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|- INTRODUCCION

La quitina es uno de los hiopoimeros més abundantes, después de la cdulosa, que se
encuentra en la mayoria de los vegetdes. La quitina se encuentra como componente de los
exoequeletos de invertebrados y las paredes cdulares de agunos hongos y dges La
quitina se produce por biosintess en los organismos antes indicados y presenta una taza de
reposicion tan dta en la biosfera que se estima duplicaala cdulosa

Los resducs que se obtienen d procesar los mariscos contienen en generd un 14-35% de
quitina asociada con proteinas (30-40%), lipidos, pigmentos y depdstos de cdcdo (30
50%). Se egima por tanto una produccion mundid anud de quitina en los residuos de unas
1 440 000 tondadas por aio. Ede gran volumen, unido a su lenta capacidad de
degradecion, ha esimulado un gran interés para la determinacion de los posibles usos de
edas sudancias con una doble findidad. Por un lado la busgueda de una explotacion
econdmica bendficiosay por otro ladiminacion del problema medicambienta.

B quitosano, principd  deivedo de la quitingg se obtiene indudridmente  mediante
tratamiento de deacetilacion quimica o enziméico. Dependiendo de las condiciones de
reeccion, se obtienen quitosanos de diferentes pesos moleculares y grados de deacetilacion.
Edas vaiables los hacen Utiles para diversas gplicaciones. Actudmente son usados como
productos dterndtivos en d ambito de la tecnologia agricola como bioestimulantes en €
control de plages y en la proteccion de semillas y frutos, se utiliza en cosmetologia, dadas
Us propiedades regeneraivas de los tgidos y su potente accion  bactericida, en
dimentacion por ser floculantes de proteinas y lipidos, y por su accidn anticolesterolémica,
entre otras®.

En d presente trabgo se empleron plumas de Pota, “ Dosidicus gigas’, para obtener
quiina y podteriormente quitosano. La quitina obtenida presenta mayor peso molecular
comparado con la quitina que se obtiene de Langodino. As mismo se estudié d efecto de
la radiacion gamma en la obtencion de quitosano de “ Dosidicus gigas’ para compararlo

con € méodo convenciond. Se debe remarcar que la radiacion gamma no ha sido utilizada



hasta € momento en @ proceso de produccion de quitosano, lo cud condituye un nuevo
méodo de obtencidn de este biopolimero. Se ha optado por obtener quitoseno de
“Dosidicus gigas’ a fin de conssguir b-quitosano ya que este cuenta con una dta
reactivided cudidad que nos permite obtener mayor numero de derivados de quitosano.
También en ede trdbgo se presenta la preparacion de hidrogees de quitosano-PVA,
empleando € méodo de laradiacion gamma.

Los hidrogdes son materides poliméricos entrecruzedos en forma de red tridimensond,
gue tienen la cgpacidad de absorber una gran cantidad de agua formando materides
blandos y elégticos. Estos hidrogeles pueden prepararse por radiacion (rayos gamma) >3,
dectrones®, UV® 0 con la ayuda de agentes de entrecruzamiento quimicos!”. Los
hidrogeles tienen aplicacion préacticaen agriculturay en biomedicina®9.

Actudmente € uso de Radiacion Gamma gpunta a la obtencion de quitosanos de bgo peso
molecular. Es ventgoso porque ademéds de ser una técnica efectiva y de bgo costo
mantiene la edructura quimica e incrementa la reectivided dd quitosano para futuras

derivatizaciones.



[1.-OBJETIVOS

2.1.- Objetivos Generales:.

Obtencion y caracterizacion (grado de deacetilacion y peso molecular) del quitosano de
Pota“ Dosidicus Gigas’ obtenido empleando d método convenciond.

Obtencion y caracterizacion  del quitosano de “ Dosidicus Gigas' obtenido empleando
e méodo de radiacion gamma

Obtencion y caracterizacion los hidrogeles de quitosano-PVA empleendo € méodo de

radiacion gamma.

2.2.- Objetivos Especificos:

Evduar las propiedades (grado de deacdtilacion y peso molecular) de  quitosano
obtenido empleando radiacion gamma, en funcién de la egpa en la que s glica la
radiacion gamma.

Evduar las propiededes (grado de deecetilacion y peso molecula) dd quitosano en
funcién de la dods de irrediacion.

Egablecer un méodo esténdar para obtener quitosano de “ Dosidicus Gigas’ en €
menor tiempo posible y manteniendo |as caracteristicas adecuadas.

Edablecer los padmeros que deerminan d grado de hinchamiento, as como los
factores que determinan laformacion y estabilidad de los hidrogdles.



l11.- PRINCIPIOS TEORICOS

3.1.- QUITINA

Los polimeros més abundantes de la naturdeza son la cdulosa y la quitina La diferencia
entre etos biopolimeros se encuentra en @ grupo hidroxilo dd cabono 2, d cud en la
quitina hasdo sudtituido por d grupo acetamiday cuyo mondmero esla
2-acetamido-2-desoxi-b-D-glucosa

La Quiting, un homopolimero de la b-(1,4)-N-acetil-D-glucosaming, se encuentra en la
mayoria de los vegetdes, y es un componente de los exoesqueletos de invertebrados y las
paredes cdulares de dgunos hongos y dgas Se produce por biosintess en los organismos
antes indicados y presenta una taza de reposicion tan dta en la biosfera que ¢ etima €
doble dela cdulosa

El nombre Quiting Chitin en inglés, viene dd vocablo griego chiton (citvn), que sgnifica
mella®™. Es una macromolécula lined, su formula molecular tiene la forma (CgHidNOs),,
cuya masa molecular es de 2033 g/mol por unidad y goroximadamente 400 000 g/mal la
molécula entera

3.1.1.- OCURRENCIA

La quitina se encuertra, presente en dgunos hongos como los ascomicetos, Zigomicetos,
basidiomicetos y deuteromicetos, asi como en dgas como las diatomess.

Por ser un producto naturd, no podemos esperar una composicion Unica. Debe entenderse
por eto que las diferentes moléculas dd polimero presentan variabilidad entre dlas La
vaiabilidad darca su longitud, € porcentge de grupos amino-acdilos y la posicion de
estosalo largo de lacadena

La quitina obtenida a patir de diaomess (Thalassiosira fluviatilis y Cytlotella criptica)
condituye una excepdon. Su andiss quimico confirma que, en dla todos los grupos
amino estan acetilados.



En las diversas matrices, la quitina se asocia de diferentes maneras. Se encuentra unida a
proteinas en los exoesqueletos de insectos y crustéceos. Edta escleratizada en las cuticulas
de insectos d unirse fuertemente con polihidroxifenoles. En @ caso de hongos se asocia ho
s0lo con polisacéridos entre elos, también, con cdulosa

Ademés de los compuestos organicos ya mencionados, la quitina nativa viene acompafieda
por sdesinorganicas, de las que d carbonato de calcio es € més representetivo.

La quitina se obtendra, entonces, después de redizar sobre la matriz origind sucesvos
procesos de desproteinizacion en medio dcdino y de desminerdizacion en medio &cido.
Después de cada uno de estos procesos, la muestra e lava sucesivamente hasta acanzar
pH neutro. Findmente, € materid seco se somete a caracterizaciones que definirdn sus
propiedades como, por gemplo, d grado de acetilacion (GA) o € grado de deecdtilacion
(GD). Cabe degtecar la insolubilidad de la quitina en medios écidos y en la mayoria de los
solventes organicos™.
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Fig. 1 Egtructura quimica de la quitina (poli-[b(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-

glucopiranosal)
3.1.2.- FUENTES DE DESECHOS QUITINOSOS EN | BEROAMERICA

Aun cuando la cdulosa es d polimero naturd més abundante en términos de su ocurrencia
etética, la tasa de regeneracion de la quitina en la biosfera (2,3 xI0° tondadas/afio
solamente en crusticens) es casi @ doble de la tasa de la celulosa (1,3 x 107 toneladas/afio).
En las codtas que bafian los paises de Iberoamérica, se capturan y comercidizan, en gran



excaa, diversas especies de crustéceos que varian segin la region geogréfica Se etima
que, actudmente, la indudtria de la ceptura, la acuicultura y procesado de crustéceos y
moluscos  (langodinos, camarones, cangrgos, centollas, langostas y cdamares) genera
anudmente, de modo goroximado, 170 mil tondadas de desechos quitinosos Sdlidos, toda
vez que la mayor parte de la produccion de edtas especies se comercidiza en los mercados
internaciondes con dgun tipo de proceso, por gemplo, descabezado o peado.

En d ambito mundid, s ha edimado una produccion globd de desechos quitinosos de
1440000 tondadag/afio; ete cdculo  implica que  lberoaméica  contribuye
goroximadamente con d 12% de eda cifra A un rendimiento promedio de 15% de quiting,
< tiene que la catidad de quitina potencid es de gproximadamente 25 mil tondadas Eda
df ra excede notablemente la demanda actud de quitosano en d nive globd, demanda de
goroximadamente 10 mil tondadas/afio, y es comparable con otros polimeros naturdes de
origen maino como los dginatos (25 mil tondadas), y superior a la de caragenines (12
mil tondladas) y agar-agar (7 mil tondadas) ™.

a) Principales génerosy especies de crustaceos
A continuacion, se presenta un listado de los géneros y especies de crustéceos y moluscos,

as como los nombres comunes locaes y la distribucion geogréfica de cadauno.

Camarones
Litopenaueus vannamel -anteriormente  Penaeus vannamei- (camardn blanco de
Pecifico, camaron patiblanco, langosino rgjo). Se didribuye en & Pecifico Centro
Orientd desde Sonora (México) hasta € norte dd Perl. Es, ademéds, una de las
principaes especies cultivadas.

Litopenaeus stylirostris -anteriormente  Penaeus stylirostris- (camardn azul, langostino
blanco). Se extiende en @ Pacifico Centro Oriental desde México hasta Per(.

Far/antepenaeus califomiensis —anteriormente Penaeus califomiensis- (camardn café).
Se encuentraen @ Pecifico Centro Oriental en México.

Farfantepenaeus aztecus -anteriormente Penaeus aztecus - (camaron cafe). Se didribuye



en d Atldntico Centro Occidentd en d Golfo de México.

Far/antepenaeus brevirostris -anteriormente Penaeus brevirostris- (camardn rojo). Se
digtribuye en d Pecifico Centro Oriental desde € sur de México hasta Perl.

Litopenaeus setiferus -anteriormente Penaeus setiferus- (camardn blanco dd Atlantico).
Se encuentra en @ Atlantico Centro Occidentd en € Golfo de México.

Far/antepenaeus bradlienss -anteriormente Penaeus brasiliensss (camaréo  lixo,
camardo rosa, camaron rosado con manchas). Se encuentra en € Atlantico Occidentd en
Brasl.

Xiphopenaeus reedi (titi). Se encuentraen € Pecifico Centro Oriental en Panama

Xiphopenaeus kroyeri (camaréo sete barbas o camardo chifrudo, camaron Sete barbas).
Se encuentra en d Atlantico Sur y Centro Occidentd, en Brasl, Venezuda, Colombia,
Hondurasy en d Golfo de México.

Heterocarpusreedi (camardn nailon). Se encuentraen € Pecifico Sur Orientd, en Chile.

Pleoticus muelleri (camaron, camardn peégico). Se encuentra en d Atlantico Sur
Occidentd, desde Rio de Janeiro hasta Santa Cruz en Argentina

Parapenaeus longirogtris (gamba). Se encuentraen e Mar Mediterrdneo, en Espalia.

Crangon crangon (quisquilla, cabra, camarab mouro). Se encuentra en d Atlantico
Nororientd desde Noruega hasta Marruecos y en  Ma Mediterrdneo, en Espafia y
Portugd.



Cangreos

Los cangrgos de importancia comercid pertenecen a diverses familias dd infra orden
Brachyura. En las estadigticas de desembarcas, no estén diferenciadas todas las especies de

importancia comercid, y la mayor pate de la captura se reporta genéricamente como
cangrgos marinos. A pesar de élo, a continuacion se presentan las especies més frecuentes
en |beroamérica
Callinectes sapidus (jaba azul dd Atlatico). Se encuentra en d Atlantico Centro
Occidentd desde d Golfo de México hastad norte de Argentina

Callinectes arcuatus (jaba azul dd Pecifico, cangrgo). Se didribuye en € Pecifico
Centro y Sur Crientd desde Bga Cdifornia hasta Perl. Llega a encontrarse en Chile
durante & Fendmeno de El Nifio.

Callinectes danae (jaiba dand). Se encuentra en d Atlantico Centro Occidentd desde €
Golfo de México hestad sur de Brasil.

Geryon quinquedens. Se encuentraen d Atlantico Sur Occidentd. .

Lithodes antarctica (centalld). Se encuentra en d Pacifico Sur Orientd y en € Atlntico
Sur Occidertd, en Chiley Argentina

Paralomis granulosa (centollon). Se encuentra en d Pecifico Sur Orientd y en €
Atlantico Sur Occidentd, en Chiley Argentina

Cancer pagurus (buey). Se hdla ampliamente didribuido en la coda dd Atlantico
Orientd europeay en € Mar Mediterraneo, en Espafiay Portugd.

Langogtas y langostinos

Panulirus argus (langoga). Se encuentra en d Atlantico Centro y Sur Occidenta desde
d Gofo de México hasda Rio de Janero, induido d Ma Caibe en Cuba México,



Honduras, Nicaraguay Brasl.

Panulirus gracilis (langosta verde). Se encuentra en d Pecifico Centro Orientd desde
Bga Cdiforniay México hasta Panama

Pleuroncodes monodon (langostino coloredo). Se encuentra en @ Pecifico Sur Orientd,
en Chile

Cervimunidajohni  (langogtino amanillo). Se didribuye en d Pecifico Sur Orientd, en
Chile

Nephrops norvegicus (cigda langodino). Se encuentra en d Atlantico Nor Orientd
desde Noruega hasta Marruecos y en € Mar Mediterréneo, en Espaiay Portugd.

Calamares

En ese caso, Unicamente se condderan agui las especies a las que s asume que e les

eiminalaplumaindustrid mente, dado que su carne se comercidiza en forma procesada

Dosidicus gigas (cdamar gigante, pota). Se encuentra en € Pecifico Centro y Sur
Oriental desde & Golfo de California hasta Pert.

lllex argentinus (cdamar), s encuentra en d Atlatico Sur  Occidentd
(aproximedamente entre los 30° a50° ), en Brasll, Uruguay y Argentina.

Sepia officinalis (choco, jibid).. Se encuentra en d Atlantico Nor Orientd y € Mar
Mediterraneo, en Espafiay Portuga™.



Fig. 2 Litopenaueus vannamei Fig. 3 Crangon crangon

Fig. 4 Callinectes sapidus Fig. 5 Cancer Pungurus
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Fig. 8 Dosdicus gigas Fig. 9 Sepia officinalis
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b) Obtencion de Pota en € Peru

La mayor cantidad de Pota se obtiene principdmente en Tumbes, Tdara, Pata, as mismo
en la Tabla 1. Se observa que d desembarque de Pota ocupa un quinto lugar lo cud nos da
unaideade lacantidad de residuos quitinosos.

El cdamar gigante o pota “Dosidicus gigas' es una especie pelégica ocednica que rediza
migraciones haciala costa rel acionadas con procesos de dimentacidn y reproduccion.

En € Perl, la extraccion e rediza a nivel indudrid y atesand, la primera es la més
importante y se inicid en 1991, a través de barcos cdamareros de 190 a 500 TRN, provigtas
de maguinas automdicas de pesca con poteras y luces de draccion; y la segunda s
desarrdlla principdmente d norte de los 6°S, a bordo de embarcaciones atesandes de 2 a 8
tondadas de capacidad de bodega, mediante @ uso de redes cortineras y poteras
manuales™.
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Tabla 1. Desembarque de Especies Marinas —2002 (TMB Ministerio de la Produccion-

Per ()™,
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Las mayores capturas de este recurso correspondieron a los afios 1991 a 1995, durante los
cuaes se registraron de 80 mil a200 mil tondadas anudes.

Eda especie presenta una dta tasa de crecimiento y puede acanzar grandes tamafios que
puede superar un metro de longjitud de manto y pesos totales mayores de 25 kg™

Hay dgunas ventgas asociades a condderar la explotacion comercid de pluma de cdamar
paa obtener quitina Los rendimientos son mayores que en € caso dd desecho de los
crustéceos (quitina > 40%) y s prexcinde de la necesdad de diminar maeria minerd
(cenizes < 1,0%). Al suprimirse la desminerdizacion &cida, e reduce la hidrdliss y la
guitina tiene una mgor cdidad. No obdante, la explotacon de la pluma dd cdamar
depende directamente de la digponibilidad exigente en los paises donde se procesa ete
recurso. Actudmente, las fuentes principdes de desechos gprovechadas para producir
quitina comerciad mente en é mundo son los crustéceos.

A s vez, es importante subrayar que la carecterigtica principa de la composicion dd
desecho de los cangrgos -por gemplo Callinectes spp- es d dto contenido de materia
minerakcas 40% de peso dd desecho fresco. La presencia de eda materia inorganica



cdciaea dificulta mucho € traamiento subdguiente de la maeia prima paa la
recuperacion de productos de vdor, ya que le confiere dta dureza mecénica y complica la
separacion de la proteina y los pigmentos durante su aidamiento. A su vez, la sdeccion dd
biodesecho a utilizarse como materia prima para la obtencién de quitina y quitosano debe
hecerse teniendo en cuenta las cantidedes digponibles la composcion quimica, las
impurezas incluidas, la zona geogréfica, la época dd afio y la golicacion deseada Edas

variables condicionaran inevitablemente los protocol os de proceso aemplear™.

Tabla 2. Composicién quimica representativa de diversos tipos de desechos quitinosos
industriales™

Composicion quimica
Fuente Proteina Ceniza Lipidos Quitina Astaxantina
(%) *0) (*0) (%) (ma/ka)

Litopenaeus
sylirostris 424138 20,505 2,4+0,02 35,542,1 88,2
(cabeza de
camaron)

Litopenaeus spp.

(céscara de
camaron) 5842,8 24,2403 1,4+0,02 16,4+1,8 nd
Desecho delangosta 23,1 33,7 22 20,2 983
Desecho de Kiill

(Euphausia 41 23 11,6 24 n.d
superba)

Copaazdn  de

Callinectes spp. 13,1+1,2 72,4405 0,840,1 13,810,2 36
Pluma de calamar -
Dosidicus Gigas 55,331 0,9+0,04 0,6+0,03 43,2824
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3.1.3.- ESTRUCTURA CRISTALINA

La quitina muestra su dto nivd de crigdinidad por medio de sus espectros de rayos X. Se
han detectado tres formas polimorficas denominades a, b, y gquitina La diferencia entre
ellas estaen ladisposicion de las cadenas en laregion cristdina

a -quitina, e presenta en digposicion antiparddla eta crigdizado con una cdda unidad de
dos cadenas (figura 10). Los trabgos redizados sobre la forma a proponen que la cdda
unidad es ortorrdmbica y posee las dguientes dimensones b= 1 046 nm, = 1925 nm y
0,925 nm.

b-quitina, Dweltz establecié que la celda unidad, en este caso, contenia una sola cadena de

quitina que necesta una edructura en orientacion pardda (figura 11). Gardner y Blackwell
refinaron su edructura y determinaron una celda unidad monodinica con las dguientes
dimengones a= 0485 nm, b= 0,926 nm, c=1,038nmy ¢=97,5°.

g-quitina, Se encuentra dos cadenas parddas en un sentido y la Sguiente en d sentido

opuesto™,

La a-quitina eda asociada a zonas de dta dureza como b cuticula de artropodos y judtifican
U asociacion con las proteinas esclerotizadas y los carbonatos, a diferencia de las otras 2
formas que se ubican entre los maerides duros pero, a la vez, flexibles. En los cdamares de
la especie 1dligo, se han encontrado los tres tipos de quitina la a-quitina, como una ddgada
cgpa en la pared dd esdfego y dd estomago; la b-quiting, que condituye un gran porcentge
de la pluma o expina a la que imprime su caracter trangparente y flexible y la g-quiting que
Se presenta como una cuticula gruesa que recubre otras zonas del estomago®.

