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RESUMEN
En los ultimos afios, la investigacion cientifica ha buscado orientar sus esfuerzos en la
proteccion del medio ambiente con el objetivo de disminuir el impacto negativo de la
acumulacion de residuos y aprovechar recursos naturales desperdiciados para aumentar su
valor. La Quitina (Qi) es el material de sostén presente en el exoesqueleto de artropodos
como langostinos y centollas. Los caparazones de langostino constituyen parte del residuo
de la industria pesquera de particular preocupacion en la costa Patagdnica de nuestro pais,
por lo que existe una continua busqueda de tecnologias efectivas para permitir su
reutilizacion y capitalizacion. La obtencidn de Qi por fermentacion lactica a partir de este
residuo proporciona un método 6ptimo, sin generar exceso de residuos quimicos. Por otro
lado, permite aprovechar un subproducto de la industria lactea como es el lactosuero. El
objetivo del presente trabajo fue aplicar una metodologia sustentable para obtener Qi a partir
de caparazones de langostino recolectados en el Golfo San Jorge y su conversion a Quitosan
(Qh), por desacetilacion alcalina, caracterizar el producto obtenido y evaluar su capacidad
para formar peliculas. EI Qh puede hincharse en medio acuoso, ligeramente acido, formando
films con amplia variedad de aplicaciones como las biomédicas. La caracterizacion

estructural se realizo por espectroscopia infrarroja FTIR. Se obtuvo un mayor rendimiento



Naturalia Patagdnica Vol. 16 (2020) 00-00. Obtencién de Quitosan sustentable

gravimétrico cuando se realizo la fermentacion lactica durante 11 dias y el Qh de langostino
obtenido mostro un patrén de bandas similar al comercial.
PALABRAS CLAVE: fermentacion, lactosuero, langostino, quitina, quitosan,

sustentabilidad.

ABSTRACT

In recent years, scientific research has sought to guide its efforts in protecting the
environment with the aim of reducing the negative impact of the accumulation of waste and
taking advantage of wasted natural resources to increase their value. Chitin (Qi) is the
support material present in the exoskeleton of arthropods such as prawns and spider crabs.
Shrimp shells constitute part of the residue of the fishing industry of particular concern on
the Patagonian coast of our country, so there is a continuous search for effective technologies
to allow their reuse and capitalization. Obtaining Qi by lactic fermentation from this residue
provides an optimal method, without generating excess chemical residues. On the other
hand, it allows to take advantage of a by-product of the dairy industry such as whey. The
objective of this work was to apply a sustainable methodology to obtain Qi from shrimp
shells collected in the San Jorge Gulf and its conversion to Chitosan (Qh), by alkaline
deacetylation, to characterize the product obtained and evaluate its capacity. to form films.
Qh can swell in a slightly acidic, aqueous medium, forming films with a wide variety of
applications such as biomedical. The structural characterization was carried out by infrared
spectroscopy FTIR. A higher gravimetric yield was obtained when lactic fermentation was
carried out for 11 days and the shrimp Qh obtained showed a band pattern similar to the
commercial one.

KEY WORDS: fermentation, whey, shrimp, chitin, chitosan, sustainability.

INTRODUCCION

Actualmente existe una revolucién en el
desarrollo de biomateriales con nuevas
propiedades 'y  control de su
biodegradabilidad. Los materiales mas
"verdes" son ampliamente utilizados, y la
investigacion quimica presta mas atencion
al desarrollo de procesos sustentables. En

este sentido, los estudios sobre polimeros

naturales como la quitina (Qi) y el
quitosan (Qh), juegan un papel central en
este momento. Debido a la creciente
necesidad de reemplazar parte de los
polimeros sintéticos, derivados del
petréleo, cobra relevancia, en las Gltimas
décadas, el estudio de la obtencion de
polimeros naturales derivados de fuentes

renovables, como los polisacaridos, con
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amplia utilidad en la industria
biotecnoldgica y biomédica, Castro et al.
(2011). Los polisacaridos, en general, son
de caracter hidrofilico, no son toxicos, son
biocompatibles y biodegradables. Muchas
de estas propiedades particulares son
debidas a los grupos funcionales
especificos que poseen dichas moléculas,
como el grupo amino, el grupo acetamida
y el grupo carboxilo que son susceptibles
de modificacion quimica para elaborar
materiales funcionales avanzados (Kurita,
2006). La importancia del Qh como
biomaterial, se sustenta en estas conocidas
ventajas de  biocompatibilidad vy
biodegradabilidad (Youseff y Lucian,
2012). Por otro lado, la industrializacion y
comercializacion de crustaceos como el
langostino, la centolla y el camaron en las
costas del Golfo San Jorge generan
grandes recursos econdmicos y a la vez, la
produccion de grandes toneladas de
residuo tras la extraccion de la parte
comestible y el descarte de los
caparazones. El residuo, en la provincia de
Chubut es actualmente depositado sobre la
playa, o bien enterrado en piletas naturales
cavadas en la arena. Esto genera un
impacto ambiental negativo, debido al
desarrollo de microorganismos patdégenos
que utilizan estos depdsitos como medio
de cultivo y generan una cadena de
descomposicion dificil de resolver. Se

