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RESUMEN

El presente documento contiene los resultados de la caracterizacion de los productos
de la desacetilacion quimica selectiva de la quitina; las muestras han sido obtenidas a partir
de cuatro métodos de sintesis diferentes. Las técnicas utilizadas para la caracterizacion

fueron espectroscopia infrarroja, titulacion potenciométrica y viscosimetria capilar.

El anélisis cualitativo de las bandas caracteristicas en los espectros infrarrojos de
cada una de las muestras indican que el control sobre los parametros de reaccion, tales
como: concentracion del alcali, tiempo de reaccion, temperatura del sistema y polimero de
partida, permiten la obtencion de quitosanos con grados de desacetilacion diferentes. Lo
anterior se confirma por el analisis cuantitativo de los espectros y por los resultados de la
titulacion potenciométrica. El peso molecular promedio viscoso de las muestras obtenidas
refleja que las condiciones de reaccidn propuestas son las adecuadas para obtener polimeros

que cumplan con los estandares industriales.



INTRODUCCION



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

denomind quitosano.

El quitosano estd constituido por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glucosa y 2-
acetamida-2-desoxi-D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos -(1,4). Este es un polimero
que se obtiene por modificacién quimica de la quitina, la cual es tratada con una solucion
alcalina concentrada y caliente; el producto posee un comportamiento marcadamente basico
debido al grupo amino en su estructura, el cual le confiere caracteristicas fisicas y quimicas

de interés para la industria.

Este documento presenta los resultados de la caracterizacion de los productos de la
desacetilacion quimica selectiva de quitina. Las muestras han sido obtenidas mediante el
desarrollo de métodos de sintesis en los que se han controlado los parametros de
temperatura del sistema, tiempo de reaccion, polimero de partida y concentracion de la

base.

Los biopolimeros obtenidos han sido caracterizados mediante un anélisis

fisicoquimico, el grado de desacetilacion y el peso molecular han sido los aspectos a



evaluar, estos fueron determinados por métodos potenciométricos, espectroscopicos

y viscosimétricos.

Mediante la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier se ha
caracterizado cada polimero segun su grado de desacetilacion, a partir de las bandas
espectroscopicas correspondientes al grupo carbonilo amidico. El grado de desacetilacion

fue confirmado utilizando la valoracion potenciométrica.

En la caracterizacion de las muestras de quitosano se ha aplicado la viscosimetria
capilar, mediante la cual se determiné el peso molecular promedio viscoso, el cual se basa
en la obtencion de la viscosidad intrinseca, que esta relacionada con el peso molecular

segun la ecuacion de Mark-Houwink.

Ademas de esta introduccion, el informe consta de otros cuatro capitulos. En él
capitulo 2 se presentan los fundamentos tedricos relacionados con la tematica en estudio.
La descripcion de las técnicas usadas en la parte experimental se realiza en el capitulo 3,
mientras que en el capitulo 4 se describen los resultados obtenidos y se hace una discusion

de ellos. Para finalizar, en el capitulo 5 se presentan las conclusiones correspondientes.



OBJETIVOS



OBJETIVO GENERAL

Desarrollar métodos de sintesis que permitan la desacetilacién quimica selectiva de la

quitina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Sintetizar muestras de quitosano con grados de acetilacion diferentes.

2) Demostrar la repetibilidad de los métodos de las sintesis propuestos.

3) Determinar el peso molecular de las muestras de quitosano mediante viscosimetria

capilar.

4) Cuantificar el grado de acetilacion de las muestras por espectroscopia infrarroja.



FUNDAMENTO TEORICO



2.1 ASPECTOS GENERALES

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, tanto en el reino
animal como en el vegetal. De hecho es el segundo polimero natural mas abundante, sélo
superado por la celulosa, por lo que constituye un importante recurso renovable. Este
polimero estd compuesto por aminoazucares unidos entre si por enlaces glicosidicos 3
(1—4) formando una cadena lineal de unidades de N-acetil-2-amino-desoxi-D-glucosa

algunas de las cuales se encuentran desacetiladas [1].

Muchos de los polisacaridos encontrados en la naturaleza como la celulosa,
dextrano, pectina, acido alginico, agar, agarosa, etc. son segin su estructura neutros o
acidos en la naturaleza, mientras que la quitina y el quitosano son ejemplos de polisacéridos

altamente alcalinos.

La gran similitud estructural existente entre la quitina y la celulosa se muestra en la
figura 2.1; la diferencia entre ambas se encuentra en el carbono 2, el cual contiene un grupo
hidroxilo en la celulosa y un grupo acetamida en la quitina [2]. Ambos biopolimeros
desempefian roles semejantes, ya que actian como materiales se soporte y defensa en los

organismos que lo contienen.

2.1.1 OBTENCION DE QUITINA

La quitina comercial se extrae generalmente a partir de desechos de crustaceos,
siendo la principal fuente los exoesqueletos de camaron, langostino, langosta y cangrejo.
Las técnicas de extraccion reportadas son muy variadas, pues dependen en gran medida de
las caracteristicas de la fuente, ya que la composicion del material de partida varia de una

especie a otra.



La mayor parte de las técnicas desarrolladas descansan en procesos quimicos de
hidrélisis de la proteina y la remocion de la materia inorganica. Algunos incluyen el paso
de decoloracion de la quitina extraida, mediante un tratamiento con solventes o la oxidacion
de los pigmentos remanentes. Estos métodos utilizan generalmente grandes cantidades de

agua y energia, y con frecuencia dan lugar a desechos corrosivos.

OH OH
HO HO o
OH o o OH e o >\’CH3
OH OH NH NH
OQC/
HO o \ HO o}
A
) o CHa B) o—
OH
HO
oH e o
NH
NH 2
OQC/
\ HO S
CHs C)

o—

Figura 2.1 Estructura de la unidad repetitiva de A) Celulosa, B) Quitina y C) Quitosano.

En la actualidad se investigan tratamientos enzimaticos como una alternativa
promisoria. A tal efecto se han reportado procesos que utilizan extractos enzimaticos o
enzimas aisladas y fermentaciones microbiologicas, pero aun sin la eficacia de los métodos
quimicos, fundamentalmente en lo que respecta a la eliminacion del material inorganico
[3]. En general los procesos de obtencidn de quitina se realizan mediante los siguientes
pasos consecutivos:

a) Desproteinizacion: separacion de la proteina.
b) Desmineralizacion: Eliminacion de la materia organica.

c) Decoloracion: Separacion de los pigmentos lipidicos (carotenoides).
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Con la quitina extraida se procede a la obtencion del quitosano por un proceso de

desacetilacion que puede ser quimico o enzimatico.

2.1.2 OBTENCION DE QUITOSANO

El quitosano es un polisacarido lineal que se obtiene por desacetilacion de la quitina
y estd compuesto por dos tipos de unidades estructurales, la 2-acetamida-2-desoxi-D-
glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa, distribuidas de manera aleatoria
(distribucion Bernouliana) a lo largo de la cadena; se encuentran unidas entre si por enlaces
del tipo B (1—4) glicosidicos. En la figura 2.1 se muestran la estructura del quitosano. Sin
embargo, resulta muy dificil desacetilar totalmente la quitina, se dice que la quitina
presenta un grado de acetilacion tipico de 0.90, mientras que el quitosano posee un grado
de acetilacion de menos de 0.35 [4,5]. La capacidad del quitosano de disolverse en
soluciones acuosas de acidos es el criterio comunmente aceptado para diferenciarlo de la

quitina.

La desacetilacion de la quitina se puede realizar mediante procesos quimicos o
enzimaticos. El proceso quimico se puede efectuar de forma heterogénea o homogénea. La
desacetilacion homogénea comienza con un pre-tratamiento de hinchamiento y la eventual
disolucién completa de la quitina en frio (~ 0°C) mediante la utilizacion de una relacion de
quitina a NaOH (p/p) de 1:10. Luego se somete a desacetilacion a temperaturas cercanas a

la del medioambiente durante periodos largos de tiempo [6].

La desacetilacion heterogenea, se lleva a cabo en soluciones acuosas concentradas
de bases como hidroxidos de sodio o de potasio (40%-50%), bajo condiciones severas (100-

160°C) y sin tratamiento previo de la quitina. Las condiciones en las que se lleva a cabo la
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desacetilacion heterogénea presentan el riesgo de reducir la longitud de la cadena. Las
condiciones especificas de la reaccion dependeran de diversos factores, tales como, el grado

de desacetilacion deseado [6].

No obstante, con un solo tratamiento alcalino, el maximo grado de desacetilacion
alcanzado no suele sobrepasar del 75% al 85%. Por este motivo es conveniente repetir
varias veces el tratamiento alcalino por cortos periodos de tiempo y aislando el producto en
cada etapa con el fin de alcanzar grados de desacetilacion superior evitdndose asi la

degradacidn del polimero. En la figura 2.2 se muestra la reaccién quimica de desacetilacion

de la quitina.
OH
OH
HO
o} HO
o HO o o
NH H O  CH; °©
N\ —NaOH_ o, + CH3COONa

/ ¢ A NH NH,

Oo=cC 2
\ HO © Ho o
CH3 O\ o

Figura 2.2 Reaccion de desacetilacion termoalcalina.