La a-quitina es la fooma més edable dlo s ve confirmado por la tendencia de
trandformacion de las otras dos a esta forma. Durante € cambio morfolGgico se aprecia una
sgnificativa disminucion en la longitud de les cadenas. Edos cambios han ddo estudiados
por espectroscopia en edado silido RMN C CPMAS y de plasma asodado a

espectrometria de masas'®.
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Fig. 10 Edgructura crigalina de la a - quitina . La celda es ortorrombica y tiene
dos cadenas, una hecia ariba y la otra ago. Las cadenas tienen la misma
polaridad que enlaces de hidrégeno a través de los planos de C=O...H-N
perpendicular d ge de lafibra

Fig. 11 Egructura Crigalina de la b-Quitina. (A) Vista espacid de dos cddas

unitarias gproximadamente norma a plano bc. Las dos cadenas en la pate de
aras y addante se encuentran unidas por enlaces de puentes de hidrogeno. (B)
Proyeccion de una cdda unitaria a lo largo ddl e ¢ con a y b aravesando la

pégina.
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3.1.4.- SOLUBILIDAD DE LA QUITINA

La quitina es un materid insoluble en la mayoria de solventes. Es factible disolverla en los
Sguientes Sgemas.

Soluciones de sales neutras. La quitina se solubiliza con un dto grado de hidratacion,

en cdiente. La eficiencia de disolucion sigue la siguiente secuencia:

LiSCN > CHSCN)2 > Cal > CaBr2> CaCh

Al aiadir etanol a la solucion de quitina en sdes neutras, se obsarva la formacion de una

masa gdificada La velocidad de disolucion de la b-quitina en estos medios es superior a la

a-ouiting®.

Medio Acido: La quitina s solubiliza en HCl, H,SO, y H4PO, concentrados, sin
embargo, d mismo tiempo se producen reacciones de hidrdliss. En d caso dd &ido
sulfirico, se presentan ademés reacciones de sulfatacion. La disolucién de quitina en HCI
concentrado  contiene cadenas de quitina més corta que las origindes. La hidrdliss de la
quitina con &cidos concentrados bajo condiciones agresivas produce D-glucosamina
Comparando la sdubilidad de la quitina en &idos orgénicos, la b-quitina se disudve en

&cido férmico, mientras que laa-quitinano lo hace.

Otros autores confirmaron que la concentracion entre 88% y 90% (p/p) de &cido férmico es
la optima para disolver la b-quitina Observaron ademés, que se logra disolver levemente
la a-quitina en &cido formico d 98% (p/p).

Solventes Organicos: Los solventes orgdnicos comunes no disudven quitingg sin
embargo, mezdas de metilformamida y tetradxido de dinitrgeno logran soluciones de bga
concentracion:  dcanzean olamente vadores dd orden de 1g/l. Realta interesante la
observecion de Allan, quien mediante espectroscopia Infrarroja, comprobd que, tanto €
materid inicid como d recuperado de edtas soluciones, presentan idénticas sefides Ello
confirmaque e proceso no implica una modificacion quimica®.
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Es poshle disolver quitina en hexafluoro2propanol o0 en  hexafluoroacetona
Clorodcoholes en  conjugecion con  soluciones acuosas de &cidos mingrdes  también
disudven laquitina

3.1.5.- REACTIVIDAD DE LA QUITINA

Las modificacones de la quitina son genadmente dificiles debido a su reducda
solubilidad. La mayoria de reacciones heterogéness producen bgos grados de reaccion,
reducida sdectividad, fdta de uniformidad edtructurd en € producto y degradecion parcid
de polimero por las condiciones severas de reaccion. Por lo tanto, para llevar a cabo
modificaciones quimicas en la quitina son desesbles reacciones en soluciones (homogénees)
y bgjo condiciones suaves.

Ad, la solubilizacién de este polisacaido es crucid en este agpecto. Entre los intermediarios
slubles méas comunes eddn la quitina soluble también denominada quitina dcding, la
quitina ftdolada, la quitina dlilada, la quitina todlada y € ioduro de quitina Estos
compuetos logran evitar la formacidon de interacciones intermoleculares  fuertes
principdmente, enlace de hidrogeno entre las cadenas. La poshilidad de modificar la quitina
de manera controlada sn disminuir la longitud de las cadenas permitira d desarollo de
nuevas gplicaciones y la aparicion en e mercado de nuevos productos comerciaes® .

a) Hidrdlisis de la cadena principal: Los enlaces glicosidicos en la quitina son
rddivanente estables en medio dcdino, pero muy sensbles en medios &didos Ad, la
quitina se degrada pacidmente por hidroliss &dda y oxidacion aun bgo condiciones
suaves. Seglin las condiciones de reaccion y @ &ido empleado, los productos pueden ser
oligbmeros 0 mondmeros. Por gemplo, la hidrdliss con &dido dorhidrico forma oligbmeros
de 2 a 4 unidades repetitivas, ademas de mondmero. Otra manera de hidrolizar la quitina es
por accion enziméatica; por gemplo, utilizando hidrolasas, lisozimas, quitosanosss, €tc.

b) Deacetilaciéon: Los grupos N-acetilo de la quitina son diminados por hidrdliss dcdina
bgo condiciones heterogéneas. En agunos casos, edtas reacciones < llevan a cabo en
soluciones acuosas concentrades de bases, como hidroxido de sodio o de potaso, bgo

condiciones severas (100-160 °C). Las condiciones bgo las que s lleva a cabo la
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reacciona determinen @ grado de deacetilacion, pero también pueden reducir la longitud

de las cadenas. La ausencia de oxigeno o0 la presencia de un antioxidante contribuyen a

disminuir la perdida de peso molecular dd polimero.

En d caso de la b-quiting, su deacetilacion es més rdpida que la de la a-quitina, esto es

debido a la menor crigdinidad de la b-quiting, debida a la debilidad de sus fuerzas

intermoleculares. Las reacciones en soluciones dcdinas concentradas a temperaturas atas

(mayores a 100°C) tienen a producir quitosano de color pardo.

La deacdilacion de la quitina soluble o quitina dcdina es un proceso homogéneo, més
efidente y s produce de manera dedtoria, pero uniforme, a lo largo de la cadena dd
polimero. Los productos obtenidos por los procesos homogéneo y heterogéneo, aun con €
mismo grado de acetilacion, a menudo muestran grado de acetilacion, por lo generd
muestran comportamientos diferentes que se deben a la variacion en las digribuciones de las
diferentes unidades repetitivas (glucosaminay N-acetilglucosaming).

3.1.6.- APLICACION DE LA QUITINA

Se ha mencionado anteriormente que la quitina por su insolubilidad no es muy Utl, sn
embargo sus deivados suden tenar muchas gplicaciones Para contrarestar  digtintos
problemas en didintos campos como en la agricultura, tecnologia dd medio ambiente,
indudtria farmacéutica, ingenieria de tgidos, en medicing, etc.

Una interesante gplicacion préctica dd andiss de quitina como td, se utiliza para evduar la
contaminacion de hongos en materides como plantas, madera, granos, hojas, raices, debido
d interés de idettificar dicha contaminacion sn la necesdad de sgpaar los hongos dd
tgido vegetd. Una muestra s hidroliza y luego s andiza quimicamente por los productos
de la degradacion de la quitina, la N-acetil-D-glucosaming, utilizando entre otras técnices,
enzimas especificas como la Chitobiose (N-acetilglucosaminidasa)®.
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3.2.- QUITOSANO

El Quitosano es d derivado Ndeacetilado de quiting, por lo tanto d quitosano es una amina
primaria, y U mondmero es 2-amino-2-desoxib-D-glucosa La quitina y @ quitosano son
comercidmente importantes debido a su dto contenido de nitrégeno. Ademés  on
recomendados como poshbles sudituyentes de los polimeros sintéticos debido a que estos
tienen excdentes propiededes tdes como  biocompaibilided, biodegrabilidad, toxicided
nula, etc®.,

B Qutossno  (pdli[ b-(1,4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosd]) se  obtiene  por  modificacion
guimica de la quiting, la cud es tratada con una solucién dcdina concentrada y cdiente, €
polimero que s obtiene posee un comportamiento marcadamente bésico debido d  grupo
amino libre en su edructura, lo cud ademéds le proporciona cietas caacteridticas

fiscoquimicas de gran interésindugtrid.

OH
H;
Q HO 0
HO 0 2
MNH, aH -

Fig. 12 Egtructura del Quitosano
3.2.1.- OCURRENCIA

B quitosano muy raramente s2 encuentra en la nauradleza, en contragte a la quitina. Se puede

encontrar en ciertos hongos como Mucor rouxii, la fuente més conocida de quitosano®.
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3.2.2.- OBTENCION DE QUITOSANO A PARTIR DE LA QUITINA

La principd reaccion de derivatizacion de la quitina es la hidrdliss de los grupos acetamida
paa genga d polimeo deacdtilado quitosano. Aunque las amidas, en principio, pueden
hidrolizarse bgo condiciones &cidas o dcdinas, ¢ excduye d uso de hidrdliss &cida debido
a la susceptibilidad a la misma de los enlaces glicosidicos de la quitina Eda reeccion se
conduce bgo condiciones dcdinas muy severas, debido a la combinacidon de tres factores
1) la bga reectividad debida a configuracion trans de los sudtituyentes acetamida con
repecto a grupo OH-3 dd anillo pirandsico de la unidad monomérica, 2) la presencia de
enlaces de hidrogeno entre grupos carbonilo y amida de cadenas adyacentes;, y 3) € denso
empaguetamiento de las cadenas en d enrgado crigdino de la quitina, que previene d
accesn dd dcdi a los gtios resctivos. Normamente, son necesarios tratamientos térmicos
de la quitina en solucones acuosas muy concentradas con € objetivo de deacetilar
pacidmente € polimero y obtener € quitosano. La deecetilacion completa dificilmente se
dcanza y normdmente no es necesaria d producto obtenido se llama ‘quitand’, ya que la
solubilided en soluciones de &cido diluido s logra a patir de un grado de deacetilecion de
60%. El citerio utilizado para diginguir entre quitina y quitosano es precisamente la
olubilided de ete Ultimo en soludones de &ido diluido. El quitosano, por lo tanto, no es
una entidad quimica Unica y definida, Sno que designa a una familia de polisscaidos que
vaian entre § en su composicion y tamafio molecular. Edta variabilidad se asocia
especiamente a las condiciones del proceso de obtencidr®.

a) Deacetilacion homogénea y heterogénea

La conversén de quitina a quitosano puede redizarse por dos metodologias deacetilacion
en fae heterogénea 0 deecetilacion en fase homogénea. La deacetilacion termodcdina
heterogénes, dtas temperaturas y cortos tiempos se lleva a cabo en la quitina sdlida en
medio dcdino. La reaccidn se produce, preferentemente, en las regiones amorfas de
polimero. En la actudidad, ete es @ tratamiento que s emplea comiUnmente en la industria
a esxda mundid. Por su pate la descetilacion homogénea, comienza con un pre-
tratamiento de hinchamiento, pogteriormente la eventud disolucion completa de la quitina
en frio (-0°C) mediante la utilizacion de una reacion de quitina a NaOH (p/p) de 1:10.

Luego, s la somete accion a temperaturas cercanas a la del ambiente durante periodos
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largos Esto permite que la reaccion no e locdice en determinados lugares de la cadena y
gue d aague a los grupos amida sea mas uniforme. En generd, se requiere un polimero
uniforme, con propiedades fiscoquimicas especificas, sin embargo, sdlo la preparacion via
enziméica promete producir quitosanos més homogéneos.

b) Condiciones de reaccion

Independientemente de s la deacetilacion se produce bgo condiciones homogéneass o
heterogéness, esta reaccion implica € uso de soluciones concentradas tiempos relativamente
largos que pueden variar entre 1 y 80 horas sagun € tipo de proceso. En la préctica, d
maximo nivd de deecetilacon que = puede a un traamiento sSmple e de
goroximadamente, 75-85%. En generd, deacetilacion, las condiciones de reaccion s
sdleccionan de manera td que un nive de converson suficiente en un tiempo razongble y se
origine un producto soluble en disoludones &ddas diluidas sn que haya una degradacion
ggnificativadela cadenapolimérica

B limite superior de la descetilacion aumenta con d incremento de la concentracion de la
solucién de NaOH y también con latemperatura de la reaccion.

Almuniary Zainuddin, edudiaron varias concentraciones dé soluciones de NaOH (desde
30% a 65% p/v) con d objeto de obtener quitosanos a temperaiura ambiente. Estos
investigadores encontraron que obtenian quitosanos tratando  quitina con NaOH d 50%
durante 6 dias, con NaOH a 55% por 5 dias y con NaOH d 60% y 65 % en 4 dias. Sin
embargo, no fue posble producir quitosano d utilizar concentreciones de dcdi menor de
45%, aunaue se tratd la quitina durante 30 dias® .
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Fig. 13 Mecanismo de Reaccion de Deacetilacion de la Quitina para obtener Quitosano

mediante hidréliss alcalina.

c) Cinética de la N-deacetilacion dela quitina

La reaccion de N-deecetilacion de la quitina se corresponde con una hidrdlisis en la que €
ion hidroxido, fuertemente nucledfilo, aaca a la amida mediante un mecanismo de
sudtitucion nucledfilica Sy2. En la préctica, los procesos termodcdinos convenciondes de
N-deacdtilacion de quitina implican € uso de grandes volimenes de dcdi concentrado, que
tiene la funcién dua de actuar como reactivo y medio de reaccidén. Dado que € NaOH esta
presente en un exceso con respecto a la concentracion de moles de quiting, en diversos
edudios de deacetilacion de a-quitina y b-quiting, 2 ha demodrado, firmemente, que la
reaccion procede de acuerdo con un mecanismo de pseudo primer orden:

In(y) =k t +In(y)t=0 (1)

En la ecuacion 1, y representa  grado de converson efectiva tota del proceso, expresado
como moles de glucosamina por moles de N-acdilglucosamina. El vdor de la congante k' se
sabe que depende de la temperatura, la concentracion de dcdi, la relacion de peso de quitina
por volumen de solucion de dcdi y d tipo de proceso utilizado.



Hasta d momento, solamente se puede afirmar que €@ pre-hinchamiento de la quitina en
dcdi, que conduce a la dedtruccion completa de la edructura nativa crigtding, tiene un

efecto neto sobre lacinéticade lareaccion™.

3.2.3.- INNOVACION EN LA PREPARACION DE QUITOSANO

En d libro “Handbook de quitind’ editado por Ricardo A.A. Muzzardli 'y Martin G. Peter,

% ha recopilado la informacion cientifica relacionado a la preparacion y caracterizacion de
quitinay sus derivados.

Las propiedades y aplicacion de la quitina y sus deivados s ha venido  incrementando
rgpidamente, es ad que y a dado lugar d desardlo de las dguientes innovaciones en la
preparacion de quitosano:

Patente de Estados Unidos : 4,195,175 : Peniston, et al.: 25deMarzo, 1980

Eda invencidn involucra un proceso de obtencidén de quitosano a partir de quitina en d cud
* reduce la temperatura de deacetilacion, % incrementa las proporciones de
concentraciones dtas de dcdi y se usaare estético en @ proceso find de deacetilacion.

Se ha aimenta d rendimiento de quitosano, se ha empleado en @ proceso de obtencion de
35 a 50% de solucion de hidroxido de sodio, cdentando la mezcla de 40 a 80° Cpor 160 a
140 horas, removiendo lasolucion de dcdi, lavando y secando € - quitosano obtenido.

La reaccion de deecetilacion es fuertemente dependiente de la concentracion de dcdi; asi
mismo d tiempo requerido para la descetilacion de quitina empleandoS0% en peso de
hidréxido de sodio a 120°C es cerca de 4 horas, mientras que empleando 40% de hidréxido

de sodio se requieren cerca de 8 horas.

Patente de Estados Unidos: 5,053,113: Krepets, et al.: 1 deOctubre, 1991

Quitina y quitcsano son producidos por tratamiento dcdino de  quitina que contiene
fragmentos de materid crudo, este proceso incluye proceso dectroquimico con una solucidn
de hidréxido de sodio.

Varios procesos en € cud s usa corriente déctrica a través de la solucion de NaOH
conteniendo una igud digribucion de paticulas de quitina que contienen materides que
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causan un rompimiento  de los enlaces quimicos entre quitina y proteinas, carotenoides,
lipidos y sudancias minerdes esas son: 1)Disociacion eéctrica con movimiento de los
productos de la disociacion hacia la carga postiva y negativa de los dectrodos 2) Hidrdliss
catditicaen presenciade un catdizador (NaOH).

Patente de Estados Unidos: 5,232,842: Park , et al.: 3de Agosto, 1993

En este trabgo se prepara quitosano por inoculacion a un hongo filamentoso d cud
pertenece a la familia Mucoracese. Para la pre-cultivacion se emplea extracto de madta,

peptona, glucosay sulfeto de magnesio.

Patente de Estados Unidos: 6,310,188: Mukherjee, et al. : 30 de Octubre, 2001

Este méodo es innovador para mgorar la eficiencia de obtencién de quitina y quitosano. En
este proceso los caparazones de crustéceos son mantenidos a dtas temperaturas por tiempo
establecido para su converson a quitina.

Quitina y quitosano de dta pureza son producidos a bgo coso en comparacion con los
métodos convenciondes. Es podble que luego dd cdentamiento, d maerid sea més
sengble d ataque de dcdis o &idos durante d proceso. As mismo durante € proceso e
usa menos cantidades de &cido dorhidrico e hidroxido de sodio, eso hace que @ proceso

entero sea més econdmico y menos contaminante.

Patente de Estados Unidos: 6,890,913: Chan, et al.: 14 de Octubre, 2003

En ede trabgo se obtiene un quitosano de peso molecular promedio de 50,000-140,000
gmol y grado de deacdilecion de 85-95%. AS mismo también s dedla d méodo para
obtencion de Quitosano a patir de hongos. Un gemplo paticular de € hongo usado para
ede trabgo es Actinomucor tawanes. El crecimiento de @ cultivo de este hongo es a una

temperatura de 15-24°C. El quitosano obtenido presenta actividades anti-cancerigenas.
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Patente de Estados Unidos; 6,632,941: Wooten, et al.: 14 de Octubre, 2003

En este trabgo s emplea  proceso fisco de disminucion de tamafiote particula hasta
paticulas uniformes, este proceso subdancidmente minimiza d uso de fuetes agentes

quimicosy los subsecuentes residuos ©2.

Patente Europea MXPA02009042: Fan Weiyu : 25 de Abril, 2003

Se obtiene un  quitosano de dto grado de deacetilacion de una biomasa microbiana, este
méodo induye @ desardlo de quitina contenido en la biomasa, reaccionando eta quitina
con solucion caudica de mas de 25% de dcdi a temperatura mayor de 95° por un periodo
de 10 horas para convertir la biomasa de quitina en quitosano, findmente se  spaa
quitosano de lasolucion caudtica

Patente Europea AU2003221828: Trinkle James, et al. : 17 de Octubre, 2003

Eda invendon desardla un méodo para producir quitosanos funguicides a partir de
materides que contengan quitina usando presones mayores de 0 PSIG (libra por pulgada
cuadrada cdculada) . Eda invencidén lleva a cabo la produccion de quitosano con d
incremento de los niveles de deacetilacion  comparado con un proceso smilar que no usa €

incremento de preson.

