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RESUMEN

En el presente trabajo se muestran los resultados obtenidos en la purificacion y caracterizacién de
quitosano nacional proveniente de la empresa Innovaquito C.A. Estos resultados pudieran arrojar
informacion util para la obtencidn de materiales con la pureza adecuada para su aplicacién en diversas
areas, asi como también para establecer métodos de caracterizacién de uso nacional para quitosanos.

En la purificacion de quitosano se logrd cuantificar mediante el método propuesto las distintas
fracciones en las cuales se dividid el material de partida, obteniéndose fracciones insolubles que
representan alrededor del 25 % de la muestra inicial y una fraccidn soluble que representa el 50 %. Las
distintas fracciones obtenidas fueron caracterizadas mediante espectroscopia FT-IR para la
identificacion de las principales bandas caracteristicas de estos materiales. Adicionalmente, se utilizé la
técnica gravimétrica para la determinacion del contenido de humedad y el porcentaje de ceniza de la
muestra inicial de quitosano y de la fraccién soluble obtenida. Para realizar una caracterizaciéon mas
completa de estos materiales, se realizd la determinacion del grado de desacetilacion (GDD) utilizando
tres técnicas analiticas: espectroscopia FT-IR, titulacién potenciométrica y titulacion conductimétrica,
resultando valores para el GDD de 83,8; 81,3 y 80,5 %, respectivamente. Adicionalmente, se realizo la
determinacién del peso molecular promedio viscoso resultando un valor para este importante
parametro de 116,5 kDa.

Como complemento a los estudios de purificacion y caracterizacién descritos se uso el quitosano
purificado (fraccion soluble) para realizar estudios preliminares dirigidos a la obtencion de complejos
polielectrolitos con oleato de sodio (OS) en distintas proporciones. La caracterizacion de los
policomplejos mediante espectroscopia FT-IR indica que la reaccion parece verse afectada por la
precipitacion parcial del acido oleico, debido probablemente a problemas de mezclado.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, debido a los altos niveles de contaminacién, se hace cada vez mas necesario el
uso de materiales naturales biodegradables y de poco impacto ambiental. El quitosano, un
biopolimero lineal, es obtenido mediante desacetilacién de la quitina, polimero de origen natural
de amplia distribucidn en la naturaleza, presente en el exoesqueleto de artrépodos, parte de la
pared celular de algunas familias de hongos y levaduras, asi como en algunos tipos de algas.

Este material se caracteriza por la presencia de grupos amino colgantes en su cadena polimérica,
los cuales han hecho del quitosano uno de los productos mas versatiles que se estudian desde hace
ya algun tiempo, debido a la posibilidad de desarrollar una amplia variedad de modificaciones
guimica, tales como las reacciones de anclaje de enzimas, reacciones de injerto, entrecruzamiento
para formar hidrogeles, hidrdlisis para obtener oligosacaridos, amidacion, esterificacion, entre
otras, de las cuales es posible obtener derivados con aplicaciones que abarcan diferentes campos,
entre los que destacan la medicina, farmacia, biotecnologia, cosmética, el sector textil, alimentario,
la alimentacién, la agricultura, tratamiento de aguas, recuperacién mejorada de petroleo, etc.

La produccién de quitosano comercial usualmente presenta algunos inconvenientes para la
obtencion de materiales que puedan ser usados en algunas aplicaciones especificas. Entre los
factores mas importantes a controlar para su uso en algunas de ellas podemos citar el peso
molecular, el grado de desacetilacion, el contenido de proteinas, el contenido de metales, el
contenido de colorantes, etc.

En Venezuela se ha establecido recientemente una planta comercial (InnovaQuito) para la
obtencidn de quitosano cuya produccion basicamente se ha dirigido al sector agricola. Es por ello
gue en el presente trabajo se busca establecer un método de purificacién y caracterizacion de este
qguitosano nacional a los fines de comprobar la factibilidad de su aplicacion en otras areas de
interés para el pais, como por ejemplo en la recuperaciéon mejorada de petrdleo, el tratamiento de
aguas, la preparacién de adsorbentes, la obtenciéon de soportes para catalizadores quimicos y
enzimaticos, preparacion de peliculas para el tratamiento de quemaduras, entre otros.

1.1. Polimeros

Los polimeros son un tipo particular de macromoléculas, que se caracterizan por tener una unidad
que se repite a lo largo de la molécula [1]. Esta unidad repetitiva se conoce como unidad
constitucional repetitiva (ucr) y es capaz de generar moléculas formadas por cadenas muy largas
por un proceso conocido como polimerizacién, el cual consiste en “la unién de muchas moléculas
pequefas para dar origen a moléculas muy grandes” [2].

Con la unién de un mismo tipo de ucr o de varios de ellas pueden obtenerse materiales conocidos
como homopolimeros y copolimeros, respectivamente, siendo los primeros aquellos que estan
conformados por un solo tipo de ucr, y los segundos los que tienen mas de un tipo.

Los copolimeros formados por dos tipos de ucr pueden ordenarse de diversas maneras [3]:

Copolimeros alternados: las unidades repetitivas se alternan consecutivamente a lo largo de toda
la cadena.

Copolimeros al azar: no existe una secuencia definida en el ordenamiento de las unidades
repetitivas a lo largo de la cadena.

Copolimeros en bloque: existen secuencias completas de una sola de las unidades repetitivas,
seguidas por secuencias completas de la otra unidad repetitiva.

1
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Copolimeros de injerto: existe una cadena principal constituida por un solo tipo de unidad
repetitiva la cual tiene injertados lateralmente a dicha cadena bloques de cadenas conformadas
por el otro tipo de unidad repetitiva.

Copolimeros alternado Copolimeros al azar
-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B-A-B- -A-A-B-A-B-B-B-A-A-B-A-B-
Copolimeros en bloque Copolimeros de injerto

-A-A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B- B B
1 J
s B
- :
-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A
1
&
B
B

1
Fig. 1: Algunos de los posibles tipos de copolimeros con dos ucr.

Los polimeros se pueden clasificar de diversas maneras, pero atendiendo a su origen se pueden
clasificar en dos grandes grupos [2]:

- Los polimeros naturales, que conforman clases de compuestos que son, literalmente
vitales, como por ejemplo:

Polisacdridos como el almidén y la celulosa, que proporcionan alimento, vestuario y
techo;

Proteinas, que forman parte importante del cuerpo animal, lo mantiene armado y lo
hacen funcionar,

Acidos nucleicos, que se relacionan con los aspectos genéticos a nivel molecular.
- Los polimeros sintéticos, que son los transformados o hechos por el hombre. Incluyen:
Elastomeros, que tienen la elasticidad caracteristica del caucho,

Fibras, que son materiales alargados y delgados, en forma de hilos muy resistentes a lo
largo de la fibra, como el algodén, la lana, seda, y

Pldsticos, que pueden moldearse por extrusion en ldminas y tubos, transformar en
pinturas para superficies o moldear para formar numerosas piezas y objetos.

En la tabla 1 se muestran los polisacaridos naturales mas comunes, provenientes directamente del
reino vegetal o animal [4].
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Tabla 1: Propiedades de algunos polisacaridos naturales.

POLISACARIDO FUENTE UNIDAD (ES) DE ESTRUCTURA PESO
AZUCAR MONOMERICO MOLECULAR
Amilopectina Maiz, patatas D-Glucosa Ramificada 10°%-10
Amilosa Plantas D-Glucosa Lineal 10*10°
Quitina Animales 2-Acetamidoglucosa
Glucégeno Animales (musculos) D-Glucosa Ramificada >10°
Inulina Alcachofas D-Fructosa Lineal (en su mayoria) 10°-10°
Manano Levaduras D-Manosa Lineal (2-D) 10°
Celulosa Plantas D-Xilosa Lineal (2-D) -
Xilano Plantas D-Xilosa Lineal (en su mayoria) -
Licenano Moho islandés D-Glucosa Lineal 10°
Galactano Plantas D-Galactosa Ramificada 10*
Arabinoxilano Granos de cereales L-Arabinofuranosa unida Ramificada >10"
a cadena de xilosa
Galactomanano Mucilagos de semilla Cadena de D-Galacto- Ramificada 10°
piranosa, cadena lateral
de galactosa y arabinosa
Arabinogalactano Altramuces, soja, Cadena de D-Galacto- Ramificada 10°
granos de café piranosa, cadena lateral
de galactosa y arabinosa
Carragenano Algas Complejo que contiene Lineal 10°-10°
beta-galactopiranosa
unida a 3,6-anhidor-D-
galactopiranosa
Agar Alga roja Igual que el anterior Lineal -
pero con L-galacto-
piranosa
Alginatos Algas pardas Acido beta-D- Lineal -
manuronico y acido alfa-
L-guluronico

1.2. Generalidades de quitina y quitosano

La quitina, poli [B-(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa] (figura 2), es el componente organico
mas abundante en la estructura esquelética de mucha de las clases que conforman al grupo de los
invertebrados como, por ejemplo los artrépodos, los anélidos, los moluscos y los celentéreos. La
quitina se encuentra presente, ademas, en algunos hongos como los ascomicetos, zigomicetos,
basidiomicetos y deuteromicetos, y en algas como las diatomeas. Es una de las sustancias organicas
mas abundantes de la naturaleza, presenta alta similitud estructural con la celulosa (figura 3). La
diferencia entre ellas se encuentra en que el carbono 2 contiene un grupo hidroxilo en la celulosa y el
grupo acetamida en la quitina. Ambos biopolimeros cumplen roles semejantes: actian como
materiales de soporte y defensa en los organismos que los contienen [5].

Fue descubierto por Braconnot en 1811 cuando estudiaba las sustancias derivadas del Agaricus
volvaceus y otros hongos; posteriormente Odier, en un articulo sobre insectos, reporté que habia
encontrado la misma sustancia que forma la estructura de las plantas, llamandola “quitina” [6].
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Fig. 2: Estructura quimica de la quitina.

H
P HO OH

L dn
Fig. 3: Estructura quimica de la celulosa.

Cuando la quitina se somete a la accidon de un medio alcalino muy concentrado, y a temperaturas
superiores a 60 °C, se produce la reaccidon de desacetilacion. Esta reaccion consiste en la pérdida del
resto acetilo del grupo amida del carbono 2, mientras queda un grupo amino en esa posicion. Si en la
reaccién se pierde mas del 50 % de los grupos acetilos, el producto de la reaccidon se denomina
guitosano y presenta propiedades significativamente diferentes a la quitina de partida. El quitosano
constituye el derivado mas importante de la quitina [5].

El quitosano, poli [B-(1-4)-2-amido-2-desoxi-D-glucopiranosa] (figura 4), es también un polisacarido que
se encuentra en estado natural en las paredes celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal
fuente de produccién ocurre mediante la reaccion antes mencionada con diferentes grados de
desacetilaciéon (GDD). El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar la
quitina con una solucién caliente de hidréxido de potasio se obtiene un producto soluble en acidos
orgdnicos. Esta “quitina modificada”, como él la llamd, se tornaba de color violeta en soluciones
diluidas de ioduro y acido, mientras la quitina era verde. Mas tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-
Seyler quién la denominé “quitosano” (del inglés chitosan). También se conoce como quitosana o
quitosan en algunos lugares [7].

El quitosano es la forma N-desacetilada de la quitina, es una modificacion de la quitina y posee
propiedades de reactividad y solubilidad notorias. Se ha descrito como un polimero catidnico lineal,
biodegradable, de alto peso molecular y de facil solubilidad en medio acido acuoso. Es soluble en
soluciones diluidas de la mayoria de los acidos organicos como el acido férmico, acético, citrico y
tartdrico, y también en acidos minerales diluidos a excepcién del acido sulfurico. Su GDD debe ser
mayor al 50 % y se han reportado diferentes valores para su peso molecular promedio (MW) [8].
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Fig. 4: Estructura quimica del quitosano.

El quitosano es el Unico polisacdrido cationico natural, lo que le confiere caracteristicas especiales
que lo hacen util en numerosas aplicaciones. Sin embargo, sus principales desventajas radican en
su limitada solubilidad en medio acuoso neutro o alcalino y en su procesabilidad, ademas de la
dificultad para obtener propiedades homogéneas en relacion a peso molecular y GDD. [5].

Debido a la presencia de grupos amino primarios, el quitosano puede someterse a numerosas
transformaciones poliméricas conocidas que pueden producir derivados funcionales con propiedades
especificas y ampliar considerablemente el campo de aplicacion de polimeros naturales. La presencia
del grupo amino e hidroxilo en la cadena polimérica conduce a la posibilidad de modificaciones
guimicas diversas, estos grupos pueden ser objeto de reacciones de alquilacion y acilacion. Dentro de
estas diversas modificaciones encontramos quitosano entrecuzado, N-alquilquitosano, N-carboximetil-
quitosano, sulfoetil-quitosano y las nombradas bases de Schiff [9].

1.3. Obtencidn de quitina y quitosano

Los procesos para obtener la quitina y el quitosano son relativamente sencillos, aunque el tratamiento
con alcali concentrado a temperaturas relativamente altas implica riesgos importantes para los
operadores de las plantas de produccion y hostilidad hacia el ambiente [10]. A continuacién en la figura
5 se muestra un esquema para la obtencién de quitina y quitosano:



Trabajo Especial de Grado — Bra. Alba Castillo

Conchas de crustaceos

a) Reduccién del tamafio
b) Desproteinizacién (NaOH diluido)
c) Desmineralizacion (HCL diluido)

QUITINA

a) Desacetilacién (NaOH concentrado o
enzimatica)
b) Lavados con agua

Hojuelas de QUITOSANO

a) Disolucién con 4cidos
b) Filtracion

Molienda : ..
c) Deshidratacion
QUITOSANO EN SALES DE
POLVO QUITOSANO

Fig. 5: Esquema para la obtencién de quitina y quitosano a partir de conchas de crustaceos [10].

