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Resumen. El procesamiento de crustaceos en la provincia del Chubut
genera residuos solidos de dificil disposicion (exoesqueletos), que
constituyen un contaminante ambiental. Estos residuos poseen una
composicion rica en quitina, de la cual se obtienen derivados como el
quitosano (QS), que por sus propiedades funcionales y fisicoquimicas,
presentan aplicaciones muy variadas. El quitosano puede prepararse
liquido, en escamas, en polvo, o formando microparticulas. En el presente
trabajo se optimizo el proceso de obtencion de quitina y quitosano a partir de
diferentes fuentes (cangrejos, langostino y calamar de la zona de Madryn y
Rawson). Para la obtencion de quitina los exoesqueletos molidos fueron
despigmentados, descalcificados y desproteinizados. Para la obtencion de
quitosano la quitina fue desacetilada con NaOH al 50% a 120°C. El grado de
desacetilacion del quitosano fue de 90,2% para langostino y calamar y del
86,2% para cangrejo. El peso molecular resulto del orden de 2x10°Da y
6x10'Da para crusticeos y calamar. Por otro lado se obtuvieron
microparticulas de quitosano utilizando tripolifosfato de sodio (TPP) como

agente reticulante, obteniéndose tamafios de particulas < 1um.

Se evalu6 ademds el efecto antimicrobiano del quitosano y las
microparticulas de QS sobre el patdégeno, Vibrio alginolyiticus, comin en
maricultura. El quitosano en solucion como las microparticulas mostraron
un efecto inhibitorio a concentraciones de 0,125% y 0,05% respectivamente.

Ademas, las microparticulas tuvieron un efecto bactericida sobre el
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patégeno. Se puede observar que los desechos de exoesqueletos de
crustaceos patagonicos constituye un tema importante en la revalorizacion

economica de residuos para la region.

Palabras claves: Quitosano, Microparticulas de QS, Propiedades

antimicrobianas.

1. Introduccion

La Industria Pesquera de la Provincia de Chubut cuenta con la captura y el
procesamiento de un conjunto tradicional de mariscos, entre los cuales se incluyen los
crustaceos. El porcentaje de desembarcos de crustaceos en los ultimos afios en las
ciudades de Puerto Madryn y Rawson representaron mas de 2000 Ton/ anuales,
alcanzando en el 2011 cerca de 3500 Ton /anuales (MAGYP, 2011). El mayor
porcentaje de captura corresponde al langostino, seguido por la centolla y el camaroén; a
estas deben sumarse nuevas especies de crustdceos, como los cangrejos, industrializadas
incipientemente por las flotas artesanales de estas ciudades, pero que representan
capturas de varias toneladas anuales. En el procesamiento de los mismos para el
aprovechamiento del musculo comestible, se generan residuos solidos de dificil
disposicion (exoesqueletos), que se van acumulando en basurales, constituyendo un
contaminante ambiental. Sin embargo, estos residuos tienen una composicion rica en
componentes como la quitina, el carbonato de calcio y pigmentos (carotenoides). La
quitina que posee el exoesqueleto de dichos crusticeos es un componente clave debido a
su amplio espectro de aplicaciones industriales y es un residuo que puede ser valorizado
si se disefia y aplica un método de extraccion adecuado. Las técnicas de extraccion de
quitina reportadas son muy variadas, pues dependen en gran medida de las
caracteristicas de la fuente. La composicion del material de partida varia notablemente
de una especie de crustidceo a otra, o bien dentro de la misma especie, encontrandose
caparazones gruesos y carbonatados, en contraposicion a otros de laminas calcareas
delgadas (Tsaih y Chen, 2003). La mayor parte de las técnicas desarrolladas para la
extraccion de quitina se basan en procesos quimicos de hidrdlisis de la proteina y