Patente Europea: UAG61373. Finko Serhii Volodymyrovych :17 de Noviembre,
2003

En ede trabgo s emplea un doble tratamiento después de moler la caparazdn de los
crustaceos, estos son tratedos con &cido sulfdrico d 4%, poderiormente con solucion de
soda caudtica d 4%, seguidamente d producto es lavado y secado. Quitosano es obtenido
con 50% de soda caugticaa 100° por 30 minutos.
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Patente Europea: UA62138: Finko Serhii VVolodymyrovych :15 de Diciembre, 2003

Eda invencién desarrolla un méodo para la produccion de quitosano incduye d uso de
insectos como fuente de quitina cruda, d tratamiento empieza con una solucion de un &acido
inorgénico fuerte por agunas horas mientras s va mezclando a temperaturas de 18-30° Cy
una reacion de fase dlida y liquida de 1. (34) en peso, posteiormente se lava la fase
lida, tratandola después con 2-5% de solucion adcdina por 1.5 3 horas en una rdacion de
fase sdlida y liguida de 1:(3-5) en peso mientras e va mezclando a una temperatura de 90-
100°C sin presencia de are, lavando separadamente d sedimento con solventes hidrofilicos
y hidrofébicos, secando y separando d sedimento (quiting), poderiormente se rediza un
doble traamiento a la quitina obtenida con 45-50% solucion acuosaacohdlica mientras se
mezcla a una temperatura de 100-110°C bgo la accion de ultrasonido con frecuencia de 20-
30 kH por 1525 horas, Sn presencia de are y la proporcion de fase sdlida y liquida es de
1. (35) en pesn. Escarabgos y cucarachas en todas formas de sus periodos de desarrollo
son usados como fuentes de quitina cruda

Patente Europea: AU2003248668: Chen Li Fu, et al.: 31 deDiciembre, 2003

En ede trabgo s incduye un quitosano soluble en agua, as como otro soluble en &cidos,
ambos quitosanos tienen una edructura amorfa La edructura amorfa de quitosano soluble
en &acidos permite una solubilidad en @ rango de pH de hada 65. La edructura amorfa del
quitosano soluble en agua de la presente invencion permite la solubilidad de este quitosano
en rangos de pH &cidos, neutros'y basicos.

Patente Europea: CN1473856: Chen Guchua , et al.: 02 de Febrero, 2004

La obtencion de quitosano de bgo peso molecular incluye la adicon de quitosano de dto
peso molecular en una solucion de pH de 1-3, eta solucion es una mezcda de HO, y
FeSO, as mismo s dga en agitacon por 30-60 minutos a temperatura ambiente,
pogeriormente se adiciona una olucién de dcdi para regular a pH dcdino, separando los
Slidos, lavando hasta neutrdidad y secando en € vacd. De la solucion de mezcla la

relacion molar entre H,O, y d ion ferroso es de 4-8. La presente invencion tiene como
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ventga de s cgpaz de preparar varios tipos de quitosano de bgo peso molecular con dto
rendimiento y corto tiempo de degradacion atemperatura normdl.

Patente Europea: CN1515676: Chen Mehui, et al.: 28 de Julio, 2004

La presente invencidn relda un méodo para producir quitina y quitosano a partir dd cultivo

de los hongos talwaneses de la especie rhizopus azygosporus o actinumucor.

Patente Europea: CN1534047: Chen Qingyuan, et al.: 06 de Octubre, 2004

En ede trabgo se obtiene quitosano a patir de hongos con un peso molecular de 5000-
140000 g/madl y grado de deecetilacion de 85-95%.

Patente Europea: CN1548461: Wu Hanmin , et al.: 24 de Noviembre, 2004

La presente invencion rdlaa la tecnologia para la produccion de quitosano. El proceso de
produccion de quitosano incdluye los dguientes pasos Remoja la quitina triturada en
solucion de hidréxido de sodio d 40-55% por 12-36 horas, se emplea un microondas para d
cdentamiento a 110-160°C por 0515 horas, lavar con agua hasta neutrdidad volver a
adicionar una solucion de hidréxido de sodio d 40-55%, caentar con microondas la muestra

Patente Europea US2004242537: Park Seung, et al.: 02 de Diciembre, 2004

El presente trabgo rdaciona un méodo para la acdilacion de quitosano, € cud permite
obtener un quitosano acetilado de un grado deseado de acetilacion. El méodo comprende la
produccion de una solucion de reactate crudo usando quitosano o oligosacaidos de
quitosano producido por descomposicion y deecetilacion de la quitina como materid  crudo,
y pasando la solucion de reectante crudo a través de una linea de mezcla mientras
secuencidmente 2 gusa d pH con &ido acético en la linea de mezcla, ad la solucion de
materia crudo es sometido alareaccion de acetilacion.
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Patente Europea JP2004346267: Kosaka Yasuo, et al.: 09 de Diciembre, 2004

Este mé&odo proporciona un método parala produccion de quitosano de dta pureza.

Ede proceso comprende los dguientes pasos & Disolucion de polvo de quitosano en
solucién acuosa de &ido clorhidrico o sulfdrico, b) Desproteinizacion, ¢) Filtrado y
microfiltrado, d) Separacion dd quitosano de las sdes, de las cudes las sustancias con un
peso molecular £ 1,000 son separadosy lafraccidn remanente es concentrada,

e) Ajuge en & pH, f) Filtracion bgo preson reducida y micrdfiltracion, g) Inspeccion de
estdndar de cdlidad; d producto después de pasar por ingpeccion es esterilizado.

Patente Europea: CN1554267: Qin Caiqin, et al.: 15 de Diciembre, 2004

Eda invencion desarolla un méodo para la obtencion de quitosano soluble en agua, en d
proceso se trata quitosano en una concentracion de 28% en peso con una solucion de &cido
acdtico 2-10%, poderiormente se aflade una encima 0 un oxidante paa degradar d
quitosano en U grado de polimerizacion debgo de 1000, enfriando la solucién de 0-10°C,
adicionando una solucién de etaol 0 metandl  en acdtico anhidro, agitando primero a una
temperatura norma por 2-24 horas y después a 20-40°C adicionando dcdi para regular €
pH por encima de 8 después de la agitacion, adicionando etanol, en seguida centrifugando €
producto sSdlido obtenido, remojando en dcohol en soludon de KOH, centrifugando,
lavando € docohol y secando d quitosano soluble en agua obtenido de grado de
descetilacion de 45-55%.

Patente Europea: CN1563106: Jing Xiabin, et al.: 12 deEnero, 2005

Egte trabgo corresponde a un méodo para la obtencién de quitosano de bgo peso molecular
0 soluble en agua usando radiacion gamma en @ proceso. En este proceso  un quitosano de
refinado peso molecular en esado sdlido 0 en solucién puede s irradiado usando una
fuente de ®Co de rayos gamma y degradedo, € producto degradedo es sometido d
posteriormente tratamientos de disolucion y decoloracion, etc. ASi es obtenido € quitosano

de bgo peso molecular 0 soluble en agua
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Patente Eur opea: JP2005029770: Okazaki Hideo, et al.: 03 de Febrero, 2005

Eda invencion desarolla un méodo industrid no costoso para producir quitosano vegetd
de dto rendimiento, d cud condste en obtener quitosano vegetd empleando solucion de
dcdi concentrado sobre basdiomicetos secos etc, Sguiendo un cdentamiento etos son
convertidos en acetil glucosamines de una quitina vegetd a partir de basdiomicetos, edtas
glucosaminas son obtenides a través de la deecdilacion, € dcdi concentrado es
neutrdizado con un &ido orgdnico o un &cido débil, de td modo que se obtiene d quitosano
vegetd por filtracion y @ proceso de tratamiento de lavado con agua.

Patente Europea: W0O2005019272: Lamar que Guillaume, et al.: 03 de Mar zo, 2005

Egtainvencion relaa un méodo para unamenor deacetilacion parcid de la quitina

Este méodo comprende uno a més pasos que condsten en hervir la quitina suspendida en
una solucion de soda concentrada a una temperatura menor o igud a 100 °C por un periodo
preferiblemente de 20 a 30 min. Este proceso debe de redizarse en un reactor a una presién
reducida en ausencia de oxigeno. A mismo debe de desarrollarse una serie de 6 reducidos

cicdos de congdamiento/deretimiento, cada uno de los cddos comprende los Sguientes
pasos 8@ Sumergir € reector en un enfriamiento medio antes que la reaccion se congele
completamente b) Adecuar las condiciones de tad manera que en € reactor la preséon sea
menor a la presén amosférica ¢) Gradudmente caentar @ reactor antes que la suspension

sea completamente congelada.

Patente Europea: CN1592756: Morten Varum, et al.: 09 de Marzo, 2005
En ede trabgo se megora @ proceso de preparacion de quitosano. AS mismo s incluye
hinchamiento de particula de la quitina con una solucion acuosa por un periodo de 36 horas

y posteriormente se trata con una olucion dcdina a devada temperatura  produciéndose la
deacetilacion.
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Patente Europea: JP2005068282: |shikawa Hiroshi: 17 de Marzo, 2005

Ege trabgo desarolla un mé&odo smple y no muy costoso para producir quitosano de fino
tamafio de particula d cud tiene propiedades de formar films as como propiededes de
cubrir la superficie de un solido.

Par la obtencion de quitosano de fino tamaio de particula, se empleo una sa de &cido citrico
en lucion acuosa la cud precipita d quitosano, por cdentamiento se disudve d quitosano
precipitado por adicion de la sd de &cido citrico y findmente se enfria la solucidon acuosa
del quitosano precipitado.

Patente Europea: US2005159593: Struszczyk Henryk, et al.: 21 de Julio, 2005

En ede trabgo s desarollo un méodo novedoso para la desproteinizacion de  quitosano;
las proteinas son disudtas en solucion acuosa bgo agitacion congante. El precipitado en
forma de microcrigddes es qUjeto a la accion de &ido o base en solucion acuosy, las
proteinas disueltas son removidas. El producto residual es quitosano desproteinizado™.

3.2.3.- ESTRUCTURA CRISTALINA DEL QUITOSANO

Como en d caso de la quiting, las moléculas de quitosano en estado dlido también estén
organizadas en regiones ordenadas y criddinaes, y coexigen con regiones amorfas. La
primera estructura crigtdina documentada fue la propuesta por Clark y Smith para quitina de
langosta sometida a deacetilacion con NaOH a 95 °C. Dichos investigadores determinaron
que la cdda unidad era ortorrombica y presentaba las sSiguientes dimensiones a= 0,89 nm,
b=1,025nmy c=17 nmy b=90"®3,

Con d paso de los alos s idettificaron didintas disposiciones polimorficas denominadas
formas | y 1. Ambas for mas tienen celda unidad ortorrombica.

Como pasdba con la quiting, d grado de crigdinidad y la edructura molecular son los
factores cdaves para explicar la solubilided, la tendon mecénica y otras propiedades

fundionales del quitosano .



3.2.4.- SOLUBILIDAD DEL QUITOSANO

El quitosano, d s> una base, forma sdes con &idos y origina polidectrdlitos cuyas
solubilidades son funcion de la naturdaza dd anion involucrado, del grado de deacetilacion,
dd peso molecular dd polimero y de la tempeaura Los quitosanos son solubles en
diferentes medios.

Acidos Inorganicos. El quitossno es soluble en &cidos como @ dorhidrico, d bromhidrico,
d iodhidrico, d nitico y d perddrico diluidos Sin embargo, cuando s incrementan las
concentreciones, se obsarva precipitacion dd quitosano. Es insoluble en &ido  sulfdrico
diluido y mgora su solubilided d incrementar la concentrecion dd &cido aunque, € proceso
va acompafiado de sulfatacion y degradacion ddl tamafio de la cadena .

Acidos Organicos. H quitosano forma sdes solubles en &idos orgénicos Las sdes de
&idos monocarboxilicos son solubles desde d formico hesta @ hexanoico y los
dicarboxilicos desde d propanodioico hastad nonanodioico.

El comportamiento de sdes de quitosano a patir de acidos carboxilicos arométicos, s
encontro que @ benzoaio de quitosano es dtamente soluble mientras que d quitosano
gpenas s lubiliza en &cido benzoico.

Las sdes de quitosano de los acidos bencensulfénico, p-amino bencensulfonico 'y
aulfosdicilico, metanosulfonico y butanosulfonico son solubles, mientras que la dd  &cido
metanodisulfénico esinsoluble.

Augin y Sennet prepararon sdes de quitosano solubles en agua. Su procedimiento  describe
la disperson dd quitosano en medios organicos tdes como tetrahidrofurano, acetato de etilo
0 12- didoroetano, afiediéndolos sobre &cidos carboxilicos como d é&cido formico, d
pirlvico y € l&ctico. Las preparaciones de perdorato y nitrato de quitoseno e redizan
afadiendo HCIO4 d 60% y HNO: d 70% a suspensones de quitosano en &ido acético
glaciad ®®.

Solventes Organicos. El quitosano es insoluble en la gran mayoria de solventes organicos.

Sn embago Allan reporta que es soluble en dimdilformamida y en teradxido de

dinitrégeno en una rdacion 31 (solvente/quitosanc). Las soluciones resultantes presentan
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bga viscoddad, no s provocan modificaciones quimicas en @ biopolimero consderando
gue d medio es lo suficientemente &cido como para permitir la edterificacion con d
anhidrido dd addo sn exigir la presencia de un cadizedor. Este es @ Unico solvente
orgénico reportado parad quitosano 7.

Solubilidad en Agua: Cuando la deecetilacion de la quitina dcanza una proporcion de 60%
0 mas de grupos amino con regpecto a los amido, d producto obtenido sgue sSendo
insoluble en agua aunque, como ya e decribid anteriormente, sea soluble en medio &cido
por protonacion de los grupos amino. Este hecho condituye la prueba practica para
denominarlo quitosano.

3.2.5.- CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL QUITOSANO

Tanto la composicion de las cadenas dd quitosano, como sus dimensones, suden vaiar en
dependencia dd maerid de patida y de la rigurosdad dd méodo de obtencion. Por este
motivo, d grado de deacdilacion y la masa molecular son dos pardmetros de obligetorio
conocimiento para caracterizar una muedra de este polisac&ido, ya que ambos tienen una
gran incidencia en sus propiedades. Otras carecteridicas, tdes como la polidispersdad de la
maesa molecular, d contenido de humedad, la solubilided y @ porcentge de cenizas son
también de obligado conocimiento.

La caacterizacion fiscoquimica tato de la quitina como dd quitosano comprende la
decripcion dd materid de patida, € grado de deecetilacion, peso molecular, solvente y
propiedades delasolucion.

Tanto la quitina como & quitosano se degradan antes de llegar a su punto de fusion. Esto es
caracterigtico de carbohidratos con muitiples enlaces de hidrégeno. Los solventes que le
confieren funciondidad son digintos y depende de muchos factores como: concentracion
del polimero, pH de la solucion, concentracion dd contra-ion y efecto de la temperatura en
la viscoddad de la solucién. Hasta  momento no estan disponibles datos comparativos
entre olventes. Como  regla generd, la maxima cantidad de polimero s disudve en una
solucion homogénea, pogteriormente @ polimero se regenera en la forma requerida (fibras,
polvo, etc.). El quitosano se disuelve en todos los &cidos minerdes 2.

Edructurdmente, € quitosano, sea de origen de a- 6 b-quiting, s caracteriza mediante su
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grado de deacdtilacion y su peso molecular. El grado de deacetilacion es la rdacion entre
nimero de mondmeros de glucosamina y d nimero de mondmeros de N-acetilglucosamina
en la cadena dd polimero. Esta propiedad determina § d producto es quitina o quitosano, s
e grado de deacetilacion o DD -sus dglas en inglés es [0 40 entonces se considera como
quitosano. El grado de deecetilacion influye en las propiedades fiscas, quimicas y
biologicas de quitosano, tdes como la fuerza tensl de los films habilided para qudar iones
y la attivided inmunolégica Por otro lado, la determinacion dd peso molecular dd
quitosano, se rediza por méodos empiricos como la viscodmetria y absolutos como @ uso
de la técnica de dispersdn de la luz, influye también en las propiedades de los films y los
hidrogdes, por gemplo, quitosanos de dto peso molecular condruirdn mdlas mucho més
densass que disminuyen la vdocidad de la liberacion de drogas, aumentan la
biocomptibilided en la pid, mayor adhesion d tgido epitdid, films més ressentes, etc.

A continuacion se discuten 'y s decriben los principdes méodos empleados para
caracterizar estos biopolimeros:

a) Métodos para la Determinacion del Peso Molecular

Los polimeros s caracterizan porque son macromoléculas con una dta digtribucion del peso
molecular, es decir no poseen un ped molecular exacto. Los méodos utilizados para
determinar d peso molecular de la quitina y d quitosano son los empleados para ese fin en
cudquier compuesto macromolecular: la viscosmeria, la disperson de la luz y la
cromatografia de permeacion de gef™®.

Viscosmetria; Es € méodo més utilizado para obtener d peso molecular dd quitosano. El
méodo tiene la desventga de no ser una técnica dosoluta, por lo que requiere la
determinecion de las congantes mediante la corrdacion de vaores de viscosdad intrinseca
con vdores de pesos moleculares medidos por un méodo absoluto. La determinecion del
peso molecular por viscoddad se rediza fédlmente midiendo la viscosdad intrinseca del
polimero. La viscosdad intrinseca es la interseccion de una gréfica viscosdad especifica
versus concentracion, en un determinado solvente y gplicando laformula
h]=KM 2 ... @



En edta ecuacion (relacion de Mark-Houwik-Sskurada), Mv es d peso molecular promedio
viscoamétrico y K y a son dos condantes que dependen de la naturdeza dd polimero, dd
sgema disolvente utilizado y de la temperatura Particularmente, en € caso del quitosano la
extenson de grado de N-acetilacion y la polidispersdad respecto del contenido de resduos
N-acetilo deben controlarse durante la cdibracion por su influencia sobre d comportamiento
reologico de la disolucion. También debe tenerse en cuenta la tendencia del quitosano a
formar agregados, que hace necesario darificar cuidadosamente las soluciones por filtracion

ylo centrifugacion,

Dispersion de Luz, Este es un méodo absoluto para determinar € Peso Molecular, donde s
mide la intensidad de la luz dispersada por una solucion dd polimero en funcién dd angulo
de dispersdn (q) y la concentracion, la intenddad de la luz dispersada es inversamente
proporciond d peso molecular. Sn embargo edta técnica es dificultosa y a veces s
presentan datos dificiles de interpretar cuando se presenta agregacion y/o asociacion

molecular.

Cromatografia de permeacion en ge (GPC); Pemite no solamente determinar & peo
molecular sno, también, la didribucion de pesos moleculaes dd polimero. EI mé&odo
consge en hacer pasar una disolucidn diluida dd polimero a través de una columna rdlena
de un gd rigido poroso. Las moléculas dd polimero de la disolucion se difunden a través de
la edructura porosa dd gel en una extenson que depende de su mafo. Las moléculas més
grandes penetran poco 0 nada en los poros de ge y fluyen més rdpido, mientras que las
pequefies redizan un recorrido mayor a través de la edructura porosa dd rdleno y se
retrasan en U avance por la columna Se produce, de esa manera, una separacion en
términos de sus tamafios moleculares 0, de modo mas correcto, respecto a sus volimenes

hidrodinamicos

b) Méodos para Determinar € Grado de Deacetilacion

Se han desarollado numerosos méodos para determinar d grado de N-acetilacion de
quitosano basados en diversas técnicas. Entre edas técnicas, podemos destecar la
espectroscopia de  Infrarrgjo, la espectroscopia de UV, la espectroscopia de RMN, la

Potenciometria, Titulacion Metacroméica, Determinecion Enzimética y la conductimetria



Otras técnices dtandivas incduyen d andiss dementd, d andiss témico, la
cromaografia de HPLC y d dicroismo circular. Sn embargo no todos los méodos son
adecuados para todo @ rango de 0-100%. Se conddea que, @ resultado dd analiss por
RMN en estado sdlido (*C-CPMAS NMR) es & més configble,

Los méodos en donde s cuattifica directamente d grupo amino, son preferidos para la
determinacion dd grado de deacdilacion. El mélodo de la primera deivada en
espectroscopia ultravioleta desarrollada por Muzzareli y Rochetti (1985) es razonablemente
independiente a la contaminacion por proteines  (la cud condituye la mayor interferencia en
todos los méodos) es ademés un mé&odo sencillo en cuanto a indrumentacion y reactivos,
ha sido mgorada por Tan et. d (1998) utilizando una curva de correccion dd efecto de la
glucosamina en la curva de cdibracion de N-acdilglucosamina que describe Muzzardli,
parad andissde quitosanos 89 - 100 % DD “Y,

Espectroscopia infrarroja; Delido a su dmplicdad, ete es uno de los méodos més
empleados. Las muedras se pueden preparar paa su andiss en forma de peliculas 0 en
pedtillas de KBr.