Segun el esquema mostrado, la principal fuente de materia prima para la obtencién de quitina son los
desechos de crustaceos, compuestos por proteinas, sales de calcio, fundamentalmente carbonatos y
fosfatos. Por lo tanto, el aislamiento de la quitina consta de dos operaciones basicas, como lo son la
desproteinizaciéon y la desmineralizacién; en algunos casos se lleva a cabo la separacion de los
pigmentos lipidicos (carotenoides) [10], mientras que para la obtencidn de quitosano se lleva a cabo el
proceso de desacetilacidn a partir de la quitina obtenida.

1.3.1 Proceso de desproteinizacion

En el proceso quimico para separar la proteina presente en el material bioldgico, los exoesqueletos
de crustaceos son tratados usualmente con soluciones de NaOH con concentracidn oscilando entre
1-10 %, a temperaturas entre los 65 — 100 °C y durante periodos de 1 a 24 horas.

Cuando la extraccién de proteinas se efectla en condiciones operativas mas severas para asegurar
su remocidén completa, estas sufren modificaciones quimicas sustanciales. El incremento de la
concentracion del reactivo, de la temperatura, o la prolongacion del tiempo de reaccién por sobre
ciertos valores, no solo produce la ruptura de los enlaces entre proteinas y quitina, sino que las
proteinas sufren una hidrolisis de su estructura, lo que genera cadenas de polipéptidos de bajos
pesos moleculares [11].

1.3.2 Proceso de desmineralizacion

El contenido mineral de los residuos de los crustaceos oscila entre 30 — 55 %, esta constituido,
principalmente por carbonato de calcio y, en menor proporcion, por fosfato de calcio. La remocion
de estos minerales se realiza por tratamiento con acido. Para ello, se han utilizado numerosos acidos
como HCI, HNO3, CH;COOH, HCOOH, entre otros. Generalmente, se realiza con soluciones diluidas de
HCl, la cantidad de este acido y el tiempo de tratamiento pueden variar desde media hora hasta
varios dias, segin los métodos de preparacion. Si se prolonga el tiempo de desmineralizaciéon a 24
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horas, se observa solo una leve disminucién en las cenizas, pero puede ocurrir una mayor
despolimerizacién y desacetilaciéon [11].

La desmineralizacion se produce cuando el 4cido reacciona con el carbonato de calcio (CaCOs) de
acuerdo con la siguiente ecuacién:

CaCO5; + 2 HCl - CaCl, + H,0 + CO,

En esta reaccidn, se obtiene cloruro de calcio (CaCl,) disuelto en el afluente acuoso y se libera didxido
de carbono (CO,). Mediante esta ecuacion, es posible calcular el requerimiento estequiométrico de HCI
necesario para reaccionar con la cantidad de CaCO; presente. Es necesario considerar la variabilidad
del contenido de minerales en las conchas de crustaceos, ya que este varia no solo con la especie sino
con el periodo de recoleccién de la misma [12].

1.3.3 Proceso de desacetilacion

La reaccion de N-desacetilacion de la quitina con NaOH ocurre por la hidrdlisis del grupo acetamida,
sustituyente del C (2) en el anillo, para generar el polimero desacetilado. Esta reaccién sucede
mediante un mecanismo de adicidén-eliminacion nucleofilica para generar el quitosano [13]. En la figura
6 se muestra el mecanismo de esta reaccion.
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Fig. 6: Mecanismo de reaccién de la desacetilacion de la quitina para obtener quitosano. a) Reaccién general, b)
Mecanismo de reaccidn.

La desacetilacién completa dificilmente se alcanza y normalmente no es necesaria, ya que la solubilidad
en soluciones de acido diluido se logra a partir de un grado de desacetilacion de ~60%. El criterio
utilizado para distinguir entre quitina y quitosano es precisamente la solubilidad de este ultimo en
soluciones de acido diluido [11].

1.4. Propiedades fisicoquimicas de quitosano

Las propiedades fisicoquimicas del quitosano varian dependiendo de la fuente y método de
obtencion de la quitina, asi como de las condiciones y métodos de desacetilacién de la misma.

Las principales propiedades fisicoquimicas del quitosano, que determinan sus propiedades funcionales,
son: el grado de desacetilacion, el peso molecular promedio, la solubilidad y viscosidad, aunque la
cristalinidad, el contenido de agua, cenizas, proteinas y material insoluble también son caracteristicas
importantes a considerar para la aplicacién del quitosano [14].

1.4.1. Grado de desacetilacion (GDD)

El GDD del quitosano es un indicativo del nimero de grupos amino a lo largo de la cadena polimérica,
llevandose a cabo el proceso de desacetilacion por hidrolisis quimica bajo condiciones alcalinas o por
hidrolisis enzimatica [15].

Usualmente el quitosano es caracterizado por el GDD, el cual influye no solo en el resto de sus
propiedades fisicoquimicas, sino también en su biodegradabilidad, solubilidad en soluciones acidas,
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hinchamiento en agua, actividad inmunoldgica, bioactividad y biocompatibilidad. Este hecho es
importante al momento de seleccionar el quitosano adecuado para cada aplicacién. Por ejemplo,
cuando es utilizado como soporte para inmovilizacion de células, un mayor GDD proporciona una
mayor adhesién celular a las peliculas del quitosano [16].

1.4.2. Peso molecular promedio

El peso molecular de las muestras de quitina y quitosano es otro de los parametros a tener en cuenta
en los diferentes usos que se le pueden dar a estos biomateriales. Una de las propiedades funcionales
mas dependientes del peso molecular promedio es la bioactividad. El quitosano se puede utilizar, entre
otras aplicaciones y en funcién del peso molecular que tenga, como agente espesante, regulador de la
viscosidad, estabilizador, agente bioactivo contra hongos y vehiculo de liberacién controlada.

1.4.3. Solubilidad

Mientras que la quitina es insoluble en la mayoria de disolventes organicos, el quitosano se disuelve
facilmente en soluciones acidas diluidas por debajo de pH 6,0. Esto se debe a que el quitosano es una
base fuerte por contar con grupos amino primarios con un valor pKa de 6,3. La presencia de estos
grupos amino implica que el valor del pH altera sustancialmente el estado de carga del polielectrolito y,
por ende, sus propiedades. A valores de pH bajos, los grupos amino se protonan y se cargan
positivamente, haciendo al quitosano un polielectrolito catiénico soluble en agua. Por otra parte, a
medida que aumenta el pH por encima de 6, los grupos amino se desprotonan y el quitosano, al perder
su carga, se convierte en un polimero neutro insoluble [17]. El quitosano es soluble en diferentes
medios acidos [16]:

- Acidos inorgdnicos: es soluble en &cidos diluidos como el clorhidrico, el bromhidrico, el iodhidrico,
el nitrico y el perclérico. Sin embargo, cuando se incrementan las concentraciones de estos acidos,
se observa precipitacion del quitosano. Es insoluble en acido sulfurico diluido pero mejora su
solubilidad al incrementar la concentracién del acido.

- Solventes organicos: el quitosano es insoluble en la mayoria de solventes organicos. Sin embargo,
se ha reportado que es soluble en dimetilformamida y en tetradxido de dinitrdgeno en una relacién
3:1 (solvente/quitosano).

- Solubilidad en agua: cuando la desacetilacion de la quitina alcanza una proporcién de 60 % o mas
de grupos amino el producto obtenido se hace soluble en medio acido acuoso.

1.4.4. Humedad

Tanto las muestras comerciales de quitosano como las que se obtienen en el laboratorio suelen
contener diferentes contenidos de agua; por este motivo, el porcentaje de humedad es un parametro
gue debe considerarse al momento de trabajar con dichas muestras [16].

1.4.5 Cenizas

El contenido de cenizas es indicativo del contenido de material inorganico presente en la mues-
tra. Es un parametro muy importante al momento de evaluar las aplicaciones de un quitosano
determinado. Por ejemplo, en las aplicaciones biomédicas se requiere un valor muy bajo de
este parametro. También es importante considerar que el contenido de cenizas depende de la
temperatura utilizada para el tratamiento de la muestra [16].

1.4.6. Material insoluble

El contenido de material insoluble viene dado por la presencia de sales insolubles, quitosano poco
desacetilado y otros contaminantes. Este contenido se determina disolviendo el quitosano en acido
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acético, o su sal en agua, y luego filtrando. El peso de las particulas que quedan en el filtro, permite la
determinacién del material insoluble en la muestra [16].

Tabla 2: Caracteristicas fisicoquimicas de quitina y quitosano y sus métodos de determinacion [9].

Caracteristicas fisicoquimicas Método de determinacion

Grado de desacetilacion Espectroscopia FTIR
Primera derivada de espectroscopia UV
Espectroscopia *H RMN Y *C RMN
Valoracién conductimétrica

Valoracién potenciométrica

Masa molar promedio o distribucién de Viscosimetria

masas molares , .,
Cromatografia de permeacion de geles

Dispersion de luz

Cristalinidad Difraccion de rayos X

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Contenido de humedad Analisis gravimétrico

Termogravimetria

Contenido de cenizas Analisis gravimétrico

Proteinas Método de Kjeldahl

1.5. Aplicaciones del quitosano

La baja solubilidad de la quitina es el mayor factor limitante para su utilizacidn, sin embargo, varias
aplicaciones de la quitina y quitinas modificadas han sido reportadas, como en el empleo efectivo
de la quitina en polvo para la cicatrizacién de las heridas por quemaduras, ya que al aplicar quitina
en una herida ésta es despolimerizada por la accion de las enzimas lisosomales abundantes en el
sitio de la lesion [18]. El quitosano, debido a sus propiedades fisicoquimicas, funcionales y
bioldgicas, tiene una gran variedad de aplicaciones que abarcan campos tan diferentes como la
medicina, la farmacia, la agricultura, la alimentacién, el sector textil, entre otros [19]. En la Tabla 3
se muestran algunas de las dreas de aplicacién del quitosano.
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Tabla 3: Aplicaciones del quitosano en diferentes areas [17].

Areas Aplicaciones
Tratamientos = Removedores de iones metalicos.
de agua = Quelantes de metales de transicidon y contaminantes ambientales.

= Floculantes, coagulantes y precipitantes de proteinas, aminodcidos, tintes, colorantes,
algas, aceites, metales radioactivos, particulas en suspension y pesticidas.

Industria Aditivos en los alimentos
Alimentaria = Espesantes, gelificantes y emulsionantes.
= Mejora la textura.
= Estabilizantes del color.
= Agentes que previene la precipitacion del vinagre.
= Aditivos con caracteristicas nutricionales.
= Aditivos para la alimentacién animal.
Envoltura y recubrimiento protector de alimentos
= Retrasa el envejecimiento.
= Disminuye la oxidacion.
= Disminuye las perdidas por transpiracion.
= Protege frente al ataque de hongos.

Procesos = Agente purificador de azucar.
industriales = (Clarificador en industrias de bebidas.
= Coagulacién del queso.
= Retardador del oscurecimiento enzimatico de manzanay pera.

Medicina = Propiedades antimicrobianas.
= Capacidad de retencion de humedad.
Biotecnologia = |nmovilizacidn de enzimas.

= Separacion de proteinas.

= Inmovilizacién celular.

= Reaccion con aldehidos.

= (Captacion de célulasy enzimas

Agricultura = Bioestimulante de plantas en tratamientos de semillas, raices y hojas.
= En tratamientos post cosecha de frutas y verduras con el fin de aumentar su
conservacion.
= Recubrimientos de semillas.
= Conservacion de frutas.
= Proteccion frente a plagas y hongos.
=  Estimulante del crecimiento.

Cosmeéticos = Propiedades humectantes.
= Propiedades abrasivas.
Industria = Elaboracién de papeles.
papelera = Aumenta el rendimiento de la pulpa.

= Capacidad de retencion de agua.

Tecnologias de = Para la separacion de componentes.
membranas = Absorbentes de encapsulacion.

= Control de permeabilidad.

= Osmosis inversa.

Industria textil = Evita el encogimiento de los tejidos.
= Fijael color.
= Componentes de fibras que se utilizan en la mejora de lanas.
= |mpermeabilizacién de algodonesy linos.

Industria = Liberacién controlada de sustancias.
farmacéutica
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1.6. Técnicas a utilizar
1.6.1. Espectroscopia infrarroja de transformadas de Fourier (FT-IR)

El segmento infrarrojo del espectro electromagnético se divide en tres regiones: el infrarrojo cercano,
medio y lejano, asi nombrados por su relacion con el espectro visible. El infrarrojo lejano
(aproximadamente 400-10 cm™) se encuentra adyacente a la regién de microondas, posee una baja
energia y puede ser usado en espectroscopia rotacional. El infrarrojo medio (aproximadamente 4000-
400 cm™) puede ser usado para estudiar las vibraciones fundamentales y la estructura rotacional
vibracional, mientras que el infrarrojo cercano (14000-4000 cm™) puede excitar sobretonos o
vibraciones armoénicas [20].

Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones, conocidas como vibracién de tension y
vibracién de flexion:

Las vibraciones de tensidn (estiramiento simétrico y asimétrico), representan un movimiento
ritmico a lo largo del eje de enlace de tal modo que la distancia interatdmica aumenta o
disminuye.

Las vibraciones de flexion (de deformacion o de tijeras), se caracterizan por un cambio en el
angulo entre dos enlaces y son de cuatro tipos: de tijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsion.
Los distintos tipos de vibraciones se presentan esquematicamente en la figura 7.

SIMETRICA ASIMETRICA

VIBRACIONES DE FLEXION

BALANCEO EN EL PLANO TUERETEO EN EL PLANO

ALETEOQ FUERA DEL PLANO TORSION FUERA DEL PLANG

Fig. 7: Tipos de vibraciones moleculares. Nota: + indica un movimiento del plano de la pagina hacia el lector; - indica un
movimiento del plano de la pagina alejandose del lector.