remocion de la materia inorganica (parte calcarea). Algunos incluyen una decoloracion
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de la quitina extraida, mediante una extracciéon con solvente o la oxidacion de los
pigmentos remanentes. La quitina es una sustancia muy clara, blancuzca o amarillenta,
y se puede presentar tanto en polvo como en escamas. Se la puede procesar para obtener
derivados, de los cuales el mas conocido y de mayor aplicacion es el quitosano. El
quitosano es un polisacarido lineal que se obtiene por desacetilacion parcial de la
quitina, por hidrolisis de los grupos acetamida en medio fuertemente alcalino a altas
temperaturas (Fig. 1). El mismo esta compuesto por dos tipos de unidades estructurales
distribuidas de manera aleatoria a lo largo de la cadena, la N-acetil-D-glucosamina y la
D-glucosamina, las cuales se encuentran unidas entre si por enlaces del tipo B(1—4)
glicosidicos (Parada y col. 2004). El quitosano se caracteriza bioldogicamente por su
biocompatibilidad (polimero natural no toéxico, biodegradable a los componentes
normales del cuerpo) y por su bioactividad. Debido a sus propiedades funcionales y
fisicoquimicas, se le ha podido identificar una enorme cantidad de aplicaciones que
abarcan areas tan variadas como: alimentacion, medicina, agricultura, cosmética,

farmacia, entre otras muiltiples funciones, todas ellas beneficiosas (Covas, 2006).
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Fig. 1. Formulas de la quitina y el quitosano.

La amplia variedad de sus funciones se correlaciona con un alto nimero de productos
en el mercado. El quitosano puede utilizarse en solucion, en escamas, en polvo, en hilo
de suturas, en bandas sanitarias o como microparticulas. Las microparticulas de
quitosano se pueden obtener por diversas técnicas, entre ellas, por gelificacion idnica,
donde nano y microparticulas se forman por interacciones electrostaticas entre las
cadenas de quitosano con carga positiva y polianiones empleados como agentes de

reticulacion (Calvo y col., 1997).
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En los ultimos afios las microparticulas de quitosano estdn siendo investigadas en
diferentes areas cientificas, ya sea: como portadoras de farmacos por via oral, con el
objetivo de mejorar la asimilacion de los farmacos con bajas caracteristicas de absorcion
(Hamamura y col., 2010); para su utilizaciéon como bioadsorbente de metales dado su
pequefio tamafio versus su gran superficie de contacto, lo que hace que presenten mayor
capacidad para atrapar iones metalicos (Liu y col., 2009); como sistema para liberacion
de proteinas, mostrando una excelente capacidad de atrapamiento de proteinas y una
mejora de la absorcion de péptidos (Grenha y col., 2005) o como agente antibacteriano
(Duy col., 2009; Wei y col., 2009). Las propiedades que le dan la capacidad de accion
al quitosano dependen principalmente de su grado de acetilacion y su peso molecular
por lo que resulta de fundamental importancia el conocimiento de estos parametros para
cualquier estudio.

Las aplicaciones del quitosano como agente antimicrobiano resultan importantes en
diferentes campos. La maricultura, que se refiere al cultivo, manejo y cosecha de
organismos marinos en su habitat natural o dentro de cercas especialmente construidas
(FAO, 2003) debe enfrentarse a problemas como microorganismos patdégenos que
afectan la viabilidad del recurso, con lo cual se trabaja en diferentes areas para su
control. Entre los patdgenos de mayor problematica en maricultura se encuentra el
Vibrio alginolyticus, bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia Vibrionaceae y al
género Vibrio. De este grupo es el mas haldfilo de todos ya que es capaz de crecer en
concentraciones de hasta 10% de sal. El reservorio de este microorganismo lo
constituyen las aguas (principalmente las saladas) y los alimentos de origen marino o
contaminados con agua de mar. El Vibrio alginolyticus es uno de los principales
causantes de las grandes mortalidades provocadas por la vibriosis en peces, moluscos y
crustaceos marinos, provocando serias pérdidas econdmicas para la acuicultura (Liu y
col., 2012).

La industria alimentaria cada vez amplia mas el uso de productos naturales como
conservadores, debido a los diferentes problemas que los compuestos quimicos tienen
sobre la salud de los consumidores Por esta razén, el caracter antibacteriano del
quitosano lo hace muy utilizado en la agricultura y en el area de alimentos dado su

biocompatibilidad y no toxicidad.
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Los objetivos del presente trabajo fueron: i) optimizar el proceso de obtencion de
quitina y quitosano a partir de crustaceos patagonicos (langostinos y cangrejos) y
plumas de calamar; ii) caracterizar el grado de acetilacion y peso molecular de los
quitosanos obtenidos; iii) producir microparticulas de quitosano utilizando la técnica de
gelificacion i6nica; iv) determinar el poder antimicrobiano del quitosano en soluciéon y

de las microparticulas obtenidas.