En la Fgura 14, s muestra d espectro FTIR de una quitosano con un 30% de N-acetilacion.
Se pueden aspreciar las bandas caracteristicas en un espectro de IR tipicos a 3 450 cm*
(grupo -OH), a 3 292 am® (grupo N-H), a 2 919 y 2 862 cm?* (grupo GH), a 1 655 cm!
(amida 1), a 1 580 cm' (doblge dd grupo -NH2), a 1313 cm® (amida Ill), a 1 154 cm™
(tensién antismérica del puente C-O-C), a 1 082 y 1032 cm;* (vibraciones del esqueleto
propias de su estructura pirandsica) y a896 cm™ (tension GH de los grupos anoméricos).



Transmitancia (%)

0 1 I | 1 1 L =
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numerc de onda (cm™')

Fig. 14 Espectro FTIR de una muestra de Quitosano.

Las lineas a 'y b son las utilizadas por Baxter (ecuacion 3), las linees ¢ y d son las
utilizadas por Brugnerotto (ecuacion 4) “>*.

El mé&odo de IR consste en corrdacionar la reacion de abisorbancias entre dos bandas de
absorcion determinadas, con € tanto por ciento de acetilacion del quitosano. La sdleccion de
las bandas de absorcion involucra una sefid que depende dd grado de N-acetilacion -
normamente, una de las bandas amida- y otra que Srve de referencia interna para corregir
las diferencias de grosor de las pdiculas o de concentracion en las padtillas de KBr. Por
gemplo, en d mé&odo de Baxter, d grado de N-acdilacion se cdcula por la sguiente
ecuacion:

DA= (A1655/ A3450) x 115 (3)

Donde Awss Yy Assso Son las absorbancias correspondientes, respectivamente, a la amiday a
lareferencia

Brugnerotto redizd una extensva invedigacion en la que s andizaron 25 muedras de
quitina y quitosano de diferentes fuentes y con grados de acetilacion, determinados por
epectroscopia  RMN, que iban desde 05% hasta 97,9%. Tomendo como banda
caracterigica a la locdizada a 1320 cm®, y como referencia la banda a 1420 cni®
obtuvieron una correlacion linea que viene expresada por la siguiente ecuacion:

DA(%) = 31.92 X (Aqz20/A1420) — 1220 ; (= 0.990) (4)



En todas las determinaciones por IR, es muy importante la sdeccién adecuada de la linea
base en € cdculo de la absorbancia para d canzar buenos resultados.

Espectroscopia ultravioleta

El méodo fue desarrollado por Muzzardli y Rocchetti y hace uso de la primera derivada de
espectro UV de la Necetilglucosamina y @ quitosano. Se basa en la obsarvacion de que, en
e egpectro UV-primera derivada de las disoluciones de &ido acético en d intervdo 001 a
0,03 M, regidradas contra agua, es posble notar un punto comin a gproximadamente 199
nm desgnado como punto de cruce cero. El punto de cruce cero se corresponde con €
ma&ximo de la N-acdilglucosamina Ego hecho origina que la determinecion de N-
acdtilglucosamina sea  independiente de la  concentracion de écido ac&tico usudmente

empleada en |as soluciones diluidas de quitosano “2.

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de RMN de dta resolucion es un mé&odo no invesvo muy Util para €
egtudio de las estructuras quimicas y estéricas de los polisacaidos.

Tanto la espectroscopia RMN de 'H como la de "°C se utilizan para estimar € grado de N
acdtilacion de las muestras de quitosano en solucion. La espectroscopia de *C-RMN se
utiliza, ademds, paa las muestras en edado Sdlido, aunque necesita de aditamentos
especides para mgorar la resolucion y la senghilidad tdes como un desacoplador de proton
de dto poder para la polarizacion cruzada (CP), un desacoplador proton-dipolar (DD) y un
accesorio de rotacion de muestra de dta velocidad de dgulo mégico (MAS). Paa las
muestras con adtos grados de acetilacion, la espectroscopia “C-RMN CPIMAS es més
adecuada, ya que tdes muedras son poco olubles en los disolventes cominmente
empleados en RMN.

Usando CPIMAS “C-RMN, Pdletier determiné @ grado de acetilacion de quitinas y
quitosanos comparando las aess de las sefides de resonancia de grupo meilo a
goroximadamente 23 ppm con las resonancias de los carbonos glicosidicos entre 58 y 100
pom.

Para la determinacion en solucion, es preferible despolimerizar parcidmente la muedtra, ya
gue, de eda forma aumenta su olubilidad y disminuye la viscosdad, lo que permite
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obtener un espectro RMN de dta cdidad y con sefides de menor amplitud como se obsarva
en la figura 15, donde se obsarva sarie de soluciones de quitosano (Fa = fraccion molar de
las unidades N-acetiladas de quitosano). Se observa la sefid de HOD generado por €
solventey residuos de agua®®.
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Fig. 15 Espectros de'H - RMN y *C — RMN de quitosano.
Espectro 'H - RMN (500 MHZ) de una solucion de quitosano (10 mg/mL) en DO (apD 3y

90 °C).



Valoracion potenciométrica

La deeminacion potenciomérica dd grado de N-acetilacion ded quitosano se rediza,
usudmente, por los méodos descritos por Broussignec y Muzzardli. Se trata de disolver
quitosano en un exceso conocido de HCI. La solucion de quitosano se vaora, entonces, con
una solucion de NaOH y s usa un pH-metro equipado con un eectrodo de vidrio. Se
obtiene, asi, una curva de pH frente al volumen de NaOH afiadido, curva que presenta dos
puntos de inflexion. La diferencia de volumen entre estos dos puntos se corresponde con €
&ido consumido para la protonecion de los grupos amino y permite la determinacion del
grado de acetilacion del quitosano™®.

Valoracion Conductimétrica

Se basa en la devada conductancia que presentan los iones hidrégeno e hidroxilo en
comparacion con otros. Nuevamente una solucion de quitosano en exceso de HCl se vaora
con una solucion de NaOH, se usa, en este caso, un conductimetro. La neutraizacion de
excesn de &ido s manifieta con una disminucion cad lined de la conductivided de la
lucion hega llegar a un vador minimo. A continuacion se produce un incremento de la
conductivided debido a la neutrdizacion de los grupos amino protonados del quitosano. Esta
curva presenta cierta curvatura motivada por la precipitacion de quitosano que comienza a
pH = 6.5. Cuando la neutrdizacion se completa, la curva ascendente adquiere una mayor
pendiente debido d exceso de dcdli afiadido 7.

Exigen méodos edandarizados para caracterizar d  quitosano.  Diferentes fuentes que
detdlan los méodos que s han empezado a adoptar por organizaciones internaciondes
como, por gemplo, la Europeen Phamacopoea, la ASTM. A la fecha, edta dltima
organizacion ya ha emitido los siguientes documentos:

F21 03-0 1. Sandad Guide for Chaacterization and Teding of Chitosen Sdts as
Sating Materids Intended for Use in Biomedicd and Tissue-Engineered Medica
Product Applications

2260-03: Standard Test Method for Determining Degree of Deacetylation in Chitosan
Sdts by Proton Nuclear Magnetic Resonance (H NMR) Spectroscopy

WKO96S. Sandad Tet Method for the Determination of the Molecular Weight of
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Chitosan and Chitosan Sdts by Sze Exduson Chromatogrgphy with MultrAngle Light
Scattering Detection (SEG-MALS)“®.

3.2.6.- REACTIVIDAD DEL QUITOSANO

Bl quitosano es soluble en &cidos diluidos y puede formar sdes, como por gemplo d doruro
de quitosano d disolverse con @ &ido HCl en ebullicion y luego precipitar, d neutrdizarse
la solucidn se coagulad producto.

En d quitosano, d grupo amino dd C2 es més reactivo contra los dectréfilos que d grupo
hidroxilo dd C3 y C6 en d resduo dd quitosano. Sin embargo, dependiendo de las
condiciones de la reaccion (pH, solvente, temperatura) la resccion toma lugar ya sea en d
grupo amino dd C2 o grupo hidroxilo dd C6; as s da que a pH neutro 0 &ido es
predominante en la primera podcidn, y a pH dcdino en la segunda Por dlo los derivados
dd quitosano 2 encuentran modificados en esas podciones, de td manera que se obtienen
nuevos derivados que modulan las propiedades dd quitosano en cuanto a solubilided,
caracterigticas fisicoquimicas y actividad biolégica .

a) Acilacion

N-acilacion; En generd, la acetilacion dd quitosano con anhidridos carboxilicos o doruros
de acilos e produce, preferentemente, en los grupos amino libre la reaccién con los grupos
hidroxilo es més lenta Como muedra la Fgura 16, los grupos amino libres dd quitosano
pueden s acilados con anhidridos o hduros de acilo para dar lugar a derivados como €
nonanailo, hexanailo, dodecanoilo, benzoilo, laurdilo y tetradecancilo, entre otros Una
adlacion intendva de grupos amino e hidroxilos puede dar lugar a productos solubles en
solventes organicos como e cdoroformo.

Por lo generd, la acilacion dd quitosano se lleva a cabo en una mezda de solucién acuosa
de &cido acético diluido con metanal. Al inicio, la reaccion es homogénea confarme avanza,
e producto precipita o forma un gd debido a su menor solubilidad. Esta reaccion no es de
todo sdectiva y en dgunos casos se produce o-acilacion ademas de la reaccion del grupo

amina libre .
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Fig. 16 Acilacion de quitosano con cloruro de acilo

O-acilacién; La reaccion dd quitosano en exceso de doruros de hexanoilo, decanoilo o
dodecancilo en una mezda de piridina y doroformo secos forma derivaedos totamente
acilados ®.

b) N-Ftaloilacién

Una manera de proteger los grupos aminos libres dd quitosano es haciéndolos reaccionar
con anhidrido ftdico. Luego de las derivatizaciones deseadas, los grupos ftaoilo se diminan
féclmente con hidracing; elo regenera las aminas libres dd quitosano. Para la ftaoilacion,
generdmente, se forma primero € gd hinchado a partir de una solucién acuosa de quitina
soluble y un solvente organico como piridina 0 dimetilacetamida (DMAC). La reaccion dd
gd con anhidridos ftdicos, trimditico o piromditico forma € derivado N-acilado que por
deshidratacion poderior, produce € derivado imida De esos productos, Unicamente €
derivado ftdoilo es soluble en dimetilsulféxido (DMSO), lo que lo hace un intermediario
interesante para subsiguientes modificaciones®.
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Fig. 17 Ftaloilacion del quitosano

c) Formacion de Bases de Schiff

La amina primaria presente en @ quitosano reacciona con ddehidos y cetonas para formar
bases de Schiff . Por 1o generd, se afiade d ddehido a una solucion de quitosano en una
mezda de &ido acético y meandl. La reaccion se verifica por la gdacion dd ssema
debido a la reducida solubilided dd producto en agua. El grupo imino formado es edable en
medios neutros y dcdinos, pero s hidroliza répidamente en medios &idos y regenera la
aminalibre .

d) Carboximetilacién

La quitina dcdina forma deivados caboximetilados por resccion  con  &ido
monocloroacético. La reaccion ocurre mayoritariamente en € cabono C-6, pero también
puede reeccionar € nitrogeno S este e encuentra como amina libre. Bgo estas condiciones,
genadmente, d producto también es deacetilado y resulta un deivado anfotérico. Por otro
lado los derivados N-carboximetilados de quitosano 2 pueden obtener sdectivamente por
dquilacion reductiva

Se han preparado digintos derivados carboximetilados de quitina solubles, como la 6-O-
carboximetilquiting, 3-O-carboximetilguiting, O-carboximetilquitosano, N-
carboximetilquitosano, N-dicaboximetilquitosasno vy N,O-carboximetilquitosano. Egtos
derivados han ddo edudiados para didintos usos como por gemplo; vendas para herides,
geles para coamética, excipientes en formulaciones Opticas, suturas quirdrgicas, preparacion
de microcdpsulas para la liberacion controlada de droges, en la agricultura como films para
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proteccion de frutos y como agentes de acomplgacion de iones medicos en agues de
desecho industria™?.

N,O-carboximetilquitosano; El N,O-caboximetilquitosano es un derivado soluble en agua

gue contiene dos grupos carboximetilo y posee carga negativa que lo hace soluble en
condiciones ligeramente basicas tales como & pH fisologico.

3.2.7.- APLICACIONES DEL QUITOSANO

La presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho dd quitosano uno de los
maeides mes versdtiles, por la poshilidad de redizaa una amplia  variedad de
modificaciones, tdes como la reaccidn de andge de enzimas, reacciones de injerto,
obtencién de pdiculas entrecruzadas, €ic, de las cudes se obtienen materides con
propiedades adecuadas para aplicaciones inmediatas y futuras en  biotecnologia,
biomedicina, agricultura, etc.

a) Aplicaciones Biomédicas

Whistder™ vy Ydpani®, sugieren que los quitosnos pueden ser usados para inhibir
fibroplasasy promover  crecimiento de tgidos.

El quitosano es un polimetro lined de propiedades catiG nicas que, a pH de drededor de
6.5, mantiene una carga podtiva Entre las propiedades del quitosano asociades a su
caracter de polimero cationico, podemos reconocer las dguientes es un polidectrolito
lined con dta densdad de carga podtiva con capacidad para adherirse a maerides
cagados negdivamente y, por edo ultimo, convertirse en un excdente floculante se
enlaza con supeficies cdulares y resulta eficiente para € cuidado de la pid y € cabdlo; y
forma gdes ionotropicos con polianiones como d polifofao o @ dgnao y tiene
cgpacidad de formar membranas sobre dlos.

Las méas importaites de edas propiedades bioldgicas son  las  dguientes  la
biocompatibilidad, € hecho de ser biodegradable, que permitira que los productos de su
degradacion como la glucosamina o la N-acetilglucosamina se dispersen en @ organismo
gue lo usa d efecto regenerdivo obre @ tgido conjuntivo; y € hecho de acderar la
formacion de ogeoblastos responsables de la formacion de hueso. Sendford y Steiner



reportan, ademéds, las dguientes propiedades biologices para los quitosanos  hemogética,
bacteriogtética, fungigtética, espermicida, antitumord, anticoleterolémica,
inmunoadyuvantey sedante del sistema nervioso central ©”.

Actudmente, se usan en vendges paa heridas dimentos dietéticas anticolesterolémicos,
vehiculos paralaliberacion controlada de farmacos, entre otras aplicaciones.

La tabla 3 presenta los roles biolégicos de los quitosanos y en la tabla 4 s muedran las

formas fisicas de derivados de quitina'y sus aplicaciones biomédicas.

Tabla3.- Roles Bioldgicos de quitosanos aplicados a tejidos humanos 2.

Propiedades

1) Ordenar lareconstruccion de tejidos conectivos
Osteoinduccion
Curacion de lesiones en meniscos

Curacion de Ulcerasy haidas.

2) Inmunoegtimulacion

3) Estimulacion delamigracion de estromas

4) Biodegrabilided enzim&ica

5) Mucoadhesion

6) Actividad antimicrobiana:
Formacién de complejos polidectrolitos
Queacion de metaes de metdoenzimas
Inhibicidn de enzimas ligadas ala quitina

Alteracion delaadhesion bacteriana.

7) Importancia Dietaria
Actividad anticolesterolémica
Agente antitlcera
Control de sobrepeso




Tabla 4.- Formasfisicas de derivados de quitina y sus aplicaciones biomédicas ®

Forma del material Aplicacion
Agente bacteriostético
1. Soludones - Agente hemostético
Cosméica

Vehiculo parad transporte de farmacos
Espermicida

Tdcos paraguantes de cirugia

3. Polvos Inmovilizacion deenzimas

M embranasdedidisis

4. Membranas/Pdiculas
Lentes de contacto

Agentes hemostéti cos paramucosas

5. Paches
Vendas
] Materiaes anticolesterolémicos
6. Diverss formas
- Agente antigagtritis
farmacauticas
Anticoagulantes

b) Aplicaciones Farmacéuticas:

En las dltimas décadas, s ha investigado d uso de quitosano en ssteres de liberacion
controlada de famacos. Este biopolimero catidnico con grupos funciondes potenciadmente
reectivos tiene poshilidades egpecides paa utilizase en eda tecnologia La
biocompatibilided y la biodegradabilided dd quitossno hen Sdo dararente edtablecidas y
son cudidades sumamente importantes para esns objetivos. Los quitosanos  pueden  ser
usados en dstemas microgranulados asociados a otras marices de liberacion, en geles de

liberacién controlada o como vehiculos de liberacion en granulacion htimeda®.



c) Aplicacionesen agricultura

El uso de quitina y quitosano en la agricultura s centra en mgorar los rendimientos
agrondmicos por medio de vaios mecanismos. Las samillas recubiertas con soluciones de
quitosano mejoran su germinaciony producen atos rendimientos en la cosecha

La ectividad antimicrobiana dd quitosano se emplea para proteger a estos productos y
proporcionarles una cobertura generada por la propiedad filmogénica de las soluciones de
quitosano tras un proceso de secado por evaporacion del solvente.

Otro campo de golicacion de la quitina y los quitosanos en agricultura es su utilizacion
como matrices para la liberacion de agroguimicos para € control de plages o paa

suministrar nutrientes de una manera sosteniday selectiva 2.

d) Aplicacién en tratamiento de Aguas

Bl quitosano cargado podtivamente tiene la habilidad de combinarse con moléculas con
cargas negativas. La eficiencia de este proceso depende basicamente del pH.

La quitina y € quitosano son usados para decolorar aguas residudes gorovechando la dta
afinidad de estos polimeras con colorantes de diversos tipos.

La quitina y quitosano pueden usarse para remover efluentes con contenidos del orden de
10 a 50 ppm de metdes como mercurio, cadmio, plomo y cobre. La eficiencia de este
Ultimo proceso dependerd de condiciones como la concentracion, la temperatura, @ tamaio
de particulade lamuedtray lacdidad y la cantidad del biopolimero usado.

€) Aplicaciones en cosmética

La actividad funguicida dd quitosano y la cgpacidad para disolverse en &cidos orgénicos lo
hace compeatible en formulaciones de cremas, lociones y acondicionadores para € cabdlo.
Entre los efectos pogtivos de los quitosanos en formulaciones cosméticas, tenemos su
compdtibilided con la pid, a la que protege actuando como una barera fisca contra la
radiacion ultravioleta y la deshidratacion. Su formulacion en cremas gprovecha su caracter
filmogénico, que permite una rdpida disminucion de las liness de expresion.

Debido a las propiedades de crigtdinidad ded quitosano, sumadas a us caacteristicas
antimicrobianas, biodegrabilidad y capacidad de formar peiculas, ha Sdo propuesto como
materia aternativo paralentes de contacto 2.



3.3.- HIDROGELES

Las matrices poliméicas hinchadas con agua o hidrogees son sstemas que incrementan su
volumen hada dcanzar d equilibrio fiscoguimico, en respuesta a diferentes tipos de
esimulos como la luz, fuerza idnica, temperatura, pH, campo déctrico 0 concentracion del
disolvente.

Los hidrogdes forman una clase especifica de biomaterides poliméricos entrecruzados en
forma de red tridimensond que tienen la capacidad de absorber una gran cantided de agua
formando materides blandos y dédicos  Dependiendo de las propiedades de polimero
usado como son naturdeza y denddad de las uniones de la red, como edructuras en un
equilibrio pueden contener diferentes cantidades de agua, cominmente en d estado de
hinchamiento la fraccion de masa dd agua en d hidrogel es mucha mes dta que la fraccion
de masa dd polimero. Dos dases de hidrogdes son definidos fiScos (pseudogdes), donde
las cadenas son conectadas por fuerzas eectrogéicas, enlaces de hidrogeno, interacciones
hidrofébicas 0 cadenas desordenadas (como gd no son permanentes y usudmente edtas
pueden converttirse en solucidn  por cdentamiento) y quimica  (verdaderamente
permanente) hidrogeles con enlaces covaentes ligados en |a cadena .

Gengdmente materides smples que s empleen paa ede propdsto son: poli(etilen
oxido) PEO, padli(vinl dcohd) PVA, pdivinilpirrdidina PVP, poliacrilanida PAAm, poli
(ecril &ddo) PAA, poli(vinil metil éer) PYME. Algunos otros polimeros usados son los
derivados de polisacaridos.

