y la
guitosana acetilada y con el tratamiento con KOH (espectro negro). La razén Anh/GIcN usada
para esta reaccion fue de 30, lo que resultd en una quitosana insoluble por su alto DA, el cual
se estim0 a partir de su espectro por FT-IR-ATR. En los espectros de la figura 18, las sefales
menores a los 2000 cm™ presentan la mayor variacién, ya que en esta zona se observa el
efecto del DA en las intensidades de los picos. La banda a 1655 cm?, la que se asocia al
estiramiento C=0 de la amida aumenta en intensidad (ver espectro negro) respecto de la
quitosana Sigma Aldrich inicial (ver espectro rojo), mientras que la banda a 1580 cm
disminuye su intensidad por el aumento de grupos acetilo en la quitosana.®® Ademas, se
observa en la figura 20 (ver espectro verde) la presencia de un pico a 1730 cm?, el cual es
caracteristico en ésteres por el estiramiento C=0, por lo que indica la esterificacién de los
hidroxilos de la quitosana. En la misma figura se compara el antes (espectro verde) y después

del tratamiento con KOH (espectro negro), lo cual demuestra que la hidrolisis de los ésteres
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es completa después del tratamiento con la base. Es de notar que no se observa la presencia
de anhidrido acético (no reaccionado), ya que no se observan sus picos a 1832y 1761 cm™.
Esto se debe al proceso de didlisis, el cual eliminé tanto el anhidrido acético que no reacciono,

como el acido acético de la solucién.

(A)
| —— A-\\‘
;‘ / l\
-\ ¥ \ 1
\\ /\ // n\ \/ﬁ \\
\ / J \
\ / \
(B)
| \ 7L =
‘ TR Y R [
| \/ “‘ v .‘;“ﬂ“\ /‘U \
Y | 5 | A
v \" \ P
| | , il
™
x!"\\ /
Vi/
v
©
v
v v
8
S
v I * | L | * I v | v 1
2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Numero de onda (cm™)

Figura 20. Espectros de FT-IR-ATR, en el rango de 2000 a 400 cm™, de quitosana Sigma
Aldrich (A), quitosana acetilada (B), y quitosana acetilada luego del tratamiento con KOH
(C). Reaccion con Anh/GIlcN=30.

Se calcul6 el grado de acetilacién de la quitosana acetilada a una razén de Anh/GIcN de 30
empleando una férmula usada para espectros por transmision (ver ecuacion 4, 1.1.6.
caracterizacion), reportada por Brugnerotto et. al.>? Sin embargo, como la quitosana acetilada

resultd ser insoluble, se realizé el calculo a partir del espectro por ATR (comparaciéon entre
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absorbancia y transmitancia en anexo 5). El DA obtenido por esta aproximacion fue de

98,10%. El calculo y el espectro (ver figura 21) con la linea base se observan a continuacion:

6,323
DA (%) = 31,92 x —1,22

2,032
DA = 98,10%

100 —

Transmitancia (%)

! I
2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 21. Espectro FT-IR-ATR de la quitosana acetilada con Anh/GIcN=30 con lineas base
para el célculo del DA.

En la figura 22 se observan los espectros FT-IR por transmisién de dos quitosanas acetiladas
de Sigma Aldrich con Anh/GIcN de 1y 15. En estos, las sefiales a mas de 3000 cm™ no varian
significativamente; sin embargo, las sefiales a menos de 2000 cm™? presentan la gran
variacion, principalmente, entre 1700 y 1500 cm™* que, como ya se discutié antes, comprende
a las sefales de las vibraciones correspondientes a las unidades acetiladas y desacetiladas.
En este rango se aprecia el aumento de la intensidad del pico a 1655 cm™ (espectro rojo) por

el aumento de las unidades acetiladas en la quitosana.
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Figura 22. Espectro de FT-IR de peliculas en el rango de 2000 a 400 cm™de guitosana
Sigma Aldrich acetiladas con Anh/GIcN de 1 (DA=30,17%) y 15 (DA=50,63%).

Un efecto similar en la variacion de las intensidades de las sefiales se observa en la figura
23, en la que se muestra los espectros de RMN de las quitosanas Q-10 acetiladas a distintas
razones de Anh/GIcN, las cuales van de 0 (solucién control) a 25, en intervalos de 5. En el
caso del pico H1A (6=4,55 ppm), se observa un aumento en la intensidad de la sefial con el
aumento de la razén Anh/GIcN, la cual indica la acetilacién por el aumento de las unidades
acetiladas (A). Por el contrario, en el caso del pico H1D (6=4,85 ppm), se observa una
disminucion de la sefial con el aumento de la razén Anh/GIcN, la cual indica la disminucion
de las unidades desacetiladas (D). El rendimiento promedio hallado en funcién de las moles,
ya que el peso molecular se halla en funcién de la proporcién de las unidades acetiladas, fue
de 98.2%.

a7



Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacibn: 5,000 s
Pulso: 90°

Temperatura: 70°C
Anh/GIcN = 5, DA=28,55% P

Anh/GlcN = 10, DA=36,29%
Anh/GlIcN = 15, DA=42,52%
Anh/GIcN = 25, DA=50,60%

H1A

5.0 4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 ppm

Figura 23. Espectros de *H-RMN de cloruro de quitosanas (Q-10, DA=10,66%) acetiladas a
distintas razones Anh/GIcN.