2.2 ALGUNAS APLICACIONES DE LA QUITINAY QUITOSANO

El interés en la quitina se origino a partir de los estudios del comportamiento
y las caracteristicas quimicas de la lisozima, una enzima que se encuentra presente en los

fluidos corporales humanos [7].

Para la quitina y sus derivados se han reportado una amplia variedad de aplicaciones

medicinales a lo largo de las ultimas tres décadas [8].
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La pobre solubilidad de la quitina es el mayor factor limitante para su utilizacion; a
pesar de esta limitacion, varias aplicaciones de la quitina y quitinas modificadas han sido
reportadas tales como materia prima para fibras hechas por el hombre [9]. Se ha sugerido
que el quitosano puede ser usado para inhibir la fibroplasia de las heridas en sanacion y

promover el crecimiento de tejidos y la diferenciacion en cultivos de tejidos [10].

Las fibras elaboradas basandose en quitina y quitosano son muy Utiles como suturas
asimilables o como cicatrizantes de heridas [11]. Las suturas de quitina resisten el ataque de
la bilis, orina y jugo pancreético, lo cual es un problema cuando se utilizan otro tipo de
material [11]. Las aplicaciones en el ambito de la gran industria podrian ser una posibilidad

a largo plazo, algunas de ellas se describen a continuacion:

1) Fotografia. En fotografia el quitosano tiene importantes aplicaciones debido a su
resistencia a los abrasivos, sus caracteristicas Opticas y su habilidad de formacién de
peliculas. Los complejos de plata no son apreciablemente retenidos por el quitosano, por lo

tanto, puede facilmente ser penetrado de una capa a otra de una pelicula por difusién [7].

2) Cosmeéticos. Para aplicaciones cosméticas los &cidos organicos son usualmente
buenos solventes; el quitosano es la tnica goma natural cationica que se vuelve viscosa y es
neutralizada con acido. La quitina y el quitosano tienen propiedades fungicidas y
fungistaticas. Estos materiales son usados en cremas, lociones, etc., y varios derivados han

sido reportados como esmalte para ufias [12].

3) Piel artificial. Malette y colaboradores estudiaron el efecto del tratamiento
con quitosano y soluciones salinas sobre la curacion y fibroplasia de heridas hechas por
incisiones con escalpelo en tejidos de la piel y subcutaneos en la superficie abdominal de

los perros [13].
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4) Vendajes basados en quitina y quitosano. La quitina y el quitosano tienen
diferentes propiedades biomeédicas distintivas. No obstante los productos cicatrizantes

basados en quitina se encuentran todavia en las etapas iniciales de investigacion [14].

Recientemente Muzzarelli [15] introdujo otro derivado del quitosano, el 5-
metilpirrolidinonaquitosano, el cual se cree puede tener muchas aplicaciones médicas muy
promisorias. Este polimero es altamente demandado por ser compatible con otras
soluciones poliméricas, incluyendo la gelatina, el alcohol poli(vinilico), la poli
(vinilpirrolidona) y el &cido hialurdnico. Entre las ventajas se incluyen cicatrizantes de
heridas en tejidos meniscales, ulceras, limita y retarda la formacion de cicatrices durante la
curacion. Algunos ejemplos de cicatrizantes fueron preparados a partir de soluciones
acuosas de 5-metilpirrolidinonaquitosano. EI material podria ser fabricado en formas
diferentes, tales como los filamentos, telas sin tejido, etc. Una vez aplicada a una herida, el

5-metilpirrolidinonaquitosano bajo la accién de la lisozima produce oligbmeros.

5) Alimentacion y nutricion. La N-acetilglucosamina (NAG) presente en la leche
humana promueve el crecimiento de bacterias bifidas, las cuales generan la lactasa
necesaria para la digestion de la lactosa de la leche y bloquean otro tipo de
microorganismos. La leche de vaca contiene una limitada cantidad de NAG, por lo tanto
algunos infantes que consumen leche de vaca pueden tener indigestion. Muchos animales y
algunos humanos (incluyendo los mayores de edad) tienen similar intolerancia a la lactosa
[16]. Estudios nutricionales en animales han mostrado que puede ser consumido el suero
lacteo si la dieta contiene pequefias cantidades de quitina; esta mejora es atribuida a los

cambios en la microflora intestinal llevada a cabo por el suplemento quitinico [17].
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6) Oftalmologia. El quitosano posee todas las caracteristicas ideales para la
elaboracion de lentes de contacto: claridad Optica, estabilidad mecénica, suficiente
correccion oéptica, permeabilidad de gases, particularmente con respecto al oxigeno,
compatibilidad inmunolégica. Los lentes de contacto son hechos a partir del quitosano

parcialmente despolimerizado el cual se encuentra en el calamar.

Mediante la técnica de moldeado por hilado; los lentes de contacto obtenidos son
claros, resistentes y poseen otras propiedades fisicas requeridas tales como maodulos de
fuerza tensil, fuerza de estiramiento, elongacion, contenido de agua y permeabilidad al
oxigeno. Las propiedades antimicrobianas y cicatrizantes del quitosano lo hacen muy

conveniente para el desarrollo de lentes oculares [18].

7) Captura de metales de las aguas de desecho. Nair y Madhavan [19] utilizaron
quitosano para la eliminacion de mercurio, y las cinéticas de absorcion de los idnes de
mercurio por el quitosano fueron reportadas por Peniche-Covas [20]. Los resultados
indicaron que la eficiencia en la absorcion de Hg?* por el quitosano, dependia del tamafio
de la particula, el tiempo de tratamiento, la concentracion inicial del Hg** y de la cantidad
de quitosano. McKay y Col. [21] usaron el quitosano para la eliminacién de Cu?*, Hg*,

Ni?*y Zn** dentro de un rango de temperatura de 25-60°C y un pH cercano a la neutralidad.

8) Remocion de color de los desaglies de las fabricas textiles. Ningin método
simple de decoloracidn parece ser el 6ptimo para todas las corrientes de aguas de desecho
[22]. Debido a su estructura molecular Gnica, el quitosano tiene una elevada y extrema
afinidad para muchas clases de tintes, incluyendo tintes dispersos, directos, reactivos,
acidos, y tintes de sulfuro y naftol. El grado de difusion de tintes en el quitosano es similar

al de la celulosa. Solo para tintes basicos es que el quitosano presenta baja afinidad.
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La sorcion de tintes por el quitosano es exotérmica, un incremento en la temperatura
conduce a un incremento en el grado de absorcion del tinte, pero disminuye la capacidad de
absorcion total [23]. Sin embargo, estos efectos pequefios y normales en las variaciones en
temperatura de las aguas residuales no afectan significativamente en la realizacion global
de la decoloracién [24]. El pH de las aguas residuales puede ser un factor importante en la
sorcién de ciertos tintes junto con el quitosano, porque a pH bajos los grupos aminos libre

de quitosano estan protonados, causando que tengan atraccion hacia los tintes anionicos.

Los tiempos de contacto o inversamente, los flujos (aguas residuales por unidad de
area de seccion transversal) afectan la sorcién de una manera compleja debido al tiempo de
contacto, penetracion basica y efectos limite de capa. Las largas tuberias y flujos elevados
generan turbulencias, lo que desvia el liquido alrededor de las particulas de quitosano. En

general, flujos bajos tienden a otorgar remociones de contaminantes mas completas.

Las aplicaciones de la quitina y el quitosano son numerosas, y mientras en algunos
sectores su utilizacion esta consolidada y es habitual (industria farmacéutica, medicina,
agricultura, etc.), todavia constituyen una interesante via de investigacion con un

prometedor futuro en el caso de la industria alimentaria, entre otras.

2.3 CARACTERIZACION DEL QUITOSANO

Tanto la composicion de las cadenas del quitosano como sus dimensiones suelen
variar en dependencia del material de partida y de la rigurosidad del método de obtencion,
por lo que la determinacion del grado de desacetilacion y su masa molecular son dos
parametros de obligatorio conocimiento para caracterizar una muestra de este polisacarido,

ya que ambas tienen una gran incidencia en sus propiedades.
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2.3.1 VISCOSIMETRIA CAPILAR

La viscosidad de las disoluciones diluidas de polimeros a una cierta temperatura se
pueden medir adecuadamente utilizando viscosimetros capilares termostatizados. La
medida consiste en determinar el tiempo necesario para que una cierta cantidad de
disolucion pase por un delgado capilar bajo la presion de su propio peso. En este capilar, las
moléculas cercanas a la pared viajan a una velocidad inferior a las moléculas del centro.
Esta diferencia de velocidad crea rozamientos entre ellas logrando que el paso a través del

capilar sea mas o menos dificultoso dependiendo de la viscosidad del fluido.

