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Resumen

El objetivo de este estudio fue conocer la influencia de los acidos acético, férmico y lactico en las
caracteristicas fisico-quimicas de peliculas de quitosano. Para el efecto se realizaron los tratamientos de
desmineralizacion, desproteinizacién y despigmentacion de desechos de cangrejo rojo (Ucides Occidentalis
Ortmam) para obtener quitina, la cual fue desacetilada con hidroxido de sodio 50 % p/v para obtener quitosano.
Este quitosano fue caracterizado por las técnicas de espectroscopia de absorcién de infrarrojos y titulacion
potenciométrica, obteniendo valores de grado de desacetilacion promedio de 67.0 % y 62.7 % respectivamente. Se
determind el peso molecular por el método viscosimétrico con un valor promedio de 1.26*10° g/mol del polimero.
Para formar peliculas transparentes, se utilizaron soluciones 5% v/v de &cido férmico, acido acético y acido
lactico. Las peliculas presentaron mayor resistencia tensil al ser tratadas con acido acético y acido lactico. Por
espectroscopia de infrarrojos se logré apreciar las bandas caracteristicas de las peliculas de quitosano,
demostrando que la parte estructural quimica tiene ligeras variaciones dependiendo del &cido utilizado para su
formacion.

Palabras clave: Grado de desacetilacién, quitina, quitosano, pelicula, cangrejo rojo.

Abstract

The purpose of this work was to determine the effect on the properties of chitosan films when acetic acid, formic
acid and lactic acid were used. In order to obtain chitin from scrap of red crabs (Ucides occidentalis ortman),
treatments such as demineralization, depigmentation and deproteination were performed. Subsequently the chitin
was desacetyled with sodium-hydroxide 50% w/v to obtain chitosan. The obtained chitosan was characterized by
both techniques, infrared spectrometry and potentiometric titration, showing the degree of deacetylation average
values of 67.0% and 62.7% respectively. The molecular weight was determinate by the viscosimetric method with
an average value of 1.26*10°g/mol of the polymer. Knowing the characteristics of chitosan, we used 5% v/v
solutions of formic, acetic and lactic acid, achieving transparent films, which showed a higher resistance by
treatments with acetic acid and lactic acid. Infrared method permitted us to see the typical peaks of the films, which
displayed a slightly difference on the chemical structures due to the organic acid.

Keywords:, degree of deacetylation, chitosan, chitin, film, red crab.

de las condiciones de reaccion, se obtienen quitosanos
de diferente peso molecular y grado de desacetilacion,
estas variables los hacen (tiles en diversas aplicaciones

1. Introduccion

Los desechos de crustaceos producidos por la

industria pesquera son la materia prima para la
industrializacién de la quitina. El procedimiento
consiste en aislar las proteinas, minerales generalmente
calcdreos y pigmentos [1]. Las etapas de este
procedimiento  se  denominan  procesos  de
desproteinizacion y desmineralizacion.

El quitosano, principal derivado de la quitina, se
obtiene industrialmente mediante tratamiento de
desacetilacion quimico o enzimético [2]. Dependiendo

[3].

El interés comercial de los productos derivados de
la quitina se refleja en el creciente nimero y
complejidad de las patentes otorgadas. Tan solo en
Estados Unidos, en el periodo entre 1976 y 1999, se
registraron 2064 patentes relacionadas con el
quitosano, mientras que en los afios 1999-2004 se
tienen otras 2939 patentes registradas en la Oficina de
Patentes de Estados Unidos -U.S Patent and
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Trademark Office-. La mayor parte de las patentes
tienen aplicaciones potenciales en alimentos,
agricultura, cosméticos y cuidado personal, textiles,
medicina y tratamiento de aguas [4].

El quitosano, debido a su propiedad de formar
filmes o peliculas semipermeables, se ha usado en
varios campos industriales [5]. Las peliculas de este
biopolimero son delgadas, elasticas y resistentes, es
por todo esto que el objetivo principal de este trabajo
fue determinar las caracteristicas fisico-quimicas de
estas peliculas con el uso de diferentes &cidos
organicos a partir de los desechos del cangrejo rojo.