5.2.2. Acetilacion con cloruro de acetilo en [AMIM]CI

Como demostré Liu et al, durante la reaccién entre el cloruro de acetilo y la quitosana en el
liquido i6nico, cloruro de 1-alil-3-metilimidazolio ([AMIM]CI), se forma &cido clorhidrico y este
puede generar la reduccion del tamafio de la quitosana en tiempos prolongados de reaccion
que, a su vez, reducen el rendimiento de recuperacion de la quitosana.’” Por ese motivo, se
mantuvo el mismo tiempo de reaccién de 6 horas en todas las reacciones. Ademas, se
prepard una solucion control, a la cual no se le afiadi6 el cloruro de acetilo, con el objetivo de
comparar el comportamiento de la quitosana en el liquido iénico. Todos los productos de las
reacciones resultaron insolubles en medio acuoso &cido, por lo que se optd por un andlisis

por FT-IR-ATR para aproximar el DA.

En el proceso de disolucion de la quitosana en el liquido i6nico, se observé que la quitosana
se hincha y se torna del color anaranjado del liquido i6nico; sin embargo, no se disuelve por
completo. También se observd, al precipitar la quitosana después de la reaccion, que esta
fue dificil de separar del liquido i6nico y que, incluso después del tratamiento post reaccion

con KOH, la coloracién persistio.

Como se observa en la figura 24, se preparé una muestra control, a la cual no se le hizo
reaccionar con el cloruro de acetilo (Ver figura 24A). También se aprecia que el cloruro de
acetilo reaccioné con los grupos hidroxilos, debido a la presencia del pico a 1730 cm™? (ver

figura 24B) y con los grupos amina a lo largo de las cadenas de la quitosana, por el aumento
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del pico a 1318 cm™ (amida) y la disminucién del pico a 1418 cm™ (amina) (ver figura 24C).
En esta reaccion se emple6 una razén de AcCl/GIcN=6 y el DA de la quitosana control (A)
hallado usando la ecuacion 4, a partir de su espectro por FT-IR-ATR, fue de 24,41%. El
rendimiento promedio hallado en funcién de los moles fue de 26.5%.

A)

S 173 L H
|,Ip|| (ru J"\
\JI \
.
/ o
C)
/’ fﬂ"_—-—ﬂ\\
{
{0
F
1418
1318 \
| -,
Hr
T [ ! | | ! I | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)

Figura 24. Espectros de FT-IR-ATR de quitosana control (A), después de la
reaccion de acetilacion (B) y luego del tratamiento con KOH (C). Reaccion con
AcCl/GIcN=6.
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El DA aproximado del producto (C) hallado usando la ecuacion 4 fue de 96,56%. El calculo y
el espectro con la linea base de la quitosana acetilada con una razén AcCl/GIcN=6 (figura
25), se observan a continuacion:

,481
04 — _
DA (%) = 31,92 * 1136 1,22
DA = 96,56%
100 4
90
o /
& 804
.©
8 1418 1320
__g 70 4
£
&
© 60
-
50 4
40
! I ' [ ! I ' 1 ! ] T I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 25. Espectro FT-IR-ATR de la quitosana acetilada con AcCI/GIcN=6 con
lineas base para el calculo del DA.

Para la razén de AcCl/GIcN=2, el DA hallado usando la ecuacioén 4 fue de 65,27%. El calculo
y el espectro con la linea base (figura 26) se observan a continuacion:

,608
0, — —
DA (%) = 3192 55— 122
DA = 65,27%
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Figura 26. Espectro FT-IR-ATR de la quitosana acetilada con AcCIl/GIcN=2 con
lineas base para el calculo del DA.

La reaccion con cloruro de acetilo en el liquido iénico [AMIM]CI demostré ser mas eficiente
para la acetilacion que con el método con anhidrido acético, ya que la reaccion entre la
quitosana y el cloruro de acetilo en un medio como el del liquido iénico [AMIM]CI se le podria
considerar ideal, esto debido a que la quitosana no se encuentra disuelta en un medio acido,
como si ocurre en la reaccion con anhidrido acético y por ello los grupos amina de la quitosana

no se encuentran protonados, lo que facilita su reaccion con el cloruro de acetilo.