La viscosidad de una disolucion polimérica, por diluida que sea, es bastante distinta
de la viscosidad del disolvente puro. Esa diferencia puede cuantificarse en términos de la
llamada viscosidad relativa o cociente entre la viscosidad de la disolucion () y la
viscosidad del disolvente puro (no):

- t—t
Ny = (n—no) ~ (t-t,) 2.1)

Mo t,

ty t, son respectivamente, el tiempo de caida de la disolucién de polimero y del disolvente

puro. También podemos definir la viscosidad especifica como:
Nesp = Nrel —1 (2.2)
la viscosidad especifica representa el aumento de viscosidad relativa al polimero.
El nimero de viscosidad o viscosidad reducida se define como la relacion de la

viscosidad especifica y la concentracion, y da la medida de la contribucion del soluto a la

viscosidad total:
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(2.3)

En un sistema ideal la viscosidad reducida no es funcion de la concentracion, pero
una solucidén no es un sistema ideal y, por lo tanto, hay que extrapolar a concentracion nula;
para eliminar las interacciones entre las moléculas de soluto, de modo que resulte una
magnitud representativa de la contribucion individual que cada una de ellas aporta a la

viscosidad de la disolucién:

[n]= Lim Je (2.4)
C,—>0 C2
donde [n] recibe el nombre de viscosidad intrinseca. Dimensionalmente, [n] es un volumen
por unidad de masa de soluto en la disolucion (ya que mesp es adimensional, [n] tiene

dimensiones de inverso de concentracion).

Para efectuar la extrapolacion es necesario conocer la dependencia de la viscosidad
intrinseca con la concentracion. La teoria rigurosa no estad aun terminada, pero Huggins

propuso una ecuacion aproximada [25]:

‘gzp ~[n]+K[n]C, (2.5)

la ecuacion (2.5) se aplica sélo a soluciones diluidas, generalmente del orden del 1%, para
que la viscosidad reducida en funcion de la concentracion de una recta cuya ordenada en el
origen es la viscosidad intrinseca. El parametro K es una constante hidrodindmica
denominada de Huggins, que depende de las interacciones que se establecen entre las

moléculas vecinas de polimeros que se encuentran en disolucion.
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La viscosidad intrinseca, o numero limite de viscosidad [n], depende del polimero,
del disolvente y de la temperatura. Para un determinado sistema polimero-disolvente-

temperatura, [n] es funcion del peso molecular del polimero.

Los resultados experimentales muestran que la variacion de [n] con M (para un

determinado sistema polimero-disolvente-temperatura) es de la forma:

[n]=km* (2.6)

donde k y a son constantes que dependen del sistema polimero-disolvente-temperatura que

se trate. Esta expresion se conoce con el nombre de ecuacion de Mark-Houwink.

El valor del exponente a esta relacionado con la conformacion de la macromolécula

y con las condiciones termodinamicas de la disolucion.

La expresion empirica de Mark-Houwink puede utilizarse para determinar el peso
molecular de un polimero, a partir de la medida de su viscosidad intrinseca en un disolvente

y temperatura dados, para los cuales se conoce k y a.

El valor del peso molecular que se obtiene de estas medidas de viscosidad intrinseca
es un promedio distinto de los que proporcionan la osmometria o la difusion de luz, se

denomina promedio viscoso, y queda definido mediante:

M, =([nl/k)" (27)
La quitina y el quitosano corresponden a una familia de biopolimeros en los cuales
el contenido de los grupos acetilos esta definido por el grado de N-acetialcion o grado de

acetilacion (GA).
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El GA es un pardmetro importante de estudio; ya que tiene un marcado efecto en la
solubilidad y las propiedades de ambos polimeros. La quitina presenta un grado de
acetilacion tipico de 0.90, mientras que el quitosano posee un grado de acetilacion de

menos de 0.35 [4].

Se han desarrollado numerosos métodos para determinar el grado de N-acetilacion
de estos polimeros basados en diversas técnicas, entre las que se pueden mencionar la
espectroscopia infrarroja [26], espectroscopia RMN de protén [27], la potenciometria [28]
y la espectroscopia UV primera derivada [29]. Otras técnicas alternativas incluyen el
analisis elemental, el andlisis térmico [30], la cromatografia de permeacion en gel [31] y el
dicroismo circular [32]. Estas técnicas se encuentran descritas con detalle en las referencias
indicadas; por tanto, en este trabajo s6lo se hace resefia de las utilizadas en nuestra

investigacion.

2.3.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

La porcién infrarroja del espectro electromagnético se divide en tres regiones; el
infrarrojo cercano, medio y lejano, asi nombrados por su relacion con el espectro visible. El
infrarrojo lejano (aproximadamente 400-10 cm™) se encuentra adyacente a la region de
microondas, posee una baja energia y puede ser usado en espectroscopia rotacional. El
infrarrojo medio (aproximadamente 4000-400 cm™) puede ser usado para estudiar las
vibraciones fundamentales y la estructura rotacional vibracional, mientras que el infrarrojo

cercano (14000-4000 cm™) puede excitar sobretonos o vibraciones arménicas [33].

La espectroscopia infrarroja funciona porque los enlaces quimicos tienen

frecuencias especificas a las cuales vibran correspondientes a niveles de energia. Las


http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAmero_de_onda
http://es.wikipedia.org/wiki/Microondas_%28radiaci%C3%B3n%29
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Espectroscop%C3%ADa_rotacional&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Excitaci%C3%B3n_Rovibr%C3%B3nica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Sobretono
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Arm%C3%B3nicas&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_qu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Nivel_energ%C3%A9tico
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frecuencias resonantes o frecuencias vibracionales son determinadas por la forma de las
superficies de energia potencial molecular, las masas de los &tomos y, eventualmente por el

acoplamiento vibracional asociado.

Para que un modo vibracional en una molécula sea activa al IR, debe estar asociada
con cambios en el dipolo permanente. Moléculas complejas pueden tener muchos enlaces, y
las vibraciones pueden ser conjugadas, llevando a absorciones en el infrarrojo a frecuencias
caracteristicas que pueden relacionarse a grupos quimicos. Los atomos en un grupo CHo,
encontrado comdnmente en compuestos organicos pueden vibrar de seis formas distintas,
estiramientos simétricos y asimétricos, flexiones simétricas y asimétricas en el plano, y

flexiones simétricas y asimétricas fuera del plano.

La principal utilizacion de la espectroscopia infrarroja ha sido la identificacion de
compuestos organicos, ya que los espectros correspondientes representan una de las
propiedades fisicas caracteristicas de éstos. Ademas de esta aplicacion cualitativa, la
espectroscopia infrarroja se emplea cada vez mas en el analisis cuantitativo. En este caso,
su enorme ventaja reside en la gran selectividad, lo que posibilita a veces la cuantificacion
de una sustancia en una mezcla compleja sin la realizacion de mucho trabajo previo de

separacion.

Por su simplicidad, hasta el presente el método méas empleado para determinar el
grado de acetilacion del quitosano es el que hace uso de la espectroscopia infrarroja. Las
muestras se pueden preparar para su analisis en forma de peliculas o en pastillas de KBr.
Las peliculas se obtienen esparciendo una solucién de quitosano al 1-2% en peso en acido
acético 0.1M sobre una placa de vidrio. Las pastillas se preparan moliendo una pequefia
cantidad del polimero finamente dividida conjuntamente con KBr y la mezcla se prensa

para obtener una pastilla [34].


http://es.wikipedia.org/wiki/Resonancia_%28mec%C3%A1nica%29
http://es.wikipedia.org/wiki/Acoplamiento_vibr%C3%B3nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
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El uso de IR para determinar el grado de acetilacion requiere de una curva de
calibracién, usando la relacion entre la absorbancia (A) de una banda de evaluacion (BE), la
cual cambia de intensidad con el grado de acetilacion y la banda de referencia (BR) que no
cambia de intensidad con el GA. La absorbancia de BE y BR son determinadas mediante el

método de la linea base (LB) [35].

Sin embargo, la construccién de una ecuacion de calibracion fiable no es tan
sencilla de elaborar. Por un lado, la eleccion de la mejor combinacion de BE, BR y LB no
son tan obvias, lo cual se ilustra en la tabla 2.1 con el gran numero de relaciones de

ABE(LB)/ ABR(LB) que se han planteado hasta el dia de hoy.

En la figura 2.3 se muestra el espectro de IR-TF en la region comprendida entre
4000 cm™ a 400 cm™ de la quitina obtenida en nuestro laboratorio; en las figuras 2.4 y 2.5
se presentan las porciones del espectro IR-TF de la quitina, asi como la asignacion de
algunas de las bandas mas relevantes y las lineas base empleadas hasta ahora para

determinar la absorbancia de la banda de evaluacion y la de referencia.

El espectro IR de la quitina no muestra ninguna banda libre de solapamiento, como
consecuencia se presenta una gran dificultad al momento de seleccionar la correcta LB para
evaluar la BE y BR. En general, la complejidad de los espectros se debe a la red de enlaces
de hidrégeno en los cuales participan los grupos oxhidrilo (OH), carbonilo (C=0) y amino

(NH) presentes en la estructura del polimero [36].
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Figura 2.3 Espectro infrarrojo de la quitina en la regién entre 4000 cm™ a

400 cm™.