El Ecuador es reconocido por ser uno de los paises
exportadores de diferentes mariscos, pero producto de
toda esta industrializacion, actualmente posee gran
porcentaje de desperdicios. Se estima que 2500
familias dependen directa o indirectamente del recurso
cangrejo rojo. De estos, aproximadamente 1800
personas se dedican directamente a la extraccion de
Ucides occidentalis ortman en los manglares
distribuidos entre el Golfo de Guayaquil y
Archipiélago de Jambeli [6]. Por lo que otro objetivo
de este trabajo fue contribuir con el uso de los
desechos del cangrejo para la formacion de peliculas
de quitosano, ya que estas poseen multiplicidad de
usos en diferentes areas de la industria.

2. Metodologia

2.1. Tratamiento de materia prima

Los desechos de cangrejo rojo se molieron y con
ayuda de un conjunto de tamices se obtuvieron
tamafios de particulas entre 710um a 425um. Una
operacion importante es la eliminacion de materia
orgénica u otro material extrafio adherido a la
superficie. Para lograr esto se realizaron lavados
sucesivos con agua destilada durante 12 horas a 90°C.
La materia prima se la caracterizd mediante métodos
analiticos recomendados por la A.O.A.C. Para proteina
por el método de Kjeldhal, técnica 32.1.22 A.O.A.C.y
cenizas técnica AOAC 942.05 [7].

2.2. Obtencion y caracterizacion de quitina

El proceso de obtencion de quitina implico tres
operaciones bésicas. La separacién de la proteina con
hidréxido de sodio 10% p/v, la desmineralizacion con
acido clorhidrico 5 M y la separacion de los pigmentos
lipidicos (carotenoides) con hipoclorito de sodio 0.5 %
Viv.

Posteriormente, todas las muestras de quitina se
sometieron a métodos analiticos de cenizas y proteina
mediante las técnicas recomendadas por la A.O.A.C.
ya descritas..

2.3. Obtencibn y caracterizacion de

quitosano

Para la obtencién de quitosano en este trabajo, se
utilizo hidréxido de sodio 50% p/v a temperatura de
110°C por 6 horas con agitacion constante.
Posteriormente se lavd con agua destilada caliente
hasta llegar a pH 7.5 y se llevé a la estufa a
temperatura de 80°C por 6 horas. El quitosano se
mantuvo en un desecador para evitar que se hidrate y
obtener resultados reproducibles y confiables. Luego
se caracterizo utilizando las técnicas de espectroscopia
de infrarrojos, titulaciébn  potenciométrica y
viscosimetria. Se obtuvo el grado de desacetilacion de
la muestra de quitosano, y se determing las areas de las
absorbancias de las bandas en 1655 y 3450cm™, en un
espectrofometro de infrarrojos Perkin Elmer FTIR
BXII con dispositivo HATR.

En la técnica de espectroscopia de infrarrojos para
medir el grado de desacetilacion, las muestras pueden
prepararse para su andlisis en forma de peliculas o en
pastillas de bromuro de potasio.

En las Figuras 1 y 2 se muestran las estructuras
quimicas de quitina y quitosano, pues es importante
tenerlas presente para entender de mejor manera cuéles
son los grupos funcionales de importancia en este tipo
de polimeros [8].

H o=c’
\

CHs
Figura 1. Quitina

Figura 2. Quitosano

La técnica de infrarrojos se basa en la relacion de
absorbancias entre dos bandas de absorcidn
determinadas, con el tanto por ciento de acetilacion del
quitosano. La seleccion de las bandas de absorcion
involucra una sefial que depende del grado de N-
acetilacion “normalmente, la banda amida” y otra que
sirve como referencia interna para corregir las
diferencias de espesor de las peliculas o de
concentracion en las pastillas de bromuro de potasio.
En el método de Baxter etal [9], el grado de N-
acetilacion se calcula mediante la siguiente ecuacion:

%GD= 100 - (Ayps5/A3450)* 115 1)
donde Agpss Y Axusp  Son  las  absorbancias
correspondientes, respectivamente, a la amida | de la
quitina y a la de referencia.
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La determinacion potenciométrica del grado de N-
acetilacion del quitosano se realizd por el método
propuestos por Broussignac [10,11]. Se disolvid el
quitosano en un exceso conocido de HCI con agitacion
constante. La solucion de quitosano se valord con una
solucion de NaOH vy se wusé un pH-metro
Obeco-Hellige Senso Direct pH200, equipado con un
electrodo de vidrio y un electrodo de calomel. Se
obtuvo asi, una curva de pH versus volumen de NaOH
afiadido. Esta curva presenta dos puntos de inflexion

como se puede apreciar en la Figura 3.
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Figura 3. Curva tipica de valoracion potenciométrica
de quitosano en la que se muestra los dos puntos de
inflexion que permiten determinar el grado de
acetilacion de la muestra
La diferencia de volumen entre estos dos puntos
corresponde con el &cido consumido para la
protonacion de los grupos amino y permite la
determinacion del grado de acetilacion de quitosano.
La viscosimetria es el método maés utilizado para
obtener el peso molecular del quitosano. EI método
tiene la desventaja de no ser una técnica absoluta, por
lo que requiere la determinacion de las constantes
mediante la correlacion de valores de viscosidad
intrinseca con valores de pesos moleculares medidos
por un método absoluto. Su principal ventaja radica en
la sencillez. Se basa en la obtencién de la viscosidad
intrinseca [n], que estd relacionada con el peso
molecular en la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada
[12]:
[n]= KMv* 2
En esta ecuacion, Mv es el peso molecular
promedio viscosimétrico, K y a son dos constantes que
dependen de la naturaleza del polimero, del sistema
disolvente utilizado y de la temperatura. Los valores de
las constantes K y a para el caso del quitosano en
acido acético 0.3M son K=0.074 y a=0.76 a 25°C.
Particularmente en el quitosano, la extension del grado
de N-acetilacién y la polidispersidad respecto del
contenido de residuos N-acetilo deben controlarse
durante la calibracion por su influencia sobre el
comportamiento reolégico de la disolucién. También
debe tenerse en cuenta la tendencia del quitosano a
formar agregados, que hace necesario clarificar
cuidadosamente las soluciones por filtracion y/o
centrifugacion.
Se utilizo el viscosimetro de Ostwald y se midi6 el
tiempo que tarda el nivel de la disolucion en pasar

entre dos marcas fijadas y se relacionan con la
viscosidad mediante la ecuacion de Poiseuille:

L Tl:Pr4
o ®)

En esta ecuacion, v es la velocidad de flujo del
volumen contenido entre las dos marcas, P es la
diferencia de presion que mantiene el flujo, r es el
radio capilar, n es la viscosidad del liquido y I la

longitud del capilar. Esta ecuacién es valida para un
flujo newtoniano y laminar.

2.4 Obtencion de peliculas de quitosano

Una de las propiedades mas interesantes del
quitosano es su capacidad para formar peliculas. Para
este efecto se prepararon soluciones al 3% de
quitosano en soluciones al 5% v/v de acido acético,
acido formico y acido lactico. En todos los casos se
disolvio la muestra a 70°C con agitacion constante.
Posteriormente se colocaron 5 gotas de glicerol.

En cajas petri de 8cm de didmetro, bien limpias y
secas, se colocaron 20 ml de suspension de quitosano.
Luego de formarse las peliculas, se secé a temperatura
ambiente por 5 dias, finalmente fueron desmoldadas
con solucién de hidroxido de sodio al 0,1 %. A las
peliculas formadas se les caracterizd6 por métodos
fisicos y quimicos.

3. Resultados y Discusion

3.1. Composicion de la materia prima

La calidad de la materia prima y del quitosano es
muy importante al momento de preparar las peliculas,
ya que influyen marcadamente en sus propiedades. Por
lo que para conocer la composicién de la materia
prima se determinaron las cenizas y las proteinas
presentes en los desechos del cangrejo rojo. Los
resultados se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion quimica de la materia prima

Parametros X c
Cenizas 55.20% 2,13
Proteinas 22.30% 1,94

3.2. Composicion de la quitina

La dureza del exoesqueleto del cangrejo rojo se
debe principalmente a la gran cantidad de carbonatos y
a la proteina asociada al polimero de quitina. A
continuacion se detalla en la Tabla 2 la composicidn de
cenizas y proteina de la quitina obtenida.