B poli(vinil doohol) es uno de los polimeros mas ampliamente usados por sus excelentes
propiedades mecdnicas, ad mismo este polimero es biodegrabadable bgo condiciones
edablecides. El PVA comercid es una mezcla de edructuras de PVA (isotacticos,
sgndiotéctico y déctico), estas edructuras y las propiedades fiScas y quimicas son
fuertemente dependientes de los méodos de preparacion usados. La solubilidad dd PVA
en agua depende dd grado de hidrdliss y polimerizacion. Generdmente PVA  con
hidrélisis de 98.5% o mas ata puede ser disuelto en aguaa 70 °C ® .
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3.3.1.1.- OBTENCION DE LOSHIDROGELES

Los hidrogdes pueden ser dntetizados por caminos quimicos dascos, d cud induye uno
de edos procedimientos como polimerizecion y entrecruzamiento pardelo de mondmeros
multifunciondes, ad mismo  pueden induir vaios pasos que involucran Sintess de
moléculas de polimeros que tienen grupos reectivos y U subsecuente  entrecruzamiento,
posblemente también por reaccion de polimeros con un conveniente agente de
entrecruzamiento.

B hinchamiento, de los hidrogeles preparados por € entrecruzamiento de una sola especie
de polidectralito (un polication o un polianion) son generdmente muy sensbles d pH dd
medio. Por lo gened, los hidrogdes preparados con quitcsano  logran un grado de
hinchamiento méximo a vdores de pH &ddos bien determinados, debido a que d maximo
grado de hinchamiento de estos maeides surge de un compromiso entre la méaxima
repulSon que pueden experimentar los grupos cargados y d minimo gpantdlamiento que
genera la adicién de un exceso dd &ido. En d caso de los complgos polidectrdlitos,
entrecruzedos quimicamente en reacciones poderiores, es poshle obtener materides que
<e hinchen tanto a pH &cido como apH bésico ®.

La gran mayoria de las investigaciones en d &ea de los hidrogees se ubican dentro de tres
cadegorias dSintess y caacterizacion dd  gd, moddamiento tedrico dd  hinchamiento
tedrico y aplicaciones. El desarollo de estos maeides comenzd en 1960, cuando
Wichterle y Lim publicaron los resultados obtenidos en  aplicaciones biomédicas con
hidrogeles de poli(metacrilato de  2-hidroxietilo) y sus  derivados®. Actuadmente, los
hidrogdes son ampliamente  utilizados graciass a su  biocompatibilidad, biodegradabilided,
naturdeza inerte, buenas propiedades mecanicas, y resstencia quimica y térmica, Sendo
paticularmente Util para la liberacion controlada de productos farmacéuticos y fertilizantes

agricolas.



3.3.1.2.- ENTRECRUZAMIENTO QUIMICO DE LOS GELES

a) Entrecruzamiento por radical de polimerizacion

El entrecruzamiento quimico de los gdes puede s obtenido por radicdes de
polimerizacion monomericos de bgo peso molecular en presencia de agentes de
entrecruzamiento. El Poli(2-hidroxietil metacrilato) (PHEMA) es uno de los mas conocidos
y frecuentemente estudiado en Sstemas de hidrogdes.

Bl primer hidrogd fue descrito por Wichtele y Lim, este fue obtenido por polimerizacion
de HEMA en presencia de un agente de entrecruzamiento ( por gemplo: etilen glicol
dimetacrilato).

Un incremento en la sendbilidad dd materid puede ser obtenido por la adicion de acido
metecrilico (gdes senshles d pH) o N-isopropilacrilamida (gdes sensbles a la
temperatura), entre otros. Junto con d radicd de polimerizacion de las mezdas de
monomeros vinilicos, @ entrecruzamiento quimico de los hidrogdes puede s obtenido
por € radicad de polimerizacion de polimeros solubles en agua con grupos polimerizables
diferentes polimeros solubles en agua (Sntéticos, semisintéicos y naturaes) pueden s
usados para la obtencién de hidrogeles por esta ruta®”.

b) Entrecruzamiento por reacciones quimicas de grupos complementarios

Polimeros solubles en agua con propiedades de solubilidad en presencia de grupos
funciondes como OH, COOH, NH, pueden ser usados para la obtencion de hidrogees.
Enlaces covadentes entre las cadenas del polimero pueden ser establecidas por la reaccion
de grupos funciondes con reaectivided complementaria como una reaccion amina-acido
carboxilico, isocianato-OH/NH. o por la formacidn de beses de Schiff.

Entrecruzamiento empleando aldehidos. Polimeros solubles en agua con grupos
hidroxilicos ( por gemplo dcohol poli vinilico) puede ser entrecruzedo usando
glutaradehido. Para establecer € entrecruzamiento deben de emplearse

condiciones dragticas. En contraste los polimeros que contienen amina para su
entrecruzamiento  emplean  los mismos  reectivos  destritos  anteriormente  pero
empleen condiciones menos dradicas y s forman bases de Shiff. Edo es

especidmente investigado parala preparacion de entrecruzamiento de proteinas.
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Fig. 18 Aldehido-mediador de entrecruzamiento de polimeros que contienen

alcohol, amina o grupos hidrécidos (R representa la cadena del polimero, X es
cualquier grupo por gemplo (CHy)sen e caso de glutaraldehido)

Entrecruzamiento por reacciones de adicion: Polimeros solubles en agua pueden
s convetidos en hidrogdes usando una o dta cattidad de agentes de
entrecruzamiento  los cudes reeccionan con grupos funciondes de polimeros
olubles en agua via reacciones por adicion. Polisac&ridos pueden entrecruzarse
empleendo  1,6-hexametilendiisodianato,  divinilsulfona o  1,6-dibromohexano  entre
otros reectivos. Las reacciones de entrecruzamiento son preferiblemente llevadas a
cabo en olventes organicos debido a que € agua puede reaccionar con @ agente de
entrecruzamiento; ad misno los agentes de entrecruzamiento son  generdmente
toxicos, por lo tanto se extrae rigurosamente para diminar las trazas dd maerid no

reactante.

Entrecruzamiento por reacciones de condensacion: Las reacciones de
condensacion entre d  grupo  hidroxilo y las aminas con &cidos carboxilicos o
derivados de estos son frecuentemente usados para sintess de polimeros como
poliesteres y poliamidas respectivamente. Estas reacciones pueden ser usadas para
la obtencion de hidrogdes, una reectivo de buena eficienca paa €



entrecruzamiento de polimeros solubles en agua con enlaces amidicos es N,N-(3
dimetilaminopropil) -N-€til carbodimida (EDC) entre otros.

La dintess de hidrogdes de polisacaidos se puede llevar a cabo empleando las
reacciones de condensacion de Passerini y Ugi .

En la reaccion de Passrini @ acido carboxilico y € addehido o d grupo cetdnico
son condensados con isocianida para producir a(acriloxi) amida En la reaccion de
condensacion de Ugi  una amina es adicionada a la resccion para producir
a(acrilamino) amida, la reaccion puede ser llevada a cabo en medio acuoso a pH

ligeramente acido y atemperatura ambiente.
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Fig. 19 Reacciones de Condensacién de Passerini y Ugi.

c) Entrecruzamiento por alta energia deirradiacion

Una dta energia de irradiacion (gamma o dectron beam) puede ser usada para polimerizar
compuestos inssturados. Esto implica que polimeros solubles en agua derivaizados con
grupos vinilicos pueden ser convetidos en hidrogdes usando una dta energia de
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irradiacion. Hidrogdes pueden ser obtenidos por irradiacion inducida que promueve la
polimerizecion de una mezda de acrilaos monofunciondes ( por gemplo: acriloil -prolina
metil ester).

Por otro lado una dta energia de irradiacion es capaz dd entrecruzamiento de polimeros
solubles en agua Sn grupos vinilos adiciondes. Durante la irradiacion (gamma o eectron
beam) de soluciones acuosas de polimeros, pueden formarse radicdes de la cadena dd
polimero por gemplo: la ruptura hemoalitica de los enlaces CGH asi como la radidliss dd
agua, da lugar a la formacién de radicdes hidroxil los cudes atacan a la cadena ded
polimero dando lugar alaformacion de macroradicaes.

La recombinacion de macroradicdes en cadenas diferentes dan lugar a la formacion de
enlaces covdentes y findmente a la edructura de entrecruzamiento. Etos macroradicales
pueden reaccionar con € oxigeno.

B doohd pdi vinilico, polidilenglicd y é&cido poliacrilico son gemplos conocidos de
polimeros que pueden ser entrecruzados con una ata energia de irradiacion.

Las propiedades de los gdes formados, en paticular su grado de hinchamiento y sus
caacteridicas de permesbilidad dependen de la concentracion dd polimero y de las dods
de irradiacion; en generd la densdad de entrecruzamiento incrementa con € incremento
de la concentracion del polimero y la dosis de radiacion. Un gel termosencible puede ser
obtenido por irradiacion en solucion acuosa de poli(metil vinil éter).

La irradiacion de soluciones diluides de polimeros sobre la fase de trandcion de
temperatura, produce microparticulas de polimeros con didmetros de 300 a 500 nm.
Hidrogeles basados en Poli(aminoé&cidos) fueron recientemente edudiados y  fueron
obtenidos por irradiacion gamma en solucion acuosa de polipentgpéptidos, estos fueron
congderados como GVGVP (G= glicna, V= vdina, P=pralina).

d) Entrecruzamiento usando enzmas

Un interesante méodo usando una enzima para sntetizar hidrogeles basados en PEG s ha
publicado recientemente. En ete méodo d terahidroxi PEG fue funciondizado con
grupos glutaminil (PEG-Q,). Las redes de PEG fueron formadas por la adicion de trans
glutaminase en solucion acuosa de PEGQ, y pdi(lisnacofenildaning. Esa enzima
cadiza la reeccion entre d grupo gcarboxamida de d PEGQay d grupo eamina de

lisna para producir una unién amida entre los polimeros.
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3.3.1.2.- ENTRECRUZAMIENTO FiSICO DE LOS GELES

En los afios recientes ha habido un incremento interesante de los geles entrecruzados
fiscamente. La razon principa es que d uso de agentes de entrecruzamiento para producir
hidrogdes es evitado. Etos agentes no solo afectan la integridad de las substancias
capturadas (por gemplo: proteinas, cdulas) as como también son a menudo compuestos
toxicos, los cudes tienen que s removidos 0 extraidos de los gdes antes de que etos
sean empleados. Es con la findided de evitar estos procedimientos @ estudio de diferentes
metodos de entrecruzamiento fisco.

a) Entrecruzamiento por interaccién idnica

Bl dginao es un gemplo muy conocido de un polimero que puede s entrecruzado
por interaccion ionica. El dginato es un polisscaido que puede s entrecruzado por
iones cdcio. El entrecruzamiento puede llevarse a cabo a temperatura ambiente y pH
fisologico. Los gdes pueden ser desestabilizados por la extraccion de iones cadcio dd
gel por un agente quelante. La relacion de proteinas de micropaticulas de aginato
obtenidas por la combinacion de solucion de dginato de sodio en una solucion acuosa
de doruro de cdcio, pueden sr moduladas por una cgpa de paticulas con polimeros
cdidnicos como: quitosano y palilisna Un polimero sntético que como € dginao
puede s entrecruzado con iones cdcio es d poli-[di(carboxilaofenoxi)fosfacene]
(PCPP).

b) Entrecruzamiento por Cristalizacion

El PVA es un polimero soluble es agua . Cuando en solucion acuosa es dmacenado €
PVA a tempeaura ambiente ese gradudmente forma un gd pero con bga fuerza
mecanica, sSn embago en ludon acuosa ede polimero bgo proceso  de
congdamiento-descongdamiento  se obtiene un fuete y dtamente dédico gd. Las
propiedades de este gd dependen dd peso molecular dd PVA, la concentracion del
PVA en d agua, la temperaiura y d tiempo de congdamiento. La formacion dd gd es
aribuido a la formecion de crigaes de PVA los cudes actlan como Stios de

entrecruzamiento fisico en las redes.



¢) Entrecruzamiento por enlaces de hidrogeno

El &ddo poliacrilico y d &ido polimetacrilico forman complgos con  poli(etilen
glicol). Edos complgos son sodenidos juntos por enlaces de hidrégeno entre €
oxigeno y d poli(etilen glicd) as como @ grupo carboxilico dd  écido polimetacrilico,
donde este juega un rol de interaccion hidrofobica. Los enlaces de hidrégeno no solo se
forman cuando € grupo dd é&cido carboxilico es protonado. Esto implica que € grado
de hinchamiento de esos gdes es fuertemente dependiente de pH. Por otro lado €
complgo de &ido polimeacrilico y poli(etilen glicol) preparado a bgo pH puede ser
disudlto con etanol®.

d) Entrecruzamiento por interaccion de un antigeno-anticuerpo

Miyata et d. ™ preparo un hidrogel en @ cud un antigeno (IgG conejo) fue induido a
un entrecruzamiento quimico de poliacrilamida en presencia dd anticuerpo como un
entrecruzamiento  adicionad. El hidrogd presenta un ligero hinchamiento en  presencia
dd anttigeno libre debido a d reemplazo dd enlace polimeroantigeno resultando €
lanzamiento de los atticuerpos y ad migno la digninucdon de la densdad dd
entrecruzamiento. La rlacion de hinchamiento incrementa con & incremento de la
concentracion del antigeno, pero @ proceso no fue totamente reversble debido a la
perdida de los antic uerpos del hidrogdl.

Por otro lado se preparo otro hidrogel para la inmovilizacion de ambos @ antigeno y €
anticuerpo en forma de una interpenetracion de las redes dd polimero. AS mismo un
reversble comportamiento de hinchamiento/deshinchamiento  fue obsarvado sobre una
dtanaiva expodcion dd hidrogd que contenga un atigeno y una solucon de
antigeno libre. Ademés las membranas de hidroges son preparadas exponiendo un
comportamiento  activo o inactivo con respecto a la permescion de proteinas
(hemoglobing) a través de las membranas, este logro permitira la liberacion de droges
en respuesta a un antigeno especificd™.



3.3.1.3.- USO DE TECNICAS DE RADIACION PARA LA FORMACION DE
HIDROGELES

Las técnicas de radiacion tienen muchas ventgas, es una técnica smple, eficiente, limpia
Eda técnica usudmente combina la sintess y edteilizacion en un solo paso tecnoldgico,
as reduce codtos y tiempo de produccidon. Una gplicacion eficiente y un futuro desarrollo
de ete méodo requiere un ensanchamiento dd conocimiento bésco de la quimica de
radiacion de sistemas de polimeros.

Los hidrogdes pueden ser obtenidos por técnicas de radiacion en pocos pasos, incluyendo
la irradiacion de polimero sdlido o en solucion acuosa, mondmero (Solido o en solucion).
El primer mé&odo de irradiacion de polimeros hidrofilicos en estado sdlido, tuvo agunas
desventgias. Se requiere una preparacion especid de la muestra (la muestra debe estar
daretida o lo sficientemente presonada) ad mismo dgunes dificultades pueden ser
encontradas en la obtencion de un hidroge homogéneo, esto requiere usudmente muchas
doss dtas de radiacion para obtener un gd comparado con € obtenido por irradiacion en
solucion, a8 mismo podria dificultar remover todo @ oxigeno que podria promover un no
deseado Stio de reaccion. Una de las razones para una dods dta de gelacion en edtado
Slido es que d rendimiento de la radiacion quimica de radicaes, que son los precursores
del entrecruzamiento, es usudmente bgo que en lucion acuosa. Las dods de radiacion
son cdculadas como energia por unidedes de masa dd Sgema. S nosotros asumimos que
la gdacién ocurre cuando en promedio un entrecruzamiento es formado por cada cadena
de polimero, es obvio que mas entrecruzamiento son necesitados para la gelacion de 1 Kg
de muestra de polimero sdlido, que parala.gdacion de 1 Kg de su solucion diluida ™,

3.3.2.- GRADO DE HINCHAMIENTG™
El grado de hinchamiento puede ser descrito como la capacidad de absorcion de agua

(Ecuacion 5) delos hidrogeles.

Absorcionde Agua (%) = We—Wy x100............... 5)
Wy




Donde:
W= Peso dd g hinchado
W 4= Peso dd ge seco.

3.3.3.- INDICE DE CRISTALINIDAD™

La reacion entre @ radio dd &ea de la fae crigdina (A) y € &ea totd (Act+A)
corregponde d indice de crigtdinidad:

IC= A L0 o B (6)

Donde:
A. = Radio dd &rea correspondiente alafase crigdina
Aa= Radio dd &ea correspondiente alafase amorfa

3.4.- RADIACION GAMMA

La radiacion gamma eta compuesta de fotones emitidos en d transcurso del proceso de
trangcion nuclear 0 aniquilacion de particulas. La radiacion gamma es mas penetrante que
laradiacion ay b.

Dada su dta energia pueden causar grave dafio d nlcdleo de las cdulas, por lo que son
usados para esterilizar equipos médicosy dimentos.

Los radioisdtopos emisores de radiacion gamma més conocidos son: Americo-241, |odo-
129, lodo- 131, Thorio-232, Uranio-238, Cobdto-60, Ceso-137, Tecnecio-99 entre otros,
sendo egtos tres Ultimos los mas conocidos y empleados.



Radiacion lonizante
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Fig. 20 La radiacion gamma tiene mayor poder de Penetracion quelaradiaciona ob

El efecto de la radiacion en polisscaidos como d quitosano, dginato de sodio, cdulosa,
pecting, efc son invesigados para inducir su activided bioldgica Edsos carbohidratos son
fé&clmente degradedos por irradiacion 'y ad son inducidos paa diferentes actividades
biolégicas

Los edudios de hoy en dia etén focdizados en las condiciones Optimas para emplear
irradiacion g con € objeto de reducir € peso molecular de quitosano pero manteniendo su
edructura quimica ya que s conserva su funciondidad. La degradacion empleando

radiacion gamma ocurre en la region amorfa de donde las cadenas dd polimero estén
débilmente empaguetadas™.

Vaias técnicas como tratamiento quimico, degradecion enzimética y foto-irradiacion
fueron empleadas con @ objetivo de tener quitosanos de bgo peso molecular. La hidrdliss
&ida o badca es un procen efectivo pero cambia € grado de deecetilacion, as como la
fdta de reproducibilidad son desventgas de ete procesn. La degradacion enzimdica a
condiciones suaves en otra técnica propuesta pero tiene como desventga que €S un pProceso
tedioso debido a que requiere muchos pasos de preparacion enzimética. La dgnificdiva
reduccion del Peso Molecular implica una cadena de degradacion.

La radiacion induce las reacciones quimicas para la modificacion de polimeros en estado
solido, acuoso 0 a bgas temperaturas.
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El traamiento con Radiacion es potencid como pedeurizacion o edeilizacion de
microorganismos contaminantes. A mismo la irradiacion gamma es hoy en dia utilizada
paa la edenilizacion de productos médicos y preservacion de dimentos por su dta poder
de penetracion”.

La irradiacion gamma y dectron-beam son los mas populares y mas establecidos procesos
parala esterilizacion de polimeros usados en |os digpositivos médicos.

Una dta enegia de radiacion produce ionizacion y excitacion en las moléculas dd
polimero. AS mismo eda rica energia produce reacciones de disociacion, diminacion 'y
addon en una secuencia de producr una edabilidad quimica El proceso de
estabilizacion, d cud ocurre durante, inmediatamente después, o en dgunos dias, semanas
0 mees dexpués de la irradiacion, da a menudo resultados de entrecruzamiento fisico y
guimico o un rompimiento en la cadena, los cudes s evidencian en cambios fiscos que
pueden induir fragilidad, decoloracion, generacion  de  olor,  endurecimiento,
ablandamiento, incremento 0 reduccion de la ressencia quimica y un incremento o
decamiento del punto de fuson.

La radiacion por ionizacion es una de las poderosass técnicas para modificar polimeros,
paticularmente desde que los cambios ocurren cuando los materides etdn en estado
solido, ad mismo  reacciones quimicas 0 térmicas pueden llevarse a cabo en cdiente o en
polimeros derretidos. Mientras que en estado solido puede tener dgnificaivas ventgas,
cudquier cambio en las caracteridicas dd materid o funcionamiento llevados a cabo por
la radiacion son gobernados por la reacion estructuralpropiedades que son andogos a estos
generados por otros procesos quimicos y térmicos. Estos incluye polimerizacion, injertos,
entrecruzamiento, cambios en la sauracion, rompimiento de la cadena (degradacion),
oxidacion, cidizacion, isomerizacion, amorfizacion y cristdizacion.