En una molécula que contiene mas de dos dtomos, son posibles todos los tipos de vibraciones
mostrados en la figura 7. Ademas, puede producirse una interaccion o acoplamiento de las vibraciones
si estas involucran enlaces con un mismo atomo central. El resultado del acoplamiento es un cambio en
las caracteristicas de las vibraciones implicadas.

El principal uso de la espectroscopia infrarroja ha sido la identificacion de compuestos organicos.
Ademas de esta aplicacidn cualitativa, esta técnica es empleada en el analisis cuantitativo. En el caso
del quitosano ha sido utilizada para determinar el GDD.
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El uso de la espectroscopia infrarroja para determinar el GDD en el quitosano requiere de una curva de
calibracidn, usando la relacién entre la absorbancia (A) de una banda de evaluacion (BE), la cual cambia
de intensidad con el GDD y la banda de referencia (BR), que no cambia de intensidad con éste. La
absorbancia de BE y BR son determinadas mediante el método de la linea base [21].

1.6.2. Viscosidad intrinseca

La viscosidad es una de las propiedades mas importantes de las soluciones poliméricas. Depende de la
estructura quimica del polimero, de las interacciones con el disolvente y del peso molecular.
Normalmente, una molécula de alto peso molecular en un buen disolvente adquiere un gran volumen
hidrodindmico vy la viscosidad de la solucién aumenta [22].

La relacién de las viscosidades de una disolucidn de un polimero y la del disolvente se denomina
viscosidad relativa (n,). Este valor menos 1, se llama viscosidad especifica (ns) y la viscosidad reducida
(Nred), 0 indice de viscosidad, se obtiene dividiendo ns, por la concentracién de la disolucién (C). La
viscosidad inherente es la relacion del logaritmo natural de la viscosidad relativa y la concentracion (C).
Por ultimo, la viscosidad intrinseca (niny), €s la relacion de la viscosidad especifica a la concentracién,
extrapolada a la concentracion cero. La viscosidad relativa se mide a varias concentraciones y la linea
de tendencia que resulta de graficar neq Vs. ¢, se extrapola a la concentracién cero. La viscosidad
intrinseca es una medida del peso molecular del polimero o el grado de polimerizacién [23].

Viscosidad relativa

']r:l (1)

Mo

donde n es la viscosidad de la solucion de polimero y ng es la viscosidad del disolvente puro.

Viscosidad especifica

flp =Tl — 1= 2)

Mo

Viscosidad reducida

_% (3)
LS

donde ¢, es la concentracion del polimero. Esta es una medida de la habilidad de un polimero para
aumentar la viscosidad de un disolvente.

Viscosidad inherente

Inn,

Npi =
1 i Cp (4)

Viscosidad intrinseca

(] = (Mt ).y = (M), (5)

Las ecuaciones mas comunes para evaluar la viscosidad intrinseca son las ecuaciones de Huggins y
Kraemer, dadas por las ecuaciones (6) y (7), respectivamente [22].
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My _ i 2
TP_['IL-:*LH[W]H Cr (6)

| 5 -
— =[n] ~ ke [n]iccr i

Cp

La viscosidad intrinseca mide el volumen especifico efectivo de un polimero aislado, razén por la
gue su determinacion se realiza extrapolando a concentracion nula. Su valor depende del tamano y
forma de la molécula de soluto, asi como de su interaccion con el solvente y de la temperatura de
trabajo. Para un sistema polimero/solvente puede utilizarse la expresién de Mark-Houwink-
Sakurada para determinar el peso molecular promedio viscoso del polimero [24].

[nl=KM* (8)

donde M, es el peso molecular promedio viscoso, K y a son constantes para un sistema dado
polimero/disolvente/temperatura.

1.6.3. Titulacion potenciométrica

Una titulacién potenciométrica implica la medida del potencial de un electrodo indicador conveniente
en funcion del volumen de titulante. Este tipo de titulaciones proporcionan datos que son mas
confiables que los datos de titulaciones en que se utilizan indicadores quimicos.

El proceso comprende la medicién y registro del potencial de la celda (en unidades de milivoltios o pH,
segun el caso) después de cada adicion de reactivo. Al principio se afiade el titulante en grandes
incrementos de volumen, que luego se van haciendo menores a medida que se alcanza el punto final
(que se infiere de los grandes cambios en la respuesta por unidad de volumen afiadido) [25].

La potenciometria permite determinar el contenido de grupos aminos libres y por consecuencia el
GDD, siempre que el material a estudiar sea completamente soluble. EI método consiste en exponer el
quitosano a un exceso de disolucidn de dacido clorhidrico, ocurriendo la protonacion del grupo amino
libre del mismo, valorando después esta disolucidn con NaOH, este reacciona primero con el acido libre
en la disolucién y luego se desplaza de la molécula de quitosano, el anién cloruro unido al grupo amino
libre. El quitosano precipita al quedar libre en medio neutro, por lo que puede registrarse la diferencia
de pH entre estos dos puntos y se obtiene una curva de pH frente a volumen de NaOH anadido, con
dos puntos de inflexién [26].

La diferencia entre los dos puntos de inflexion de la curva de titulaciéon (V, - V;) corresponde a la
cantidad de acido necesario para protonar los grupos amino del quitosano. Con base a lo anterior, la

ecuacion (9) permite conocer el grado de desacetilacion [27]:
(V2-V1) M
%DD=100-16,1 — (9)

En esta ecuacidn, V, es el punto de inflexion mayor, V; corresponde al punto de inflexion menor,
expresados como volumenes de NaOH, M es la molaridad de la soluciéon de NaOH (mol/L), w es el
peso del quitosano empleado (expresado en g) y 16,1 es el peso molecular del grupo amino (-NH,).
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1.6.4 Titulacion conductimétrica

Esta técnica permite monitorear los cambios en la conductividad de una solucién debidos a la
distinta movilidad que presentan los iones hidréogeno e hidréxido en el medio, en funcién del
volumen de titulante afiadido.

Al igual que la titulacién potenciométrica, esta técnica, permite determinar el GDD del quitosano
cuando una cantidad pesada de quitosano es disuelta en exceso de HCl y valorada con una solucidn
de NaOH, utilizando en este caso un conductimetro. El resultado de esta titulacion se representa
en tres etapas: al inicio la solucion de quitosano presenta una disminucion lineal de Ia
conductividad que corresponde a la neutralizacién de los iones H" del HCl en exceso, la siguiente
etapa presenta un cambio de pendiente atribuido a la neutralizacién de los protones provenientes
de la disociacién de los grupos amino protonados del quitosano y, finalmente, la uUltima etapa
corresponde al incremento en la conductividad debido al exceso de iones hidroxilo del NaOH
anadido. La diferencia encontrada entre estos dos puntos de cambio de pendiente corresponde al
volumen de NaOH requerido para neutralizar los grupos aminos protonados del quitosano [28].
Con base en lo descrito, la ecuacion 9 también permite conocer el GDD.

1.6.5 Gravimetria

Los métodos gravimétricos, los cuales se basan en las mediciones de masa, son principalmente de
dos tipos [25]:

(a) Métodos de precipitacion, donde el analito es convertido a un precipitado escasamente
soluble. Mas tarde el precipitado se filtra, se lava para eliminarle impurezas, se convierte
mediante el tratamiento térmico adecuado en un producto de composicién conocida, y
finalmente se pesa

(b) Método de volatilizacion, el analito o sus productos de descomposicion se volatilizan a una
temperatura adecuada. El producto volatil se recoge y se pesa o, alternativamente, se
determina de manera indirecta la masa del producto por la pérdida de masa en la muestra.

En la determinacion del porcentaje de humedad, se lleva a cabo el método gravimétrico por
volatilizacién, donde la muestra es llevada a peso constante a una determinada temperatura, y por
diferencia de peso se logra determinar esta propiedad. Por su parte, para el contenido de cenizas
que también es determinado por el método gravimétrico, depende de la temperatura utilizada
para el tratamiento de la muestra.
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2. ANTECEDENTES

El interés fundamental de este trabajo de investigacion es la purificacidn y caracterizacién de quitosano
nacional, siendo una de sus posibles aplicaciones la preparacion de insumos para la recuperacién
mejorada de crudos. Por tal motivo, es necesario sefialar algunos estudios referentes a este tema, que
han sido publicados a través de los afios, dentro de los cuales destacan:

White y col. (1979) [29] desarrollaron un método para el aislamiento de quitosano a escala de
laboratorio, a partir de paredes de hongos (Mucor rouxii), donde obtuvieron rendimientos
entre 16 a 22 % sobre una base de peso de células secas, de los cuales entre 35 - 40 % estaba
constituido por glucosamina. El quitosano lo extrajeron de las paredes miceliales purificadas
con &cido acético, férmico y clorhidrico, obteniendo un mayor rendimiento con Aacido
clorhidrico.

Sanchez y col. (2007) [30] caracterizaron fisicoquimicamente quitosano proveniente del
camaron langostino (Pleuroncodes planipes) para obtener hidrogeles de quitosano
entrecuzados con glutaraldehido y glioxal. Para ello, realizaron un proceso de purificacion de
quitosano colocando en un reactor de vidrio una relacion 1:20 de quitosano y acido acético al 2
% v/v. La solucion fue agitada a una velocidad de 25 rpm y posteriormente filtrada al vacio,
afadiendo NaOH a la solucién obtenida. La solucidn resultante fue filtrada nuevamente y
llevada a pH neutro, por ultimo secaron el sélido obtenido con etanol a temperatura ambiente
durante varios dias. Con el quitosano purificado realizaron los entrecruzamientos, encontrando
que el quitosano entrecruzado al 20 % con glioxal posee las mejores condiciones para ser
utilizado como soporte de fibroblastos humanos.

Colina y col. (2014) [13] evaluaron los procesos para la obtencién quimica de quitina y
quitosano, a partir de desechos de la industria cangrejera; propusieron 4 pasos fundamentales,
la desproteinizacion con NaOH al 10 %, desmineralizacion con acido clorhidrico 6 acido
fosférico a diferentes concentraciones, decoloracidn con etanol y otros alcoholes y por ultimo
la hidrolisis de los grupos acetamida con NaOH al 30 %. Obtuvieron quitosanos con distintos
grados de desacetilacion comprendidos entre 82,52 hasta 95,01 %. El quitosano fue
caracterizado mediante FTIR para determinar el GDD y las bandas de los grupos funcionales
caracteristicos, asi como el porcentaje de cenizas y humedad.

Perentena y col. (2015) [9] obtuvieron quitosanos a partir de la quitina extraida de exoesquele-
tos de cangrejo con diferentes GDD (75,5; 88 y 97) %, variando la concentracion de NaOH y los
tiempos de reaccidn en el proceso de desacetilacidn. Posteriormente prepararon derivados del
tipo bases de Schiff con p-dimetilaminobenzaldehido y 4-hidroxi-3-metoxi-benzaldehido para
formar derivados biopoliméricos, lograndose una mayor sustitucién con el quitosano de GDD
97 %.

Por otro lado, se han encontrado algunos trabajos interesantes en la modificacién hidrofdbica del
quitosano, la cual pudiera resultar en una potencial aplicacién de los derivados en la recuperacion
mejorada de crudos, entre los que destacan:

Larez—Veldsquez y col. (2006) [31] realizaron la modificacion quimica del quitosano mediante
una reaccién de amidacion de los grupos amino presentes en las unidades glucosamina del
biopolimero y el cloruro de oleoilo. Obtuvieron materiales modificados en diversas
proporciones que fueron caracterizados desde el punto de vista del porcentaje de amidacion a
través de estudios de *H-RMN de las muestras que resultaron solubles y FTIR para las muestras
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insolubles. De esta manera mostraron un porcentaje maximo de modificacion del 60 % de las
unidades repetitivas en la cadena del biopolimero.

Chiu y col. (2009) [32] desarrollaron un método para la formacién de un hidrogel sensible al pH,
utilizando un biopolimero naturalmente abundante, como el quitosano, con injerto controlado
de cadenas laterales hidrofobas, dirigido a aplicaciones biomédicas. La hidrogenacion fue
impulsada por una transformacion de la nano-estructura de los agregados de las cadenas
laterales.

El Fray y col. (2012) [33] estudiaron la modificacidon del quitosano con acidos grasos como el
acido oleico. Utilizaron carbodiimida como iniciador para la reaccion del grupo carboxilo y el
grupo aminoglucédsidico. El analisis FTIR confirmé la formacién de quitosanos modificados.
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3. HIPOTESIS

Es posible obtener a partir del quitosano nacional, especificamente del proveniente de la empresa

Innovaquito C.A, insumos quimicos con potencial para su aplicacidn en la recuperacion mejorada
de crudo.

17



Trabajo Especial de Grado — Bra. Alba Castillo

18



Trabajo Especial de Grado — Bra. Alba Castillo

4. OBIJETIVOS
4.1. Objetivo general

Purificar y caracterizar quitosano nacional para tratar de establecer un proceso que permita obtenerlo
con la pureza adecuada para su empleo en diversas areas.

4.2. Objetivos especificos
e Establecer un método para la caracterizacion de quitosanos nacionales.

e Caracterizar mediante las técnicas adecuadas (espectroscopia FT-IR, titulacion potenciométrica,
viscosimetria capilar, gravimetria, etc.) la fraccion soluble de estos materiales.

e De ser posible realizar ensayos preliminares de modificacion hidrofébica de la fraccién soluble
obtenida.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1. Materiales, equipos y reactivos

Materiales

Quitosano: proveniente de la empresa mixta Innovacién Ambiental Quitosano C.A (Innovaquito
C.A) ubicada en Maracaibo Estado Zulia (Venezuela).