2. Materiales y Métodos
2.1. Obtencion de quitina y quitosano

La materia prima utilizada fue proporcionada por la empresa ‘“Madryn Mariscos”
SRL y el Restaurant “El Nautico” de la ciudad de Puerto Madryn. Para la extraccion de
quitina y quitosano se utilizaron caparazones de crustaceos: langostinos (Pleoticus
muelleri argentine) y cangrejos (Ovalipes trimaculatus); y plumas de calamar.

Obtencion de la quitina: Los exoesqueletos de crustaceos, molidos y tamizados, se
sometieron primero a un proceso de despigmentacion quimica con una mezcla de agua
y acetona en la proporcion 1:3. Para ello se colocd la muestra (con un tamafio de
particula entre 0,5 y 1mm) en un recipiente provisto de agitacion magnética, y se
realizaron 3 lavados de 30 min c/u a temperatura ambiente. Posteriormente se filtro y
enjuagd con agua destilada. Como segundo paso, el producto obtenido en la fase
anterior se sometid a una descalcificacion con acido clorhidrico 1,5 M, en una relacion
masa/volumen 1:15, a temperatura ambiente y con agitacion constante, durante 3 hy 8 h
para langostino y cangrejo respectivamente. Finalmente, se procedid a filtrar y lavar la
muestra con abundante agua destilada. Por ultimo, se realizé el proceso de
desproteinizacion, el cual se llevd a cabo mediante el empleo de hidroxido de sodio
(NaOH) al 4,5%, con una relaciéon masa /volumen de disolucion basica de 1:15. El
proceso se realizd durante 3 horas, a 70°C y con agitacion constante. El producto
obtenido se purifico filtrando la muestra y realizando sucesivos lavados con abundante
agua destilada hasta lograr la eliminacién del exceso de base. El producto se seco en
estufa a 65°C por 24 h y se lo denomin6 Quitina. En el caso particular de las plumas de

calamar solo fueron sometidas al proceso de desproteinizacion.
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Obtencion del quitosano: Este es un proceso de modificacion quimica de la quitina,
en el cual las unidades acetilo son eliminadas. Para ello la misma fue tratada con NaOH
al 50% a 120°C durante 3h. Posteriormente, la muestra fue filtrada, realizando
sucesivos lavados con abundante agua destilada, hasta lograr eliminar la alcalinidad del

medio. El producto se seco en estufa a 65°C por 24 h y se lo denominé Quitosano.

2.2. Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano por valoracién
potenciométrica

El grado de desacetilacion (DD%), es una de las propiedades mas importantes en la
caracterizacion del quitosano, pues dependiendo de su valor el polimero tendra
diferentes aplicaciones (Cocoletzi y col. 2009). El grado de acetilacion, es el porcentaje
de grupos acetilos aun presentes en la cadena de quitina parcial o totalmente
desacetilada. El contenido de grupos acetilo (-COCH3) residuales (grado de
acetilacion), o presencia de grupos aminos (NH2) (grado de desacetilacion), pueden ser
determinados por varios métodos; entre los mas utilizados se encuentran el método
potenciométrico y la determinacion por espectroscopia infrarroja (FTIR). La titulacion
potenciométrica es uno de los métodos mas simples utilizado por la industria del
quitosano debido a su bajo costo en reactivos y equipamiento (Hernandez, 2004). Para
la determinacion del grado de desacetilacion de las muestras de quitosano obtenidas, se
utilizo la técnica original descripta por Broussignac (1968) y ampliamente utilizada en
la actualidad. Para la determinacion del contenido de grupos amino de las distintas
muestras de quitosano se procedi6 a la disolucion de 0,5g de cada uno de ellas, en 20ml
de HC1 0,3M. A continuacion, se tituldo con una soluciéon de NaOH 0,1M. La valoracion
potenciométrica se llevo a cabo midiendo el cambio de pH cada 2ml de base afiadida; la
adicion se realizo de forma lenta y con agitacion continua para homogenizar la solucion.
Las mediciones se llevaron a cabo con un pHmetro Hanna Instrument, el cual se calibrd
apH 4, 7y 9. Las medidas se realizaron por duplicado. El valor de DD% del quitosano

se obtuvo a través de la ecuacion propuesta por Broussignac (1968) donde:

203M,,
DD =\ T o )
eq
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. NAV . . . .
siendo M, =—— donde AV es la diferencia entre los dos puntos de inflexion del

w
grafico pH vs volumen de NaOH, N es la molaridad de la solucion de NaOH, w el peso
en gramos de la muestra seca de quitosano utilizada, 203 es la masa molar de la

glucosamina y 42 es la masa molar del grupo acetilo.

2.2.1. Caracterizacion de quitina y quitosano por espectroscopia infrarroja (FTIR)
Para la caracterizacion de la quitina y el quitosano obtenidos se utilizd espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Por su sencillez, la espectroscopia
infrarroja es quizas el método més empleado en la determinacion cuantitativa del DD%
de quitosano. Esta técnica considera la variaciéon de absorbancia en la banda que
corresponde al grupo carbonilo —C=0, a 1655cm’™, caracteristica de la quitina, como
una medida de la disminuciéon de los acetilos. Esta banda conforme se produce la
reaccion va disminuyendo en su intensidad, es decir, que el grupo acetilo va
desapareciendo en la quitina, mientras que se va formando el quitosano (Cocoletzi y col.
2009). Los analisis de caracterizacion de quitina y quitosano por espectroscopia
infarroja, fueron realizados en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Procesos
Cataliticos (CINDECA), utilizando un Espectrometro Infrarrojo por Transformada de
Fourier (Bruker IFS 66). Las muestras se prepararon para su analisis en forma de
pastillas con bromuro de potasio (KBr). Las mismas se preparan moliendo una pequefia
cantidad del polimero finamente dividido (2mg) conjuntamente con 100mg de bromuro
de potasio, la mezcla se prensa para obtener una pastilla, la cual se seca al vacio durante
toda la noche. El método consiste en correlacionar la relacion de absorbancias entre dos
bandas de absorcion determinadas, con el porcentaje de N-acetilacion del quitosano. En
este trabajo se usé el método de correlacion propuesto por Brugnerotto y col. (2001),
donde el grado de acetilacion del quitosano fue calculado a partir de la integracion de
bandas caracteristicas a 1320 cm™ y 1420 cm™ de acuerdo a la Ecuacién 2, dicha
correlacion ha sido utilizado con frecuencia en la literatura (Hamamura y col 2010). A
partir de los espectros FTIR se toma como banda caracteristica a la localizada a 1320
em’, y como referencia la banda a 1420 cm’, obteniendo una correlacién lineal que

viene expresada por la siguiente relacion:
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Segin este método el grado de desacetilacion DD(%) se calcula por la siguiente

ecuacion:
DD(%) = 100-[31,92(A(1320cm™)/A(1420cm™)) -12,20] )

donde A(132Ocm'1) y A(1420cm™) son las absorbancias de los picos del espectro IR del

quitosano.

2.3. Evaluacion del peso molecular promedio viscosimétrico

En soluciones poliméricas diluidas la viscosidad intrinseca [#/ es una medida del
tamafio de una molécula en solucion. La viscosidad intrinseca tiene unidades de
volumen/masa y estd directamente relacionada con el peso molecular promedio del
polimero en solucion. Depende no s6lo del tamafio de la macromolécula sino también
de su conformacién y de la naturaleza del solvente. Para fluidos newtonianos se
emplean viscosimetros capilares del tipo Ostwald entre otros, y basandose en la ley de
Hagen -Poiseuille, se mide el tiempo de caida del solvente puro (to) y la solucion (t) en
un tubo capilar entre dos marcas fijadas, a una temperatura determinada. Debido a que
en viscosimetria capilar las concentraciones utilizadas son muy pequefas, se considera
que la densidad de la solucion es similar a la densidad del solvente. A partir de los

tiempos de escurrimiento se pueden determinar las viscosidades dindmicas. Se puede

A zti) donde n es la viscosidad de la

o o

determinar asi la viscosidad relativa (7,,, =

solucion polimérica y #o la del solvente puro. Asimismo se obtienen la viscosidad
especifica (175,= #r-1) y la viscosidad reducida (#,.= #/c) donde ¢ es concentracion
del polimero. La viscosidad intrinseca [#/ se determina extrapolando los valores de
viscosidad reducida a valores de concentracion de polimero tendiendo a cero.