producen alteraciones en el agua

subterranea con los productos de
degradacion (nitrogenados o fosforados) y
la proliferacion de vectores sanitarios
(roedores, insectos, gaviotas), ademas de
la generacion de olores nauseabundos. La
posibilidad de obtener biopolimeros, por
un método sustentable, a partir de estos
residuos, ha captado la atencién de
investigadores en los dltimos afios con el
fin de

inconvenientes, uno industrial y otro

resolver  dos  grandes
ambiental (Ambrosio, 2016). La especie
maés recogida de langostino en las costas
patagonicas es el Pleoticus muelleri, del
cual se desecha aproximadamente un 13%
de caparaz6n total himedo. La
composicion del caparazon de langostino,
presenta un 15— 40% de Qi (a—quitina),
proteinas alrededor del 20 al 40% vy
carbonato de calcio entre 20-50% como
componentes principales, y presenta en
menor cantidad pigmentos y otras sales
metalicas (Avila et al, 2007). La Qi es un
polisacarido, estd presente en el
exoesqueleto de artropodos y en la pared
celular de algunas familias de hongos y
levaduras. También se encuentra en las
alas y en las cuticulas de algunas especies
de insectos (Colina et al, 2014). Es el
segundo polisacarido en abundancia en la
naturaleza luego de la celulosa (Jelen,
2003). La Qi (Figura 1) da por
desacetilacion el Qh (Figura 2), ambos son

copolimeros lineales de residuos de N-
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glucosamina (D-GIcN) y  N-Acetil
glucosamina (D-GIcNACc) distribuidos al
azar y unidos mediante enlace B-1,4 y
producen una estructura rigida no
ramificada. Se diferencian en el nimero de
grupos acetilados en la molécula (Romero
Pefalosa, 2011). El contenido de grupos
acetilo (-COCHzs) residuales (grado de
acetilacion), es el porcentaje de grupos
acetilo ain presentes en la cadena de Qi,
parcial o totalmente desacetilada
(Rinaudo, 2006). La Qi es soluble en
soluciones de dimetilacetamida o N-
metilpirrolidona conteniendo del 5 al 7%
de cloruro de litio. Es insoluble en agua y
en la mayoria de los disolventes. Las
metodologias de extraccién utilizadas para
obtener Qi se dividen en quimicas y
enzimaticas (Felse y Panda, 1999). Las
primeras consisten en sucesivas etapas de
desproteinizacion con hidroxido de sodio
en caliente, desmineralizacion con acido
clorhidrico frio y blanqueo con hipoclorito
de sodio. A pesar de que existen
numerosos progresos en las metodologias
quimicas de obtencién; el uso de
soluciones concentradas de acido y alcali
continian generando grandes cantidades
de desechos corrosivos, presentan efectos
en el peso molecular de los biopolimeros
y en consecuencia en sus aplicaciones,
ademas de hacer dificil la recuperacion de
sub-productos como hidrolizados

proteicos, calcio y pigmentos. La

fermentacion lactica es un proceso
prometedor para la obtencion de Qi,
debido a la disminucion de residuos
quimicos y la reutilizacion del suero de
leche descartado en la industria lactea
(Colina et al, 2014). De esta manera, la
aplicacion de procesos no agresivos
favorece la recuperacién de subproductos
aumentando la  sustentabilidad del
proceso. Por su parte, el Qh, se obtiene a
partir de un proceso de desacetilacion de
la Qi por métodos enzimaticos o quimicos
(Marcia et al, 2011). Es soluble en
soluciones acuosas de acidos organicos,
debido a la presencia de grupos amino
libres que, al ser protonados, promueven
la solubilizacion. Se considera que el Qh
posee un alto potencial para la elaboracion
de peliculas (films), con aplicaiones
biomédicas, ya que tiene propiedades
antimicrobianas que le permiten inhibir
una amplia variedad de bacterias. Las
peliculas elaboradas con este material son
transparentes, con una tonalidad
levemente amarillenta, cuentan con
buenas  propiedades mecanicas Yy
presentan baja permeabilidad al O2 y COa.
Su principal inconveniente es que son
altamente permeables al vapor de agua.
Sin embargo, esta dificultad puede
minimizarse  incorporando  algunos
aditivos o combinandolo con otro tipo de
biopolimeros. La utilidad de estas

peliculas esta determinada por sus
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propiedades mecanicas y de barrera, las
cuales dependen de la microestructura y
béasicos
y
caracterizar a las peliculas desarrolladas
(Rubio-
Anaya y Guerrero-Beltran, 2012). Otro de

composicion, aspectos que

aportan  datos  Utiles permiten

para su aplicacién industrial

los componentes que se incluyen en las
formulaciones son los plastificantes; los
cuales ayudan a mantener la integridad de
las peliculas, ya que reducen su fragilidad,
aumentando la flexibilidad y la resistencia
a la ruptura (Lépez, 2011). Debido a su
origen natural, tanto la Qi como el Qh no
presentan una estructura quimica unica,
sino que constituyen una familia de
polimeros una alta

que presentan

variabilidad en el tamafio de las cadenas

(pesos moleculares de 50 kDa a 2000 kDa)
y en sus propiedades fisicoguimicas
(Hidalgo et al, 2009). La diferencia en su
estructura quimica, respecto de la
celulosa, debido a la presencia de grupos
acetamida y amino le confieren a la Qi
y
(Prashanth y Tharanathan, 2007).