Reactivos y solventes

La tabla 4 muestra los reactivos y solventes utilizados en el desarrollo de este trabajo.

Tabla 4: Reactivos y solventes utilizados.

Reactivos y Solventes Pureza (%) Marca
Acido acético 99,8 Riedel de Haen
Acido sulfdrico 96,0-98,0 LABOQG
Acido clorhidrico 37 Riedel de Haen
Acetato de sodio 99,5 Prolabo Venezolana
Biftalato de potasio 99,5 Riedel de Haen
Hidroxido de sodio - IQE
Hidréxido de potasio - IQE
Acido oleico 99,9 Prolabo Venezolana
Hexano - Riedel de Haen
Eter etilico - Riedel de Haen

Equipos e instrumentos

La tabla 5 muestra las especificaciones de cada uno de los equipos e instrumentos utilizados durante el
desarrollo de este trabajo.

Tabla 5: Equipos e instrumentos

Equipo o instrumento Marca Especificacion

Balanza analitica Adventurer OHAUS Maxima Capacidad: 210 g.
Apreciacién: 0,0001 g

Plancha de calentamiento Isotemp Heat- Stir

Tamices Endecotts LTD Abertura de 250 y 106 um

pHmetro Metrohm

Equipo de FT-IR Perkin-Elmer RX1, modelo 1605 Laboratorio de docencia

Equipo de FT-IR Perkin-Elmer, modelo Frontier Laboratorio de Cinética y Catalisis

Bomba de vacio rotatoria Welch DuosealVacuumPump. Modelo
1400

Mufla Lindbert Modelo 51894. Temperatura
maxima 1000°C

Estufa Memmert Temperatura maxima 220°C
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5.2. Purificacién del quitosano

La purificacion del quitosano se realizdé luego de varios ensayos preliminares que tomaron en
consideracion varios trabajos anteriores [27, 29, 30]; puede resumirse de la siguiente manera:

a)

b)

d)

f)

Inicialmente se colocaron 4 g del quitosano a estudiar (figura 8a) en 400 mL de una solucién
acuosa de acido acético al 0,5 % con agitacién constante (figura 8b) durante 24 horas y a
temperatura ambiente.

La mezcla obtenida se filtré en el tamiz de 250 um de abertura, obteniendo de esta manera
un filtrado y una fraccién insoluble; esta ultima es colocada en las mismas condiciones que
la muestra inicial con 400 mL de la solucidon acuosa de acido acético al 0,5 %, con agitaciéon
constante durante 24 horas y a temperatura ambiente, luego de lo cual se filtra con el tamiz de
250 um, reuniendo el filtrado con el obtenido anteriormente (esta mezcla se denomina en lo
sucesivo filtrado 1) (figura 9a), mientras que el material insoluble se denomina insoluble 1
(figura 9b).

El filtrado 1 fue sometido a un nuevo proceso de filtracidn, en este caso utilizando un tamiz
de 106 um, es decir, de abertura mas pequefia; en este proceso se obtuvo el filtrado 2 y
una nueva fracciéon insoluble denominada insoluble 2 (figura 9c).

El filtrado 2 resultante se filtré consecutivamente mediante filtros de vidrio sinterizado
(Sovirel N° 1y 2), obteniéndose en este proceso el filtrado 3 y una nueva fraccién insoluble
3, en pequefia proporcion.

Las fracciones insolubles 1y 2 fueron colocadas separadamente en NaOH acuoso al 1 % y los
precipitados blanquecinos resultante fueron filtrados por succién con papel de filtro (Rundfilter
N° 640), luego lavados con agua destilada hasta pH neutro y por Ultimo secados en la estufa a
40°C aproximadamente (figura 10a y 10b, respectivamente).

El filtrado 3 se precipitd con NaOH acuoso al 1 %, obteniéndose un precipitado blanquecino que
se filtré por succidn, con papel de filtro (Rundfilter N°640), al cual se le realizaron varios lavados
con agua destilada hasta pH neutro. Finalmente, el material himedo se congeld durante toda la
noche en un refrigerador a -11 °C y se sometid a un proceso de secado al vacio a temperatura
ambiente, denominandose fraccién soluble (figura 10c).

Fig. 8: a) Muestra inicial de quitosano, b) Quitosano en la solucidn acuosa de acido acético al 0,5 %.
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Fig. 9: a) Filtrado 1, b) fraccidn insoluble 1y c) fraccidn insoluble 2 antes de precipitacion con NaOH.

R\

Fig. 10: a) Fraccidn insoluble 1, b) Fraccién insoluble 2 y c) fraccién soluble.

5.3. Caracterizacion del quitosano de partida y del material purificado (fraccién soluble)
Determinacion del porcentaje de ceniza

El procedimiento para la determinacién del porcentaje de ceniza se resume de la siguiente manera
[34]:

a) Se coloco el crisol durante al menos 1 hora en una mufla a la temperatura de incineracion
de la muestra.

b) Se dejo enfriar el crisol en un desecador durante 30 minutos para asi pesar el mismo (my).
c) Se pesaron 100mg de muestra (quitosano de partida y fraccién soluble) por separado (mjy).

d) Se colocé el crisol con las muestras en la mufla y se incineraron a 800 °C durante 6 horas
hasta cenizas grisaceas.

e) Se dejé enfriar la capsula con la muestra en un desecador durante 30 minutos
aproximadamente hasta obtener un peso constante (m,).

f) El analisis se realizé por triplicado para cada una de las muestras. El porcentaje de cenizas
se calcula segun la ecuacion:

% cenizas =%*100 (10)
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Determinacion del contenido de humedad

El procedimiento para la determinacién del contenido de humedad se resume de la siguiente
manera [35]:

a) Se colocd el crisol y su tapa durante al menos 1 hora en la estufa a la temperatura de
secado de la muestra.

b) Se dejo enfriar el crisol tapado en un desecador durante 30 minutos para asi tener el peso
de los mismos (m;).

c) Se pesaron 100 mg de muestra (quitosano de partida y fraccion soluble) por separado (m,).
d) Se colocd la muestra en el crisol destapado y la tapa en la estufa a 105°C durante 5 horas.

e) Se tapd la capsula con la muestra y se dejé enfriar en un desecador durante 30 minutos
aproximadamente hasta peso constante (ms).

f) El andlisis se realizé por triplicado para cada una de las muestras. El porcentaje de humedad
se calcula segln la ecuacién:

% humedad =%*100 (11)

Espectroscopia infrarrojo con transformadas de Fourier (FT-IR):

Los espectros del quitosano de partida y de las fracciones soluble e insoluble, se tomaron elaborando
pastillas con KBr, mezclando intimamente en el mortero de agata 2,5 mg de las muestras con 100 mg
de KBr seco.

Determinacion del grado de desacetilacion (GDD)

Espectroscopia de FT-IR: se utilizaron dos métodos, el método propuesto por Baxter y col. y el
método propuesto por Brugnerotto y cols.

Para el método de Baxter y cols. El grado de N-acetilacién (GA) se calcula mediante la siguiente
ecuacion [16]:

GA (%) = (A1655/A3450)*115 (12)

donde Aiess ¥ Asgso son las absorbancias correspondientes, respectivamente, a la amida | y a la
referencia perteneciente a la banda del enlace O-H.

Para el método de Brugnerotto y cols. el GA viene dado por:
GA (%) = 31,92 * (A1320/A1420) — 12,20 (13)

donde A13x0 Y A1420 SOn las absorbancias correspondientes, respectivamente, a la amida lll y a la
referencia, siendo ésta la banda del enlace C-H.

Entonces, para ambos métodos el GDD ser3:
GDD (%) = 100 — GA (14)

Método potenciométrico: el contenido de grupos aminos libres en la muestra de quitosano se
determina mediante titulacién potenciométrica. El procedimiento se resume de la siguiente manera
[36]:

a) Preparacion de la solucion patron de biftalato de potasio (BP):
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e Se pesan 2,0000 g de BP que se mantuvieron previamente durante una hora en la
estufa a 100 °C.

e El BP pesado se colocé en un matraz aforado de 100 mL y se enrasd con agua
destilada.

b) Preparacion y valoracidn de la soluciéon de NaOH:
e Se pesd 1,0000 g de NaOH usando una balanza analitica.

e El NaOH pesado se colocé en un matraz aforado de 250 mL y se enrasdé con agua
destilada.

e Seguidamente se titularon 3 alicuotas de 10 mL (c/u) de la solucién patrén (usando
una pipeta volumétrica y fenolftaleina como indicador) con el NaOH recién
preparado.

c) Preparacion vy valoracién de la solucién de HCI:
e Se midieron 0,8 mL de HCl usando una pipeta graduada.

e E| HCl medido se colocd en un matraz aforado de 100 mL y se enrasé con agua
destilada.

e Seguidamente se titularon 3 alicuotas de 10 mL (c/u) de la solucién de HCl (medidos
usando una pipeta volumétrica y fenolftaleina como indicador) con el NaOH recién
estandarizado.

d) Titulacién potenciométrica de la fraccidn soluble de quitosano:

e Se colocaron en agitacidon y hasta completa disolucion 0,15 g de la muestra de
quitosano, procedente de la fraccion soluble, en 25 mL de la solucion de HCI
estandarizada.

e Una vez disuelto el quitosano la solucion fue titulada pH-métricamente con el NaOH
recién estandarizado, agitando luego de la adicidon del titulante y deteniendo la
agitacion para obtener una medida estable. El procedimiento se realizé por
triplicado.

La concentracién de grupos amino en la muestra se calcula segun la siguiente ecuacion [37]:
[NH5"] = Nnaon- (V2-V1)/ (mg.Fc) (15)

de la cual se deriva el GDD:
GDD = [NH;'].PE,.100 (16)

donde Nyaon €s la concentracion de la solucion de NaOH (eqg/L); V, y Vi son los volumenes de NaOH
(mL) gastados durante la titulacién para la neutralizacion de los protones totales en la solucién y
los protones libres (no asociados como NHs®), respectivamente; m, es la masa titulada de
guitosano (g), Fc es un factor de correccién de humedad de la muestra de quitosano (obtenido por
gravimetria) y PE,, es el peso equivalente de la unidad repetitiva desacetilada del polimero (g/eq).

Método conductimétrico: el método conductimétrico es una técnica titulométrica que permite
determinar el contenido de grupos aminos libres en la muestra de quitosano. El procedimiento puede
resumirse de la siguiente manera:
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a) Se prepararon y estandarizaron soluciones de NaOH (0,05 N) y HCl (1N) como se
describié anteriormente.

b) Se colocaron en agitacién y hasta completa disolucién 0,15 g de la fraccién soluble de
quitosano en 25 mL de la solucidn estandarizada de HCI.

c) La solucién de quitosano fue titulada conductimétricamente con NaOH estandarizado,
bajo agitacidn constante durante 5 minutos que se detiene para realizar la medida de
conductividad.

El GDD se calcula mediante las ecuaciones 15 y 16 mostradas anteriormente.
Determinacion del peso molecular viscosimétrico

El procedimiento para la determinacion del peso molecular viscosimétrico se resume de la
siguiente manera:

a) Se prepard 100 mL de una solucién buffer (acido acético 0,3 M/ acetato de sodio 0,2 M).

b) Se prepard una solucion de quitosanoal 2 % (p/v) (1,0004 g de la fracciéon soluble de
quitosano) en 50 mL del buffer.

c) Se colocé el viscosimetro de Ubbelohde en un bafio térmico a 25 °C.

d) Posteriormente se procedid a medir el tiempo de elucién de la solucién buffer en el
viscosimetro, luego se midio el tiempo de elucidn del quitosano a distintas concentraciones
(ver tabla 6).

e) Las medidas del tiempo de elucidén para cada solucion fueron realizadas por quintuplicado.

Tabla 6: Preparacion de soluciones para la determinacion del peso molecular viscosimétrico.

Solucion V sol. quitosano V sol. buffer V total [Polimero](g/100mL)
(mL) (mL) (mL)
Buffer 0 12 12 0,0000
Sol. 1 12 0 12 0,1775
Sol. 2 0 3 15 0,1420
Sol. 3 0 3 18 0,1183
Sol. 4 0 5 23 0,0926
Sol. 5 0 7 30 0,0710

5.4. Preparacion del oleato de sodio

El oleato de sodio (OS) se prepard por neutralizacién estequiométrica del acido oleico con soluciéon
estandarizada de NaOH. El proceso se resume de la siguiente manera:

a) Se prepardy valoré 500 mL de una solucion de NaOH como se describe en el apartado 6.3.
b) Se prepard y valoré 100 mL de una solucién de HCI como se describe en el apartado 6.3.

c) Una vez obtenida la concentracion de NaOH se procedié a determinar la cantidad necesaria de
éste para neutralizar el acido oleico, para ello se titula potenciométricamente la solucién de
acido oleico (0,2 g en 10 mL de NaOH estandarizado) con la solucién de HCl estandarizada.
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d) Teniendo el volumen necesario de la solucién de NaOH estandarizada para neutralizar la
cantidad de acido oleico utilizada, se procedié a realizar el calculo para tener el volumen de
NaOH para neutralizar 6 g de acido.

e) En un vaso de precipitado se colocaron 6 g de acido y se afiadié con agitacidon constante el
volumen de NaOH calculado.

f) Lasolucién fue coloca en la estufa a 70 °C durante 7 dias para la obtencién de la sal seca.

g) Para la purificacién de la sal obtenida se realizaron tres lavados con porciones de 25 mL de
hexano en caliente, seguidamente se lavo con diclorometano en las mismas condiciones.

h) Por ultimo se filtré por succién la sal lavada y se colocé nuevamente en la estufa a 70 °C
durante 2 horas para su secado. Se obtuvo un sélido de color amarillo claro.