Se llevo a cabo la determinacion del peso molecular promedio viscosimétrico del
quitosano mediante la técnica de viscosimetria capilar descripta por Rinaudo y col.
(1993) utilizando un viscosimetro de Ostwald y la ecuacion de
Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS). Para ello, quitosano al 0,5% fue disuelto en
buffer 4cido acético 0,3 M /acetato de sodio 0,2M a 25°C, permaneciendo bajo agitacion

mecanica durante toda la noche. A partir de esta solucion stock se prepararon diluciones
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de concentraciones comprendidas entre 0,5% y 0,065% a las cuales se les determino la
viscosidad especifica (ns,). Las viscosidades se obtuvieron de cada dilucion con un
viscosimetro Ostwald colocado en un bafio termostatico a 25C° y midiendo el tiempo
de caida para la solucidon buffer y las diferentes soluciones de quitosano. Una vez
calculada la viscosidad intrinseca, extrapolando a c¢=0 se puede determinar el peso
molecular viscosimétrico (Mv) de un polimero a partir de la Ecuacion de MHKS (Ec.

3), que plantea la dependencia de /7] con el peso molecular promedio.

[n] =k Mv* (3)

donde k£ y a son constantes empiricas validas s6lo para un sistema establecido de
solvente - polimero, las cuales dependen de la naturaleza del polimero, del sistema
disolvente utilizado y la temperatura. El peso molecular viscosimétrico a partir de la
ecuacion de Mark-Houwink fue determinado utilizando los pardmetros hallados por

Rinaudo y col. (1993).

2.4. Elaboracion de microparticulas de quitosano (QS) con tripolifosfato (TPP)
Debido a la toxicidad del glutaraldehido y otras moléculas organicas utilizadas en la
sintesis de geles con uniones covalentes, se propuso la utilizacion de la técnica de
gelificacion  idnica, utilizando tripolifosfato como agente reticulante. Las
microparticulas de quitosano se prepararon tomando como base el procedimiento
reportado por Calvo y col., (1997). Para ello se realizaron diversas pruebas con el fin de
obtener el tamafio de las particulas en suspension deseado, variando la concentracion de
QS y de TPP. Se prepararon soluciones de QS en 4cido acético (AcH) a las siguientes
concentraciones 1%, 0,5%, 0,25% y 0,125%. Siendo la concentraciones del AcH 1,75
veces mayor que la de quitosano. Por otro lado se prepararon soluciones de TPP en agua
a 0,05%, 0,075%, 0,1% vy 0,25%. Luego, bajo agitacion magnética constante y a
temperatura ambiente, se agregd gota a gota, con ayuda de una jeringa insulinica, 1 mL
de solucion acuosa de TPP a 3 mL de la solucion quitosano. Durante la obtencion de las
microparticulas se identificaron visualmente tres sistemas diferentes: una solucion
clara, una suspension opalescente y agregados. En la suspension opalescente se observo

la presencia de microparticulas. Las mismas se recolectaron por centrifugacion a
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10000rpm durante 15 minutos. El tamafio de la particula se determind por observacion
en un microscopio electrénico de barrido (SEM) Philips X-L 30, en el Servicio de

Microscopia Electronica de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de La Plata.