Muchas importantes propiedades fiscas o quimices de los polimeros pueden ser
modificadas con la radiacon. Entre dlas tenemos peso molecular;  longitud,
polidispersdad, ramificacion, funciondidad y teminacion de la cadenay entendiendo
como y cudes son las implicaciones de edtas caracteriticas pueden ser dteradas en
funcidn de los nivees de exposicion de radiacion (dosis) la cud es crucid para predecir
funcionamiento y utilidad de los polimeros irradiados



La influencia de la radiacion en las propiedades y funcionamiento de un polimero s
diferencia de acuerdo a 9 d maerid es degradado o exige un entrecruzamiento, y esto
depende de especificas susceptibilidad inherentes ala cadena principa del polimero.

Todos los materides pueden encontrar una rotura a doss muy dtas de radiacion; sn
embargo € rango de doss bgas a las cudes d polimero mantiene sus  propiedades
desegbles depende grandemente de la edructura quimica dd polimero; empleando niveles
por debgo de la dedtruccion a la expodcion, € traamiento con radiacion puede impartir
muchos beneficios e incrementar |as propiedades comercides dd polimerd™.

3.4.1.- EFECTO DE LA RADIACION GAMMA

Los efectos de la radiacion por ionizacion depende grandemente de la estructura quimica
de polimero, las dods necesrias para producir un significativo efecto en dos materides
diferentes puede variar de vdores como por gemplo; 4 kGy en politetraflouretileno a 4000
kGy 0 mas en edireno 0 poliimida Bgas doss Sn embargo pueden generar sgnificativas
dteraciones. Un gemplo tipico es d poligileno con peso molecular de cerca de 100,000 €
cud es rapidamente soluble en solventes como Decahidronaftdeno, solo con un
entrecruzamiento  con 14,000 unidades de monomeros  (etileno) puede causar
insolubilidad.

El efecto de la radiacion en las propiedades dd polimero pueden también ser dificiles de
predecir especidmente en la presencia de ciertos aditivos que pueden ayudar a prevenir los
dafios por radiacion. Esos compuestos son generdmente llamados como “antirradiacion”,
son  sudlancias que actlan como anti-oxidantes, funcionan como reactantes, combinéndose
rgpidamente con la radiacion que genera radicdes libres en d polimero, as como una
energia primaria absorbe y previene lainteraccion entre laradiacion y € propio polimero.

La radiacion normamente afecta d polimero en 2 maneras bésicas, ambas resultan de la
excitacion o ionizacion de los &omos. Los 2 mecanismos son por ruptura de la cadena, un
rompimiento d aza de los enlaces los cudes reducen d peso molecular (por gemplo
fuerza) dd polimero, y @ entrecruzamiento de las moléculas, de los cudes resulta la
formacion de largas redes de moléculatridimensiond.

El entrecruzamiento por radiacion afecta las caracteristicas mecanicas dd materid, la

edtabilidad ddl quimicay laressenciaquimicadd polimero.
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Mas a menudo, ambos de estos mecanismos ocurren en maerides poliméricos ljetos a la
radiacion por ionizecion, pero frecuentemente un mecanismo predomina dentro de un
polimero especifico.

Como resultado de un rompimiento en la cadena pueden gparecer: fragmentos de un bgo
peso molecular, generacion de gas'y enlaces insaturados.

El entrecruzamiento dd polimero permite tolerar mes temperatura y € incremento a la
resstencia de la abrasion.

Para polimeros con enlaces carbono-carbono (enlaces principdes) se puede observar que €
entrecruzamiento  generdmente puede ocurrir S los carbonos tienen uno 0 mas &omos de
hidrogeno, cudquier rompimiento en la cadena ocurre en d carbono tetrasubgtituido.
Polimeros que tienen grupos arométicos generdmente son mas resstentes a la degradacion
por radiacion en comparacion con los polimeros diféticos, Por gemplo @ poliestireno con
un grupo aomaico en su cadena y las poliimidas con un grupo aroméico directamente en
la cadena principa son relativamente resstentes a doss dtas de radiacion (> 4000 kGy).

Cuando un polimero es sujeto a radiacion por ionizacioncomo rayos gamma, rayos X, O
€l ectron beam-vari os ef ectos pueden ser esperados de laionizacion que ocurre.

La rdacion de combineciones resultantes, @ entrecruzamiento y @ rompimiento de la
cadena pueden vaiar de polimero a polimero y d grado de vaiadon eda basado en la
composicion y morfologia quimica dd polimero, la dods totd de radiacion absorbida y la
rdacion en la cud la dods fue depostada La rdacion es también sgnificativamente
dfectada por la tengdn residud del proceso, € ambiente presente durante la irradiacion
(especidmente la presencia 0 ausencia de oxigeno) y d ambiente de después de la
irradiacion (temperaturay oxigeno) ™.

a) Efecto del Oxigeno y la dosis de radiacion:

Las condiciones ambientdes después dd proceso de radiacion puede afectar
sgnificativamente las propiededes dd materid poliméico. Por gemplo la presencia de
oxigeno o are durante la irradiacion produce redicdes libres que son rgpidamente
convertido a radicdes peroxidicos. La suete de estos radicdes depende de la naturdeza
del polimero irradiado, la presencia de aditivos y otros parametros como temperaura, doss

totd, proporcion de la doss, y tamafio de la muesdtra Una variacion en las condiciones ded



proceso es la presencia de aditivos en @ polimero que pueden generar  la formacion de un
gas ad como la formacion de otros productos de degradacion de estas moléculas los cudes
pueden ser compuestos irritantes u otros productos no deseedos.

Cuando un polimero es irradiado se forman radicaes proporciondmente a la concentracion
de la doss. Sn embago la eddbilidad quimica eta asociada con rescciones que son
proporciondes a la concentracion de reectantes, debido a que la concentracion de
reectantes difiere por la locdizacion (por gemplo; dta concentracion de oxigeno cerca de
la superficie exterior), € resultado de lareaccion quimica estabilizante es heterogénea

En la irradiacion gamma la gplicacion de la energia ionizante continua por encima de un
periodo largo de tiempo, seguidamente reectantes como d oxigeno pergtran  dentro de
todas las &eas dd materid, resultando un dto grado de rompimiento de la cadena.

b) Formacion de color y olor

Un efecto comin no desesble que resulta de la radiacion en agunos polimeros es la
decoloracion  (generdmente  amarillento) de  desarrollo de croméforos  especificos de
centros de color dd polimero. El desarollo dd color  cud difiere de la doss, puede
disminuir o incrementar con @ tiempo de dmeacenamiento después de la irradiacion, a
menudo la decoloracion gparece antes de la medida de la disminucion en las propiedades
fisicas.

Otro problema comin en dgunos polimeros como resultado de especificas reacciones
quimicas edabilizantes es d olor. Los polimeros que mas cominmente presentan olor
después de lairradiacion son € paligtileno, PVC'y paliuretano (presentan un olor rancio).

Aca = invoucra d bgo peso molecular, productos de degradacion por oxidacion de
polimero como responsables de los  olores no deseados de dta volatibilidad y activided
sensorid después de | os tratamientos de irradiacion.

S las reacciones quimicas causan olor eto s puede mitigar empleando antioxidantes,
diferentes temperaturas en € proceso 0 con la sdeccion de un polimero de dto peso
molécular®.

La degradacion en solucion es mas grande que en d estado dlido. ESto es debido a los
radicdes H. y -OH formados por la radidliss durante la irrediacion de agua, la reaccidn
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entre los radicdes libres y las moléculas dd quitosano que van a conducir a una rpida

degradacion del quitosano en medio acuoso®.

De edudios redizados se obsava que muedras irradiadas bgo condiciones de vecio

presentan  ligeramente menor  disminucion en d peso molecular que muestras irradiadas

bgo presencia de oxigeno lo cud es entendido como un efecto indirecto por degradacion

oxidativa

As mismo también se observa que a medida que s aumenta la dods de radiacion las
muedras en soluciones acuosas s van poniendo ligeramente marrdn, ete color  puede

desgparecer 9 se emplea un tratamiento con 0zono.

Radidlisisdel Agua:

H,O+g® € +HO '+ H +Hy +OH- +HOs ... (ecuacion 7)

Mecanismo de Degradacién en estado solido:

Ershov et d.® propone un esgquema de mecanismo de degradacion de quitosanos
irradiados en estado solido:

R-H®R (CsCe)+H @
R-H+H ®R (Ci-Cg) + Hy b
R (C-C) ® F1+ R (Rompimiento) ©
R-NHz +H ® R (C) + NH3 @
Donde:

R-H 'y R-NH2 son macromoléculas de quitosano.
R (Gy) esun macroradica de quitosano locdizado en los éomaos de carbono (G).
F .1+ R sonfragmentos delacadenaprincipa después dd rompimiento.
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IV.- PARTE EXPERIMENTAL

4.1.- MATERIALES
4.1.1.- MATERIALES Y EQUIPQOS

Equipo de vidrio para filtracion d vacio, termdmetro cgpacidad medicion 110°C, vasos de

precipitados de 400 mL, baguetas, lunas de reloj y morteros.

Estufa, agitador magnético, baanza 0,1 g preciSon.

Espectrofotdmetro infrarrojo  (Espectrofotometro  FT-IR, Marca  Nicolet, Moddo: Impact
410).

Espectrofotdmetro  UV-VIS. (Espectrofotometro UV-VIS, Maca Peakin Elme, Moddo:

Lambda 40P).

Equipo de radiacion gamma (Maca Nordion, Moddo: Gammeacdl 220) con una fuente de

Co-60 doblemente encapsulado con acero inoxideble y con una taza de radiacion de 16

kGy/h.

4.1.2 REACTIVOS

Plumas de Pota, HCl 2N, NAOH d 10%, NaOH d 50%, agua desionizada, &cido acético
0.1M, Etanol, KBr, papd indicador.

4.2.- METODOS EMPLEADOS

4.2.1.- METODO EMPLEADO PARA LA OBTENCION DE QUITOSANO DE POTA
(Dosidicus gigas)

a) Empleando e M éodo Convencional ®

Procedimiento:

1) Se trad goroximedamente 800 g de plumas de pota (previamente lavades y
cortedas) con HCl 2N a temperatura ambiente durante una noche.

2) Pogeiormente s lavd d maerid con abundante agua desionizeda hasta pH 7.0 y
e redujo a tamafio més pequefio con la ayuda de unalicuadora.

3) El materid resultante se procedié a tratar con NaOH 10% a temperatura ambiente
por 24h.



4) Pogeriormente s procedi6 a lavar d maeid con aundante agua
desonizada hagta pH 7.0 y s tra6 con NaOH 2N, <e dga en cdentamiento por 4h.
a 100 °C para abtener Quiting, ChiP.

5 E producto obtenido se trat6 con NaOH 50% y se dgo en cdentamiento
goroximadamente por 8h a 100 °C, para obtener quitosano, ChP (se verifico la
obtencion de quitosano d hacer la prueba de solubilidad en &cido acético 0.1 M)

6) Findmente s lavd con abundante agua desionizada hesta pH 7.0, s procedié a
reducir d tamafio de producto obtenido, con la ayuda de una licuadora, para obtener
un grano mes fino, findmente s secd d vacio con eanol y podeiormente en la
edufa por 24 h. a50°C.

b) Empleando Radiacion Gamma

Paa d control de la dods de irradiacion se debe asegurar que la técnica £ usa
correctamente y que las dosis aplicadas son las adecuadas.

La doss absorbida se determina usando productos naturdes o sintéticos, sdlidos o liquidos,
cuya respuesta a la radiacion es conocida A estos productos se les conoce como
dosimetros, representan la variacion lined de una propiedad fisica con la dosis dbsorbida

Se empleo Dosimetro Fricke, d cud estd basado en @ cambio de vaendia (oxidacion, Fe?*--
-->Fe*") que se produce en una solucion &cida de sd ferrosa por accion de la radiacion
ionizante. La cantidad de ion férico (Fe**) producida es proporcionad a la dosis de ediacion
recibida por lamuestra

ANALISISDOSIMETRICO:
1.-Intercomparacion de Tasa de Doss en d Punto Centrd dd Cilindro de Irradiacion

vacio dd Gammeacdl 220 Excd. Veificacion de la Solucion Fricke d 21 de Junio dd
2005.



Tasa de Dosis Tasa de Dosis COEFICIENTE | % PORCENTAJE DE
GC-220EXCEL GC-220 EXCEL DE ) ERROR
MDS IPEN — APLI- LI | CORRELACION
NORDION
16,00948 kGy/h 15,78332kGy/h 0,99965 151

METODOSUTILIZADOS

- ASTM E 1026 — 1995 Praciice for Using the Fricke Reference Standard Dosimetry
System

b.1) Empleando Radiacibn Gamma en diferentes dosis: 10, 15, 20, 30, 35 y 40 kGy,
desdeel Inicio del proceso.

Procedimiento:

1) Aproximadamente 800 g de plumas de pota (previamente lavedes y cortadas) en
medio acuoso fueron irradiadas en dods entre 10 y 40 kGy; 10 kGy (Pal10), 15
kGy (Pal15), 20 kGy (Pal20), 30 kGy (Pal30), 35 kGy (Pal35) y 40 kGy
(Pal 40).

2) Poderiormente s trataron las muedras con HCl 2N a temperatura ambiente
durante 6h., enseguida se lavd las muestras con abundante agua desionizada hesta
pH 7.0, a8 como s redujo d tamaio de las mismas (se empled para dlo una
licuadora).

3) Seguidamente se procedié a tratar las muestras con NaOH 10% a temperatura
ambiente por 6h., enseguida se procedid a lavar las muestras con abundante agua
desionizada hastapH 7.0.

4) Pogeriormente se trad las muedtras se trataron con NaOH 2N, se dgo en
cdentamiento por 4h. a 100 °C. Se obtienen las quitines ChiPal 10, ChiPal 15,
ChiPal 120, ChiPal 30, ChiPal 35y ChiPal 40 respectivamente.

5 Las muedras obtenidas se trataron con NaOH 50% con cdentamiento a 100 °C
entre 1h y 15 min-2h y 25 min. (dependiendo de la solubilidad de las muestras  en
acido acético 0.1 M).



b.2)

6)

1)

2)

3

4)

6)

8)

9

Fndmente los productos ChPal10, ChPall5, ChPal20, ChPal30, ChPal35 y
ChPal40 s lavaron con abundante agua desionizada hesta pH 7.0, luego se secd d
vaci6 con etanol y pogteriormente en la estufa por 24 h a50°C.

Empleando Radiacion Gamma en una doss de 25 kGy desde € Inicio dd
proceso.

Procedimiento:

Se trabgé con aproximadamente 800 g de plumas de pota, s lavd d maerid con
abundante agua desionizada hasta pH 7.0 y se redujo d tamafio dd materid (se
empleo paraelo unalicuadora); se separd 2 muedtras.

Una de las muedtras se seco d vacio con etanol y posteriormente en la estufa a 50
°C por 24h. (Ps).

Lamuestra himeda se trato con 10 mL de agua (Pa).

Las muestras Psy Pa setrato con 25 kGy deradiacion “g’ y seobtuvo: Psl y Pal.

Se procedi6 atratar Psl y Pal deforma smilar ab.1 (2).

Seguidamente se procedio atratar las muestras de forma smilar ab.1 (3).

Pogteriormente s2 procedio a tratar las muedtras igud d item b.1(4). Se obtuvieron
las quitinas ChiPd 3y ChiPal3.

Las muedtras, se trataron con NaOH 50% con caentamiento a 100 °C entre 1h y 20
min-1h y 35 min. (dependiendo de la solubilidad de las muedras en &cido acético
01 M).

Findmente los productos ChPd3 y ChPa3 s lavaon con dbundante agua
desionizada hasta pH 7.0, luego se seco d vacid con etanol y poderiormente en la
estufa por 24 h a50°C.



b.3)

b.4)

D

2)

3

4)

6)

8)

9)

Empleando Radiacion Gamma en una doss de 25 kGy después dd

tratamiento acido.

Procedimiento:

Se trabgd con goroximadamente 800 g de plumas de pota, s trao de igud
maneragqueen b.2 (1).

Seguidamente 2 trato las muedtras en forma smilar a bl (2) y se sepad 2
muestras.

Unadelas muestras s tratd de manerasimilar ab.2 (2) y se obtuvo: Pecs.

Lamuestra himeda se trat6 con 10 mL de agua (Paca).

Las muedtras se trataron con 25 kGy de radiacion “g’ y se obtuvo: Pacsl y Pacal.

Se trat0 las muedtras de manerasimilar ab.1 (3).

Seguidamente las muedtras e trataron igud d item bl (4) y se obtuvo las quitines
ChiPd2y ChiPal2.

Las muedtras, se trataron con NaOH 50% con cadentamiento a 100 °C entre 1h y 30
min.-1h y 40 min. (dependiendo de la solubilidad de las muedras en &cido acético
01 M).

Findmente los productos ChPs2 y ChPPal2 se lavaron con abundante

agua desonizada hagta pH 7.0, luego se secO d vacid con etanol y pogteriormente en
la estufa por 24 h a50°C.

Empleando Radiacion Gamma en una doss de 25 kGy antes de Obtener

Quitina.

Procedimiento:

1) Se trabg6 con goroximadamente 800 g de plumas de pota, se trato de igud manera

2)
3

queen b.2(1).
Pogteriormente se traté lamuestra de manerasimilar ab.1 (2).

Seguidamente se procedio a tratar la muestra igud que en d item b.1 (3). Se separd
2 muedtras.
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4)

b.5)

6)

8)

9

Una de las muestras se traté de manerasmilar ab.2 (2) y se obtuvo: BChPs.

Lamuestra himeda se trat6 con 10 mL de agua (BChPa).

Las muedtras se trataron con 25 kGy de radiacion “g’ y se obtuvo: BChPsl, BchPal.

Las muestras s trataron igud d item b.l (4) y se obtuvieron las quitines ChiPd y
ChiPal.

Las muestras se trataron con NaOH 50% con cdentamiento a100 °C entre 1h y 50
min.-3 h. (dependiendo de lasolubilidad de las muestras en &cido acético 0.1 M).
Findmente los productos ChPd y ChPa s lavaon con dundante agua
desonizada hasta pH 7.0, luego se seco d vacid con etanol y pogteriormente en A
estufa por 24 h a50°C.

Empleando Radiacion Gamma en una doss de 25 kGy después de obtener
Quitina

Procedimiento:

1) Se trabg6 con gproximadamente 800 g de plumas de pota, se trao de igud  manera

2)
3
4)

5

6)
7)

8)

9

queen b.2(1).

Posteriormente se trat6 la muestra de manerasimilar ab.1 (2).

Seguidamente se procedio atratar lamuestraigud queen d item b.1 (3).

Pogteriormente se procedio a tratar las muestras igud d item b.l (4) y se obtiene la
quitina ChiP1, se separ6 en 2 muestras.

Una de las muestras s trat6 igud ab.2 (2) y se obtiene ChiPsL.

Lamuestra himeda se trato con 10 mL de agua (ChiPal).

Las muedtras se traaron con 25 kGy de radiacion “g’ y se obtiene ChiPdl y
ChiPal 1.

Las muedtras, se trataron con NaOH 50% con cadentamiento a 100 € entre 1h 1hy
30 min. (dependiendo de la solubilidad de las muestras en &cido acético 0.1 M).
Findmente los productos ChPdl y ChPal s lavaon con dbundante agua
desonizada hasta pH 7.0, luego se seco d vacid con etanol y podteriormente en la
estufapor 24 h a50°C.