Para lograr el objetivo del presente trabajo

propiedades  Unicas diferentes

se aplico la fermentacion lactica,
buscando obtener Qi por una metodologia
sustentable a partir de caparazones de
langostino, con un rendimiento optimo y
Qh, mediante un proceso de desacetilacion
alcalina de la primera. Se caracteriz6 el Qh
obtenido por espectroscopia infrarrojay se

evaluaron sus propiedades.

CH,OH

HO

CHOM

Owo

Figura 1. Estructura quimica de la quitina.
Figure 1. Chemical structure of chitin.

Figura 2. Estructura quimica del quitosan.
Figure 2. Chitosan chemical structure.
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MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Se trabaj6 con caparazones de langostinos
(Pleoticus muelleri) proporcionados por
industrias  pesqueras de Comodoro
Rivadavia, que recogen estos y otros
productos de mar de las costas del Golfo

San Jorge-Patagonia-Argentina.

Reactivos

Quitosan comercial (C13H1409N2 LW,
Aldrich), Acido acético (C2H402, Wiener,
HAc), Hidroxido de sodio (NaOH,
Wiener), Cloruro de Sodio (NaCl,
Cicarelli), Acido Clorhidrico (HCI,
Cicarelli), Leche (descremada La

Serenisima), Buffer pH 4 y 7 (Biopack).

Equipos

Equipo de fermentacion (Figura 3),
Microscopio infrarrojo FT-IR (Thermo
Fisher Nicolet iN10), Balanza analitica
(Mettler Toledo New Classic MF-Modelo
MS 204S), Viscosimetro de Ostwald,
Bafio termostatico, Peachimetro (Oakton
pHtester2), Agitador Magnético (DLAB

MS-H-S), Estufa (Dalvo Instrumentos),
Centrifuga (Arcano).

Obtencidon de Quitina (Qi)

Los caparazones de langostinos fueron
lavados para extraer restos de materia
orgénica. Se descartaron las colas, las
patas y las cabezas. Finalmente fueron
secados a temperatura ambiente y
triturados con mortero hasta obtener un
tamafio de particula de 1 cm de lado
aproximadamente. Se colocaron en el
equipo de fermentaciéon, dentro de un vaso
de precipitados con el suero de leche, en
una proporcion 1:2 de material
solido/liquido. Para obtener el suero,
previamente, se realiz6 una precipitacion
acida, en caliente, de la leche liquida y se
separd la parte solida precipitada del suero
sobrenadante. La fermentacion se realizd
a temperatura ambiente por un periodo 7 a
12 dias. La mezcla se agito cada 6 horas
en forma manual. Luego de este tiempo, el
solido se separd y se lavd con abundante
agua para finalmente secarse en estufa a
30°C hasta peso constante. El ensayo se

realizo por triplicado.
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Figura 3. Equipo de fermentacion.
Figure 3. Fermentation equipment.

Obtencidn de Quitosan (Qh)

La Qi obtenida, en diferentes periodos de
fermentacion, fue desacetilada para
obtener quitosan de langostino (Qhl). La
reaccion de desacetilacion se llevo a cabo
con solucién de NaOH al 50% en una
proporcion 1:2 solido/liquido a 100°C en
bafo de arena, durante 1,5 h. Se realizaron
dos procedimientos de desacetilacion a
cada muestra de Qi. El sélido asi obtenido
se lavo con agua acidificada con HCI hasta
pH neutro y se secé en estufa a 30°C hasta
peso constante. Se determind el
rendimiento gravimétrico (RG) de cada
muestra de Qhl obtenida, luego de 1y 2
procedimientos de desacetilacion a partir
de la Qi. A partir de este paso se trabajo
con la muestra seleccionada: quitosan de
langostino obtenido a partir de quitina con
11 dias de fermentacion. (Qhliy)

Determinacion del Peso Molecular
Promedio Viscosimétrico (Mv) del Qhls
El peso molecular del Qhli; se determind

por viscosimetria capilar utilizando un

l

FERMENTADOR =

viscosimetro de Ostwald y aplicando las
ecuaciones de Huggins y Mark — Houwink
— Sakurada. Se determinGd primero la
constante B del viscosimetro, para lo cual
se calibro el instrumento con un buffer de
acido acéetico 0.1 M y NaCl 02 M
sumergido en un bafio termostatico a 25°C
(Kassai, 2007). Una vez calibrado, se
preparé una solucién de Qhlii al 2% p/v
en buffer HAc 0,1 M y NaCl 0,2 M. A
partir de esta UGltima se prepararon
diluciones de concentraciones 0,001,
0,003, 0,005, 0,007, 0,009, y 0,01 g/mL a
las cuales se les midio el tiempo de
escurrimiento, en el viscosimetro, por
triplicado. A partir del valor obtenido para
la viscosidad intrinseca [n] se calcul6 el
peso molecular promedio viscosimétrico
del polimero. La viscosidad intrinseca
tiene unidades de volumen/masa y esta
directamente relacionada con el peso
molecular promedio del polimero en

solucion. (Mv)
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Porcentaje de Desacetilacion (DD) del
Qhly