Por un lado, con una razén AcCl/GIcN=6, se pudo llegar a acetilar a un valor mayor de
DA=90%, comparado al valor de DA con anhidrido acético a una razén cercana igual a 5, el
cual fue de un DA=28,5%. Por otro lado, por la alta reactividad del cloruro de acetilo, la
manipulacion de este requiere un mayor cuidado, a diferencia del anhidrido acético. Incluso
las condiciones de la reaccion como una atmdsfera de nitrégeno, para evitar la hidratacion
del liquido i6nico y reacciones paralelas por la humedad del ambiente, y calentamiento a
78 °C, lo vuelven mas dificil de manejar, a diferencia de la baja temperatura (temperatura

ambiente) de la reaccion con el anhidrido acético.
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Otro punto importante a mencionar es la purificacion del producto obtenido en el liquido i6nico,
el cual requiere de mas etapas, como centrifugar, disolver, dializar, lavar repetidas veces con
metanol y liofilizar, a diferencia del método con anhidrido acético, el cual posee menos pasos
en el tratamiento post reaccion. Como consecuencia se obtiene un menor rendimiento

(26,4%) que con el método con anhidrido acético (98,2%).

5.3. Control del peso molecular de la quitosana

5.3.1. Reduccion del peso molecular en medio acido

En el estudio de la reduccién del peso molecular de la quitosana en medio acuoso acido, se
variaron dos parametros, el tiempo y la temperatura de almacenamiento. La quitosana Sigma
Aldrich se disolvié en la solucion tampdén de &cido acético 0,2 M y acetato de sodio 0,1 M
(pH= 4,5). Esta solucién se dividi6 en tres partes iguales y se almacen6 en viales a 4, 20y 50
°C, como se observa en la tabla 5. El estudio se extendié hasta los 42 dias de almacenamiento
de la quitosana en esta solucion acida. Ademas, se observa que la masa molecular de la
guitosana Sigma Aldrich se reduce en mayor proporcion con el aumento de la temperatura
en el mismo periodo de tiempo. También, se observa una mayor disminucion en el indice de
polidispersion (PDI) con el aumento de la temperatura en los primeros 14 dias de exposiciéon

de la quitosana en la solucidn acida.

En lafigura 27, se observan el desplazamiento de las curvas en los cromatogramas a distintas
temperaturas y tiempos de exposicion. El desplazamiento es hacia la derecha partiendo de
la quitosana inicial indicada como 0D (cero dias), hasta 42D (cuarenta y dos dias). Esto se
debe a que, al reducirse el tamafio de las cadenas de la quitosana y con ello el volumen
hidrodinamico de estas, las cadenas pueden interactuar mas tiempo con las cavidades del

material empacado en la columna y esto genera un mayor volumen de retencion.
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Tabla 5. Efecto del tiempo en el peso molecular y el indice de polidispersion de la quitosana

a4,20y 50 °C.
Tiempo 4°C 20 °C 50 °C
(dias) My (kDa) PDI My (kDa) PDI M (kDa) PDI

0 1587,3 6,066 1587,3 6,066 1587,3 6,066
14 1203,0 5,075 1070,0 4,844 690,9 4,102
28 1104,5 4,991 914,1 4,628 549,6 3,734
35 1043,0 4,516 868,8 4,350 510,0 3,928
42 998,34 4,300 810,0 3,302 404,4 4,147

*cromatogramas GPC en Anexo 6

indice de refraccion (mV)

Volumen de retencién (mL)

Figura 27. Cromatogramas de quitosana disuelta, almacenada hasta 42 dias, a 50 °C

5.3.2.

Reduccion del peso molecular por ultrasonido

Se estudio la reduccion del peso molecular de la quitosana Sigma Aldrich con la aplicacion

de ultrasonido en intervalos cortos de 3 minutos, con descansos de 10 minutos en bafo de

hielo, y a periodos largos de 9 minutos seguidos. Esta diferencia se aprecia en la figura 28,

en la que se obtiene, luego de 9 minutos seguidos, un peso molecular de 858 kDa. Por el
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contrario, en el caso de la aplicacién de ultrasonido en intervalos con enfriamiento y agitacion
previa a cada exposicion se consiguié un peso molecular de 623 kDa. Esto se puede observar
también con el desplazamiento de los volimenes de retencion en los cromatogramas, los
cuales se van desplazando hacia la derecha e indican una reduccién en el tamafio del

polimero y un aumento en la interaccién con los poros en la columna.

Tratamiento (min) 0 3 3+3 3+3+3
Ancho medio {mL) 1,73 1,67 1,63 1,58 1,63
My (kDa) 1632 1046 755 623 858
3 minutos 3+3 minutos
0 minutos . rf' '/__’3+3+3 minutos
NN

ar 50 60 70 80 ap 93
Volumen de retencion (mL)

Figura 28. Cromatogramas de las quitosanas expuestas a ultrasonido a 9 min y a secuencia
de intervalos de 3 min.

En el caso de una exposicion prolongada al ultrasonido, como se observa en el caso de los 9
minutos seguidos (figura 28), la falta de una buena agitacién durante el proceso podria
generar una mayor reduccion del peso molecular de la quitosana en las proximidades de la
punta del sonicador; sin embargo, las cadenas de quitosana que se encuentran lejos de la
punta o cerca de las paredes del vaso, no sufren el efecto del ultrasonido con la misma
intensidad, debido a que la solucion es viscosa. Esto se puede apreciar con el célculo del
ancho de los picos a la mitad de la altura a partir de los cromatogramas (ver tabla en figura
28), ya que el ancho de los picos indica la dispersion de la muestra. El ancho del pico para la
reduccion del peso molecular luego de 3 aplicaciones de 3 minutos de ultrasonido fue de 1,58

mL (color azul), mientras que el ancho del pico luego de la aplicacion de ultrasonido por 9
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minutos continuos (color mostaza) fue de 1,63 mL. Esta diferencia se debe a que
probablemente solo se cortaron las cadenas del polimero cercanas a la punta de sonicador,
mientras que las cadenas lejanas a la punta y de mayor peso molecular no se vieron afectadas

considerablemente.