146

A. Araya, L. Meneses

Tabla 2. Composicion quimica de la quitina

Parametros X c
Cenizas 40,38% 1.62
Proteinas 12,01% 0,79

En la Tabla 2 se puede apreciar que el tratamiento
empleado no logré desmineralizar completamente a la
materia prima, ya que todavia se tiene un alto
contenido de cenizas, pero con este mismo tratamiento
si se logro disminuir apreciablemente el porcentaje de
proteina. La dificultad de bajar el porcentaje de
materia inorganica se debe a que la matriz que se
utilizd es muy rigida y no permite que penetre con
facilidad el &cido clorhidrico.

Todos estos resultados expuestos indican que el
cangrejo tiene una gran cantidad de minerales y poca
cantidad de proteinas. Es por eso que tener un
tratamiento estandar adecuado para la obtencion de
quitina a partir de crustaceos no es en todos los casos
posible, ya que depende de la matriz de trabajo [13].

3.3 Caracterizacion del quitosano

En primer lugar se determind el grado de
desacetilaciéon del quitosano obtenido, por medio de
espectrofotometria infrarroja, tomando en cuenta las
bandas en 1655 y 3450 cm™. En las Figuras 4 y 5 se
muestran los espectros IR de quitosano en las bandas
de interés. Al representar estos espectros en % de
transmitancia, las bandas de interés presentan valores
significativos, ademas de concordar con lo que esta
reportado en literatura [14].
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Figura 4. Espectro del quitosano en la banda
3450 cm™

Ademas, se determind el grado de desacetilacion
del quitosano por el método de titulacion
potenciométrica [10,11], obteniendo los resultados que
se muestran en la Figura 6.
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Figura 5. Espectro del quitosano en la banda
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Figura 6. Curva de titulacion potenciométrica

Considerando las gréficas del espectro infrarrojo y
de titulacion potenciométrica, se obtuvieron los
siguientes resultados de grado de desacetilacion para el
quitosano en muestras por duplicado.

Tabla 3. Determinacion del grado de desacetilacion
del quitosano obtenido

- o . i
thos_ano %GD IR %GD ytulf:m_on
obtenido potenciométrica
Muestra 1 67.60 63.48
Muestra 2 66.30 61.97

Como se puede observar en la Tabla 3 no existe
gran diferencia en el grado de desacetilacion del
quitosano por los dos métodos ya que el error
promedio es de 6.3%, considerando que el método de
infrarrojos es méas preciso.

Struszczyk, et.al. [15] indican que el valor 6ptimo
de desacetilacion para el quitosano debe ser mayor a
50%. Los resultados que se muestran en la Tabla 3
indican que el tratamiento para desacetilar la quitina
fue adecuado.

Estudios previos demuestran que existe una
variacion en términos de grado de desacetilacion y
consecuentemente la presencia de grupos amino libres
para los quitosanos de diferentes crusticeos [16].

Los pesos moleculares obtenidos por viscosimetria
a partir de las ecuaciones 2 y 3 para este trabajo se
presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Determinacién del peso molecular del

quitosano
Quitosano Peso molecular
obtenido g/mol
Muestra 1 1.21*10°
Muestra 2 1.30 * 10°

En los resultados de la Tabla 4 se puede apreciar
que el quitosano de la muestra 2 tiene un peso
molecular mayor que la muestra 1. Evidenciandonos
que mientras mayor sea el grado de desacetilacién
menor serd el peso molecular, lo cual concuerda con lo
que esta reportado en la literatura [17].

Los espectros IR de las peliculas de quitosano
formadas con diferentes &cidos se presentan en las
Figuras 7,8y 9.
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Figura 7. Espectro de la pelicula de quitosano tratada
con é&cido férmico
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Figura 8.Espectro de la pelicula de quitosano tratada
con 4cido acético
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Figura 9. Espectro de la pelicula de quitosano tratada
con &cido lactico

Las Figuras 7 a 9 indican que existié una estrecha
interaccion entre el quitosano y el acido organico, ya
gue muestran un pico representativo alrededor de 1600
cm™ el cual corresponde al grupo amida. Esta banda
demuestra que los acidos usados lograron penetrar la
red cristalina del quitosano y formar amidas.