5.5 Preparacidn y caracterizacion de complejos de quitosano con oleato de sodio
Preparacion de los complejos

Para la preparacion y estudio de estos complejos se seguirdn algunos de los procedimientos repor-
tados, siguiéndose en principio el trabajo de Rondén [38], realizdndose las modificaciones necesarias.
El proceso se resume de la siguiente manera:

a) Se prepard una solucion al 0,5 % (p/v) de quitosano (ver tabla 7) en HCI (5 % de exceso de
HCI con respecto a los equivalentes de grupos amina del quitosano). La mezcla fue agitada
hasta disolucion completa.

b) Se prepard una solucion acuosa 0,1028 eqg/L de OS (ver tabla 8).
c) Parala preparacion de la mezcla quitosano/oleato, se siguid el siguiente procedimiento:

e Se colocaron 5 mL de la solucidn acuosa de quitosano en un tubo de ensayo y se
afiadio, con agitacién, la cantidad respectiva de oleato (ver tabla 9), se completd con
agua desionizada hasta el volumen final (10 mL) y se continud la agitacién durante
24 horas.

e Las mezclas obtenidas se centrifugaron durante 30 min., se decantaron y se midio el
pH de la solucién sobrenadante.

e Al solido obtenido se le realizaron tres lavados con porciones de 5 mL de agua
desionizada y se dejaron en la estufa a 50 ‘C durante 24 horas para obtener el
complejo seco.

Tabla 7: Preparacion de la solucién acuosa de quitosano en HCI

Masa de Q-NH, *Equivalentes de NH;" Vsolucién meq de HCI
(8) (mL)
0,25 0,0015 50 1,575

*Equivalentes de NH; = masa de Q-NH,/Peso equivalente de la unidad repetitiva promedio.

Tabla 8: Preparacion de la solucion acuosa de oleato de sodio

Masa de oleato Equivalentes de oleato Vsolucion [Oleato]
(g) (mlL) (eq/L)
0,3136 1,03x10'3 50 0,1028
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Tabla 9: Preparacidn de la solucién acuosa de oleato de sodio

1,448
1,448
1,448
1,448
1,448
1,448
1,448
1,448
1,448

v o in Ln L1 L1 L1 L1

0
0,29
0,58
0,87
1,16
1,45
1,74
2,03
2,32

0,00
0,62
1,25
1,88
2,50
3,12
3,75
4,38
5,00

5,00
4,38
3,75
3,12
2,50
1,88
1,25
0,62
0,00
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10
10
10
10
10
10
10
10

0
20
40
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100
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140
160

Fig. 11: Complejos quitosano/OS luego de centrifugados: (a) oleato 20 %, (b) oleato 40 %, (c) oleato 60 %, (d) oleato 80

%, (e) oleato 100 %, (f) oleato 120 %, (g) oleato 140 %, (h) oleato 160 %.

Caracterizacion de los complejos

Los complejos quitosano/oleato de sodio fueron caracterizados mediante espectroscopia FT-IR en
el laboratorio de Cinética y Catdlisis de la Facultad de Ciencias. Las muestras se prepararon como

pastillas de KBr mezclando 1 mg del complejo con 60 mg de KBr seco.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Purificacién de quitosano

Durante el proceso de purificacion del quitosano se realizaron algunos ensayos que permitieran
mejorar el rendimiento. Las principales observaciones que se pueden mencionar al respecto son:

e Luego de colocar el quitosano en acido acético al 0,5 %, durante 24 horas vy filtrar, se observo
gue buena parte de éste permanece insoluble; por ello, se decidié colocar la fraccion insoluble
obtenida en las mismas condiciones del tratamiento inicial, con el fin de investigar si se puede
solubilizar una mayor cantidad de quitosano y de esta manera obtener un mejor rendimiento.

e Se realizaron tres procesos de filtracion para investigar cualitativamente la composicién de las
fracciones insolubles obtenidas en cada proceso. Para ello se usaron tamices de diferentes
aberturas (250 y 106 um), obteniéndose las fracciones insolubles 1y 2.

e La fraccidn soluble en acido acético se purificd por re-precipitacion en NaOH, lavados con
abundante agua destilada, congelacién y secado al vacio a temperatura ambiente, para de esta
manera no someter la muestra a condiciones de alta temperatura de secado o por medio de la
precipitacion en etanol.

El proceso global para la purificacidon de quitosano se muestra en el esquema de la figura 5.

Muestra de quitosano

1- Disolver ‘-'l £ 9% quitesand &n una salucién de
Acido acético 0,5 % (pfv) con agitacidn constante
durante 24 horas v & temperatura ambiente

2- Filtrar mediante tamiz de 250 um de abertura.

Fraccion insoluble
| FiltrﬂEI-i - Colochr en una solugidn de Bgida scénico
05% :p."rl 0N AEILAcion CONSTARTE por
24 horas y 8 temperaturd ambiente
- Filtrar mediante tamiz de 250 um

-

Filtrar madiante un
ramiz de 106 pm

T
Filtrado 2 Fraceitn insoluble Fraccién insoluble

Pa

Filbrar consecutivamente mediante filtros ) ,
e widri sirtenizads (Sovirel N° 1y 2] 1- Precipitar con NaDH 1 %, 1- Precipitar con NaOH 1 %,
! filtrar por succidn y levar con filtrar pof subtidn y Mvar
1 Spua destilada a pH neutro con agua destilada a pM neutro
Filtrado 3 | Fraccian insoluble | 2. Secar en I8 estufs a 40 °C 2- Secar en Iy estufs 3 40°C
1- Precipitar con NaOH 1% 1
2- Lavar con agua destilada Fl-2 FI-1

hasta pH neutra
3-Secar 8l vacio 8 T ambiente

-

ES 5e obtuvo una cantidad
muy peguefis de muesra,
por e5ta razdn mo & redlizd
&l traramieno de las frac -
cionés insolubles antes

obtenidas

Fig. 12: Esquema para la purificacion de quitosano. FS (fraccion soluble), FI-2 (fraccién insoluble 2) y FI-1 (fraccién insoluble 1).

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos, sobre la base de tres replicas, durante el proceso
de cuantificacién de las distintas fracciones en las cuales se dividié el material de partida. Como se
puede apreciar, el porcentaje de material insoluble en las muestras de quitosano evaluadas es superior
al 25 %, de lo cual puede inferirse que la muestra contiene una porcidon de moléculas entrecruzadas
guimicamente y/o con bajos GDD, lo cual se discute en el analisis FTIR de las fracciones insolubles.
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Tabla 10: Resultados obtenidos durante la cuantificacion de las distintas fracciones en las que se dividio el material de
partida, de acuerdo a su solubilidad en acido acético y tamafios de tamices empleados.

FI-1 FlI-2 FS
Experiencia Mg % RT
(g) Mgy % Mg, % Mgs %
(g) (8) (g)

1 4,0081 0,8889 22,18 0,1435 3,58 1,9898 49,64 75,40

2 2,0126 0,4872 24,21 0,0553 2,75 1,0334 51,35 78,30

3 2,0111 0,3768 18,74 0,0679 3,38 1,0396 51,69 73,81

X + AX 22+3 3,2:0,4 51+1 76 £2

Igualmente, en la tabla anterior se observa que la fraccion soluble representa un 51 % de la muestra en
estudio. Se esperaria que esta fraccion presentase valores del GDD mas altos que los de las fracciones
insolubles.

6.2. Caracterizacion del quitosano de partida y del material purificado (fraccién soluble)
Determinacion del contenido de humedad y del porcentaje de ceniza

El contenido de humedad y el porcentaje de ceniza son parametros que se evallan usualmente en
muestras de quitosano. El contenido de humedad expresa, en general, el caracter higroscépico o
hidrofilico de la muestra; usualmente, los carbohidratos contienen alrededor de un 10 % de humedad,
que absorben del ambiente, existiendo una relacién directa entre dicho porcentaje y el nimero de los
grupos hidroxilos presentes en sus estructuras. Por su parte, el porcentaje de ceniza es indicativo de la
cantidad de material inorganico presente en la muestra, habiéndose reportado que el contenido de
sales inorgdnicas en exoesqueletos de crustaceos oscila entre el 30 y 55 %, compuestas por carbonato
de calcio en mayor proporcion y en menor proporcién por fosfatos de calcio [5]. En el caso del
quitosano, estos parametros suelen variar dependiendo del material de partida y de la rigurosidad del
método de obtencién [16].

Para la determinacién del contenido de humedad y del porcentaje de ceniza en las muestras de
guitosano inicial, y de la fraccidn soluble, se empled el andlisis gravimétrico por volatilizacién, como se
describio en el apartado 5.3. En la tabla 11 se observa que la humedad para la muestra inicial de
guitosano vy la fraccion soluble obtenida luego del proceso de purificacion resultd ser de 11,7+ 0,4 % y
11,6 + 0,7 %, respectivamente. La similitud de los resultados en ambas muestras se debe a que el
tratamiento realizado al quitosano de partida para liberarlo de las fracciones insolubles no altera su
composicion quimica original de manera significativa, es decir, ambas muestras contienen
practicamente el mismo polisacarido, con mayor (quitosano purificado) o menor (muestra inicial) GDD
y/o porcentaje de entrecruzamiento.

Por otra parte, los porcentajes de ceniza resultaron ser de 3,4 + 0,4 %y 3,8 + 0,3 % para el quitosano de
partida y la fraccion soluble, respectivamente. El aumento del porcentaje de ceniza en la fraccion
soluble resulta algo extrafio pero pudiera ser atribuido a la presencia de acetato de sodio que queda
ocluido cuando se precipita con NaOH el quitosano disuelto en acido acético, durante el tratamiento de
purificacion de dicha fraccion. En relacion al valor obtenido para el porcentaje de ceniza en la muestra
inicial, donada gentilmente por la empresa InnovaQuito CA, la cual fue tratada con HCl durante el
proceso de desmineralizacidon (segin se reporta en su envase de procedencia), éste no difiere
sustancialmente del valor reportado por Colina y cols. 4,48 % para muestras de quitosano de la misma
procedencia y tratados con HCl durante el proceso de desmineralizacion [13]. Similarmente, el
contenido de humedad reportado para dichas muestras fue de 13,16 %, el cual es un valor aproximado
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al encontrado para la muestra inicial analizada en el presente trabajo. Las pequefias diferencias pueden
ser facilmente justificadas por la mayor o menor exposicién de las muestras al ambiente, previo al
proceso de cuantificacién de la humedad, lo cual obviamente incidira en el porcentaje de ceniza que se
obtenga.

Tabla 11: Contenido de humedad y porcentaje de ceniza de la muestra inicial de quitosano y la fraccion soluble.

Experiencia ~  Quitosano de partida Fraccion soluble
% Humedad % Ceniza % Humedad % Ceniza
1 11,2887 3,8767 11,8408 3,5054
2 12,0117 3,1311 10,8082 3,8760
3 11,8227 3,263 12,1302 4,0039
X + AX 11,7+0,4 3,4+04 11,6 £ 0,7 3,8+0,3
Espectroscopia FT-IR

En la figura 13 se muestran los espectros de FT-IR para la muestra inicial de quitosano y sus fracciones
FI-1, FI-2 y FS obtenidas durante el proceso de purificacion. Se puede apreciar que existe gran similitud
entre los espectros de cada una de las muestras.

r\\'* Muestra inicial
] R
J LS

P
Fig. 13: Espectros FT-IR del quitosano de partida y lass fracciones FI-1, FI-2 y FS obtenidas durante el proceso de
purificacion. Las muestras se prepararon como pastillas de KBr.

En la tabla 12 se presenta la asignacion de las principales sefales reportadas para el quitosano en
pastillas de KBr e igualmente las principales sefiales de las diferentes muestras estudiadas en este
trabajo.
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Tabla 12: Asignacidn de las principales sefiales de los espectros FT-IR del quitosano de partida y sus fracciones FlI-1, FI-2
y FS obtenidas durante el proceso de purificacién.

Bandas Muestra Inicial FI-1 FI-2 FS Reportado [16]
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
v (O-H) 3445 3448 3444 3450 3450
v (N-H) 3280 3282 3286 3282 3292
v (C-H) 2920-2872 2920-2874  2920-2872  2920-2872 2919-2862
v (C=0) Amida | 1656 1656 1656 1654 1655
v (-NH,) 1580 1580 1582 1584 1580
v (C-H) 1418 1418 1418 1418 1420
v (C-N) 1322 1320 1322 1322 1313
V,s (C-0-C) 1154 1154 1154 1154 1154
v anillo sacarido 1078-1032 1076-1030  1074-1032  1076-1032 1082-1032
v (C-H) 896 898 898 898 896

v: vibracién de tension; as: asimétrica.
A continuacién se asignan las principales sefales que aparecen en el espectro de la fraccién soluble,
destacandose entre ellas las siguientes:
e En 3450 cm™ la banda correspondiente a la vibracion de tensidn del enlace O-H

e En 3282 cm™ se puede observar la vibracion de tensién del enlace N-H que se encuentra solapada
por la banda del enlace O-H

e Entre 2920y 2872 cm™ aparece la vibracién de tension del enlace C-H

e En 1654 cm™ se observa la vibracién de tensién C=0 de la amida |

e En1584cm™ aparece la vibracidn de flexion del enlace N-H para el grupo —NH,
e En 1418 cm™ se observa la vibracién de deformacion del enlace C-H

e En 1322 cm™ se observa la banda correspondiente a la vibracion de tensién del enlace C-N de la
amida llI

e En1154cm™ aparece la vibracién de tensidn asimétrica del puente glucdsidico C-O-C
e Entre 1076 y 1032 cm™ se observan las vibraciones del esqueleto propias de su estructura
pirandsica
e En 898 cm™ la vibracion de tensién C-H de los grupos anoméricos
Determinacion del grado de desacetilacion

Espectroscopia de FTIR: la espectroscopia infrarroja, ademas de servir para identificar las principales
bandas del polimero en estudio, tiene la potencialidad de permitir la determinacidon del GDD del
guitosano, mediante la relacion entre las absorbancias (A) de una banda de evaluacion (BE) que cambia
de intensidad con el GDD y una banda de referencia (BR) que no lo hace [16]. Como se menciond en el
apartado 5.3, este parametro puede ser determinado mediante los métodos propuestos por
Brugnerotto y cols. asi como por Baxter y cols.
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Utilizando las lineas bases seleccionadas, presentadas en la tabla 13 para todas las muestras (y
mostradas en color azul como ejemplo en el espectro de la fraccién soluble en la figura 14), se obtiene
un valor promedio del GDD, que resulta de aplicar ambos métodos, segln las ecuaciones 12, 13 y 14.