Para determinar el porcentaje de
desacetilacion del Qhli; se utilizo el
método potenciométrico. Para ello, se
preparé una disolucion de 0,5 g del Qhlyx
en 20 mL de HCI 0,3 M (Jiang et al, 2003).
A continuacion, se titul6 con una solucién
valorada de NaOH 0,1 M. El peachimetro
se calibré a pH 4, 7y 10. La valoracion se
llevo a cabo midiendo el pH cada 2 mL de
base afiadida, la adicion se realiz6 de
forma lenta y con agitacion continua para
homogeneizar la solucién. Las medidas se
realizaron por duplicado. Se realizo el

mismo procedimiento con Qhc.

Preparacion de los films de Qhc y Qhlyg
mediante Cold Casting

La técnica de Cold Casting consiste en
verter sobre una caja de Petri de
polipropileno, de 5 mm de diametro,
limpia y seca, 40 mL de la mezcla
homogénea y centrifugada del polimero y
dejar secar a temperatura ambiente. Para
obtener los films de Qhlix y Qhc se
preparar6 40 mL de solucion de cada
polimero al 2% en HAc 5% v/v y se agitd
por 48 h a 40°C en agitador magnético.
Cada una de las mezclas se centrifugd y se
volco en la caja de Petri correspondiente.
Se dejaron secar por 24-48 h a temperatura
ambiente hasta peso constante. Los films

obtenidos se conservaron a temperatura

ambiente (20°C, 30% HR) hasta su
utilizacion. Se retiraron de la placay se les
midié su espesor con calibre en escala

micromeétrica.

Indice de Hinchamiento en el Equilibrio
(Esw) de los films preparados

La capacidad de absorcién de agua de los
films se determind mediante medidas de
indice de hinchamiento en soluciones
buffers a distintos pH (4,0 y 7,0), a
temperatura ambiente. Para ello un trozo
de cada film, de masa conocida (entre 100
y 200 mg) se introdujo en solucion buffer
durante 2 h, hasta alcanzar el equilibrio.
Los trozos de films hinchados fueron
colectados a diferentes tiempos de
exposicion, secados superficialmente vy
pesados en balanza analitica. El valor del
indice de hinchamiento en el equilibrio
(Esw) se calculd, luego, a partir de los
datos medidos experimentalmente segun
las ecuaciones correspondientes (Schott,
1992).

Permeabilidad al Vapor de agua (WVP)
de los films

La permeabilidad al vapor de agua (WVP)
se determind segin una modificacion del
método desecante, descripto en la norma
ASTM E96M-10. Cada film de
aproximadamente 3,14 cm? (sin defectos
como rajaduras, burbujas, etc.) se coloco

dentro de un recipiente de permeacion (2,0
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cm de didmetro y 2,5 cm de profundidad)
que contiene CaCl. anhidro. Una vez
armado cada recipiente, se llevé a una
camara de humedad controlada. Los
recipientes de permeabilidad con los films
se pesaron en intervalos de 24 h, durante 7
dias. Posteriormente se graficd la
variacion de la masa (g) de la capsula
(Am) en funcion del tiempo (h). Se
determino la velocidad de transmision al
vapor de agua y la permeabilidad al vapor
de

correspondientes para el método utilizado.

agua segun las  ecuaciones

Esta determinacion se realizd para los
films preparados con Qhc y con Qhl.
Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR)

La caracterizacion del Qhli; se realizd
mediante espectroscopia infrarroja y se
compar6 con el espectro del Qhc. Las
mediciones se realizaron

con un

Microscopio infrarrojo FT-IR (Thermo
Fisher Nicolet iN10) en el Laboratorio de
Materiales Poliméricos (LaMaP) de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la UNC.

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento Gravimétrico
El

obtenido por desacetilacién de la Qi se

rendimiento gravimétrico del Qhl

calcul6 con la Ecuacion 1y se compararon
los resultados de los periodos de 7 a 12
dias de proceso de fermentacion. En la
Tabla | se detallaron, para los distintos
dias de proceso de fermentacion (columna
1), lamasa inicial de cascara de langostino
de la que se partio (columna 2), las masas
finales, en g, luego de 1 (mDD31) y 2
(mDD,) procedimientos de desacetilacion
(columnas 3 y 4 respectivamente) y los
porcentajes de rendimiento gravimétrico
(RG1 y RG2) correspondientes (columnas
5y 6).

Tabla I. Rendimientos de la obtencion de quitosan a partir de quitina, obtenida por fermentacion lactica en

diferentes dias.