Ademads, se estudid la reduccién del Mw a tiempos de exposicion al ultrasonido mayores a 9
minutos, con periodos de 3 minutos y descansos en bafio de hielo. Los resultados desde los
42 hasta los 123 minutos se observan en la tabla 6. En cuanto al rendimiento de recuperacion
de la quitosana, se obtuvo 83,2%, para un ensayo de 3 minutos aplicado 6 veces y con bafios
de hielo entre cada aplicacion. Esto se debe a las pérdidas de las cadenas mas pequefas en

los trasvases y en el proceso de didlisis.

Tabla 6. Resultados del peso molecular promedio en peso de la reduccién por ultrasonido
de 42 a 123 min.

Tiempo |, 51 60 72 84 93 102 111 123
(min)
M 285 236 218 185 171 158 150 146 131
(kDa)

La reduccion del tamafio de las cadenas de quitosana con la aplicacion de ultrasonido
demostré ser mas eficiente en cuestion de tiempo y energia, ya que, a diferencia del método
por hidrdlisis acida, en el que se obtuvo un Mw cercano a 404 kDa a 50 °C por 42 dias, con
la aplicacion de ultrasonido se obtuvo con 42 minutos (en intervalos de 3 min) un Mw cercano
a 285 kDa. Sin embargo, en el método con ultrasonido se debe tener un mayor cuidado en el
proceso de enfriamiento entre aplicacion, ya que se registr6 una variacion promedio de
40,6 °C entre las temperaturas, antes y después de la aplicacion de ultrasonido. Mientras que

con el método de hidrdlisis el proceso es mas simple.

5.4. Preparacion de quitosanas ‘a medida’

5.4.1. Grado de acetilaciéon ‘a medida’

Los valores del grado de acetilacion (DA) obtenidos por *H-RMN de la acetilacién de la
quitosana (ver tabla 4) muestran una relacion exponencial creciente. Esta tendencia se

observo tanto en la acetilacion de la quitosana Sigma Aldrich y la quitosana Q-10, como se
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observa en la figura 29. La primera (curva de tendencia a la izquierda), es descrita por la

siguiente ecuacion:

y = 61,93 — 35,39¢(~0,079%) Ecuacién 17

y la segunda (curva de tendencia a la derecha) es descrita por la siguiente ecuacion:

y = 62,44 — 73,98 (~0.052%) Ecuacién 18

. o . Anh
donde, para ambas ecuaciones, y = Grado de acetilacion y x = razon (ﬁ). Estas

ecuaciones se pueden usar para estimar el DA en funcion de la razén Anh/GIcN usada en
reacciones de acetilacién con anhidrido acético y en las que se emplee una quitosana de

partida de un DA cercano a la quitosana Sigma Aldrich o a la quitosana Q-10.
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Figura 29. Variacion del grado de acetilacion en funcién de la razon Anh/GIcN en los
productos de la acetilacion, a partir de quitosanas Sigma Aldrich (azul) y Q-10 (negro).
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Se comprobd la precision de la ecuacion 18 con una reaccion de acetilacion, en la que se uso
una razén Anh/GIcN de 7,06 y cuyo DA tedrico esperado fue de 32%. El DA hallado por *H-
RMN fue de 33,18%. El error obtenido fue de 3,68% al comparar el valor teérico y el
experimental. Ademas, se calculd la variacién del grado de acetilacion para la quitosana
Sigma Aldrich y Q-10 a una misma razon Anh/GIcN, y se hallé un incremento de 14 y 18%,
respectivamente, por lo que, conociendo el DA de la quitosana inicial, esta ecuacion se podria

usar como referencia para una estimacién del DA en funcién de la raz6n Anh/GIcN.

Durante la reaccion de acetilacion, se hall6é que el peso molecular de la quitosana control (sin
reaccionar con anhidrido acético), se redujo de Mw=1206 a 1179 kDa, por lo que se deduce
gue se produjo una reduccion del peso molecular de 2,3%, debido al tiempo que se encontré

en medio acido.