4.2.2.- CARACTERIZACION DEL QUITOSANO DE POTA (Dosidicus gigas)

a) Determinacion del Grado de Deacetilacion del Quitosano por Espectr oscopia

Infrarrojd®

Procedimiento:

Aproximedamente 50 mg de quitosano, previamente secado d vecio, se mezdaon y s
trituraron con 100 mg de bromuro de potaso y secado a 80 °C en un horno de are seco por
epacio de 2 horas ates dd andiss Aproximadamente 50 mg de este producto fueron
utilizados para preparar una mezcla uniforme y compacta para € andiss por IR. (Equipo
Empleado: Espectrofotometro FT-IR, Marca Nicolet, Moddo: Impact 410) escanear entre
4000 2400 cmi*, y de 0 2100 %T.

6599 L

Fig. 21 Tipico espectro infrarrojo de quitosano

Célculos

Medir los ssgmentos A, B, C, D, Ey Fend gré&fico segiin Figura 22.

Logio (DF/DE) = Ases5

Logho (AC/AB) = Aauso

% DD = 9767 —[26486 X Aiess /| Auso ] (Mé&odo de Sabnis, usa linea base que pasa por
P

% DD =100 - [115 X Asess/ Azss0 ] (Método de Baxter, usalalinea base que pasa por F)
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b) Determinacion del Grado de Deacetilacion dd Quitosano por  Titulacion
M etacr omatricd™

Procedimiento:

1. Preparacion de la Solucion de Orange I [4(2hidroxi1-neftilazo) bencensulfonato de
sodio] de aproximadamente 5 x 10* M. Se Peso 0.1750 g de la sd previamente purificado
por recrigtdizacion a partir de etanol acuoso d 80% y secado a 120°C por 2 horas. Se
disolvio en 1 L de solucion de &cido acético 0.1 M. Se tomo una dicuota de 10 mL y s
diluyo a 100 mL con 0.1 M de &ido acético. Se midi6 € coeficiente de extincion de la
solucién frente a un blanco de 0.1 M de &cido acético y se comparo con € vador tedrico de
22,500 cnfmol™? para determinar lamolaridad de esta solucion.

2. Se disolvio 0.1 g de quitosano (ChF) pesado con exactitud de 0.1mg en 1 Lde 0.1 M
de &cido acético.

3. Se adicond a 5 fiolas de 100 mL 10.0 mL de la solucion Orange Il y gproximadamente
40 mL de 01 M de &ido acdtico. Los Sguientes volumenes de la solucidn de quitosano
(ChF) s afadieron a las fiolas 1.0, 2.0, 30, 40, 50 mL y se enrazo casa olucion con 0.1
M de &cido acético.

4. Se miden las absorbancias a 484 nm usando la solucién de 0.1 M de &ido acéico

como solucion de referencia

5. Se grdfica dosorbancia versus volumen de quitosano (ChF) afiadido en la solucion. Se
obtiene d punto de interseccidn en mL de la solucion de quitosano equivdente, en
términos de concentracion del grupo amino, a 10 mL de la solucion stock del colorante de
molaridad conocida

Célculos

Se caculo € peso equivaente del grupo amino, EW: EW =(WxV)/10C

Donde:
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W = pen (g) de quitosano (ChF) secado en edtufa y disudto en 1L de 0.1M de &cido
acético,

V = volumen (mL) de lasolucidn de guitosano afiadido en d punto find,

C = concentracion de lasolucion del colorante orange (gproximadamente 5 x 104 M).

Grado de Deacetilacion (%DD): % DD =100 — {[(EW — 161) x 100] / (EW + 42)}

¢) Determinacion del Peso Molecular del Quitosano por Viscosidad I ntrinseca®

Procedimiento

1 Se procedié a la preparacion dd disolvente d cud es una mezcdla de 0.5M de &cido
acdtico y 0.2M de acetato de sodio: Se pesaon 49.2 g de acetato de sodio y 90 g de
&cido acético glacid y se disolvio en tres litros de agua destilada.

2. Se prepaaon soluciones de 01000 g / 100 mL de una muedra de quitosano a
determinar su peso molecular (ChP, ChPd, ChPal, ChPal10, ChPall5, ChPal20,
ChPal30, ChPal35, ChPal40, ChPdll, ChPall, ChPd2, ChPal2, ChPd3 y ChPal3 ) a
patir dd cud se toman las sguientes dicuotas (mL): 25.0 en 50.0, 20.0 en 50.0, 10.0
en 50 y 5 en 50, £ enrasa con d disolvente, obteniendo asi soluciones de 1000, 500,
400, 200y 100 mg/L.

3. Se midieron las densdades de las soluciones por d méodo dd picndmetro a una
mismatemperatura.

4. Se midieon las viscoddades de las soludones empleendo @ viscosmetro de
Ubbelohde a la misma temperatura anterior.

5. Se dgui6 los pasos 2, 3 y 4 ocon cada muedtra de quitosano tratados
independientemente.

6. Se cdculo la viscosdad especifica de cada solucion, ns, y se grafico ngC versus C,
donde C es la concentracion (mg/L) de la solucidon de quitosano. El intercepto de la
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recta es la viscodgdad intrinseca de la muedra de quitosano, [n], que se aplico en la

férmula parad cdculo del peso molecular.

Cédculos

Cdculo de laviscosdad intrinseca de una solucion:
Viscoddad rdaiva hr=h/hy @/t
Viscosdad especifica hep=hr -1

Viscosidad intrinseca [h] = (hsp/ C)c=0

c = concentracion en g/dL, [h] serd expresado en dL / g o0 este vaor se puede multiplicar

por 100y expresarloenmL / g

La viscoddad intrinseca se cdceula aplicando la ecuacion de Huggins que relaciona la

viscosdad reducida (hsp / €2) con la concentracion:

(hep/ C2) =[] + K []@ ¢
La representacion de la viscosdad reducida como funcion de la concentracion para las
muestras de quitosano en todos los casos se obsarva una disminucion de la viscosdad
reducida a medida que la concentracion dd polimero disminuye, lo que indica que se

cumple la expreson de Huggins paa d polimero en esudio, en las condiciones de trabgo
utilizades.

La corrdacion entre la viscosdad Intrinseca y d peso molecular eta expresada en la
sguiente ecuacion:

[h] = KM* , paraK =0.00035, A = 0.76.
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Donde:

K= Indica un pardmetro de viscosdad, d cud esta en funcion dd solvente as como dd
tipo dd polimero, paa € quitosano en solucion de 05M de &ido acético y 0.2M de
aoetato de sodio € valor esde 35 x10™.

4.2.3.- DETERMINACION DE LA MORFOLOGIA DEL QUITOSANO DE POTA
EMPLEANDO MICROSCOPI A DE BARRIDO ELECTRONICO (SEM).

Para la determinacion de la edtructura morfologica del quitosano de Pota se empleo la
Microscopia Electronico de Barido (SEM). E equipo empleedo fue un Microscopio
Electronico de Barido SEM XL20 marca Philips equipado con detector de dectrones
scundarios, retrodispersados y micro andizador de rayos por energia digpersva EDAX
DX-4i. Ege equipo cuenta con una amplificacion de imagen de 400,000 x y una resolucion
de6nma30Kuv.

Las muedras (Quitosano de Pota y Langodtino respectivamente) para ser adizadas fueron
secadas, pogteriormente metdizadas con oro y findmente fotografiades. (Ver Gréfico 5.7-
510

4.2.4.- DETERMINACION DEL iNDICE DE CRISTALINIDAD (ANGULO 2q) DEL
PICO AMORFO Y CRISTALINO.

Para la deerminacion de las formas polimorficas del Quitosano y los hidrogees se empled
un Difractometro de Rayos X: Marca Rigax, moddo Miniflex con CuKa como fuente de
Rayos X (40 kV, 30 mA) y un filtro de Nigud. Las muedtras fueron escaneadas en € rango
de 2q de 10 a 35° en forma de films secadas atemperaturaambiente.

Parala determinacion de los valores de indice de Critdinidad se empleo la ecuacion (6).
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4.2.5.- OBTENCION DE HIDROGELES PVA/QUITOSANO DE POTA.

a) Se prepad solucion acuosa de PVA d 10% (P) , asl mismo s disolvidé quitosano de
Potaa 1% en &cido acé&ico 0.1 M (Q).

b) Se procedio ha redizar las Sguientes mezdas 10 mL de P +0 mL de Q (10P0Q), 8 mL
de P+ 2 mL de Q (8P2Q), 6 mL de P+ 4 mL de Q (6P4Q), 4 mL de P+ 6 mL Q (4P4Q),
2mL deP+8mL de Q (2P8Q), 0 mL de P+10 mL de P (OP10Q).

c) Poderiormente a cada una de las mezclas redizadas e irradié con radiacion gamma en
unadossde 10 kGy.

d) Seguidamente los hidrogeles  obtenidos fueron caracterizados por su porcentge de
hinchamiento, paradlo se empled laecuacion (5).
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V.- RESULTADOSY DISCUSION

Se ha logrado obtener quitosano de Pota Qosidicus gigas) por d méodo convenciond, asi
como empleendo diferentes dogis de radiacion gamma (10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 kGy).
As mismo s ha determinado € grado e deacetilacion y € peso molecular de cada uno de
dlos

En ege trabgo se ha empleado como referencia a un quitosano comercid de la marca

Fluka, quitosano proveniente del caparazon de cangregjo (ChF).

Tabla 5.1.- Porcentaje de Grado de Deacetilacion de ChF empleando € Método de

Titulacion Metacromatica.

Volumen (mL) ChF Absorbancia (nm) % DD
afiadido
0 0.604
1 0.654
2 0.738 87.50%
3 0.838
4 0.945
5 1.027

Gréfico 5.1- Determinacion de Grado de Deacetilacion de Quitosano ChF

empleando € Método de Titulacién M etacromatrica.

Grado de Deacetilacion de ChF
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mL de Quitosano
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Para d quitosano de referencia se ha empleado € mé&odo de titulacion metacroméaricay la
Espectroscopia FTIR (Méodo de Sabnis y Baxter) para la determinecion dd grado de
deecetilacion s ha obtenido vaores de 87.5%, que corresponden a primero; 86.7% Y
84.1% que corresponden a segundo respectivamente, por 1o cud debido a que los vaores
son cecancs £ ha condderado en ede trabgo determinar  grado de deecetilacion
empleando Espectroscopia FTIR de acuerdo d méodo de Sgbnis que es la técnica que nos
da vadores més cearcanos d compararlo con d méodo de titulacion metacroméica, e ha
optado por edta técnica debido a que condituye un andisis rgpido y fé&il de mangar; ad
mismo & peso molecular obtenido por e méodo de Viscosidad Intrinseca fue de 587 kDa

El quitosano de Pota (ChP) obtenido por d méodo convenciond presenta un grado de
deecetilacion por Espectroscopia Infraroja, Mé&odo de Sabnis, de 831% ad mismo por €
método de Baxter es de 85.4%, la diferencia de estos vaores es principdmente debido a
gue los dos autores difieren con repecto d pico de la amida, ya que toman diferentes
segmentos en @ cdculo dd grado de deacdtilacion; € peso molecular obtenido empleando
d Méodo de Viscosidad Intrinseca fue de 673 kDa lo cud condituye la obtencién de un
biopolimero de dto peso molecular que involucra mayor numero de grupos amino

protonados en la solucion &cida de quitosano

Gréfico 5.2.- Determinacion del Peso Molecular del Quitosano ChF y ChP empleando
el Méodo de Viscosidad I ntrinseca.

Viscosidad Intrinseca de: ChF y ChP
25
y= 47 B3x+ 16432
R?=09349

20 * Chp
=154 y= T4 046x+ 15 376
=
= R%=09733
=

10

= ChF
5 4
0 . . . .
0.0z 0.04 005 0.0g 0.10 0.12
c(gidlL)
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Gréfico 5.3.- Egspectro FTIR dd Quitosano de Pota (ChP) obtenido por  Méodo
Convencional.
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En e espectro 5.1. Se pueden apreciar las bandas :  3452.31 cmi* (grupo -OH), a 329205
cn? (grupo N-H), a 291642 y 286573 cm* (grupo C-H), a 1654.75 cmi* (amida 1), a
159259 cm™ (doblgie dd grupo -NH2), a 1314.20 cm* (amida 1), a 1150.60 cmi* (tension
antismétrica dd puente C-O-C), a 107964 y 103223 cm,” (vibraciones dd esqueleto
propias de su estructura pirandsica) y a894.39 cm™” (tensién C-H de |os grupos anoméricos).



Gréfico 54.- Espectro FTIR ded Quitosano de Pota (ChP) y quitosano de Referencia
(ChF).
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Dd gr&ico 54, = obsava la gmilitud entre los 2 espectros de quitosano, diferenciando
principdmente en que d egpectro de ChP presenta los picos bien definido a 159259 vy
1079.64 am que no presenta @ espectro de ChF; esta diferencia se aribuye a hecho de
que los quitasanos se han obtenido de fuentes diferentes.

Gréfico 5.5.- Espectro de Difraccion de Rayos X de Quitosano®
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Grafico 5.6.- Espectro de Difraccion de Rayos X de Quitosano de Pota (ChP).
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El egectro de difraccion de rayos X (DRX) nos evidencian la presencia de 2 formas
poimorfas dd quitosano (a y b); se obsarva que @ espectro de Quitosano presenta las
difracciones a  y 19° de 2y caacteridicos dd quitosano; € espectro DRX dd quitosano
de Pota (ChP) presentalas difraccionesa 10.9y 20 de 2q.

Gréfico 5.7.- Espectro de Difraccion de Rayos X de Quitosano de Langostino (ChL).
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El espectro (DRX) de quitosano de Langogtino (ChL) presenta 2 picos a 2q 115y 212
la diferencia entre los picos a 29 de ChP y ChL evidencian que s traia de 2 formas
diferentes, de acuerdo a la literatura la b-quitina presenta picos caracteristicos arededor
de 2q 8° y 19° en d espectro de (DRX) as mismo la a-quitina presenta picos drededor de
2. @ y 19°®; vemos entre los dos una diferencia notoria en d pico a 2q de la  region
amorfa 8° y 9° respectivamente; correspondiendo ChP a la forma de b-quitinay ChL a la
formade a-quiting la variacion en d pico a 2q e pueden dribuir a las condiciones en que
s ha determinado d espectro (forma Sdlida o en forma de films), as mismo se obsarva
gue los vdores estén ligeramente desplazados a los vdores tedricos debido a que los
espectros de DRX han ddo tomados en forma de films AS mismo estos vaores son

susceptibles ala deacetilacion.

Tabla 5.2.- indice de Crigtalinidad (Angulo 2q) del pico amorfoy cristalino

Muestra (%)Indice de Angulo 2q Angulo 2q
Crigtalinidad Region Amorfa Region Crigtalina

ChP 64.7 109 20
ChQL 64.8 115 21.2
ChQL50KGY L 10.8 198, 2538, 29, 323

De los vaores de (%) de indice de Cristdinided (IC) se obsarva que ChL presenta un
mayor vaor (64.8%) comparado con @ (IC) de ChP que presenta un menor vaor (64.7%).
As mismo se observa que ChL con un grado de deecetilacion de 82% tiene mayor vaor de
IC comparado con ChP de grado ce deecetilacion de 88% tiene un  menor vdor de IC, los
quitosanos con vaores de grado de deecetilacion > 82% resultan con IC menores, vemos
que la forma de a-quitina presente en ChL es la que parece sr mas estable lo cud s
evidencia por su dto vdor de IC, la forma b-quitina presente en ChP es menos estable lo
cud se evidencia por @ menor vaor de 1IC®.



Grafico 5.8.- Micrografia SEM de Quitosano de Pota (1 mm)
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Gréfico 5.10.- Micrografia SEM de Quitosano de Pota (200 mm)
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De las micrografias obtenidas por SEM de la supeficie de los films de quitosano; la
micrografia a 1 mm (Grdfico 58) muedtra la digposcion en forma de hojudas dd
quitosano de Pota, la micrografia a 500 y 200 mm (Gréfico 59 y 5.10) muestra una
superfice porosa y forma geatinosa dd quitosano de Pota ASi mismo se compard con las
micrografia de 1 mm (Gré&fico 5.11) de quitosano de Langogtino en la cud se observa una
disposicion compecta de las particulas a diferenciadd quitosano de Pota

El quitosano de Pota (ChP) obtenido presenta un peso molecular y grado de deacetilacion
mayor en comparacion con d quitosano de referencia (ChF). La diferencia entres las
propiededes de los dos quitosanos es debido principdmente a las diferentes condiciones de
reeccion durante la obtencién de quitosano as como las diferentes fuentes de quitina
naturd que se han empleado.

B peso moecular y @ grupo amino dd quitosano tienen una influenda en su activided
antibecterid.

En este trabgo se ha irradiado en diferentes etgpas del proceso de obtencion de quitosano
de Pota (Dosidicus gigas).



Tabla 53.- Grado de Deacetilacion obtenidos por los Métodos FTIR de Sabnis y

Baxter delos Quitosanos.

Muestra % DD Método de %DD Método de Baxter
Sabnis

ChF 86.7 84.1
ChP 88.1 854
ChPal10 844 80.5
ChPal15 844 80.5
ChPal20 87.6 83.8
ChPal30 884 83.0
ChPal35 89.7 825
ChPal40 90.2 874
ChPsI3 86.0 83.0
ChPal3 88.3 835
ChPsl2 86.0 80.7
ChPal2 87.7 833
ChPsl 85.0 80.1
ChPal 871 83.7
ChPsl1 84.5 81.0
ChPal1 86.4 828




Tabla 54.- Peso Molecular obtenido por € Método de Viscosidad Intrinseca de los

Quitosanos.

Muestra [h] (mL/g) Peso Molecular
(KDa)

ChF 1538 S87
ChP 1843 673
ChPal 10 769 3A7
ChPal15 746 339
ChP&l20 739 336
ChPal30 A 35
ChPal35 671 312
ChP&l40 625 2%
ChPsI3 741 337
ChPal3 731 33
ChPsl2 744 33
ChPal2 73 34
ChPsl1 767 346
ChPal1 724 331
ChPdl 837 386
ChPal 17 329

Empleando radiacion gamma en diferentes etgpas del proceso de acuerdo a la tabla 5.3 s
obtienen grados de deecetilacion que van de 90.16 (ChPal40) a 84.41 (ChPal10) % lo cud
implica que d porcetge de grupos amino libres que posee la cadena poliméica es
mangable ya que e tienen quitosanos de dto y medio grado de deecetilacion; as mismo
los pesos moleculares de quitosanos irradiados de acuerdo a la tabla 54 vaian de 386
(ChPd) a 296 (ChPal40) kDa, & peso molecular afecta la funciondidad dd quitosano una
de las propiedades funciondes mas dependientes de Peso Molecular es la bioactivided; se

obsarva que la disminucion del peso molecular provoca la reduccion de los coeficientes de



hinchamiento, ad mismo d menor peo molecular bendfidara las  golicaciones
biomédicas, por tato la doss de radiacion influenciara obviamente en la actividad
antibacterid asi como en la degradacion del quitosano.

En la tabla 53 s observa que d mayor grado de deecetilacion (90.16 %) se obtiene
cuando e irradia en medio acuoso las plumas de pota en una doss de 40 kGy a ede
quitosano de acuerdo a la tabla 5.4 le corresponde un peso molecular de 296 kDa, lo cud
implica que en medio acuoso edta doss de radiacion da lugar a una mayor disminucion dd
peso molecular as mismo d tiempo de obtencion de quitosano (1h y 15 min) es mucho
menor que los quitosanos obtenidos con otras doss de radiacion en les mismas
condiciones (10, 15, 20, 30y 35 kGy).

Se han redizado diferentes estudios referidos a la reduccion dd Peso Molecular empleando
radiacion gamma entre los mas importantes se tiene Yoksan, R.,, Akeshi, M., Miyaa, M.y
Chirachenchai, S, los cudes redizaron un esudio sobre la dosis y condiciones optimas
de radiacion para producir quitosanos de bgo peso molecular que retengan la estructura
quimica; Waskiewiesz J, Yoshii F, Nagasava N., Wach R, Mitomo H®., investigaron
la degradacion de quitosano y dginato de sodio empleando radiacion gamma, sonoquimica
y méodos ultravioleta, Nguyen Duy Lam y Tran Bang Died™ redizaon un estudio
preiminar dd traamiento de radiacion dd quitosano para @ incremento de la activided
antifungal probado en frutas.