T 120

400

i e LA ! Cm-j' S
Fig. 14: Espectro FT-IR con las sefiales indicadas para determinar el GDD.
Tabla 13: Valores del GDD obtenidos mediante espectroscopia de FT-IR.
Muestras Método Bandas  Abs. Linea base GA GA promedio GDD
(cmhl) Vinc. —Vfin.(cm-l) (%) (%) (%)
1322 19 3755 - 2995
Brugnerotto 1424 19 1710 - 1625 19,7+3,4
Muestra 19,4404 80,6 +0,4
inicial 1656 40 1510 - 1410
Baxter 19,1+0,6
3372 241 1355-1265
1320 21 3750 - 3000
Brugnerotto 25,043,8
1422 18 1710- 1620
FI-1 22,4+3,7 77,6 £3,7
1656 40 1510 - 1400 19,7+
Baxter
3424 234  1350-1260 0,5
1320 16 3750 - 2995
Brugnerotto 24,3+4,9
1424 14 1705 - 1630
FI-2 23,5+1,2 76,5+1,2
1656 33 1510 - 1400 22,6+
Baxter
3370 168  1350-1260 0,8
1322 20 3750 - 3000
Brugnerotto 11,4+2,1
1422 27 1700 - 1630
FS 16,2+6,7 83,816,7
1654 39 1510 - 1400 209+
Baxter !
3370 214 1345 -1270 0,6
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Los resultados de la tabla anterior muestran que el GDD de la fraccidn soluble resulté ser superior 83,8
% al de las fracciones insolubles y al de la muestra inicial, tal como se esperaba. Para la muestra inicial
se obtuvo un valor intermedio del GGD = 80,6 %, el cual puede explicarse porque éste resulta de la
contribucién de las fracciones insolubles (que tienen GDD mas bajos, entre 76,5 y 77,6 %, pero
representan un menor porcentaje p/p de la muestra) y la fraccién soluble (con una GDD mas alto y un
mayor porcentaje p/p en la muestra). Los relativamente altos valores de GDD obtenidos para las
fracciones insolubles indican que la insolubilidad de este material no esta determinada por
entrecruzamientos fisicos originados en interacciones hidrofdbicas de largos segmentos de cadena que
contienen grupos acetamida (como en el caso de la quitina). Por ello, es necesario pensar en otros
tipos de interacciones, especialmente aquellas que derivan de entrecruzamientos quimicos.

Titulacién potenciométrica: los resultados de la titulacién se representan mediante una curva de
titulacion, la cual, en este caso especifico, presenta dos puntos de inflexion (figura 15). Los volumenes
de titulante correspondientes a estos dos puntos de inflexion se obtuvieron graficamente de la primera
derivada de la curva de titulacion (ApH/AV); de la diferencia entre ellos (V, - V1) se pueden obtener los
equivalentes del acido consumido para la protonacién de los grupos amino del quitosano. En el primer
punto de inflexién ocurre la neutralizacién de los protones libres (no asociados como NHs" en la cadena
polimérica) y en el segundo punto de inflexidon ocurre la neutralizacion de los protones totales en la
solucion.

El método potenciométrico se aplicd solamente a la fraccion soluble. Para la determinacién del GDD se
utilizaron las ecuaciones 15 y 16, mostradas en el apartado 5.3; el analisis se realizd por triplicado y los
resultados obtenidos son mostrados en la tabla 14, donde se aprecia que el GDD promedio resultd de
81+1%.

T
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ceeew0eeee Primera derivada
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ce0e00e LR LA ) ©000:0:0:0: 00000 tninnnnn POTTEILAM

o 0-©-0-0-0:0:0:0:0:-9:0°0: 900+
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V (mL) NaOH 0,0553 N

Fig. 15: Curva de valoracidn potenciométrica de la fraccidn soluble de quitosano.
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Tabla 14: Resultados obtenidos de la valoracion potenciométrica para la fraccidn soluble.

Experiencia NnaoH \'A V, m, [NH;'] x10? GDD
(ea/L) (1) (1) (8) (ea/s) (%)
1 0,0553 29,5 41,0 0,1504 4,7860 80,96
2 0,0553 29,5 41,0 0,1512 4,7606 80,53
3 0,0553 29,5 41,5 0,1541 4,8741 82,45
X+ AX 81,3+1,0

Titulacién conductimétrica: al igual que en el método anterior, una solucién de quitosano en exceso de
HCI se valora con NaOH estandarizado, pero en este caso se va midiendo la conductividad de la
solucién titulada (figura 16). Inicialmente, la neutralizaciéon del exceso de acido (protones libres
presentes en la solucidn) se manifiesta como una disminucidon pronunciada y casi lineal de la
conductividad de la solucion, hasta llegar a un punto donde la disminucion de la conductividad se hace
menos pronunciada y que corresponde a la zona donde se neutralizan los protones asociados a los
grupos amino del quitosano; finalmente, luego de alcanzarse un valor minimo en la zona anterior,
comienza una zona de conductividad pronunciadamente ascendente que corresponde a la conduc-

tividad asociada al exceso de grupos OH™ que se va afiadiendo.

L

Conductividad (puSs)

L=
v,

Fig. 16: Curva de valoracién conductimétrica de la fraccion soluble de quitosano.

y=-00137x+29319

R*=09720
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Los puntos de neutralizacion se calculan por interseccion de las rectas obtenidas y a partir de ellos se
obtienen los volumenes de titulante que neutralizan los protones libres (V1) y los protones totales (V2);
la diferencia entre estos volumenes corresponde al volumen de NaOH requerido para neutralizar los
protones asociados a los grupos amino protonados del quitosano [16]. El GDD se determina mediante
las ecuaciones 15 y 16 mostradas en el apartado 5.3. El analisis se realizé por triplicado y los
resultados son mostrados en la tabla 15, obteniéndose por este método un valor promedio para el
GDD=80,5%1,3 %.

Tabla 15: Resultados de la determinacidn conductimétrica del GDD para la fraccidon soluble de quitosano.

Experiencia NiaoH V, V, m, [NH;*] x10® GDD
(eq/L) (1) (1) (g) (ea/g) (%)
1 0,0548 11,0 22,75 0,1504 4,8458 81,97
2 0,0548 11,5 23,0 0,1518 4,6989 79,48
3 0,0548 11,5 23,0 0,1507 4,7332 80,06
X+ AX 80,5+1,3

En la figura 17 se presenta la reaccion de neutralizacidon acido/base asociada a los procesos de la
titulacion potenciométrica y conductimétrica mientras que en la tabla 16 se comparan los resultados
del GDD obtenidos mediante los tres métodos utilizados, espectroscopia FT-IR, titulacidn potenciomé-
trica y conductimétrica, para el analisis de la fraccidn soluble resultante del proceso de purificacion
aplicado. Se puede apreciar que los valores obtenidos mediante los tres métodos aplicados son
bastantes similares.

HOH

+ HClexe + NaOH ==t ] + Hz0 + Nacl

b

n CHs -

Fig. 17: Ecuacion para la reaccidn de titulacién potenciométrica y conductimétrica del quitosano disuelto en exceso de
acido con NaOH.

Tabla 16: Comparacién de los resultados obtenidos para el GDD por espectroscopia IR y titulaciédn potenciométrica.

GDD (%)
FT-IR Potenciometria Conductimetria
83,8+6,7 81,3+£1,0 80,5+1,3

Determinacion del peso molecular viscosimétrico

Los valores experimentales promedios de los tiempos de elucién del polimero en estudio se
transforman en valores de viscosidad relativa (), viscosidad especifica (nsp), viscosidad reducida (1req)
y viscosidad inherente (ninn) segun las ecuaciones 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Los resultados de dicha
transformacion para cada una de las concentraciones de trabajo, se muestran en la tabla 17.
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La determinacién de la viscosidad intrinseca se realizd mediante un procedimiento grafico que hace
uso de la ecuacidon de Huggins o la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada. La figura 18 muestra el
grafico de la viscosidad reducida e inherente en funcién de la concentracion del polimero, usando los
datos obtenidos para la primera de las tres réplicas que se realizaron. De esta manera se determina la
viscosidad intrinseca como el intercepto en el eje “y” de la recta que surge de graficar 1, (0 Minh) V5. Cp.

Tabla 17: Tiempos de caida del buffer y las soluciones de la fraccidn soluble durante las mediciones viscosimétricas.

Soluciones Tiempo de elucién (o N Mo Mred Ninh
(S)
Buffer 62,28 0,0000 0,00 0,00 0,00 0,00
Sol. 1 140,31 0,1775 2,25 1,15 7,06 4,58
Sol. 2 122,02 0,1420 1,96 0,96 6,75 4,74
Exp.1 Sol. 3 109,48 0,1183 1,76 0,76 6,40 4,77
Sol. 4 97,44 0,0926 1,56 0,56 6,09 4,83
Sol. 5 88,21 0,0710 1,42 0,42 5,86 4,90
Sol. 1 139,39 0,1775 2,24 1,24 6,97 4,54
Sol. 2 121,89 0,1420 1,96 0,96 6,74 4,73
Exp.2 Sol. 3 108,88 0,1183 1,75 0,75 6,32 4,72
Sol. 4 98,15 0,0926 1,58 0,58 6,22 4,91
Sol. 5 89,48 0,0710 1,44 0,44 6,15 5,10
Sol. 1 140,59 0,1775 2,26 1,26 7,08 4,59
Sol. 2 122,19 0,1420 1,96 0,96 6,77 4,75
Exp.3 Sol. 3 110,85 0,1183 1,78 0,78 6,59 4,87
Sol. 4 97,86 0,0926 1,57 0,57 6,17 4,88
Sol. 5 88,58 0,0710 1,42 0,42 5,95 4,96
nVsC,
7,5 y=11,551x + 5,0451
n R?=0,9929
7,0 @
6,5 o
60 — e -
5,5
5,0
4,5
y =-2,8944x + 5,1105
R?=0,9687
4,0
@ Reducida
3,5 Olnherente
3,0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2

%

Fig. 18: Grafico de n, y Ninn Vs ¢, para las soluciones de la fraccidn soluble del quitosano en el buffer acetato de
sodio/acido acético.
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El valor de [n] se obtiene como el promedio de los interceptos obtenidos de ambas rectas. El peso
molecular promedio viscoso de la muestra se calcula mediante la ecuacion de Mark-Houwink-
Sakurada (ecuacion 8), utilizando los valores de [n] obtenidos y las constantes ay K reportadas
[16], las cuales dependen del sistema polimero/disolvente y de la temperatura a la cual se realizan
las medidas. En la tabla 18 se presentan los resultados obtenidos de las tres experiencias realizadas
asi como el valor del peso molecular promedio viscoso que resulté ser de 116.479,13 g/mol.

Tabla 18: Valores de M, obtenidos para la fraccidn soluble de quitosano por el método viscosimétrico.

Experiencia n (o4 Kx10° M, (kDa)

1 5,08 111,6741

2 5,44 0,76 74 122,2597

3 5,21 115,5036
Promedio 1165

6.3. Preparacion, purificacion y caracterizacion del oleato de sodio

Previo a la preparacion del OS se realizaron valoraciones potenciométricas del acido oleico disuelto en
NaOH con HCI, con la finalidad de determinar la cantidad de NaOH necesaria para la formaciéon
estequiométrica de la sal. En la figura 19 se muestra una titulacion potenciométrica tipica obtenida
para este sistema (formalmente una retrotitulacion); en ella se observan dos puntos de inflexion bien
definidos: el primero alrededor de pH; = 11, corresponde a la neutralizacidn de los grupos OH en exce-
so, mientras que el segundo, a un valor de pH, aproximado de 4, corresponde a la neutralizacién de
todos los grupos OH presentes. La diferencia entre los voliumenes de titulante correspondientes a
estos puntos de inflexion (V, — V;) provee los equivalentes de HCl necesario para neutralizar los grupos
OH que neutralizaban una cantidad equivalente de acido oleico. Los datos detallados de la titulacion se

muestran en la tabla 19. Con base en estos resultados se prepard el OS en una mayor proporcion (tabla
20).

13
:g_ ----e---- Primera derivada
8
3
©-B-9_.o. .8-6-o-0 e--0--0- -B-B-g-0 z"\""n,--c"o
'-0-.@_“ "’0_4, - B S 6--0--0--0 - -~e-.,--e\' /
0 “\g / 4 6 8 \10 ¢ 12
2 g \ i
Vi, 0,0923N (mL) Vo
7 ¥
¥
-12

Fig. 19: Curva de titulacidon potenciométrica para la neutralizacidon con HCl del acido oleico () y su primera derivada (o).
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Tabla 19: Resultados obtenidos en la retrotitulacién potenciométrica del dcido oleico con HCI 0,0923 N.

Experiencia Mac. oleico V, V, Vua(0,0923N)
(8) (mL) (mL) (ea/L)
1 0,2027 2,25 10,25 8,00
2 0,2049 2,00 10,25 8,25
3 0,2019 2,25 10,50 8,25
X+ AX 0,203 + 0,002 2,17+ 0,14 10,33 +0,14 8,17 +0,14

Tabla 20: Cantidades usadas en la preparacion del oleato de sodio.