5.4.2. Peso molecular ‘a medida’

Se estudio la reduccién del peso molecular (Mw) a tiempos mayores que 9 minutos con
intervalos de 3 minutos y con enfriamiento en bafio de hielo entre cada aplicacién de
ultrasonido, ver figura 30. En esta figura se muestra el ajuste exponencial con los datos de la
tabla 6, a partir de los 42 minutos hasta los 123 minutos, en donde la reduccion del Mw
presenta una tendencia exponencial decreciente con el aumento del tiempo. El Mw obtenido

fue de 131 kDa a los 123 minutos y la curva de tendencia es descrita por la siguiente ecuacion:
y = 122114,77 — 554627,39¢(~0,02974x) Ecuacién 19
donde y = Peso molecular promedio en peso y x = tiempo. Esta ecuacién se puede usar

para estimar el Mw de la quitosana en funcién del tiempo total de exposicién al ultrasonido

(sin contar el tiempo del proceso de enfriamiento entre cada aplicacion de ultrasonido).
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Figura 30. Variacion del peso molecular en funcion del tiempo de exposicion al ultrasonido
de la quitosana Sigma Aldrich.

5.4.3. Efecto del ultrasonido en el grado de acetilacion

Se estudié también la influencia de la aplicacion de ultrasonido en el grado de acetilacion
(DA). Como se observa en la figura 31, se acetil6 la quitosana Sigma Aldrich a una razén de
anh/GIcN de 10 y se aplicé ultrasonido por 9 minutos seguidos a la quitosana inicial y a la
acetilada. La reduccion del peso molecular (Mw) después de la aplicacion de ultrasonido en
ambos casos fue de 43,3% y 55,3%, respectivamente. Como se explicé anteriormente, la
diferencia del Mw de la quitosana inicial (1632 kDa) y la quitosana acetilada (1712 kDa) no
se debe a un aumento en el nimero de las unidades repetitivas, sino a un cambio de
conformacion, y con ello de su volumen hidrodindmico. Por lo tanto, se asume que el nimero

de unidades no cambia por la reaccién y sus condiciones.

Ademas, en la figura 31, se observa que la variacion en el grado de acetilacion para la
quitosana inicial y de la quitosana acetilada, luego de la exposiciéon a 9 minutos prolongados
de ultrasonido fue de 0,41% y 0,87%, respectivamente. Sin embargo, existe evidencia en la
literatura sobre la desacetilacion por aplicacion de ultrasonido a tiempos mayores a 40

minutos continuos en solucién basica de hidréxido de sodio.*®
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Célculo de la variacion del DA luego de la aplicacion de ultrasonido:

Quitosana inicial

|24'4 —2%3] 100 = 0,41%
L * =
243 R0
Quitosana acetilada
|—45’7 — 461 100 = 0,87%
* =
46,1 SO0

Gitosana inicial Reaccion de acetilacion Quitosana acetﬂadh

DA: 24.3% — DA: 46,1%
Mw: 1 632 kDa Anh/GIcN = 10 Mw: 1 712 kDa
Ultrasonido Ultrasonido
9 min seguidos 9 min seguidos
Quitosana Quitosana acetilada y
cortada cortada
DA: 24,4% DA: 45,7%
926 My: 765 kDa

kMW: 926 kDa /

Figura 31. Esquema de acetilacion y reduccion del Mw de la quitosana Sigma Aldrich.

Ademads, se repitid el experimento con ligeras variaciones, como enfriamiento entre cada
aplicaciéon de 3 minutos, alcanzandose los 18 minutos totales de exposicion al ultrasonido con
otro lote de quitosana Sigma Aldrich (espectros 'H-RMN en anexo 7), en los que se obtuvo
un DA igual a 27,46% (inicial), 27,26% (9 minutos) y 27,62% (18 minutos). Esto indica que la

aplicacion de ultrasonido no afecta significativamente al DA.

5.4.4. Influencia del peso molecular y el grado de acetilacion en el volumen hidrodinamico
de la quitosana

Se hallé que el peso molecular (Mw) de los productos acetilados a distintos grados de
acetilacion (DA), partiendo del mismo lote de quitosana, presentaban diferencias en el peso

molecular promedio en peso, debido a que el volumen hidrodinamico depende de la
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conformacion que adopta la quitosana en solucién, y esta conformacion, a su vez, varia en

funcién de la proporcién de unidades acetiladas y desacetiladas (DA).

En la figura 32, se observa los cromatogramas de las quitosanas resultantes de la acetilacion
de Q-10 (10,56%) con distintas razones Anh/GIcN que dieron como resultado valores de DA
hasta 50,6%. En esta comparacidn, se puede observar que las quitosanas de diferentes
grados de acetilacién poseen volumenes de retencion cercanos, que van desde 6,85 hasta
7,04 mL.

DA (%)

10,56

indice de refraccion (mV)

T T T ]
50 60 70 80 90
Volumen de retencion (mL)

Figura 32. Comparacion de los cromatogramas de las quitosanas con diferentes grados de

acetilacion.