Bandas de evaluacién. Las bandas mas utilizadas cominmente son la de tension de

carbonilo, vC=0 (amida I), y la de flexion del enlace nitrogeno-hidrogeno, SNH (amida II),

las cuales claramente cambian su intensidad con el GA. Sin embargo, su posicién e

intensidad son modificadas por la presencia de remanentes de proteinas y calcio contenidos

en la matriz de quitina y quitosano [37].

Tabla 2.1. Relaciones entre absorbancias para determinar el GA

Age(Le) Asr(LB)

Autor

Aassosr) Azsrs(LBa)

Sannan [37]

Auess(Ls3)/ A2gs7(LBS)

Miya [38]

Auesss1) AzasoLsa)

Moore[39], Domszy [40]

Asssas2) Aser(Ls)

Miya [41]

Ausss(83)/ Azaso(Lsa)

Baxter [4], Roberts [42]

[ A1es5(1B3) + Ats30LB4)] / A1sso(Ba)

Shigemasa [43]

[ Asesses) + Atssowss)] / Atoross)

Shigemasa [43]
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El doblete a 1656 y 1628 cm-1 corresponde a vC=0 (Figura 2.4) y se deben a la
presencia de enlaces de hidrdgeno en los que participa el grupo carbonilo [44]. Ambas
bandas se ven afectadas por la interferencia de la flexion de los oxhidrilos (8OH), del agua

a 1640 cm-1 aproximadamente si las muestras no son secadas apropiadamente.

La banda a 1557 cm-1 6NH, no se considera como una buena banda de prueba para

muestras altamente desacetiladas, sin embargo es Util para otro tipo de muestras [45].

Vc=0

08-
: 1656 1% ONH

Absorhance

- 1 - - . 1 - - . 1
1800 1600 1400
YWavenumbers (cm-1)

Figura 2.4 Espectro infrarrojo de la quitina en la regién de 1200 a 2000 cm™:
bandas de evaluacion (BE) y las respectivas lineas base (LB).

Banda de referencia. Hasta el dia de hoy la sefial de IR mas empleada como banda
de referencia (BR) ha sido la de tension oxigeno-hidrogeno y carbono-hidrégeno,

respectivamente, VOH y vCH, a 3446 y 2888 cm-1; ver figura 2.5.

Aunque esta sefial (vVOH) no sufre modificaciones con la reaccion de desacetilacion,
puede sufrir interferencias de una segunda vOH a aproximadamente 3475 cm-1, debido a la

formacion de otro tipo de enlace de hidrogeno, en el cual esta involucrado el grupo CH20H
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[44]. Asi como, la intensidad de VNH a 3265 cm-1, la cual varia con el GA, son
consideraciones que se deben tener en cuenta cuando se utiliza la linea base 4 para

determinar la absorbancia del vOH.

W5 3446

ViH

i 3265
08+

| Veo

f v 105 025
06- CH 1157
- /2888

044

Absorbance

02+

a—

0.0 [t
- : - ] - - - 1 - . . - T - ; e ———
3500 3000 2500 1200 1000

Wavenumbers (cm-1)

Figura 2.5 Espectro infrarrojo de la quitina: bandas de referencia (BR) y las
respectivas lineas base (LB).

La vCH a 2888 cm-1 se esconde en una regién compleja del espectro donde al
menos cinco bandas se observan debido a estiramiento simétricos y asimétricos a los CH
del anillo y del CH3, asi como del CH20OH presentes en la estructura [36], esta ultima es la

unica que cambia su intensidad con el GA.

Entre 1300 y 800 cm™, se han estudiado tres sefiales correspondientes a
estiramientos del CO, vco, a 1157, 1075 y 1025 cm™, [41] y solamente dos han sido
propuestas como BR [43]. La intensidad de la banda a 1157 cm™, asignado al estiramiento
asimétrico de, vco, del puente de oxigeno, puede cambiar si se verifica un depolimerizacion

durante la reaccion de desacetilacion.
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En la region de las bandas a 1074 y 1025 cm™, se observan al menos cuatro bandas
que se atribuyen al vco, del anillo COH y de los grupos COC y CH,O0H, intensidad de los
cuales no se espera que cambia con el GA. Finalmente, la banda que aparece a 896 cm™ no

esta claramente asignada y es relativamente débil.

El método de Baxter y col. [4] ha sido empleado ampliamente por su relativa

facilidad, el grado de acetilacion se calcula por la ecuacion:

3450

%GA =(%j115 (2.8)

donde A1655 y A3450 son las adsorbancias del pico correspondiente a la banda de
evaluacion (amida 1) y de la banda tomada como referencia (estiramiento de OH),

respectivamente.

Sin embargo, mas recientemente Brugnerotto y colaboradores [46] realizaron una
extensiva investigacion en la que analizaron 25 muestras de quitina y quitosano de
diferentes fuentes y con grados de acetilacion, determinados por espectroscopia RMN, que
iban desde 0.5% hasta 97.9%. Tomando como banda caracteristica la banda localizada a
1320 cm™ y como referencia la banda a 1420 cm™ obteniéndose una correlacion lineal que

viene expresada por la siguiente relacion; con r = 0.990:

%GA = 31.92[Mj—12.20 (2.9)

1420

En todas estas determinaciones por IR es muy importante la seleccion adecuada de

las lineas de base en el calculo de la absorbancia para obtener buenos resultados [42].
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2.3.3 ANALISIS POTENCIOMETRICO

Se denomina titulacién al procedimiento para determinar la concentracion de un
acido o una base en solucién, por medio de la adicion de una base o un &cido de
concentracion conocida. Durante la titulacion, el punto en que se neutraliza un acido o una

base se denomina punto de equivalencia.

Si se va afiadiendo poco a poco una base a un &cido, el pH de la solucion se
incrementa con cada adicion de base. El diagrama que representa la variaciéon del pH

durante la valoracion se denomina curva de titulacion.

En la representacion gréfica del pH, en funcién de la cantidad de base afadida se
observa una subida brusca en el punto de equivalencia. El pH de la solucién antes del punto
de equivalencia se determina por la concentracion del acido que atn no ha sido neutralizado

por la base. El pH en el punto de equivalencia es el pH de la sal resultante.

Asi, el punto final de la titulacion se determina calculando el cambio de potencial
por unidad de cambio en el volumen del reactivo (es decir AE/AV; primera derivada de la
curva) [33], donde se supone que la curva de titulacion es asimétrica con relacion al
verdadero punto de equivalencia, y que la inflexion en la curva corresponde a dicho punto.
Este supuesto es perfectamente valido, siempre que las especies quimicas participantes en

el proceso reaccionen entre si en una forma equimolar.

La determinacion del contenido de grupos amino en el quitosano se realiza por una
titulacion potenciométrica acido-base, método propuesto por Broussignac [47], la cual

consiste en medir las variaciones de los valores de pH al titular una solucion de quitosano.
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El quitosano es disuelto en HCI y titulado con NaOH; esto produce una curva de
titulacion con dos puntos de inflexion, la diferencia entre las dos abscisas corresponde a la
cantidad de é&cido requerido para protonar los grupos amino del quitosano. La
concentracion del grupo amino esta determinada por la ecuacion:

%NH, = 16.1(Y - X)

f (2.10)
donde Y es el punto de inflexién mayor, X corresponde al punto de inflexion menor, ambos
expresados como volumenes, f es la molaridad de la solucion de NaOH, W el peso en

gramos de la muestra 'y 16.1 es un valor relacionado con el peso equivalente del quitosano.
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En este apartado se describen los métodos de sintesis de muestras de quitosano con
grados de acetilacion diferentes. Para lo cual se partié de quitina extraida de exoesqueletos
de camardn; la que se modificd quimicamente mediante una reaccion termoalcalina, dicho
proceso de modificacion consiste en la remocion de unidades acetilo, de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

OH
OH

HO
HO HO

fe) o HO
0 CH
/N i N\ T e + CH4COONa
¢ A NH, NH;
Oo=cC
\ HO © o]
CHg O\ HO X

Cada uno de los métodos aqui descritos se realizaron por triplicado. A continuacién
se detallan los procedimientos para la obtencién de los polimeros, los pardmetros
controlados en cada sintesis, asi como las técnicas experimentales empleadas en su

caracterizacion.

3.1 TRATAMIENTO DE LOS EXOESQUELETOS

La quitina se obtuvo a partir de exoesqueletos de camaron, para ello fue necesario
remover los pigmentos, sales y proteinas asociadas al biopolimero, mediante tratamientos
consecutivos con sustancias quimicas. Posteriormente se procedido a realizar una

modificacion quimica con hidréxido de sodio concentrado, para la obtencién de quitosano.

Preparacion de las muestras. Las muestras fueron lavadas bajo el chorro de agua
corriente, se secaron en una estufa eléctrica a 80°C por 3 dias. Los exoesqueletos secos se
trituraron y molieron en una licuadora convencional, posteriormente se tamizaron

utilizando una malla Mesh No. 40.
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3.2 OBTENCION DE QUITINA.