Table I. Yields of obtaining chitosan from chitin, obtained by lactic fermentation on different days.

Dias de Masa inicial mDD; (g)

fermentacion cdscara (g)

7 5,00 1,27
8 5,01 1,42
9 5,11 1,63
10 5,03 2,31
11 5,02 2,51
12 6,81 2,91

mDD; (g) RG: (%) RG; (%)
0,93 25,40 18,60
0,91 28,34 18,16
0,92 31,90 18,00
1,23 45,92 24,45
1,14 50,00 22,71
1,77 42,73 25,99
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La muestra de Qi obtenida con 11 dias de
fermentacion arrojo el mayor rendimiento
con dos procedimientos de desacetilacion,
50% en la primer desacetilacion y 22,71%
en la segunda, por lo que este es el tiempo
seleccionado para el proceso y el quitosan
de langostino obtenido (Qhli1) se utilizo
para las proximas determinaciones. El
rendimiento de quitosan obtenido a partir
de cascaras de langostino  por
fermentacion lactica depende en parte de
la materia prima de partida y de las
variables de la técnica implementada:
tiempo de reaccion, pH y agitacion, entre
otras. Por otro lado, puede ocurrir pérdida
de masa inherente al proceso de lavado.
En bibliografia se encontraron valores de
rendimiento algo superiores, de 29,1% en
la obtencion de Qi a partir de caparazones
de langostinos  (Pleoticus  muelleri
argentine) por método quimico y de 76,8
% para el quitosan obtenido por
desacetilacion con NaOH concentrado al
50%. El método de fermentacion, sin
embargo, aporta las ventajas de no generar
residuos quimicos y reutilizar el suero de
la industria lactea (Dima et al, 2013). Se
plantea seguir realizando futuros trabajos
para  mejorar los rendimientos

gravimétricos del proceso.

PESO PRODUCTO
PESO DE CAPARAZONES X 100

RG% =

Ecuacion 1

Peso Molecular Promedio Viscosimetrico
(Mv) del Qhli1

El valor obtenido de Mv para el Qhly1 fue
de 4,64x10° g/mol y la [n] fue de 337,1
Poise. Se determind primero la constante
B del viscosimetro, para lo cual se calibré
el instrumento con una solucion de HAc al
0,1 M y NaCl al 0,2 M, aplicando la
ecuacion 2 donde:

n= Coeficiente de viscosidad de 1la
solucion HAc/NaCl

B= Constante B del viscosimetro

0= densidad de la solucion HAc/NaCl a 25
°C.

t= tiempo requerido para que el fluido
atraviese la marca desde el menisco
superior al inferior.

La constante B determinada para el
viscosimetro fue de 2,22 x 10 mL/s?cm.
La viscosidad intrinseca, [n] se determind
con la Ecuacion 3 donde:

¢ = concentracion en gramos de soluto en
100 mL de solucion

Msp = Viscosidad especifica

n = viscosidad de la solucion

Mo = viscosidad del solvente puro.

. 2 L 1
Se confecciono un grafico de (Z lnnl) en
0

funcién de c, este tiene una dependencia
lineal con la concentracion a
concentraciones bajas, lo que permite
extrapolar a concentracién cero para hallar
el valor de la [n]. La viscosidad intrinseca

[n] del polimero se determin6 entonces
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extrapolando a concentracion cero la
gréfica de viscosidad reducida en funcion
de la concentracion en masa de las
soluciones (Figura 4). Este valor se
reemplazé en la ecuacion 4 para calcular
el peso molecular promedio
viscosimétrico del polimero, donde la
constante K y o son 1,81 x 10° y 0,93
respectivamente, en las condiciones
empleadas (densidad de la solucion a
25°C, coeficiente de viscosidad de la

solucion: 1.056 x 10°poise) (Kassai,

2007). En la Tabla Il se detallaron los

resultados obtenidos.

Sl
Il
o
~

Ecuacion 2

— T = Tim (A
[n]-hmnsp/c—lcl_r)ré( In )

c—0 c Mo
Ecuacion 3
[n] = KMv*
Ecuacion 4

Tabla Il. Determinacién de Peso Molecular del quitosan de langostino (Qhli1) por viscosimetria.
Table 11. Determination of Molecular Weight of shrimp chitosan (Qhli1) by viscometry.

C(g/mL) 6
(g/mL)
0 1,0032
1,00.10° 1,0329
3,00.10° 1,0339
5,00.10° 1,0345
7,00.10° 1,0356
9,00.10° 1,0360
1,10.10° 1,0368

t(s) n (poise) nsp/c
(mL/g)

4,742 1,06.10°

6,760 1,55.10° 4,68.10*?
11,73 2,04.10° 5,16.10%
22,83 2,54.10° 7,93.10%
39,91 3,03.10° 1,10.10%
49,54 3,52.10° 1,09.10*
73,80 4,02.10° 1,51.10%3