En la figura 33, se muestra los valores del Mw obtenidos de los cromatogramas de GPC de
la figura anterior y el DA de las muestras acetiladas. En esta figura se muestra el peso
molecular de la cadena mas abundante (Mp) y el peso molecular promedio en peso (Mw).
Debido a que el My es un promedio ponderado en funcién del peso de las cadenas de
polimero (ver ecuacion 12), se cumple que el Myw>M, para una misma muestra. Se observa
gue, aparentemente, hay una reduccién del My al pasar de un DA=10,6 a 28,55% y, por otro
lado, el My se incrementa casi linealmente hasta llegar a la muestra con DA=46,69%. En el
caso del M, se observa un comportamiento similar, pero, con una disminucion menor al pasar

de un DA de 10,6 a 28,55% y un incremento hasta al llegar a un DA=46,69%.
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Cabe recordar que en el analisis por GPC los Mw son calculados a partir del volumen
hidrodinamico del polimero de en solucién. En general, el volumen hidrodinamico puede variar
no solo por un cambio en el nimero de unidades en la cadena sino también por un cambio
en la conformacién de la misma. En el caso de la quitosana, la conformacion de las cadenas
en solucién y su volumen hidrodindmico dependen de la proporcién entre sus dos unidades
repetitivas (DA), pues las dos unidades presentan interacciones distintas, como puentes de

hidrégeno, repulsiones por cargas positivas y fuerzas de London.

Predominio de las repusiones

electroestéticas Predominio de las repusiones
por las aminas protonadas de los grupos amida voluminosos
1,2x10° - I y formacién de puentes de hidrégeno
M
w

1
1,1%10° - -/ \@
1 Ox106; I/

, | E/

9,0x10°
8,0x10° —

6,0x10° —

5,0x10° - T
i M =
P
4.0x10° - \/

Peso molecular (Da)

Grado de acetilacion (%)

Figura 33. Relacion entre el grado de acetilacion, el peso molecular promedio en peso y
peso molecular de la cadena méas abundante de los productos acetilados con distintas
razones Anh/GIcN, a partir de quitosana Q-10.

El alto valor del Mw de la quitosana inicial (DA=10,6%, M,=1206,4 kDa), en comparacién con
las muestras acetiladas, se debe al efecto de repulsién de las cargas positivas de los grupos
amina protonados a lo largo de la cadena (ver figura 33). Sin embargo, se observa una
reduccion en el Mw al acetilar la quitosana inicial a un DA=28,6% (Mw=943 kDa) y, a medida

gue aumenta el DA de 36,3% a 46,7%, el Mw aumenta gradualmente de 1024 kDa hasta los
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1137 kDa. Este aumento en el Mw est relacionado al efecto de las repulsiones estéricas de
los grupos amida (voluminosos) vecinos, debido al incremento de las unidades acetiladas a
lo largo de la cadena de la quitosana. Por lo mencionado, la rotacién de la quitosana se ve
bloqueada por las unidades acetiladas vecinas y, en menor medida, por la formacién de
puente de hidrégeno intramolecular.

De acuerdo con esto, las variaciones del Mw no necesariamente corresponde a un
acortamiento o extensién de las cadenas de la quitosana, sino que se puede deber a un
cambio de conformacién por la modificacién del DA. Un comportamiento similar del Mw en
funcion del DA para quitosanas en un rango de DA=15 a 55% fue reportado por
Gamiz-Gonzélez, et al,’® y Chen, et al,”®. Ambos reportaron el incremento del Mw con el
aumento del DA, a excepcién de la quitosana con un DA cercano 0%, la cual presentaba el

mayor Mw.

Ademas, en la figura 33 se observa que a DA cercanos a 50% (circulos rojos), hay una
disminucién del Mw, que se podria asociar a que la quitosana se vuelve parcialmente soluble.
Como se explico en el marco tedrico, la solubilidad de la quitosana se debe a dos factores. El
primero es la disminucion de las unidades desacetiladas (aminas libres), las cuales son
protonadas en medio acido favoreciendo la solubilidad. El segundo es el incremento de las
unidades acetiladas, las cuales generan el agrupamiento de las cadenas de la quitosana por
la formacion de puentes de hidrégeno intermoleculares, dificultando asi su solvatacion. La
pérdida de solubilidad ocasiona al momento del filtrado previo a la inyeccién al GPC, que las
cadenas con un DA mayor a 50% sean retenidas en el filtro y por lo tanto, no son analizadas

y el valor del Mw no es confiable.

Para estimar el maximo DA soluble que se puede conseguir con la tendencia mostrada en la
figura 29, se midié el Mw por GPC de cuatro quitosanas acetiladas con un DA estimado (con
la ecuacion 17) entre 46,13 y 49,39%, estos resultados se muestran en la figura 34. Se puede
observar claramente que al llegar a un DA de 49,39% se produce una disminucion del Mw
(circulo rojo). Este comportamiento se observé de forma similar en la figura 33, para la

muestra con un DA=50,6%, por lo que el problema de solubilidad ocurre entre 48 a 49%.
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Figura 34. Relacion entre el grado de acetilacion y el peso molecular promedio
en peso de los productos acetilados con anhidrido acético, en un rango cercano
a 50%, a partir de quitosana Sigma Aldrich.