La quitina se obtuvo a través del siguiente proceso:

1) Los exoqueletos de camardn, molidos y tamizados, se someten a un proceso de
despigmentacion quimica con la mezcla de solventes: éter de petréleo, agua y acetona en la
proporcion 15/10/75. Para ello se coloca la harina en un matraz provisto de agitacion
magnética, por dos horas a temperatura ambiente. Posteriormente se procede a filtrar el
producto en un embudo Buchner y finalmente se seca en una estufa eléctrica a 50°C durante

6 horas.

2) El producto obtenido en la fase anterior se somete a una descalcificacion
mediante tratamiento con &cido clorhidrico 1 M durante tres horas a temperatura ambiente,
en un matraz con agitacion constante. Finalmente, se procede a filtrar en un embudo

Buchner, haciendo lavados con agua destilada hasta alcanzar la neutralidad del medio.

3) El tratamiento siguiente es la desproteinizacion quimica, la cual se lleva a cabo
en un matraz equipado con condensador de reflujo, mediante el empleo de hidréxido de
sodio al 4.5%. El proceso se realiza durante 3 horas, a 65°C y con agitacion constante. El
producto obtenido se purifica filtrando en un embudo Buchner y realizando lavados con

agua destilada caliente hasta lograr la eliminacion del exceso de base.

3.3 OBTENCION DE QUITOSANO

A continuacion se describen los métodos de sintesis mediante los cuales se

obtuvieron muestras de quitosano con diferente grado de acetilacion.
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3.3.1 METODO DE SINTESIS 1

Se colocan 200 mL de una disolucion de hidréxido de sodio al 50% en un matraz
de fondo redondo de tres bocas, se acopla al balon un sistema de reflujo, un termémetro y
un sistema de agitacion. Se agita la disolucion a 9500 rpm vy utilizando una manta de
calentamiento se alcanza una temperatura constante de 120°C. Manteniendo las
condiciones se agregan 10 g de quitina. El sistema se mantiene en reflujo, con agitacion en
una atmosfera de aire, durante 90 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion se purifica el
producto por filtracion y continuos lavados con agua destilada, hasta alcanzar la neutralidad
en la solucion de lavado. El polimero obtenido se coloca en un frasco de vidrio y se

conserva a temperatura ambiente en un desecador.

3.3.2 METODO DE SINTESIS 2

Se colocan 200 mL de una disolucién de hidréxido de sodio al 70% en un matraz
de fondo redondo de tres bocas, se acopla al balon un sistema de reflujo, un termometro y
un sistema de agitacion. Se agita la disolucion a 9500 rpm vy utilizando una manta de
calentamiento se alcanza una temperatura constante de 135°C. Manteniendo las
condiciones se agregan 10 g de quitina. El sistema se mantiene en reflujo, con agitacion en
una atmosfera de aire, durante 60 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion se purifica el
producto por filtracion y continuos lavados con agua destilada, hasta alcanzar la neutralidad
en la solucion de lavado. El polimero obtenido se coloca en un frasco de vidrio y se

conserva a temperatura ambiente en un desecador.
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3.3.3 METODO DE SINTESIS 3

Se colocan 200 mL de una disolucion de hidréxido de sodio al 50% en un matraz
de fondo redondo de tres bocas, se acopla al balon un sistema de reflujo, un termémetro y
un sistema de agitacion. Se agita la disolucion a 9500 rpm y utilizando una manta de
calentamiento se alcanza una temperatura constante de 120°C. Manteniendo las
condiciones se agregan 10 g de quitosano. El sistema se mantiene en reflujo, con agitacion
en una atmosfera de aire, durante 60 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion se purifica
el producto por filtracion y continuos lavados con agua destilada, hasta alcanzar la
neutralidad en la solucion de lavado. El polimero obtenido se coloca en un frasco de vidrio

y se conserva a temperatura ambiente en un desecador.

3.3.4 METODO DE SINTESIS 4

Se colocan 200 mL de una disolucién de hidréxido de sodio al 50% en un matraz
de fondo redondo de tres bocas, se acopla al balon un sistema de reflujo, un termometro y
un sistema de agitacion. Se agita la disolucion a 9500 rpm vy utilizando una manta de
calentamiento se alcanza una temperatura constante de 120°C. Manteniendo las
condiciones se agregan 10 g de quitosano. El sistema se mantiene en reflujo, con agitacion
en una atmosfera de aire, durante 60 minutos. Finalizado el tiempo de reaccion se purifica
el producto por filtracion y continuos lavados con agua destilada, hasta alcanzar la
neutralidad en la solucion de lavado. El polimero obtenido se coloca en un frasco de vidrio

y se conserva a temperatura ambiente en un desecador.
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3.4 CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

En la realizacion de este trabajo, se caracterizaron cada uno de los productos que se
obtuvieron en las tres repeticiones realizadas para cada uno de los métodos de sintesis
propuestos. Cada uno de ellos fue analizado en forma individual y por triplicado bajo las

condiciones descritas en los siguientes apartados.

3.4.1 VISCOSIMETRIA CAPILAR

Para determinar el peso molecular de los polimeros se utilizd un viscosimetro
capilar tipo Ubbelhode, equipado con un bafio termostatico controlado por un recirculador
de agua marca Lauda modelo D-97922, con capacidad de regular la temperatura en +
0.01°C. Las muestras de quitosano se prepararon por disolucion en una mezcla compuesta
de 4cido acético 0.1 M y cloruro de sodio 0.2 M. La concentracion inicial del polimero fue

1.0x10™ g/mL en todos los casos.

Antes de utilizar el viscosimetro es necesario lavarlo con mezcla sulfocromica,
luego lavar varias veces con agua normal, con agua destilada filtrada y finalmente con
acetona filtrada, a fin de facilitar el secado del instrumento. Con el viscosimetro limpio y
seco se procede a la determinacion de los tiempos de caida del disolvente y de las

disoluciones poliméricas.

De acuerdo con la ecuacion (2.1), es necesario conocer el tiempo de caida de la
mezcla utilizada como disolvente. Para ello se filtran 10 mL de dicha mezcla por tres veces
utilizando un embudo Buchner que tenga una placa de vidrio fritado, y se introducen 8 mL

en el viscosimetro, procediendo a determinar su tiempo de caida. Una vez finalizado el
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proceso, se limpia el viscosimetro con acetona y se seca. Seguidamente se filtra tres veces

la disolucién de polimero que se va a analizar y se introducen en el viscosimetro 8 mL.

Se sitla el viscosimetro en el bafio termostatico y se mide el tiempo de caida de la
solucién. Una vez determinado éste se procede a efectuar la primera dilucién, afiadiendo 1
mL de disolvente perfectamente medido con una pipeta. Se agita con cuidado el
viscosimetro para homogenizar la disolucion y se mide su tiempo de caida. De igual forma
se efectlan las diluciones y medidas posteriores. La secuencia de dilucion es: 1 mL, 1 mL,

2mLy2mL.

La viscosidad relativa (nr) se determina en cada caso mediante la ecuacion (2.1) a
partir de los tiempos de caida de las disoluciones poliméricas (t) y el tiempo de caida del

disolvente (to); a continuacion se calcula la viscosidad especifica usando la ecuacion (2.2).

Una vez conocidos los valores de viscosidad reducida para cada concentracion,
segin la ecuacion (2.3), la viscosidad intrinseca se obtiene por extrapolacién a

concentracion nula, usando la ecuacion de Huggins (2.5).

Como se menciono en el fundamento tedrico, la relacion empirica de Mark-
Houwink puede utilizarse para determinar el peso molecular promedio viscoso de un
polimero, a partir de la medida de su viscosidad intrinseca en un disolvente y temperatura

dados, para los cuales se conocen las constantes k y a de la ecuacion (2.6).

Para quitosano en la mezcla 0.1 M HOAC-0.2 M NaCl a 25°C tenemos que, segun

el trabajo de Maghami y Roberts [48], la ecuacion viscosimétrica es:

[n]=181x10°My""
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es decir que el peso molecular promedio viscoso se expresa segun:

M, =([n]/1.81x10°%)"0%

3.4.2 GRADO DE ACETILACION: ESPECTROSCOPIA INFRARROJA.

Los espectros infrarrojos de los polimeros fueron realizados con un equipo
ThermoNicolet modelo avatar 330 FT-IR. Este equipo permite trabajar en el IR medio
(400-4000 cm™) y dispone de un detector de sulfato de triglicina deuterado (DTGS). Los
espectros se obtuvieron con una resolucién de 4 cm™, y corresponden al promedio de 40

barridos en una muestra solida de polimero en bromuro potéasico (KBr).

Para la cual se prepara una mezcla de quitosano-KBr 4%, pesando 0.0120 g de
quitosano y 0.3000 g KBr en la balanza analitica; ambas sustancias han sido
homogenizadas, por separado, en un mortero de 4gata y sometidas a un tratamiento de

secado a 100°C en una estufa por 24 horas.