Gréfico 5.12.- Espectros FTIR de Quitosanos de Pta obtenido empleando radiacion
Gamma en diferentesdosis: 10, 15, 20, 30, 35y 40 kGy, desde € Inicio del proceso.
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En d egpectro 512 Se pueden goreciar que los quitosanos irradiados (10-40 kGy)
consavan las bandas al1654.75, 159259, 131420, 115060, 107964103223 y a 834.39
cmit,

ChPal10 presenta picos menos pronunciado a 1314.20 y a 894.39 cmi‘con respecto a las
otras muestras irradiadas. Lo cud indica que la dosis de radiacion no ha sdo suficiente para
obtener un rendimiento dto de quitosano.

La presencia de las bandes a 1654.75, 159259 y 1314.20 cm® en las muestras irradiadas
indican que los grupos amina no cambian después de la degradacion; as mismo la banda a
115060 cm’ demuestran que € puente CG-O-C se mantiene después de la degradacion; las
vibraciones a 107964 y 103223 cmi' propias de la estructura pirandsica no varfan en las
muestras irradiadas después de la degradacion.
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Gréfico 5.13.-Determinacion del Peso Molecular del Quitosano ChPal10, ChPal15 y
1ChPal 20 empleando e Método de Viscosidad Intrinseca.
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Gréfico 5.14.-Deter minacién del Peso Molecular del Quitosano ChPal 30, ChPal 35y
ChPal 40 empleando & M étodo de Viscosidad | ntrinseca.

Viscosidad Intrinseca de: ChPal30, ChPal35 y ChPal40

W= 23309 +4 3452

" R?= 09834 ChPaiz0

g

5 y = 24.665% + 37061
5 RE = 0.9775 ® chpalas
i 4

3 y = 21,636 + 2.2531

) £ RI= 09782 & ChPald0

0.0z 0oz 0.04 005 0.08 ooz ooz ong 0.1 .11

¢ (grdL)




Dd gréficas 513 y 514 s observa que hay una vaiacion en d peso molecular paralas
muestras irradiadas estos cambios indican la degradacion en la cadena dd polimero. Por lo
cud la disminucion dd Peso Molecular decrece continuamente a medida que se
incrementaladosis de laradiacion gamma

Gréfico 5.15.- Gréfico Absorbancia (287.23 nm) vs Dosisde Irradiacion (kGy)
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De los resltados expaimentdes s obsava que los quitosanos obtenidos empleando
radiacion gamma presentan una coloracion de crema a marrén oscuro en @ orden que se
incrementa la doss de radiacidon gamma, los quitosanos irradiados disudtos en acido
acdtico 0.1 M = presentan como cromdforos 1o cud no se evidencia que los quitosanos sin
irradiar que no presentan absorbancia en @ rango UV, as en d gr&fico 515 de espectros
UV de quitosanos irradiados se obsarva que las muedras abosorben a 287.23 nm, la
goaicion de estas bandas 2 asigna d grupo carbonilo, por otro lado se obsarva que €
numero de grupos cabonilo incrementa con d incremento de la dosis de radiacion,
indicando que después de la fragmentacion y/o d cambio de lugar, la descomposicion de
radicales induce la formacion del grupo carbonilo en la cadena termind (esquema 1), El
nimero de grupos carbonilo depende de las condiciones en las cudes se ha llevado a cabo
€ proceso.
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Gréfica 5.17.- Espectro FTIR de Quitosano de Pota obtenido por irradiacion a 25
kGy en € inicio dd proceso en seco (ChPsl 3) y en medio acuoso (ChPal 3).
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Gréfico 5.18.- Determinacion del Peso Molecular del Quitosano ChPsl3 y ChPal 3 por

Viscosidad I ntrinseca.
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Gréfica 5.19.- Espectro FTIR de Quitosano de Pota obtenido después del tratamiento
acidoirradiado a 25 kGy en seco (ChPsl 2) y en medio acuoso (ChPal 2).
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Gréfico 5.20.- Determinacion del Peso Molecular del Quitosano ChPsl2' y ChPal 2 por

Viscosdad I ntrinseca.Viscosdad | ntrinseca.
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Gréfica 5.21.- Espectro FTIR de Quitosano de Pota obtenido empleando radiacion

gamma a 25 kGy antes de pasar a quitina en seco (ChPsl) y en medio acuoso (ChPal)
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Grafica5.22.- - Gréfico: Deter minacion del Peso Molecular del Quitosano ChPsl y
ChPal por Viscosdad Intrinseca.
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Gréfica 5.23- Espectro FTIR de Quitina de Pota antes de irradiacion a 25 kGy en

seco (ChiPsl), después de la irradiacion (ChPsll) e irradiado en medio acuoso

(ChPal1).
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Gréfica 5.24.- Determinacion del Peso Molecular del Quitosano ChPsl1 y ChPall

por Viscosidad Intrinseca.
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En d gréfico 521, 522, 523 y 524 % obsarva la vaiacion en la determinacion  dd Peso
molecular de los quitosanos obtenidos en d estado Sdlido y en medio acuoso en las mismas
condiciones, los espectros se diferencian principdmente por € efecto de la radiacion en
medio acuo0 y en edado Slido debido a que presentan comportamientos diferentes asi se
obsarva que € quitosanos obtenidos en d edado Sdlido (ChPd, ChPdl, ChPd2 'y
ChPd3) evidencian menor degradacion en comparacion con los quitosanos obtenidos en
medio acuoso (ChPal, ChPall, ChPal2, ChPal3, ChPal10, ChPal15, ChPal20, ChPal30,
ChPal35 y ChPal40), la mayor degradacion de edtos quitosanos se evidencia por la
presencia de mayor cantidad de picos en comparacion con los quitosanos obtenidos en
estedo sdlido.
En las tablas 53 y 54 s gorecia la mayor degradacion de los quitosanos obtenidos en
medio acuoso ya que estos presentan un mayor grado de deacetilacion y un menor peso
molecular comparado con los quitosanos obtenidos en edado dlido en las mismas
condiciones.

En d grafico 523 s evidencia que @ quitosano ChPdl1 presenta un bgo rendimiento ya

gue en d espectro FTIR se evidencia los picos caracterigticos de quitina.
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Tabla 5.5.- Caracterigticas de los Quitosanos obtenidos empleando radiacion gamma.

Quitina Tiempo deObtencién Quitosano Coloracion
de quitosano Obtenido
ChiPal10 2hy 25min. ChPal10 Cremaclaro
ChiPal15 2hy 10 min. ChPal15 Cremacdaro
ChiPal20 lhy 45 min. ChPal20 Cremaclaro
ChiPal30 1hy 30 min. ChPal30 Cremaclaro
ChiPal35 1hy 20 min. ChPal 35 Crema oscuro
ChiPal40 1hy 15min. ChPal40 Crema ocuro
Pd 1hy 35min. ChPsI3 Cremadaro
Pa 1hy 20 min. ChPal3 Cremaclaro
Pacsl 1hy 40 min. ChPsl2 Cremaamarillento
Pacal 1hy 30 min. ChPal2 Crema oscuro
ChiPd 3h ChPdl Amarillo oscuro
ChiPdl 1hy 50 min. ChPal Marrén amarillento
ChiPsl1 lhy 30 min. ChPsl1 Cremacdlaro
ChiPall 1h, ChPal1 Cremaclaro




El tiempo de obtencion de los quitosanos y la variacion dd color empleendo radiacion
gamma eda rdacionado principdmente con la degradacion de los mismos en funcion de €
etado en d cud se encuentran d ser irradiadiados asi de la tabla 55 se obsava que
ChPal40 requiere menos tiempo edo es dribuido principdmente a la doss de radiacion y
a que en medio acuoso la degradacion es mayor; de igud manera ChPal3, ChPal2, ChPal y
ChPal1 requieren menor tiempo y presentan también de acuerdo a la tabla 5.3 y 5.4 mayor
grado de deacdtilacion y menor peso molecular en comparacion de las muestras irradiadas
en las mismas condiciones en estado dlido (ChPdl 3, ChPsl2, ChPdl, ChPdl 1).

Gréfica 5.25.- Espectro de Difraccion de Rayos X de Quitosano de Langostino
irradiado a 50 kGy
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Se ha obtenido d egpectro DRX  (gréfico 5.25) de una muestra de ChL irradiado por
radiacion gamma a 50 kGy en estado sdlido, se irradio a 50 kGy debido a que en ete vaor
hay una disminucion dgnificativa dd peso molecular para verificar la degradacion  en
eda doss, e obsarva que dd espectro DRX se obtienen los Sguientes picos a  2g 10.8,
198, 258, 29 y 323 (tabla 5.2) con lo cud se deduce gue ha ocurrido una degradacion en



la region crigdina as deducimos que empleando una radiacion a 50 kGy no s conserva

laregion crigdina

Tabla 5.6.- Porcentaje de gradode hichamiento despues de 2880 minutos de 2P8Q,
4P6Q, 6P4Q, 8P2Q y 10P0Q

Muestra Tiempo (%) Hichamiento
(min.)
2P8Q 2880 99.6
4P6Q 2830 99.7
6P4Q 2830 1000
8P2Q 2880 99.8
10P0Q 2880 99.7

En ede trabgo s ha obtenido hidrogdes de PVA/Quitosano de Pota (PVA/ChP)
empleando radiacion gamma en una dosis de 10 kGy; = empleo eda doss de acuerdo a
los trabgos presentados en la literatura para hidrogeles de PVA/Quitosano de Langostino
(PVA/ChL)®, se obsarva que los grados de hinchamiento (tebla 5.6) dependen de la
temperaiura, la fuerza idnica dd medio y la proporcion dd quitosano presente en d
hidrogd®. Se conoce que tanto @ quitosano como @ PVA se degradan por efecto de la
radiacion gamma.

Se ha irradiado la mezda PVA/ChP en medio acuoso debido a que € quitosano s
encuentra en su forma protonada, con cargas postivas sobre los grupos amino. Se obsarva
la presencia de HzO" y agua, @ proceso inicid durante la irradiacion debe ser la radidlisis
dd agua por s la especie més abundante, produciendo radicdes H 'y OH segin la
ecuacion (7). Ambos radicdes pueden provocar la degradacion dd quitosano de manera
smila que en d esado SHlido pero en medio acuoso es mucho més rdpido y requiere
doss bgas debido a la fadilidad con que se produce la radidliss dd agua En d caso dd
PVA irradiado a 10 kGy es poshle que la rdativa dta concentracion de PVA favorezca la
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interaccion entre las cadenas, gracias a los puentes de hidrogeno haciendo que estén
proximes entre dlas. Eda proximidad incrementa la probabilidad de reaccion entre d
radicad que se forma en una cadena con d centro sengble de otra cadena logrando un
entrecruzamiento quimico.

En d cao de las mezcdas de PVA/ChP se esperaria segin 1o observado que los procesos
de disminucion de peso molecular dd quitosano y formacion de hidrogd de PVA s
dieran en forma padda De acuerdo a la literatura para doss de 10 kGy d quitosano
deberia estar completamente degradado y ser completamente soluble. De otro lado € PVA
tendria cieta tendencia a formar hidrogdes. Sin embargo las deferentes mezclas de
PVA/ChP gdificardn todas a 10 kGy de irradiacion. Eso implica que los radicdes
foomados por la radidliss dd agua durate la radiacion gamma promueven d
entrecruzamiento  entre  las  cadenas®. Todos los hidrogdes obtenidos  presentan
porcentgjes de hinchamiento en € orden de >90% de acuerdo alatabla5.6.

Gréfica 5.26.- Espectro FTIR de PVA, ChP, 2P8Q, 4P6Q, 6P8Q, 8P2Q
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El egpectro FTIR de los hidrogdes comparados con la dd quitosano de Pota y € PVA
(Gr&ico 526) = observa que ambos no han sufrido modificaciones dgnificaivas durante
la irradiacion gamma, as mismo condituye una evidencia dd entrecruzamiento la textura
gddinosa Los hidrogdes obtenidos con las diferentes mezcdas de quitosanoPVA
presentan propiedades mecanicas diferentes a las presentadas por € hidroge puro de PVA,
ya que este Ultimo es poco flexible y con bgo poder dosorbente, en cambio los hidrogees
obtenidos de las mezdas tienen buena flexibilidad y buen poder absorbente. EI PVA s0lo
no forma hidrogdes, ese hecho nos indica que d mecanismo de reeccion de los radicdes
formados durante la radidliss no es igud d que s obsarva para los Sstemas de quitosano
y PVA adados Por lo tanto la formecion de redes tridimensionaes solamente a base de
cadenas de PVA no es podble d menos que la presencia de cadenas de quitosano ayude a
estabilizar estared.

Antes de la irradiacion los grupos funciondes dd quitosano interactian con los dd PVA
por nedio de puentes de hidrégeno entre los grupos —NH, y —OH dd quitosano con los —
OH dd PVA manteniendo cerca ambas cadenas. Cuando e irradia la mezcla en solucion,
los radicdes producen en d PVA la absraccion dd H del carbono portador del grupo OH,
mientras que en @ quitosano se produciria la aogtraccion dd H en los carbonos C(1), C(4)
0 C(5). Edos radicdes podrian unirse entre élos formando un enlace covdente entre las
cadenas. La proximidad de las cadenas haria de que los radicdes formados sgan esta via 'y
no produzcan la degradacion del guitosano.
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Gréfica 5.27.- Espectro de Difraccion de Rayos X de PVA &
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Gréfica 5.28.- Espectro de Difraccion de Rayos X del Hidrogel 4P6Q.
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Gréfica 5.29.- Espectro de Difraccién de Rayos X dd Hidroge 6P4Q.
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Grafica 5.30.- Espectro de Difraccion de Rayos X del Hidrogel 10P0Q.
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Tabla5.6.- Picosdelaregion amorfay cristalina de 4P6Q, 6P4Q y 10P0Q.

Muestra Angulo 2q
Regién Crigalina

PVA 194
4P6Q 21
6PAQ 205
10P0Q 196

Los espectros de DRX de los hidrogdes 4P6Q, 6P4Q y 10P0Q(Gréica 528, 529 y 5.30)
muestras que no £ muestra un region amorfa definida lo cud se puede aribuir a una
influencia dd PVA; as vemos que en d espectro de DRX de 10 POQ Gréfica 5.30) d
vdor dd pico a 2q en la region crigdina es de 19.64 lo cud es smilar d vaor dd pico a
2q en la region crigdina es de 19.4 de un film de PVA Gréfica5.27) , lo cud evidencia
gue solo hay una contribucion del PVA; ad mismo en los espectros de DRX de 6P4Q y
4P6Q (Gréficab528 y 529) s observa que d vdor dd pico a 24 en la region crigtdina es
de 205 y 21 respectivamente lo cud evidencia que exise una contribucion en la region

crigdinadd quitosano.
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VI.- CONCLUSIONES

Se ha obtenido b-quiting, empleando plumeas de Pota “Dosidicus gigas” .

Se ha obtenido quitosano de Pota “Dosidicus gigas’ por d méodo convenciond, €
cud presenta menor Solubilided, mayor hinchamiento, mayor peso molecular 'y
mayor grado de deecetilacion que d esténdar de quitosano obtenido a partir de la

caparazon de cangrejos.

Empleando radiacion gamma se ha logrado disminuir hasta en 5 veces menos d

tiempo de obtencion de quitosano de Pota“ Dosidicus gigas” .

El mayor grado de deacetilacion s obtuvo d irradia en medio acuoso las plumas
de Pota en una dosis de 40 kGy, lo cud da lugar a una mayor disminucion dd peso
molecular. AS mismo d tiempo de obtencidn de los quitosanos es mucho menor en

comparacion con otras dos's menores de radiacion en las mismas condiciones.

Para la determinacion del Grado de deacetilacion de los quitosanos se ha empleado
la técnica de Espectroscopia FTIRdebido principdmente a que es una técnica de
fé&il mango, no es dedructiva paa la muedtra, implica menor gesto y los

resultados son reproducibles.

La degradacion después de emplear radiacion gamma esta acompafiada con cambio
de color dd quitosano andizado; una dta degradacion se evidencia por una

coloracion marrén dd quitosano.

El quitossno de Pota con un Peso Molecular de 673 KDa fue exitosamente
degradado haga 296 KDa Conservando su estructura primaria, usando condiciones
smples de digpersidn en aguay una dosis deirradiacion de 40 kGy.

La retencion de la edtructura de quitosano después de la irradiacion gamma hace

posible producir quitosanos de bgjo peso molecular.
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Al andizar los vaores dd porcentge de indice de Crigtdinidad (IC) se observa que
ChP tieneun mayor vaor (64.94%) en comparacion con € (IC) de ChL que
presenta un menor vaor (63.57%).

A una doss de irradiacion de 50 kGy exige una disminucion sgnificaiva dd peso
molecular, a8 mismo en € egpectro DRX s obsava que ha ocurrido una

degradacion en laregion crigtdina

Los grados de hinchamiento dependen de la temperatura, la fuerza ionica dd medio
y laproporcion dd quitosano presente en d hidrogel.

Las diferentes mezclas de PVA/ChP gdificaron todas a 10 kGy de irradiacion. Eto

implica que los radicdes formados por la radidliss dd agua durante la radiacion

gamma promueven € entrecruzamiento entre las cadenas.
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VII.-RECOMENDACIONES

Se debe de controlar @ tamafio de particula en @ proceso de obtencidn de quitosano

de pota, yaque influye en d tiempo de reaccion.

En las determinaciones del grado de deacetilacion por Espectroscopia FTIR se debe
tener sumo cuidado de que € soporte de KBr este completamente libre de agua,
para dlo debe de secarse previamente 1h a 110 °C.

La muestra debido a su naurdeza higroscdpica debe de secase d  vacio

previamente por 2 h antes de su determinacion.

En la determinacion de espectro FTIR del quitosano de Pota Posidicus gigas), se
debe de tener sumo cuidado en la determinacion de la linea de referencia ya que es

determinante para los resultados en @ grado de deecetilacion.

Después dd tratamiento basico para obtener quitosano, para dcanzar mas
rgpidamente d pH neutro s  recomienda empler agua tibia para remover
rgpidamente lasodaremanente.

Para quitosanos con grado de deacetilacion bgos lo cud da lugar a que disminuye
la solubilidad se recomienda emplear la técnica de Espectroscopia IR ya que la
técnica de Titulacion es menos gplicable en este caso.

Se debe de controlar la concentracion de hidroxido de sodio que 2 emplea en €
proceso find de obtencion de quitosano ya que edta relacionado directamente con

un dto o un bago grado de deacetilacidn del quitosano que se obtiene.
En la determinacion dd espectro de Difraccion de Rayos X (DRX) se recomienda

preparar la muedtra en film para poder obtener un espectro de buena resolucion que
nos permita ducider las fases dd biopolimero.
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Se debe sdeccionar la doss adecuada de radiacion gamma en @ proceso de
obtencion de hidrogdes de PVA/Quitocsano de Pota paa conseguir €

entrecruzamiento.

Se debe de caacterizar los hidrogeles principdmente por su grado de hinchamiento
ya que nos indican la capacidad adsorbente del hidrogd.
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| X APENDICE
9.1.- Esquema de la obtenciéon de Quitosano de Pota empleando € méodo
convencional.

Plumas de Pota (Dosidicus gigas)

Lavado/Trituracion

1

41
Desmineralizacion
(HCI 2N, T=25°C, 24 h.)

.
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gt
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<

Calentamiento 4h.
(NaOH 2N, T=100°C)
Ll
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d

Quitina

Cal enta%nto 8h.
(NaOH 50% a 100°C)
4 L

Lavado (pH=7) secado
al vacio con EtOH

1

QUITOSANO DE POTA (Dosidicus gigas)




9.2.- CURVAS DE HINCHAMIENTO

9.2.1.- Curva de Hinchamiento del Hidrogel 2P8Q

Curva de Hinchamiento 2P8Q
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9.2.2.- Curva de Hinchamiento del Hidrogd 4P6Q

Curva de Hinchamiento 4P6Q
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9.2.3.- Curva de Hinchamiento del Hidrogd 6P4Q
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9.2.4.- Curva de Hinchamiento del Hidrogd 8P2Q

Curva de Hinchamiento 8P2Q
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9.2.5.- Curva de Hinchamiento del Hidrogel 10P0Q
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