En la figura 35, se puede observar la relacion entre el DAy la viscosidad intrinseca, en el que
se aprecia una disminucién de la viscosidad intrinseca hasta alcanzar un DA=36,29%. A un
DA>36,29%, la viscosidad intrinseca varia poco, con una tendencia ligeramente creciente y
finalmente, a valores de DA>46,69%, la quitosana se vuelve parcialmente soluble, por lo que
el resultado, como se observa en la figura 35 (circulo rojo). Por ello, presenta una menor
viscosidad intrinseca. Este comportamiento se podria explicar por la conformaciéon que
adoptan las cadenas de quitosana en solucién, debido a dos efectos que compiten para la
determinacion de la conformacion de la quitosana en solucidn. El primero se relaciona con el
aumento de la poblacion de los grupos amina, los cuales al estar protonados en una solucion
acida, generan un estiramiento de la cadena por la repulsion electroestética entre estos
grupos con carga positiva. El segundo se relaciona con el aumento de los grupos acetamida,
los cuales al tratarse de grupos voluminosos y en menor medida por la formacion de puentes
de hidrégeno con las unidades acetiladas vecinas a lo largo de la cadena, impiden una

rotacion libre por repulsion.”6:8°
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Figura 35. Relacion entre la viscosidad y el grado de acetilacién de los productos acetilados
a distintas razones Anh/GIcN a partir de la quitosana Q-10.

Segun la norma empleada (ASTM F2602) para la caracterizacion del Mw por GPC, el
incremento del indice de refracciéon (dn/dc) es independiente del grado de acetilacion (DA)
en soluciones tampén de acetato, en el rango comprendido entre 1% y 40%.528182 por ello,

las quitosanas que presentan un DA mayor a 40%, podrian generar resultados no precisos.
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6.

6.1.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

En este trabajo de investigacion, se compararon los métodos de acetilacion de la
guitosana con anhidrido acético en medio acuoso acido y con cloruro de acetilo en
liquido iénico. Pese a la alta eficiencia del cloruro de acetilo para acetilar, con el que
a una razén molar de cloruro de acetilo/glucosamina libre (AcCl/GIcN) de 6 se alcanz6
un grado de acetilacion (DA) de 96,6%, se obtuvo un rendimiento bajo de 26,4%,
mientras que, para la reaccién con anhidrido acético, se requiri6 una mayor razén
molar de anhidrido acético/glucosamina libre (Anh/GIcN) de 30 para alcanzar un DA
de 98,1%, y se obtuvo un rendimiento de 98,2%. Por ende, la reaccion con anhidrido
aceético resulto ser, en términos de rendimiento, més eficiente para la acetilacion de la
guitosana.

También se pudo demostrar que se puede controlar la acetilacion de la quitosana con
la cantidad del reactivo utilizado, es decir, con la relacién molar de anhidrido acético
a unidades de glucosamina libre en el polimero (razon Anh/GIcN). Por consiguiente,
en este estudio se dedujeron ecuaciones que relacionan la razén molar Anh/GIcN y el
grado de acetilacion obtenido.

Este estudio permiti6 demostrar que se puede controlar la reduccion del peso
molecular (Mw) de la quitosana por hidrélisis en medio 4cido a diferentes temperaturas
y tiempos, y por la aplicacion de ultrasonido, en funcién del tiempo del tratamiento. La
reduccion del Mw de 1587,3 a 404 kDa por hidrdlisis en medio acido requiere de 42
dias a 50 °C, por otro lado aplicando ultrasonido se logré la misma reduccién del Mw
en solo 22,75 min. Por ende, la reducciéon con ultrasonido resulté ser mas eficiente en
términos de tiempo y energia, ademas, se encontré una ecuacion que relaciona el
tiempo de tratamiento con el Mw final.

Asimismo, se demostrd también que la aplicacion de ultrasonido por tiempos cortos
no afecta al grado de acetilacion de la quitosana tratada, los cambios producidos para
tratamientos continuos de 18 minutos fue menor que 1%.

El analisis por cromatografia por permeacion en gel (GPC) de las quitosanas
preparadas en este trabajo indica que el volumen hidrodindmico no es afectado s6lo
por el Mw, sino también por el DA. Esto se deberia al cambio en la conformacion de
la quitosana en solucidn que resulta de las interacciones de las unidades acetiladas y

desacetiladas (que dependen del DA).
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6.2. Recomendaciones

Debido a que el Mw de la quitosana en solucion se reduce con el tiempo cuando se
encuentra disuelta en un medio acido y, en mayor medida, con el aumento de la
temperatura, se recomienda guardar las soluciones a baja temperatura, entre 4 a
10°C, o conservarla en estado solido, si la solucion no se fuera a usar antes de los 7
dias de preparada.

Es muy probable que el volumen hidrodinamico (entre otras propiedades) cambie, no
s6lo segun la proporcién de unidades (DA) sino también por la distribucion de las
mismas a lo largo de la cadena de la quitosana. Por lo mencionado anteriormente,
para un mejor entendimiento del comportamiento de la quitosana en solucion es
recomendable determinar la secuencia de las unidades repetitivas, lo que podria
hacerse por resonancia magnética nuclear de carbono.