Las pastillas se obtienen de la siguiente forma: colocando el molde de la prensa
para pastillas del espectrofotometro en la balanza; se pesa 0.03g de la mezcla previamente
triturada y homogenizada de quitosano-KBr 4%; a continuacion se traslada el molde a la

prensa para formar la pastilla.

Determinacion de las areas: para la banda a 3450 cm™ que corresponde a la banda
de referencia (BR) la linea base se fija en los limites comprendidos entre los nimeros de
onda 3900-1850 cm™. Para la banda de evaluacién (BE) a 1655 cm™, la linea base se fija
en los limites comprendidos entre los nimeros de onda 1720-1600 cm™. El grado de

acetilacion se calcula utilizando la ecuacion (2.8).
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3.4.3 GRADO DE DESACETILACION: POTENCIOMETRIA.,

En la determinacion del porcentaje de grupos aminos presentes después de la
reaccion termoalcalina se utilizo un pHmetro Hanna Instruments, modelo 93140 el cual ha
sido previamente calibrado; los buffer de calibracion utilizados fueron los de pH 7.01, 4.01

010.1 £ 0.1 a 25°C, proveidos por Hanna Instruments .

A continuacién se procede a la disolucién de 0.5 g de cada uno de las muestras por
separado en 20 mL de HCI 0.3 M. La disolucion luego se titula con una solucion de NaOH
0.1 M, la cual ha sido estandarizada previamente con biftalato de potasio como patron

primario.

La valoracién se lleva a cabo midiendo el cambio de pH cada 2 mL de base afiadida,
la adicion se realiza de forma lenta y con agitacion continua para homogenizar la solucion y

evitar errores debidos a la posible precipitacion del biopolimero.

Con los datos obtenidos se hace la representacion grafica de cambio de potencial
obtenido versus volumen de base gastado; los puntos de inflexion, expresados como
volimenes, se determinan segun el criterio de la primera derivada. Los valores obtenidos
se tratan segun la ecuacion (2.10), lo que permite determinar el porcentaje de grupos amino

presentes en la estructura de la macromolécula.
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En este apartado se presentan los resultados obtenidos de la desacetilacion selectiva
de la quitina, para lo cual se desarrollaron cuatro métodos de sintesis a partir de los que se

obtuvieron productos con diferente grado de desacetilacion.

Cada método de desacetilacion se realiz por triplicado segin lo descrito en el
capitulo 3, obteniéndose un total de doce productos; a cada uno de ellos se les determind
el grado de acetilacion mediante espectroscopia infrarroja, el cual se utilizo como
pardmetro de representativo de la reaccion de desacetilacion y mediante un andlisis
estadistico se determina la repetibilidad de los métodos de sintesis propuestos; finalmente

se reporta el peso molecular promedio viscoso de las muestras obtenidas.

4.1 PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DE LAS SINTESIS.

METODO DE SINTESIS 1: Partiendo de 10 g de quitina y con hidréxido de sodio
al 50%, a una temperatura constante de 120°C durante 90 minutos se ha obtenido un

porcentaje promedio de rendimiento de 80.6% de producto desacetilado.

METODO DE SINTESIS 2: De una muestra de 10 g de quitina y una solucion de
hidroxido de sodio al 70% a una temperatura constante de 135°C durante 60 minutos se

obtuvo un porcentaje promedio de rendimiento de 75.1% de polimero.

METODO DE SINTESIS 3: La obtencion de los productos del método de sintesis
3, se ha realizado mediante la remocion selectiva de los grupos acetilo de una muestra de
quitosano. Se colocaron 10 g de quitosano en un reactor con hidréxido de sodio al 50% y
una temperatura constante de 120°C durante 60 minutos, obteniéndose un porcentaje

promedio de rendimiento de 80.2%.
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METODO DE SINTESIS 4: Se colocaron 10 g de quitosano en un reactor con
hidréxido de sodio al 50% y una temperatura constante de 120°C durante 60 minutos,
obteniéndose un porcentaje promedio de rendimiento de 73.0%. Ver resumen de los

porcentajes de rendimiento en la tabla 4.1.

Los resultados indican que las condiciones de reaccion planteadas para cada una de
las sintesis permiten obtener un buen rendimiento; por lo cual se puede considerar que los
métodos descritos son viables desde el punto de vista del porcentaje de obtencién de los

productos.

Tabla 4.1 Porcentaje de rendimiento promedio de cada método de sintesis.

Método % Ry % Ry % R3 %R
1 81.0 81.0 80.0 80.6
2 745 76.0 749 75.1
3 80.2 80.0 80.5 80.2
4 72.0 72.0 75.0 73.0

Cada uno de los productos se ha caracterizado determinando el grado de

desacetilacion y el peso molecular promedio viscoso como parametros de evaluacion.

Por espectroscopia infrarroja, se ha determinado el porcentaje de grupos acetilos
presentes en el polimero; utilizando la titulacién potenciométrica, se obtuvo el porcentaje
de grupos aminos existentes en la muestra de biopolimero y el peso molecular promedio

Viscoso se determino por viscosimetria capilar, segun lo descrito en el capitulo 3.
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4.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA Y REPETIBILIDAD DE LOS

METODOS DE SINTESIS.

Los espectros infrarrojos se tomaron a partir de pastillas formadas por una mezcla
del respectivo polimero con bromuro de potasio (quitosano-KBr 4%) una vez formada la
pastilla se realiza un proceso de secado para eliminar la humedad. Las condiciones del
trabajo en el aparato fueron las siguientes: resolucién de 4 cm™, 40 barridos y correccién
automatica de H,O y CO,. Los espectros infrarrojos de los productos obtenidos a partir de

cada uno de los métodos de sintesis propuestos se muestran en las figuras 4.1 a la 4.4.

Lo mas importante que resaltar de los espectros es la diferencia que existe entre la
intensidad relativa de la sefial que en el espectro de la quitina aparece a 1655 cm™, que es
debida a la tension de grupos carbonilo amidicos libres, y la banda que corresponde a la

flexion del grupo amino, que aparece aproximadamente a 1556 cm™.

Absorhance
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Figura 4.1 Espectro infrarrojo de quitosano obtenido a partir del método de sintesis 1.
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Figura 4.2 Espectro infrarrojo de quitosano obtenido a partir del método de sintesis 2.
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Figura 4.3 Espectro infrarrojo de quitosano obtenido a partir del método de sintesis 3.
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Figura 4.4 Espectro infrarrojo de quitosano obtenido a partir del método de sintesis 4.

En la figura 4.5 se presenta una comparacion de las bandas en la region de 2000 a
1200cm™ de las cuatro muestras de quitosano, ya que es en la intensidad de dicha sefial en
la que se aprecia la modificacion quimica producida por la desacetilacién que ha sufrido el
biopolimero. En el espectro del producto obtenido por el método de sintesis 1 (color azul)
se aprecia la sefial de la banda amida I como dos picos, tal como se ha sefialado en el
espectro de la quitina. La intensidad de dicha banda disminuye proporcionalmente al grado
de desacetilacion, tal como se aprecia en los espectros de la sintesis 2 (color verde),
sintesis 3 (color celeste) y la muestra de la sintesis 4 en (color rojo). Al mismo tiempo se
observa el aumento de la intensidad de la sefial de la banda del grupo amino, cercano a

1557 cm™.
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Figura 4.5 Comparacion de la sefial a 1655 cm™. método 1 (---),
método 2 (---), método 3 (---) y método 4 (---).

El andlisis de los espectros infrarrojos consistié en evaluar la intensidad relativa de
la sefial que aparece aproximadamente a 1655 cm™, que es debida a la tensién de grupos
carbonilo amidicos, la cual se considera como banda de evaluacion (BE) y la banda de
referencia (BR) que corresponde a la sefial de estiramiento de hidroxilos a 3446 cm™. A
cada banda se le asign6 la correspondiente linea base segin se ha explicado en la parte

experimental.

El método utilizado para la determinacion del grado de acetilacion de las muestras
de quitosano es el propuesto por Baxter et. al. [4], que emplea la razon de é&reas

A1655/A3450, ecuacion (28)
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El grado de acetilacion de cada una de las muestras de quitosano se ha calculado
mediante la ecuacion (2.8), determinando el area de absorbancia de la banda de referencia y

la banda de evaluacion, las medidas se han realizado por triplicado.

En la tabla 4.2 se reportan las 4reas calculadas de las bandas a 1655 y 3450 cm™, la
relacion de areas de los espectros infrarrojos y el grado de acetilacion del producto 1.1, el

cual ha sido analizado por triplicado.

Tabla 4.2 Resultados del analisis del grado de acetilacion para el producto 1.1.

Replica A1es5 (cm?2) Assso (cm?) M55/ Asaso %GA
1 0.098 0.314 0.312 35.89
2 0.099 0.331 0.299 34.40
3 0.121 0.398 0.304 34.96

En la tabla 4.3 se resumen los valores de grado de acetilacion de los productos
obtenidos por el método de la sintesis 1, las replicas se llevaron a cabo todas de la misma

forma, segun se describe en el apartado 3.3.
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Tabla 4.3 Grado de acetilacion de los productos del método de sintesis 1.