Debido a su alto peso molecular y a su
estructura lineal no ramificada, el quitosan
es un potente agente viscosante en medio
acido. El método viscosimétrico es uno de
los méas empleados en las determinaciones
de pesos moleculares de polimeros por su
exactitud y sencillez, y puede ser aplicado
a todo el rango de  masas

macromoleculares, exceptuando el caso de

macromoléculas  esféricas o  muy
ramificadas, debido a que en ellas la
viscosidad es independiente del peso
molecular. En la determinacion de la
viscosidad se emplean viscosimetros
capilares del tipo Ostwald, entre otros (De
la Paz et al, 2013). Para un fluido
incompresible fluyendo a través de un

capilar vertical, el flujo esta gobernado por

11
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la ley de Poiseuille. En soluciones
poliméricas diluidas la viscosidad
intrinseca [n] es una medida del tamafio de
una molécula en solucién, dependiendo no
solo del tamafio de la macromolécula sino
también de su conformacion y de la
naturaleza del solvente. La [n] es una
propiedad que viene determinada por la
longitud y la conformacion de las cadenas
de quitosan, las cuales adquieren una
forma de hélice extendida cuando se
encuentran en solucién, y aporta
informacion sobre el peso molecular
promedio del polimero (Weinhold et al,
2009. La viscosidad de las soluciones de
quitosdn aumenta al incrementarse la
concentracion de esta, mientras que
disminuye al elevar la temperatura y el
grado de desacetilacion del producto
(Kassai, 2007). Se hallaron en bibliografia
valores de peso molecular de 2,39x10° y

3,1x10° g/mol para quitosan de langostino

1.400E+00

1.200E+00
1.000E+00

i

T 800E+00

~d

<3 600E+00

[%)

=

400E+00 :

200E+00

0.000E+00

0 0,002 0,004

(Pleoticus muelleri argentine) y cangrejo
(Ovalipes trimaculatus) respectivamente,
provenientes de Chubut, Argentina. Otros
autores reportaron un peso molecular
promedio de 4,40x10° g/mol para quitosan
de céscara de camaron (Penaeus
Vannamei) proveniente de Quito, Ecuador
(Dima et al, 2013), y de 5,54x10° g /mol
para quitosan de cascara de camaron
(Litopenaeus Vannamei) proveniente de
Lima, Peru (Rivera-Toapanta, 2013). La
fuente de Qi y los incontrolados procesos
de desacetilacion son los principales
factores que afectan las propiedades
finales del producto (Pacheco Lopez,
2010; Jauregui- Nongrados, 2015). El
peso molecular depende del proceso
mediante el cual el Qh ha sido extraido; en
general,  condiciones  severas de
temperatura y concentracion de reactivos
provocan un acortamiento de la cadena

(Tsaih y Chen, 2003).

o LT °
PRt
y =91084x +337,1
R?=0,916
0,006 0,008 0,01

Concentracion (g/mL)

Figura 4. Gréfica de viscosidad reducida en funcidn de la concentracién en masa de las soluciones de quitosan

para determinar el Mv de Qhly; por viscosimetria.

Figure 4. Graph of reduced viscosity as a function of the mass concentration of chitosan solutions to determine

the Mv of Qhl11 by viscometry.

12
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Porcentaje de Desacetilacion (DD) del
Qhlys

El contenido de grupos amino en el
quitosan representa la proporcion de
unidades de D-glucosamina con respecto
al ndmero total de unidades en el
biopolimero. Es una de las propiedades
mas importantes en la caracterizacién del
quitosan pues, dependiendo de su valor, el
polimero tendra diferentes aplicaciones.
Las propiedades fisicoquimicas del
quitosan se atribuyen en gran medida al
grupo amino, el cual a pH 6.4 0 menor se
encuentra protonado. El método utilizado
en este trabajo fue la titulacion
potenciométrica. Se realizd una curva de
titulacién, grafico de pH vs volumen de
NaOH, (Figura 5) y luego se busco la
diferencia entre los dos puntos de
inflexion que corresponden a la cantidad

de é&cido requerido para protonar los
grupos amino del quitosdn (Herndndez-
Cocoletzi et al, 2009). (Figura 6) EI DD se
determind de acuerdo a la Ecuacion 5,
donde (V2-V1) es la diferencia entre los
dos puntos de inflexion mencionados, M
es la molaridad de la solucion de NaOH,
w el peso en gramos de la muestra seca de
Qhlyy utilizada y 16,1 es un valor
relacionado con el peso equivalente del

quitosan (Parada et al, 2004).

%NH2 = 16,1 (%) M

Ecuacion 5

El grado de desacetilacion obtenido para
el Qhly fue de 78,45% y para el Qhc de
69,91% (Tabla I11).

Tabla I11. Resultados de la valoracion potenciométrica del quitosan comercial (Qhc) y de langostino (Qhly1)

Determinacion del % DD.

Table I11. Results of the potentiometric titration of commercial chitosan (Qhc) and shrimp chitosan. (Qhli1)

Determination of % DD.