Debido a que la temperatura acelera el proceso de hidrélisis en medio acido de la
quitosana, se podria estudiar el uso de microondas como una alternativa mas para la

reduccién controlada de su Mw.
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8. Anexos

Anexo 1. Calculo del DA de la quitosana Sigma Aldrich a partir de espectros de FT-IR-ATR.

Por Absorbancia
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DA (%) = 31,92 270 1,22
= * —
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DA (%) = 40,47
Anexo 2. Calculo del DA de la quitosana Q-10 por FT-IR.
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Anexo 3. Espectro de *H-RMN de cloruro de quitosana (Q-10) en DCI/D,O a 70°C y
500MHz.

Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacién: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C

i

T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

Quitosana Q-10 con un DA= 10,66%.

[3,180 + 2,988

> ] = 3,084 Unidades desacetiladas

0,403 + %
— | = 0,368 Unidades acetiladas

0,368

I A — 0
3,084 + 0,368] * 100 = 10,66%
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Anexo 4. Espectros de *H-RMN de cloruro de quitosana de productos de acetilaciéon con
anhidrido acético, en DCI/D-O a 70°C y 500MHz.

Quitosana de partida Sigma Aldrich
Razén Anh/GIcN=1

Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C

| r

- +
o J

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm

[0,634- + 0,680

> ] = 0,657 Unidades desacetiladas

0,235 + —1’%00
—|= 0,284  Unidades acetiladas

0,284

- — 0
0,657 + 0,284] *100=30,17%
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Razén Anh/GIcN=2

Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacién: 5,000 s

Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
‘ ‘
‘ k ‘ ‘
T T T T T T T
5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
[ o | J i L L
B H El
@ o @ 2
= S = =]
Razon Anh/GIlcN=5
Parametros
Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
} |
T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

2.5 2.0 ppm

1.000



Razén Anh/GIcN=9

Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos:
Tiempo de relajacion:

Pulso:
Temperatura:

64
5,000 s
90°
70°C

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
L ] B . B )
B L F
= o o 2
S < = -
Razén Anh/GIcN=10
Parametros
Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
L | ]
« © S
S o =
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Razén Anh/GIcN=12

Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
T\empo de relajacin‘)n: 5,000 s

Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
|
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
[ B N . [
=3 © o (=3
g B g E
S E] S =

Razén Anh/GIcN=14
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Parametros

Tiempo de adquisicién: 4,096 s

Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
| - J L |
L L ".n"" o .
g B g g
< = = -

Razén Anh/GIcN=15

Paréametros

Tiempo de adquisicion:

Namero de barridos:
Tiempo de relajacion:
Pulso:

Temperatura:

JUUJ )

4,096 s
64
5,000 s
90°
70°C

Quitosana de partida Q-10

Razén Anh/GIlcN=5

4.0

3.5
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25 2.0 ppm

1.000



Parametros
Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barrides: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C ‘ ‘
|
m |
| |
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm
1 I I L o L I
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Razon Anh/GIcN=10
Parametros
Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
\
\
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Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s

Numero de barridos: 64

Tiempo de relajacién: 5,000 s

Pulso: 90°

Temperatura: 70°C

T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 ppm

L I | | | L J
2 ‘$| el el
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Razon Anh/GIcN=20

Parametros:

Tiempo de adquisicion: 4,096 s

Numero de barridos: 64

Tiempo de relajacion: 5,000 s

Pulso: 90°

Temperatura: 70°C

T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 ppm
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Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
T\empo de relajacion: 5,000 s

Pulso: 90°
Temperatura: 70°C
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
L ,J (S [

i : E
o o o =
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Anexo 5. Calculo del DA a partir de espectros de FT-IR-ATR.

Quitosana acetilada a una razén (Anh/GIcN) de 30 - Absorbancia

0.10 —
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Absorbanci
O
o
[}
1

0.05 +

0.04 —
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DA (%) = 97,73%

DA (%) = 31,92 *
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Quitosana acetilada a una razon (Anh/GIcN) de 30 - Transmitancia

Transmitancia (%)

T T T T T T T T T T
1500 1450 1400 1350 1300 1250 1200

Numero de onda (cm™)

DA (%) = 31,92 * e 1,22
2,032
DA (%) = 98,10
Anexo 6.. Efecto de la temperatura a 4°C (A), 20°C (B) y 50°C (C), y el tiempo de
exposicion (en dias) en el tamafio de las cadenas de la quitosana y su desplazamiento en

los cromatogramas.
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Anexo 7. Espectro de *H-RMN de cloruro de quitosana en DCI/D20 a 70°C y 500MHz, de
las muestras tratadas con ultrasonido.
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Parametros

Tiempo de adquisicién: 4,096 s

Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C [\
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
L L L L |
B ¢ Ef
~ ~ ~ S
o o o -
A los 9 minutos
Parametros
Tiempo de adquisicion; 4,096 s |
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C ﬂ
T T T T T T T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
L L
R | b k]
~ o & S
s = =1 p

A los 18 minutos
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Parametros

Tiempo de adquisicion: 4,096 s
Numero de barridos: 64
Tiempo de relajacion: 5,000 s
Pulso: 90°
Temperatura: 70°C

2.5 2.0 ppm

1.000