Producto GA1 GA GA3 GAzs
1.1 35.89 34.40 34.96 35.08 £0.76
1.2 33.35 33.55 34.30 33.74+ 0.50
1.3 32.70 32.47 31.91 32.56 £ 0.40

Para la determinacién de la repetibilidad del método se comparan entre si los
resultados obtenidos. EIl tratamiento estadistico consiste en el analisis de varianza
(ANOVA) para establecer si existen o no diferencias significativas entre los valores de
grado de acetilacion obtenidos a partir de las sintesis hechas, utilizando el mismo método

por el mismo analista en diferentes dias.

Si no existe diferencia significativa segun la prueba F con un nivel de significancia
del 5%, se establece que el método es repetible en el intervalo de trabajo. Para ello se
determina un valor de F experimental (Fexp) que es igual al cociente (S1)%(S,)% Siendo S; y
S, las desviaciones estandar de los grados de acetilacion calculados que se estan

comparando; siendo necesario que se cumpla que (S1)* > (S2)°.

El valor de F experimental se compara con un valor obtenido de una tabla de
distribucion F (Frap), que debe tener ni-1 grados de libertad en el numerador y n,-1 grados
de libertad en el denominador y un nivel de significancia de al menos 10%. Si Fgyxp < Frap
se confirma la hipotesis nula, es decir que no existen diferencias estadisticas significativas

entre los grados de acetilacion y el método cumple con la condicion de repetibilidad.



46

En la Tabla 4.4 se presentan los resultados obtenidos de la comparacion estadistica
de las desviaciones de las tres repeticiones del método de sintesis 1. Para las tres
comparaciones se tiene que no existen diferencias estadisticamente significativas, Fex, €S
menor que Frq, en todos los casos, y por tanto, queda demostrado que el método de sintesis

propuesto cumple con la condicidn de repetibilidad.

Tabla 4.4 ANOVA del grado de acetilacion obtenido mediante
espectroscopia infrarroja de las tres repeticiones del método de

sintesis 1.
SZ
Producto S Fexp
1.1 0.76 0.58 231
1.2 0.50 0.25
1.1 0.76 0.58 361
1.3 0.40 0.16
1.2 0.50 0.25 156
1.3 0.40 0.16

Ftab (F2,2,010) = 9

Consecuentemente se puede concluir que el control sobre los parametros de
temperatura, concentracion del alcali y el tiempo de reaccién; para el método de sintesis 1,
generan como producto de reaccion un quitosano con grado de acetilacion de 33.79%, lo

que equivale a un grado de desacetilacion de 66.21%.

Todos los productos provenientes de los métodos de sintesis 2, 3 y 4 se analizaron

de forma idéntica a los productos del método de sintesis 1.
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Los resultados del estudio espectroscopico de los productos del método de sintesis 2

se reportan en la tabla 4.5 y el anélisis de las varianzas en la tabla 4.6.

Tabla 4.5 Grado de acetilacion de los productos del método de sintesis 2.

Producto GA1 GA GAs GAts
2.1 24.34 2463 2414 24,37 £0.25
2.2 19.75 19.49 20.59 19.94 £ 0.57
2.3 21.46 22.09 21.07 21.54 £ 0.52

Para las tres comparaciones se tiene que no existen diferencias estadisticamente

significativas, Feyxp €s menor que Fra, en todos los caso, y por tanto, queda demostrado que

el método de sintesis propuesto cumple con la condicién de repetibilidad; y se puede

concluir que el control sobre los parametros de temperatura, concentracion del alcali y el

tiempo de reaccién; efectuados durante la sintesis 2, generan como producto de reaccion un

quitosano con grado de acetilacion de 21.95, lo que equivale a un grado de desacetilacion

de 78.05%.
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Tabla 4.6 ANOVA del grado de acetilacion obtenido mediante
espectroscopia infrarroja de las tres repeticiones del método de

sintesis 2.

Producto S s’ Fexp
2.2 0.57 0.32 519
2.1 0.25 0.06
2.3 0.52 0.27 439
2.1 0.25 0.06
2.2 0.57 0.32 120
2.3 0.52 0.27

Ftab (F2,2,010) = 9

En la tabla 4.7 se recogen los resultados del estudio espectroscopico de los

productos del método de sintesis 3 y el analisis estadistico se presenta en la tabla 4.8.

Tabla 4.7 Grado de acetilacion de los productos del método de sintesis 3.

Producto GA1 GA2 GA3 GA+ts
3.1 10.43 11.55 12.18 11.39 + 0.89
3.2 11.34 11.93 11.14 11.47 + 0.41

3.3 11.21 10.43 12.11 11.25+0.84
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Para las tres comparaciones se tiene que no existen diferencias estadisticamente
significativas, Fgxy €s menor que Fra, en todos los caso, por tanto, queda demostrado que el
método de sintesis propuesto cumple con la condicidn de repetibilidad; y se puede concluir
que el control sobre los pardmetros de temperatura, concentracion del alcali, tiempo de
reaccion y polimero de partida; efectuados durante la sintesis generan como producto de
reaccion un quitosano con grado de acetilacion de 11.37%, lo que equivale a un grado de

desacetilacion de 88.63%.

Tabla 4.8 ANOVA del grado de acetilacion obtenido mediante
espectroscopia infrarroja de las tres repeticiones del método de

sintesis 3.
82

Producto S Fexp
3.1 0.89 0.79 471
3.2 0.41 0.17
3.1 0.89 0.79 112
3.3 0.84 0.70
3.3 0.84 0.70 4.90
3.2 0.41 0.17

Ftao (F2,2,0.10) = 9

Los resultados de los productos del método de sintesis 4 se reportan en la tabla
4.9 y el analisis estadistico se presentan en la tabla 4.10. Ya que no existen diferencias
estadisticamente significativas, Fex, €s menor que Frap en todos los casos, por lo que
gueda demostrado que el método de sintesis propuesto cumple con la condicién de

repetibilidad.
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Tabla 4.9 Grado de acetilacion de los productos del método de sintesis 4.

Producto GA GA GA3 GA s
4.1 10.43 10.59 8.90 9.97£0.93
4.2 6.44 5.75 .60 9.93+044
4.3 8.77 7.85 8.39 8.33+£0.46

Tabla4.10 ANOVA del grado de acetilacién obtenido mediante
espectroscopia infrarroja de las tres repeticiones del método de

sintesis 4.
82

Producto S Fexp
4.1 0.93 0.86 468
42 0.44 0.19
4.1 0.93 0.86 318
43 0.46 0.27
43 0.46 0.27 142
42 0.44 0.19

Ftao (F2,2,0.10) =9

Se puede concluir que el control sobre los parametros de temperatura, concentracion

del alcali, tiempo de reaccion y material de partida efectuados en esta sintesis generan
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como producto de reaccién un quitosano con grado de acetilacion de 8.07, lo que equivale a

un grado de desacetilacion de 91.92%.

4.3 VALORACION POTENCIOMETRICA DE LOS PRODUCTOS

Para corroborar los resultados obtenidos por métodos espectroscopicos, se procedio
a analizar el contenido de grupos amino en las muestras de quitosano por titulacion
potenciométrica. Sin embargo, las muestras obtenidas mediante el método de sintesis 1
no presentan solubilidad en medio &cido, por lo cual no han sido analizadas por esta

técnica.

Para realizar la cuantificacion se disuelve el polimero en éacido clorhidrico y se
valora la mezcla con hidrdéxido sédico, tal y como se describi6 en el apartado 3.4.3. En las
figuras 4.6 a la 4.8 se presentan las curvas de titulacion de los productos 2.1, 3.1y 4.1. En
todos los casos se obtiene una curva de titulacién con dos puntos de inflexion, cuyos

valores exactos se determinaron segun el criterio de la primera derivada.

Tal y como se explicd en la seccion 2.3.3, la diferencia entre los dos puntos de
inflexion en la curva de titulacion, corresponde a la cantidad de acido requerido para
protonar los grupos amino presentes en la estructura del quitosano, la concentracion de

éstos se determina por la ecuacion (2.10).
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Figura 4.6 Curva de titulacion producto 2.1. En el recuadro se
muestra la primera derivada.
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Figura 4.8. Curva de titulacion producto 4.1. En el recuadro se
muestra la primera derivada.

Las titulaciones realizadas a los productos obtenidos a partir de los métodos de
sintesis 2, 3 y 4 se realizaron por triplicado; el porcentaje de grupos amino promedio
calculados para cada método de sintesis se muestran en las tablas 4.11, 4.12 y 4.13,

respectivamente.

Tabla 4.11 Porcentaje de grupos amino de los productos obtenidos a
partir del método de sintesis 2.

Producto (% NH2)1 | (%NH2)2 | (%NH2)s | %NH:+s
2.1 77.28 76.74 7745 | 77.16+0.37
2.2 77.15 77.80 7707 | 77.34+0.40
2.3 74.06 73.55 7650 | 74.70 +1.58
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Tabla 4.12 Porcentaje de grupos amino de los productos obtenidos a
partir del método de sintesis 3.