Mac. oleico vNaOH 0:097N Myjeato de sodio
(g) (eq/L) (g)
6,0617 243,7 6,0739

El acido oleico utilizado para la obtencién del oleato de sodio fue caracterizado por espectroscopia FT-
IR. En el espectro obtenido (figura 20) puede apreciarse que la seial de tension del enlace O-H es
bastante amplia (entre 3400 y 2400 cm™) y solapa parcialmente las absorciones tipicas del enlace C-H
[39]; la vibracidn de tension del enlace C-Hs,, se muestra en 3000 cm’l; la vibraciones de tension C-Hsgs
para el metilo y el metileno se observan en 2926 y 2853 cm’’, respectivamente. En 1713 cm™ aparece
una sefial intensa correspondiente al estiramiento del carbonilo C=0; se observa una sefial en 1464 cm™
correspondiente a la vibracion de deformacién del enlace C-H; en 1414 cm™ se tiene la vibracion de
flexion fuera del plano del enlace O-H; ademads se observa una sefial en 1287 cm* relacionada a la
vibracion de tension del enlace C-O. También se aprecia una banda ancha de torsion fuera del plano del
carboxilo en 935 cm™ y una sefial en 722 cm™ correspondiente a la vibracién del enlace C-Hsp3 para el
metileno de la cadena hidrocarbonada. La figura 21 permite apreciar que el espectro descrito es similar
al reportado para el acido oleico [40]. En la tabla 21 se muestran las longitudes de onda experimentales
y reportadas para el acido oleico.

& N L
ﬂ ﬂ w f
\ / w| C-Hygs

OH |+ | G
| lr =
| .| c0
CH *___‘I"| y 4
spd C-H 0-H
M C-H,,;(metilenc) 0

C-H,ps(metilo]* J C=0 |+ H:,"\/WW
2000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1300 em! 400
Fig. 20: Espectro FT-IR del 4cido oleico utilizado para la obtencién del oleato de sodio.
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Fig. 21: Espectro FT-IR reportado para el acido oleico [40].
Tabla 21: Asignacion de las principales sefales del espectro FT-IR para el dcido oleico.
Bandas Descripcion Acido oleico preparado  Acido oleico reportado [40]
(cm™) (cm™)
(O-H) Vibracién de tensidn 3000-2000 3000-2200
(C-H)sp2 Vibracion de tensién 3000 3007
simétrica
(C-H),p3 (metilo) Vibracién de tensidn 2926 2927
(C-H),p3 (metileno) Vibracion de tensién 2853 2855
(C=0) Vibracién de tensidn 1713 1711
(C-H) Vibracion de 1464 1467
deformacién
(O-H) Vibracién de flexion 1414 1413
fuera del plano
(C-0) Vibracion de tensién 1287 1285
(C=0) Vibracién de flexion 935 938
fuera del plano
(C-H)sp3 (metileno) Vibracion de flexién 722 720

fuera del plano

Al igual que el acido oleico, el OS obtenido fue caracterizado por espectroscopia FT-IR, observandose
en su espectro IR (figura 22) las siguiente sefiales caracteristicas: la vibracidon de tension del enlace C-
Hsp2 Se muestra en 3002 cm'l; la vibracion de tension C-Hqps para el metilo y el metileno se observan en
2923 y 2853 cm, respectivamente; una sefial fuerte en 1557cm™ caracteristica del estiramiento del
enlace C=0.y en 1452 cm™ se observa la sefial correspondiente a la vibracidn de deformacién del C-H.
El espectro obtenido muestra gran similitud con el reportado para el OS [40] (figura 23). En la tabla 22
se muestran las longitudes de onda para las principales sefiales que aparecen en el espectro de la
muestra de OS usada en este trabajo asi como también las reportadas.
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Fig. 22: Espectro FT-IR del oleato de sodio obtenido.
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Fig. 23: Espectro FT-IR reportado para el oleato de sodio.
Tabla 22: Asignacion de las principales sefiales del espectro FT-IR para el oleato de sodio.
Bandas Descrincion oS prepilrado (o} report_aldo [11]
(cm™) (cm™)
(C-H)sp2 Vibracion de tensidn simétrica 3002 3010
(C-H)sp3 (metilo) Vibracién de tension 2923 2922
(C-H)sp3 (metileno) Vibracion de tension 2853 2851
(C=0) Vibracién de tension 1557 1561
(C-H) Vibracion de deformacion 1452 1453
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6.4. Preparacion y caracterizacidon de complejos de quitosano con oleato de sodio

Debido a su condicién de polielectrolito, en condiciones acidas, el quitosano es capaz de formar
complejos electrostaticos con un surfactante de carga opuesta, como por ejemplo el OS. En este caso,
el proceso de formacién de los complejos ocurre en primera instancia mediante la protonacion de los
grupos amino del quitosano en medio acido (figura 24, paso a) y luego, al afadir el OS a la solucién de
quitosano, se forma el complejo entre el polielectrolito catiénico (quitosano protonado) y el anién
oleato (figura 24, parte b) debido a la interaccion idnica entre los dos grupos cargados opuestamente.
El grado de sustituciéon de los aniones CI' en el quitosano protonado por parte del anidn oleato
depende, entre otros factores, de la concentracidn del oleato afiadida.
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Fig. 24: Formacion del complejo polielectrolito/surfactante mediante la interaccion electrostatica entre el policatiéon
quitosano protonado y los aniones oleato [38].

En la figura 25 se aprecian los espectros de FT-IR de los complejos quitosano/OS para diferentes
porcentajes de sustitucién del OS. En todos ellos se puede observar la banda correspondiente a la
vibracién de tension del enlace O-H en 3400 cm™ aproximadamente, indicando que estos grupos
continuan inalterados como en el quitosano de partida; la vibracidon de tension C-Hsp,, C-Hsps para el
metilo y el metileno se muestran en 3000, 2926 y 2855 cm? respectivamente; la intensidad de estas
sefiales van aumentando en la medida que aumenta el porcentaje de sustitucidn con el 0S. A 1650 cm™
aproximadamente se aprecia la vibracién de tensién del enlace C=0 de la amida | del quitosano, donde
se observa que a medida que se aumenta la concentracién de OS esta banda va disminuyendo;
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alrededor de 1550 cm™ se observa una sefial caracteristica del estiramiento del enlace C=0 del oleato
de sodio (ausente en el espectro de quitosano no sustituido), como es de esperarse, esta sefial va
aumentando a medida que se incrementa la concentracién de OS; en 1460 cm™ se observa una sefial
correspondiente a la vibracion de deformacion del enlace C-H que también aumenta a medida que se
incrementa la concentracion de OS. En la tabla 23 se muestran las longitudes de onda para las
principales sefiales que aparecen en el espectro de los complejos de quitosano/OS.

Por otra parte, es importante seialar que en los espectros de los complejos también aparece, con
mayor o menor intensidad, una sefial aguda en 1710 cm™. Esta sefial corresponde al estiramiento del
carbonilo C=0 para el acido oleico, lo que apunta a que en estas reacciones parte de OS precipita en su
forma acida al mezclarse con la solucion de quitosano en medio acido. Probablemente esta
precipitacion ocurre debido a problemas de homogeneizacién cuando se mezclan los dos reactivos.
Esta banda es especialmente pronunciada en el caso del complejo quitosano/40 % OS.

pH final
(=) 226
T ; ¥
i ' 3,14
\ o~ (<) ™ 468
N () 5,83
(@) 6,53
() 7,22
7,97
(=)
(h) 8,33
1
M i 8,72
L o [C=0 .ria ]
.
crm 2

Fig. 25: Espectro FT-IR de los complejos de quitosano/OS: (a) OS 0 %, (b) OS 20 %, (c) OS 40 %, (d) OS 60 %, (e) OS 80 %,
(f) OS 100 %, (g) OS 120 %, (h) OS 140 %, (i) OS 160 %. Tomados en pastillas de KBr. Los valores de pH final se refieren
al valor del pH de la solucidn que se forma luego de mezclar las soluciones de oleato de sodio, quitosano y agua.

Tabla 23: Asignacion de las principales sefiales del espectro FT-IR para los complejos quitosano/OS.

Bandas Descripcion Complejos quitosano/0S (cm™)
(O-H) Vibracién de tensién 3400
(C-H)sp2 Vibracién de tensidn simétrica 3000
(C-H)sps(metilo) Vibracién de tensién 2926
(C-H)sp3 (metileno) Vibracién de tensién 2855
(C=0) ac. oleico precipitado Vibracién de tensién 1710
(C=0) amida | Vibracién de tension 1650
(C=0) oleato Vibracién de tension 1550
(C-H) Vibracién de deformacion 1460
(C-0-C) Tension asimétrica del puente glucdsidico 1150
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La figura 26 presenta una ampliacion de los espectros obtenidos de los complejos quitosano/OS en un
intervalo comprendido entre 1800 a 800 cm™, permitiendo la apreciacidn de las bandas anteriormente
descritas de manera mas clara.
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Fig. 26: Espectro FT-IR entre 1800 a 800 cm™ de los complejos de quitosano/0S: (a) OS 0 %, (b) OS 20 %, (c) OS 40 %,
(d) OS 60 %, (e) OS 80 %, (f) OS 100 %, (g) OS 120 %, (h) OS 140 %, (i) OS 160 %.

Debido a la precipitacidon del acido oleico durante la preparacion de los policomplejos mediante el
método propuesto anteriormente (que ocurre aparentemente al azar), se decidié controlar en un valor
similar el pH final de los sistemas ensayados. En este caso se mezclé primeramente la cantidad de OS y
el agua desionizada para cada complejo, segun la tabla 9, luego se afiadio la cantidad respectiva de la
solucion de quitosano con agitacién constante hasta un volumen final de 10 mL, luego de lo cual se
controlé el pH de cada sistema a 4,80 aproximadamente, siguiendo posteriormente el procedimiento
descrito anteriormente, es decir, se centrifugd y se realizaron lavados con agua desionizada hasta
obtener los complejos secos.

Este procedimiento se realizd para tratar de obtener los complejos con una mayor pureza; sin
embargo, en los espectros FT-IR que se muestran a continuacién (figuras 27 y 28) se logra observar
nuevamente la sefial en 1710 cm™ correspondiente al estiramiento del carbonilo C=0 para el acido
oleico, es decir, la precipitacion del dcido oleico sigue ocurriendo.
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Fig. 27: Espectro FT-IR de los complejos de quitosano/0OS: (a) OS 0 %, (b) OS 20 %, (c) OS 40 %, (d) OS 60 %, (e) OS 80 %,

(f) OS 100 %, (g) OS 120 %, (h) OS 140 % controlando el pH. Los valores de pH final se refieren al valor del pH de la
solucién que se forma luego de mezclar las soluciones de oleato de sodio, quitosano y agua.
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Fig. 28: Espectro FT-IR entre 1800 a 800 cm™ de los complejos de quitosano/0S: (a) OS 0 %, (b) OS 20 %, (c) OS 40 %,
(d) OS 60 %, (e) OS 80 %, (f) OS 100 %, (g) OS 120 %, (h) OS 140 % controlando el pH.

En tal sentido, para obtener estos policomplejos de quitosano OS con una mayor pureza es preciso
continuar investigando las condiciones en las cuales el proceso de precipitacién del acido oleico pueda
ser minimizado; sin embargo, resulta estimulante notar que en la preparacion del policomplejo
sustituido a 60 % la sefial a 1710 cm™ es muy pequefia mientras que la sefial del oleato a 1550 cm*
resultd mas aguda y mas cercana a la de oleato original, indicando que en estas condiciones se pudo
obtener un policomplejo de mayor pureza que en los otros casos.
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7. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se han alcanzado en el presente trabajo de investigacion son las
siguientes:

Mediante un tratamiento de purificaciéon del quitosano nacional (Innovaquito), basado en la
solubilidad de este material en acido acético acuoso, se cuantificd la composicion del material
de partida en sus distintas fracciones, soluble e insoluble en acido acético, resultando éstas de
alrededor de 51y 25 %, respectivamente, con respecto a la muestra inicial.

La fraccidon soluble obtenida en este proceso de purificacion fue caracterizada en relacién a su
contenido de humedad (11,6 %), porcentaje de cenizas (3,8 %), GDD mediante las técnicas de
espectroscopia FT-IR, titulaciéon potenciométrica y titulacién conductimétrica, resultando
valores cercanos entre cada una de ellas: 83,8 %, 81,3 % y 80,5 %, respectivamente.
Igualmente, se determind para esta fraccion el peso molecular promedio viscoso, obteniéndose
un valor de alrededor de 116.000 g/mol.

Con la fraccidn soluble obtenida del quitosano nacional se ensayaron dos métodos para la
preparacion de complejos polielectrolitos usando oleato de sodio (OS), empleando distintas
proporciones de éste ultimo, para tratar de preparar este tipo de materiales con una buena
pureza; sin embargo, la precipitacion del acido oleico durante la mezcla de los reactivos parece
ser una limitante del proceso debido a que dicha reaccidn aparece incluso cuando se controla el
pH final de la mezcla.
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8. RECOMENDACIONES

En aras de lograr un mayor porcentaje de recuperacion de la fraccion soluble presente en el
quitosano de partida seria conveniente probar con métodos de filtracion a presién (o por
succion) a los fines de tratar de extraer la mayor cantidad posible de dicha fraccion. Este es uno
de los pasos mas lentos en el proceso y su aceleracién podria incidir positivamente tanto en la
rapidez del método como en el rendimiento del producto buscado.

Es necesario continuar ensayando condiciones experimentales para lograr minimizar la
precipitacion del acido oleico durante la preparacion de los policomplejos quitosado/oleato de
sodio. En tal sentido seria conveniente plantear un disefio experimental que permita realizar
estos estudios de manera sistematica para su optimizacion.