Ademas se presenta otro pico caracteristico en estas
Figuras alrededor de 1400 cm™ indicativo de los
grupos CN del amino, lo que demuestra la
incorporacion de grupos carboxilicos a la estructura
del quitosano. Esta banda representa segin otros
autores el tiempo de calentamiento de reaccion, es
decir, al existir grupos amino que reaccionen con el
acido se formara la amida, pero para que exista una
reaccién completa dependera del pKa y la solubilidad.
Considerando el tamafio de esta banda podemos ver
que el &cido acético presentd una mayor interaccion
con la estructura del polimero en comparacion con los
otros &cidos orgénicos con un pKa de 4.74, siguiéndole
el &cido lactico con un pKa de 3.86 y finalmente el
acido formico con un pKa de 3.75. Por medio de estos
resultados se puede deducir que la solubilidad del
quitosano con el acido orgénico va a depender de la
acidez y de la estructura quimica del &cido. Para
comprobar estas observaciones, seria interesante
probar con una serie més grande de &cidos orgénicos,
para ver el efecto del pKa sobre la solubilidad del
quitosano.

El &cido formico es el Gnico que muestra un pico
grande alrededor de 2922 cm™ correspondiente a la
tension de los grupos CH. El &cido acético presenta un
pico definido por 798 cm™ representativo del balanceo
de los grupos CH,.

Los resultados obtenidos de la caracterizacion fisica
de las peliculas de quitosano se presentan en las Tablas

5y6.
Y Tabla 5. Color de las peliculas de guitosano
Muestra Color
Acido férmico Transparente
Acido Acético Transparente
Acido Léctico Transparente

La Tabla 5 nos indica que existié un buen efecto del
tipo de 4&cido usado en este estudio, ya que
tedricamente el tratamiento que se siguidé debia dar
como resultado peliculas transparentes [18].

Tabla 6. Resistencia de las peliculas de quitosano

Muestra Resistencia N/m?
Acido férmico 0.0117
Acido Acético 57.161
Acido Lactico 32.672

Los datos de la Tabla 6 son una estimacion de la
resistencia tensil de las peliculas de quitosano. Pero se
puede diferenciar muy claramente que la pelicula con
mas resistencia a la tension es la que tiene acido
acético, seguido de la pelicula que posee acido lactico.
Estos resultados nos ayudaron a deducir que el &cido
acético fue el que mas interactué con el quitosano
debido a su menor acidez. Mientras mayor es la acidez



148

A. Araya, L. Meneses

del &cido organico utilizado, menor es la interaccion
con el polimero. Esto se podria comprobar con
espectros de "H-RMN y "*C-RMN que permitan ver las
interacciones de los &cidos con la estructura del
polimero.

Cabe también indicar que la pelicula que tiende a
elongarse con mayor facilidad es la que fue tratada con
acido lactico, seguida de la pelicula que tiene acido
férmico. Demostrando asi que las caracteristicas fisicas
de las peliculas también van a depender de la
estructura quimica del 4cido.

Con los resultados obtenidos en este estudio, se
pretende dar soluciones al impacto ambiental que
generan los desechos de cangrejo rojo en el Ecuador,
ya que llevando este procedimiento a escala industrial,
seria posible utilizar la gran cantidad de desechos que
se vierten en suelos y aguas, reduciendo asi sus efectos
sobre el ambiente. Ademas las peliculas de quitosano
que se lograron obtener poseen caracteristicas fisicas y
quimicas que podrian servir para los campos de la
medicina, alimentos, agricultura etc.

4. Conclusiones

Se obtuvieron peliculas transparentes de quitosano a
partir de desechos de cangrejo rojo Ucides occidentalis
ortma, por medio del uso de acido férmico, &cido
acético y acido lactico, los cuales presentan diferentes
propiedades fisico-quimicas que dependen de la acidez
y estructura quimica del acido.

Mediante la aplicacion de la técnica de
espectroscopia de infrarrojos, se caracterizaron las
peliculas de quitosano, encontrando bandas
caracteristicas que permiten diferenciarlos.

La obtencion de peliculas de quitosano aporta a las
investigaciones cientificas en el area de |la
biotecnologia y plantea ayudar a solucionar el impacto
ambiental que se genera debido a los desechos del
cangrejo rojo.
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