Producto (% NH2)1 | (%NH2)2 | (%NH2)s | %NH:+s

3.1 83.75 83.93 83.63 83.63£0.10
3.2 86.94 86.70 85.06 86.23 £ 1.02
3.3 83.05 83.17 83.94 83.39£0.48

Tabla 4.13 Porcentaje de grupos amino de los productos obtenidos a
partir del método de sintesis 4.

Producto (% NH2)1 | (% NH22 | (%NH2)s | %NH.+s

4.1 94.85 94.79 93.10 94.25+0.99
4.2 95.49 95.71 96.51 95.90 £ 0.54
4.3 90.96 91.57 93.72 92.08 +£1.45

De los resultados obtenidos en la titulacion potenciométrica se concluye que, los
productos obtenidos a partir del método de sintesis 2 contienen un porcentaje promedio de
grupos aminos de 76.40 %; asi mismo, los datos indican que el biopolimero obtenido en las
repeticiones del método de sintesis 3 tienen un porcentaje promedio de 84.41% vy
finalmente que la proporcién promedio de grupos amino es mayor en los productos del
método de sintesis 4, correspondiente a un 94.07% ; lo que confirma que los métodos de
sintesis propuestos permiten la obtencion de productos con grados de desacetilacion

especificos.
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4.4 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR PROMEDIO VISCOSO

Los resultados de la determinacion del peso molecular promedio viscoso de los
productos obtenidos por los métodos de sintesis propuestos, son presentados en este

apartado.

Para ello se procedié a determinar la viscosidad intrinseca [n] de cada uno de los
productos, aplicando la ecuacion (2.5) que relaciona la viscosidad reducida (m,, /C,) con

la concentracion:
1’]esp

2

=[n]+K[n]'C,

Las medidas viscosimétricas se han realizado, tal y como se ha comentado en la
parte experimental, en un viscosimetro capilar de tipo Ubbelhode, a una temperatura de
25°C, utilizando una mezcla compuesta de acido acético 0.1 M y cloruro de sodio 0.2 M
como disolvente, y a una concentracion inicial de 1x10°° g/mL. Una vez establecidas las
condiciones de trabajo se procedi6 a determinar los tiempos de caida de la mezcla
disolvente (t,) y de cinco disoluciones poliméricas de concentracion diferente (t),

preparadas por dilucidn al interior del viscosimetro, a partir de la original.

Al dividir el valor de la viscosidad especifica entre la concentracién se obtiene la
viscosidad reducida, que es la que se sustituye en la ecuacion de Huggins para determinar la
viscosidad intrinseca. Al representar la viscosidad reducida frente a la concentracion, para
soluciones de concentracion diferente, se obtiene una linea recta con un intercepto igual a la

viscosidad intrinseca de la muestra polimérica en estudio.
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En las tablas 4.14-4.16 se presentan los resultados del andlisis viscosimétrico a 25°C
en NaCI/HOAc realizado a los productos 2.1, 3.1 y 4.1, obtenidos a partir de los métodos
de sintesis 2, 3 y 4; cada uno de los productos se analizé por duplicado. Debido a que los
productos del método de sintesis 1 no son solubles en &cido acético diluido no se reporta

en estd memoria el valor de su peso molecular promedio viscoso.

El célculo de las lineas de regresion se efectu6 por el método de minimos
cuadrados, a partir del ajuste de los valores de viscosidad reducida (y) versus la
concentracion (x). El coeficiente de correlacion (r) en ninguno de los casos fue menor a
0.997. El intercepto de cada ecuacién (a) es igual a la viscosidad intrinseca, y de la
pendiente (b) se obtiene la constante de Huggins. Ademas, se reportan los valores de la

desviacion estandar de la regresion (S;), para cada caso.

Tabla 4.14 Andlisis viscosimétrico, a 25°C en NaCI/HOAc, del producto 2.1.

Concentracion Tiempo de caida* Nesp /€2
(g/mL) (s) (mL/g)
1.00x 1073 150.51 754.48
8.89x 107 141.33 728.39
8.00x 107 134.54 710.48
6.67 x 107 124.43 675.39
571x10™ 118.11 660.00
*t,=85.79s a = 52934
b =224604.86
Sr=2.75
r=0.998




Tabla 4.15 Analisis viscosimétrico, a 25°C en NaCI/HOAc, del producto 3.1.

Concentracion Tiempo de caida* Nesp /€2
(g/mL) (s) (mL/g)
1.00x 1073 131.47 532.55
8.89 x 1074 126.07 519.01
8.00 x 107 120.70 508.73
6.67 x 107 113.85 490.56
5.71 x 107 109.35 481.12

1o =8579s a=41073

b =121790.55

Sr=1.00

r=0.999
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Tabla 4.16 Analisis viscosimétrico, a 25°C en NaCI/HOAc, del producto 4.1.

Concentracion Tiempo de caida Nesp / €2
(g/mL) (s) (mL/g)
1.00x 1078 118.38 417.29
8.89 x 1074 113.82 41120
8.00 x 107 110.31 405.31
6.67 x 107 105.59 398.19
5.71 x 1074 102.25 392 41

1 =8579s a=359.29

b = 58040.50

Sr=0.32

r=0.999
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La representacion de la viscosidad reducida como funcion de la concentracion para

los productos correspondientes a los métodos de sintesis 2, 3 'y 4 se presenta en las figuras

4.9a4.1l.

En todos los casos se observa una disminucion de la viscosidad reducida a medida
que la concentracion del polimero disminuye, lo que indica que se cumple la expresion de

Huggins para el polimero en estudio, en las condiciones de trabajo utilizadas.
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Figura 4.9 Representacion de Huggins, a 25°C en NaCIl/HOAc, del
producto 2.1.
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Figura 4.10 Representacion de Huggins, a 25°C en NaCl/HOAc, del
producto 3.1.
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Figura 4.11 Representacion de Huggins, a 25°C en NaCI/HOAc, del
producto 4.1.

La viscosidad intrinseca mide el volumen especifico efectivo de un polimero
aislado, razon por la que su determinacion se realiza extrapolando a concentracion nula. Su

valor depende del tamafio y forma de la molécula de soluto, asi como de su interaccién con
el disolvente y de la temperatura de trabajo.
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Como hemos sefialado previamente, para un sistema polimero-disolvente a una
temperatura determinada, la expresion de Mark-Houwink puede utilizarse para determinar
el peso molecular promedio viscoso de un polimero. Para quitosano en la mezcla 0.1 M

HOAC-0.2 M NaCl a 25°C tenemos que [19]:

M, = ([n]1/1.81x10°3)"/09

En la Tabla 4.17 se reporta el promedio del peso molecular viscoso para las

muestras obtenidas de los métodos de sintesis 2, 3y 4

Tabla 4.17 Resumen del peso molecular promedio viscoso. Se reportan dos

repeticiones para cada producto.

Producto (Mv)l (Mv)z M.
(g/mol) (g/mol)
2.1 7.42 x 100 754 x10° | 748 x10°
3.1 5.31 x10° 527 x10° | 5.29x10°
4.1 470 x 105 465x10%5 | 4.67x10°

Los valores de peso molecular determinados reflejan que bajo las condiciones de
reaccion planteadas para cada uno de los métodos de sintesis, son adecuadas para obtener
productos con pesos moleculares diferentes; la disminucion en el peso molecular es

congruente con la perdida de grupos acetilos producto de la reaccion de modificacion.
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En el capitulo anterior se han presentado los resultados de la caracterizacion de
cuatro muestras de quitosano sintetizados mediante reacciones de desacetilacion selectiva.
A partir del andlisis de los resultados obtenidos concluimos:

1) El andlisis cualitativo de los espectros infrarrojos de cada una de las muestras indican
que el control sobre los pardmetros de reaccion, tales como, concentracion del alcali,
tiempo de reaccion, temperatura del sistema y polimero de partida permiten la obtencién de

quitosanos con grados de desacetilacion especificos.

2) Los resultados del andlisis potenciométricos indican que las muestras obtenidas por el
método de sintesis 2 presentan un grado de desacetilacion del 76.40%, asi mismo
demuestran que el biopolimero obtenido en el método de sintesis 3 presenta un grado de
desacetilacion de 84.41% y que las muestras obtenidas de la sintesis 4 poseen un grado
desacetilacion del 94.07%, dichos resultados son congruentes con los obtenidos por

espectroscopia infrarroja.

3) La insolubilidad en disoluciones diluidas de &cido acético presentada por las muestras
obtenidas a partir del método de sintesis 1, prueba que el polimero es quitina, cuyo grado de

desacetilacion es de 66.21%.

4) A partir de los resultados obtenidos del andlisis de varianza se ha demostrado que los

métodos de sintesis propuestos cumplen con la condicion de repetibilidad.

5) El peso molecular promedio viscoso de las muestras obtenidas por los métodos de
sintesis 2, 3y 4 reflejan que las condiciones de reaccion propuestas son las adecuadas para
obtener polimeros con pesos moleculares diferentes, la disminucién en el peso molecular es

congruente con la perdida de grupos acetilos producto de la reaccion de modificacion.
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