En vista de las limitaciones actuales, en cuanto a equipos se refiere, del Laboratorio y del pais
en general, queda pendiente realizar los estudios de reologia con los policomplejos de
quitosano/oleato de sodio, los cuales pudieran aportar informacion valiosa en relacién a su
potencial aplicacién en la recuperacién mejorada del crudo, debido a que éstos podrian
aumentar la viscosidad de un medio acuoso determinado en funcién de su concentracion, en el
caso de lograrse un ensamblaje supramolecular apropiado.
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APENDICES
Tabla A-1: Datos obtenidos para la determinacidn del porcentaje de ceniza del quitosano de partida y de la fraccidn soluble.
Muestra Masa + 0,0001 (g)
Experiencia Crisol vacio Muestra Crisol + Crisol + % Cenizas
Quitosano muestra cenizas
de partida 1 20,8193 0,1006 20,9199 20,8232 3,8767
2 21,4465 0,1022 21,5487 21,4497 3,1311
3 28,2341 0,1042 28,3383 28,2375 3,2629
X+ AX 3404
1 28,7665 0,1027 28,8692 28,7701 3,5053
Fraccion 2 34,8963 0,1032 34,9995 34,9003 3,8759
soluble 3 29,9111 0,1024 30,0135 29,9152 4,0039
X+ AX 3,8%0,3

Tabla A-2: Datos obtenidos para la determinacion del contenido de humedad del quitosano de partida y de la fraccién soluble.

Muestra Masa + 0,0001 (g)
Experiencia Crisol + Muestra  Crisol + Crisol + muestra % Humead
Quitosano tapa muestra desecada
de partida 1 38,4121 0,1001 38,5122 38,5009 11,28871129
2 37,1093 0,1024 37,2117 37,1994 12,01171875
3 45,8387 0,1015 45,9402 45,9282 11,8226601
X + AX 11,7+0,4
1 44,4969 0,1005 44,5974 44,5855 11,84079602
fraccion 2 51,1259  0,1027 51,2286 51,2175 10,80817916
soluble 3 47,914  0,1014 48,0154 48,0031 12,13017751
Xt AX 11,6 £ 0,7
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Tabla A-3: Datos obtenidos de la titulacién potenciométrica para la determinacién del GDD.

VnaoH pH pH pH pH VnaoH pH pH pH pH
(mL) Titulacion 1 Titulaciéon 2 Titulacion3 Promedio (mL) Titulacion1 Titulacion 2 Titulacion3 Promedio
0 1,05 1,04 1,03 1,04 29,5 2,35 3,76 3,07 3,06
1 1,06 1,05 1,03 1,05 30 2,43 4,32 3,68 3,48
2 1,08 1,06 1,04 1,06 30,5 2,56 4,76 4,31 3,88
3 1,09 1,08 1,04 1,07 31 2,71 4,98 4,71 4,13
4 1,11 1,08 1,05 1,08 31,5 2,94 5,2 4,95 4,36
5 1,13 1,11 1,08 1,11 32 3,37 5,38 5,15 4,63
6 1,16 1,14 1,1 1,13 32,5 4,02 5,51 5,28 4,94
7 1,18 1,16 1,13 1,16 33 4,49 5,65 5,47 5,20
8 1,22 1,19 1,15 1,19 33,5 4,83 5,72 5,62 5,39
9 1,24 1,22 1,18 1,21 34 5,06 5,91 5,73 5,57
10 1,27 1,26 1,21 1,25 34,5 5,27 6,03 5,81 5,70
11 1,31 1,29 1,24 1,28 35 5,38 6,11 5,92 5,80
12 1,35 1,33 1,28 1,32 35,5 5,52 6,23 6,03 5,93
13 1,38 1,36 1,32 1,35 36 5,68 6,3 6,12 6,03
14 1,42 1,41 1,36 1,40 36,5 5,8 6,44 6,23 6,16
15 1,46 1,44 1,41 1,44 37 5,94 6,51 6,28 6,24
16 1,48 1,48 1,43 1,46 37,5 6,06 6,55 6,34 6,32
17 1,5 1,53 1,48 1,50 38 6,22 6,62 6,47 6,44
18 1,53 1,58 1,53 1,55 38,5 6,42 6,73 6,54 6,56
19 1,55 1,63 1,58 1,59 39 6,51 6,79 6,6 6,63
20 1,57 1,69 1,63 1,63 39,5 6,67 6,9 6,68 6,75
20,5 1,59 1,73 1,67 1,66 40 6,82 7,03 6,77 6,87
21 1,61 1,76 1,69 1,69 40,5 7,08 7,44 6,88 7,13
21,5 1,64 1,79 1,72 1,72 41 7,66 8,14 7,08 7,63
22 1,67 1,82 1,76 1,75 41,5 10,26 10,73 8,03 9,67
22,5 1,69 1,85 1,79 1,78 42 10,89 11,08 9,97 10,65
23 1,72 1,89 1,82 1,81 42,5 11,18 11,28 10,76 11,07
23,5 1,75 1,94 1,87 1,85 43 11,33 11,4 11,05 11,26
24 1,78 1,99 1,92 1,90 43,5 11,44 11,51 11,23 11,39
24,5 1,82 2,04 1,95 1,94 44 11,52 11,58 11,36 11,49
25 1,85 2,09 2 1,98 44,5 11,6 11,65 11,47 11,57
25,5 1,89 2,16 2,06 2,04 45 11,66 11,7 11,54 11,63
26 1,93 2,22 2,12 2,09 46 11,75 11,79 11,66 11,73
26,5 1,96 2,3 2,18 2,15 47 11,83 11,87 11,76 11,82
27 2,01 2,4 2,26 2,22 48 11,9 11,93 11,83 11,89
27,5 2,06 2,51 2,36 2,31 49 11,96 11,99 11,89 11,95
28 2,12 2,63 2,47 2,41 50 12,01 12,03 11,94 11,99
28,5 2,18 2,83 2,6 2,54 55 12,15 12,16 12,09 12,13
29 2,26 3,14 2,78 2,73 60 12,26 12,27 12,21 12,25
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Tabla A-4: Datos obtenidos de la titulacién conductimétrica para la determinacién del GDD.

Vnaok us us us us Vnaok us us us us
(mL) Titulacion 1 Titulacién 2 Titulacion3 Promedio (mL) Titulacion1 Titulacion 2 Titulacion 3 Promedio
0 9,33 9,38 9,32 9,34 15,6 2,75 2,75 2,73 2,74
0,4 8,97 8,96 8,93 8,95 16 2,74 2,74 2,72 2,73
0,8 8,47 8,45 8,45 8,46 16,4 2,74 2,76 2,71 2,74
1,2 8,27 8,32 8,22 8,27 16,8 2,73 2,75 2,7 2,73
1,6 7,94 7,95 7,95 7,95 17,2 2,72 2,73 2,7 2,72
2 7,79 7,78 7,81 7,79 17,6 2,7 2,71 2,69 2,70
2,4 7,61 7,61 7,56 7,59 18 2,7 2,7 2,69 2,70
2,8 7,4 7,41 7,37 7,39 18,4 2,7 2,7 2,68 2,69
3,2 7,16 7,19 7,14 7,16 18,8 2,69 2,69 2,68 2,69
3,6 6,95 6,94 6,9 6,93 19,2 2,68 2,68 2,67 2,68
4 6,61 6,65 6,62 6,63 19,6 2,68 2,69 2,66 2,68
4,4 6,42 6,43 6,38 6,41 20 2,67 2,69 2,65 2,67
4,8 6,1 6,12 6,11 6,11 20,4 2,66 2,66 2,64 2,65
5,2 5,97 5,95 5,9 5,94 20,8 2,65 2,65 2,63 2,64
5,6 5,67 5,68 5,64 5,66 21,2 2,64 2,64 2,63 2,64
6 5,45 5,45 5,39 5,43 21,6 2,63 2,64 2,63 2,63
6,4 5,15 5,19 5,16 5,17 22 2,63 2,65 2,63 2,64
6,8 4,92 4,96 4,92 4,93 22,4 2,62 2,64 2,63 2,63
7,2 4,75 4,76 4,72 4,74 22,8 2,62 2,64 2,63 2,63
7,6 4,5 4,51 4,53 4,51 23,2 2,62 2,64 2,67 2,64
8 4,28 4,3 4,32 4,30 23,6 2,69 2,68 2,72 2,70
8,4 4,15 4,12 4,12 4,13 24 2,74 2,7 2,76 2,73
8,8 3,92 3,96 3,97 3,95 244 2,82 2,76 2,82 2,80
9,2 3,75 3,74 3,76 3,75 24,8 2,89 2,85 2,88 2,87
9,6 3,51 3,52 3,55 3,53 25,2 2,9 2,9 2,91 2,90
10 3,38 3,39 3,36 3,38 25,6 2,97 2,98 2,98 2,98
10,4 3,21 3,22 3,18 3,20 26 3,04 3,05 3,03 3,04
10,8 3,02 3,07 3,00 3,03 26,4 3,08 3,1 3,07 3,08
11,2 2,81 2,85 2,85 2,84 26,8 3,15 3,16 3,13 3,15
11,6 2,8 2,82 2,77 2,80 27,2 3,19 3,2 3,16 3,18
12 2,75 2,74 2,75 2,75 27,6 3,24 3,25 3,23 3,24
12,4 2,75 2,74 2,75 2,75 28 3,29 3,31 3,28 3,29
12,8 2,75 2,76 2,75 2,75 28,4 3,33 3,35 3,32 3,33
13,2 2,75 2,74 2,75 2,75 28,8 3,37 3,39 3,36 3,37
13,6 2,75 2,75 2,75 2,75 29,2 3,41 3,44 3,41 3,42
14 2,75 2,75 2,75 2,75 29,6 3,46 3,49 3,45 3,47
14,4 2,75 2,74 2,74 2,74 30 3,51 3,52 3,51 3,51
14,8 2,74 2,74 2,73 2,74 30,4 3,55 3,56 3,55 3,55
15,2 2,74 2,74 2,73 2,74 30,8 3,63 3,61 3,61 3,62
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Tabla A-5: Datos obtenidos de la titulacién potenciométrica para la neutralizacién del acido oleico.

Vi pH pH pH Vi pH pH pH
(mL) Titulacion 1  Titulacion 2  Titulacién 3 (mL) Titulacion 1  Titulacion 2  Titulacion 1
0 12,42 12,51 12,45 6,25 7,96 7,90 7,94
0,25 12,38 12,49 12,36 6,5 7,87 7,84 7,90
0,5 12,35 12,38 12,36 6,75 7,78 7,80 7,81
0,75 12,29 12,31 12,31 7 7,7 7,75 7,74
1 12,2 12,24 12,24 7,25 7,59 7,60 7,58
1,25 12,09 12,12 12,11 7,5 7,47 7,45 7,45
1,5 11,95 12,01 11,98 7,75 7,35 7,32 7,33
1,75 11,75 11,72 11,69 8 7,24 7,26 7,22
2 11,42 11,40 11,45 8,25 7,16 7,17 7,14
2,25 10,97 11,01 10,94 8,5 7,07 7,10 7,05
2,5 10,39 10,38 10,42 8,75 6,95 6,96 6,94
2,75 10,11 10,14 10,09 9 6,85 6,83 6,85
3 9,91 9,90 9,90 9,25 6,72 6,71 6,71
3,25 9,74 9,79 9,75 9,5 6,58 6,55 6,52
3,5 9,67 9,64 9,62 9,75 6,47 6,42 6,42
3,75 9,59 9,55 9,57 10 6,21 6,22 6,20
4 9,48 9,43 9,46 10,25 5,3 5,37 5,32
4,25 9,38 9,35 9,40 10,5 3,03 3,20 3,07
4,5 9,24 9,25 9,27 10,75 2,78 3,01 2,74
4,75 9,09 9,12 9,14 11 2,75 2,87 2,72
5 8,95 8,92 8,92 11,25 2,75 2,85 2,71
5,25 8,75 8,73 8,72 11,5 2,71 2,83 2,70
5,5 8,52 8,50 8,49 11,75 2,62 2,80 2,65
5,75 8,34 8,39 8,35 12 2,55 2,78 2,57
6 8,18 8,21 8,21
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Tabla A-6: Tiempos de elucidn de las soluciones durante la determinacién del peso molecular viscosimétrico de la fraccién

soluble del quitosano.

Experiencia [Quitosano]

Tiempos de elucion (s)

(g/dL) 1 2 3 4 5 Promedios
0 Buffer 62,46 62,25 62,27 62,26 62,17 62,28
Sol. 1 140,49 140,28 140,47 140,39 139,91 140,31
Sol. 2 122,18 122,21 121,97 121,90 121,83 122,02
1 Sol. 3 109,63 109,45 109,38 109,51 109,41 109,48
Sol. 4 97,38 97,32 97,61 97,49 97,39 97,44
Sol. 5 88,14 88,21 88,29 88,22 88,19 88,21
Sol. 1 139,63 139,23 139,43 139,37 139,28 139,39
Sol. 2 122,06 121,78 121,81 121,78 122,02 121,89
Sol. 3 108,84 108,69 108,91 108,97 109,00 108,88
2 Sol. 4 98,13 98,15 98,21 98,12 98,15 98,15
Sol. 5 89,61 89,42 89,51 89,47 89,41 89,48
Sol. 1 138,98 140,20 141,14 140,59 142,04 140,59
Sol. 2 121,93 122,93 121,80 121,78 122,51 122,19
Sol. 3 112,03 110,22 111,24 110,30 110,48 110,85
3 Sol. 4 97,53 97,79 98,38 97,84 97,74 97,86
Sol. 5 88,43 88,08 89,11 88,87 88,39 88,58
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