Conc NaOH

M
Muestra (M)
Qhli 0,097
Qhc 0,098

(V2-v1) %DD

10 78,45

22 69,91

13
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Usualmente, en el caso del Qhc se
establece que el grado de desacetilacion se
encuentre comprendido entre el 60 y 95%
(Dima et al, 2013). El conocimiento de
este parametro estructural es fundamental,
ya que influye en
hidrofilicidad, densidad de
cristalinidad e incluso en la
biodegradabilidad  del

desacetilacion completa dificilmente se

la solubilidad,
carga,

quitosan. La

logra (Ramirez et al, 2016). Se argumenta
que la quitina natural posee un grado de
acetilacion de 0,66, es decir, que dos de

cada tres de sus unidades se encuentran

50
Volumen NaOH (mL)

acetiladas. Si bien existen a la fecha una
gran cantidad de métodos reportados para
estimar el DD de quitosan como
UV-Vis (Wu vy

Zivanovic, 2008), resonancia magnética

espectrofotometria

nuclear (RMN) (Fernandez-Megia et al,
2005), espectroscopia de infrarrojo (FTIR)
(Brugnerotto et al, 2001) y recientemente
espectroscopia Raman (Zajac et al, 2015),
la titulacion potenciométrica es uno de los
métodos mas simples utilizado por la
industria del quitosan debido a su bajo
costo en reactivos y equipamiento (Jiang
et al, 2003).

100

Figura 5. Curva de titulacion potenciométrica del Qhli; y Qhc.
Figure 5. Potentiometric titration curve of Qhli; y Qhc.
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1,5

ApH/AV

-0,5

Volumen NaOH (mL)

Figura 6. Determinacion de grupos NH; del Qhli1 y Qhc.
Figure 6. Determination of NH, groups of Qhly1 y Qhc.

Preparacion de los films

Se observa que los films obtenidos de Qhc
y Qhli1 son uniformes, homogéneos, sin
burbujas de aire en su superficie, delgados
y levemente amarillentos. En 48 h se
encuentran secos y se pueden retirar de la
placa de polipropileno con facilidad
presentando buena flexibilidad. Poseen un

espesor de aproximadamente 50 pum.

Indice de Hinchamiento en el Equilibrio
(Esw) de los films preparados

El indice de hinchamiento en equilibrio
(Esw) de los films fue calculado de
acuerdo a la Ecuacion 6, en soluciones
buffers a pH 4,0 y 7,0, a temperatura
ambiente, donde ws es la masa en
equilibrio de hinchamiento y wo la masa
inicial de los films. Los valores de
hinchamiento en el equilibrio para el Qhl1s
fueron de 590 % a pH 4 y de 670 % a pH

7 (Figura 7). A pH 4, el film de Qhlu
alcanz6 un valor de hinchamiento méaximo
de aproximadamente un 600%, mientras
que el Qhc mostr6 un valor
significativamente mayor de alrededor de
1000 %. A pH 7 el valor maximo de
hinchamiento fue cercano a un 700% para
el film de Qhli1 y 800% para el film de
Qhc. De esta manera, se observé un alto
incremento en el hinchamiento a pH 4 para
el Qhc. Es importante destacar que tanto
los films de Qhc como de Qhli; fueron
estables a ambos valores de pH mostrando
un alto valor de hinchamiento y una rapida
disolucion en poco tiempo. El quitosan por
ser un hidrogel, tiene la capacidad de
absorber una gran cantidad de agua,
aumentando  considerablemente  su
volumen hasta alcanzar el equilibrio de
hinchamiento. La difusion incluye Ila

migracion de buffer en los espacios
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preexistentes o dinamicamente formados
entre las cadenas del hidrogel (Katime et
al, 2001). El hinchamiento del hidrogel
implica un aumento de la distancia de
separacion entre las cadenas del mismo.
Debido a las mdaltiples posibilidades de
aplicacion de los polimeros hinchables, el

mecanismo de difusion de solventes a

1200
1000

800

Indice de Hinchamiento %

pH 4

través de la red tridimensional de estos
materiales ha recibido considerable
atencion en los ultimos afios (Benitez et al,
2011).

Ws—Wq

Esw = x 100

Wo

Ecuacion 6.

600
400
200

0

pH7

Qhc azul
Qhly, rojo

Figura 7. indice de Hinchamiento en el equilibrio (Esw%) de los films de Qhc y Qhly; a diferentes pH.
Figure 7. Swelling Index at equilibrium (Esw%) of Qhc and Qhly; films at different pH.

Permeabilidad al vapor de agua

Se determino la velocidad de transmision
al vapor de agua (WVTR, Kg s'm?) a
partir de la ecuacion 7 y la permeabilidad
al vapor de agua (WVP, Kg m Pal s m?)

a partir de la ecuacion 8.

WVTR = £
A

Ecuacion 7

(WVTR .e)

WVP = —————
Sp. (RH1—RH2)

Ecuacion 8

Donde F es flujo (pendiente del gréfico de
variacion de masa en funcion del tiempo)
(g/h), A es el area de trabajo (&rea de la
boca del recipiente m?), e corresponde al
espesor de los films (m), Sy es la presion
de saturacion (Pa) a la temperatura de
trabajo, RH;1 es la humedad relativa en la
camara de humedad, y RH corresponde a
la humedad relativa dentro de la celda de
trabajo. Los valores de permeabilidad para
los films preparados a partir de Qhli y
Qhc (Tabla V) mostraron un valor de
WVP, segln la Ecuacion 8, de 1,70 x10*2
(gmstPa?t) para el film de Qhls.
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Tabla IV. Valores de permeabilidad al vapor de agua y velocidad de transmision al vapor de agua para films

de quitosan comercial y quitosan de langostino.

Table IV. Water vapor permeability and speed of transmission to water vapor values for commercial chitosan

films and shrimp.

WVTR

(g/dia.m?)
Qhc 1710,6
Qhli1 815,6

La permeacion del vapor de agua a traves
de un film hidrofilico, esta relacionada con
la solubilidad y la difusion de las
moléculas de agua en la matriz polimérica.
Este parametro, resulta til para entender
el posible mecanismo de transferencia de
masa en los films. Las peliculas de
quitosan, tienden a retener el agua en su
estructura, lo cual conduce al
hinchamiento de la misma (Aldana et al,
2013). Para mejorar este inconveniente es
que se recurre al agregado de agentes
plastificantes (Trejo et al, 2001). A
diferencia de los materiales poliméricos
sintéticos hidrofobos, el WVP de las
peliculas preparadas a partir de
biopolimeros, depende de su espesor.
Otros autores atribuyen el efecto del
espesor a cambios en la estructura del film
ocasionados por el hinchamiento que
provoca el agua en el polimero (Bertuzzi

et al, 2002).

Espesor  WVP (x102

(micras) g/Pa.s.m)
5105
1,705

FTIR

El Qhli1 presentd un patron de bandas
semejante al observado para el Qhc.
(Figura 8) Se obtuvieron las siguientes
bandas: una banda de absorcion
caracteristica a 3300 cm™, la cual
corresponde a las vibraciones de
estiramiento del grupo -OH. La banda de
absorcion caracteristica del grupo amino
(3260 cm™) se encuentra enmascarada por
la banda de absorcion amplia del grupo —
OH. En el espectro se observan también
bandas del estiramiento C-H a 2800 y
2900 cm™ y otras originadas por
estiramientos C=0 y N-H, caracteristicos
de grupos amida, entre 1.650-1.550 cm,
La banda caracteristica a 1600 cm™ se
relaciona con el grupo C=0 presente en un
grupo amida (1) y la banda de absorcion
relativa a deformaciones del grupo amino
La banda

centrada en 1300 cm™* (amida 1) surge de

se observa a 1500 cm™.

vibraciones del estiramiento del grupo
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metilo (C-H) presente en el grupo
acetamido (R-NHCOCHSz) residual que
esta alli debido a la desacetilacion
incompleta de la quitina (Hernandez-
Cocoletzi et al, 2009). La banda observada
21100 cm™ se debe a la tension asimétrica
del grupo C-O-C, mientras que un
conjunto de bandas caracteristicas
situadas en el rango de 1100 a 900 cm™
corresponden a la vibracion de la
estructura piranosica del quitosan. La
Espectroscopia Infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) es una de
las herramientas mas usadas para el
estudio de los polimeros. El método FTIR
es rapido y sensible, sus técnicas de
muestreo son faciles, la operacion del

equipo es simple, asi como el servicio y

A ey
N
\ //\’Mf\u/

50 3000

Mumeno de onda (em-")

mantenimiento (Brugnerotto et al, 2001).
Dado que los niveles de energia
vibracional son diferentes para cada
molécula (y sus isomeros), el espectro
FTIR se puede considerar como la huella
digital de cada molécula (Lopez Serrano
Ramos et al, 2015). Se basa en las
vibraciones de los atomos y grupos
funcionales en las moléculas a causa de su
interaccion con la radiacion emitida en la
region infrarroja del espectro
electromagnético. El espectro se obtiene
haciendo pasar a través de la muestra una
radiacion de la longitud de onda adecuada
y determinando que fraccion de la energia
incidente es absorbida a causa de los

diferentes movimientos moleculares.

0

Figura 8. Espectro FTIR del Qhc y el Qhla;.
Figure 8. FTIR spectrum of Qhc y el Qhl;.
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CONCLUSIONES

La fermentacion lactica para obtener
quitosan a partir quitina extraida de
residuos de langostino resulté un proceso
econdmico, efectivo y compatible con el
cuidado del medio ambiente, permitiendo
fundamentalmente disminuir la
generacion de residuos quimicos como
acidos y alcalis.

El tiempo Optimo para el proceso de
fermentacion fue de 11 dias dando un
mejor rendimiento de producto obtenido.
El Qhli;, extraido de cascaras de
langostino, mostré caracteristicas
estructurales (FTIR) comparables al
comercial lo que permitio la formacion de
films con propiedades comparables a los
obtenidos a partir del polimero comercial.
Los resultados fueron alentadores desde el
punto de vista de la sustentabilidad y el
cuidado del medio ambiente. Todo esto
representa un impacto socio-econémico
importante para el area del Golfo San
Jorge de la Patagonia ya que se

reutilizaron, un desecho de la industria
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