2.5. Determinacion de la concentracion bactericida minima (CBM)

Para la determinacién del poder antimicrobiano del quitosano y de las
microparticulas de quitosano se empled el método de las diluciones seriadas dobles en
medio liquido. Se evalud el poder inhibitorio sobre el patdégeno Vibrio alginolyiticus
(Gram-negativo). Para ello se prepararon tubos estériles con 5Sml de medio de cultivo
triptona soya (TS) con NaCl al 1,5% (m/v). En el caso del quitosano en solucioén se
partié de una concentracion inicial de quitosano (QS) al 1% en AcH llevado a pH 4,8
con NaOH 0,5M. Luego 5 ml de Ia solucion de QS se colocaron en los tubos con TS, se
homogeneizaron y se realizaron las sucesivas diluciones. Luego se les afiadio 160ul del
patogeno V. alginolyticus (9,6x10” UFC/ml), los tubos se homogeneizaron nuevamente
y se incubaron en estufa a 25°C por 24h. Para el caso de las microparticulas de QS se
parti6 de una concentracion al 0,4% (m/v) en agua y se realiz6 el mismo procedimiento
utilizado para el quitosano en solucion. Los controles fueron preparados adicionando
acido acético pH 4,8 y agua destilada estéril en lugar de la solucion de QS y
microparticulas, respectivamente. Ambos con y sin el patégeno. Dado que el quitosano
al pH del medio de cultivo produce una turbidez en los tubos es dificil determinar la
inhibicion del crecimiento microbiano visualmente, por lo cual, el grado de inhibicion
se observo sembrando el contenido de todas las diluciones en placa al igual que para la
determinacion de la CBM. Para ello 10l de cada tubo seriado fue sembrado en placas
estériles con agar-TS con sal e incubadas a 25°C toda la noche. La menor concentracion
de quitosano soluble o microparticulas que no mostrd crecimiento en placa fue

considerada como la CBM.

3. Resultados y Discusién
3.1. Rendimientos de quitina y quitosano

El rendimiento en quitina en funcion del peso del material triturado result6 de 15,7%,
21,9% y 33,5% para cangrejo, langostino y calamar, respectivamente. Los rendimientos

hallados estuvieron dentro del rango observado por diferentes autores (Covas, 2006;
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Marmol y col., 2004; Chandumpai y col., 2005) reportandose valores de quitina de
15,5% para el cangrejo Chionectes opilio, de 24,01% para camaron (penaeus vannamei)
y del 36,05% para el calamar (Loligo lessoiana). El rendimiento en quitina de
exosqueletos de crustaceos depende de la materia prima de partida y del ajuste de las
variables de la técnica implementada (Cocoletzi y col. 2009; Covas, 2006). El quitosano
obtenido en todos los casos representd en promedio el 76,8% de la quitina inicial, el
cual se encuentra dentro de los valores reportados en la literatura (Covas, 2006; Marmol

y col., 2004).

3.2.1. Determinacion del grado de desacetilacion por valoracion potenciométrica

El contenido de grupos amino en las muestras de QS se determino por titulacion
potenciométrica. Se disolvio el polimero en una concentracion conocida de acido
clorhidrico y se valoré la mezcla con hidroxido de sodio, tal como se describid
anteriormente. El grado de DD% alcanzado se determind segin la Ec. (1). Los
resultados de las titulaciones para las muestras tratadas (cangrejos, langostinos y
calamar) con NaOH 50% (m/v), se muestran en las Figura 2. En todos los casos se
produce una curva de titulacion con dos puntos de inflexion cuyos valores se
determinaron segun el criterio de la primera derivada. La diferencia entre los dos puntos
de inflexion en la curva de titulacion corresponden a la cantidad de &cido requerido para
protonar los grupos amino del quitosano (ver Fig 1). El grado de desacetilacion
obtenido fue de 90,2% para langostino y calamar y de 86,2% para cangrejo. Dichos
valores se encuentra dentro del rango de los valores del quitosano comercial
(Hern&ndez, 2004; Parada y col. 2004). La quitina con mas de un 50% de desacetilacion
es considerada quitosano, por otro lado, algunos autores, lo definen como tal ante un
grado de desacetilacion superior al 60%. Usualmente, en el caso del quitosano de uso
comercial, se establece que el grado de desacetilacion se encuentre comprendido entre

el 60 y 95% (Hernandez, 2004; Parada y col. 2004).
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Fig. 2. Curvas de titulacién del quitosano obtenido: a) Cangrejo; b) Langostino y ¢) Calamar. En las gréaficas
de la derecha se muestran los picos maximos que corresponden a los puntos de inflexion de la curva de
titulacion.
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3.2.2. Determinacion del grado de desacetilacion por espectroscopia infrarroja

La Figura 3 muestra a modo de ejemplo el espectro de trasmitancia FTIR del
quitosano obtenido para exosqueleto de langostino desacetilado utilizando hidroxido de
sodio al 50%.

En el espectro se pueden apreciar bandas caracteristicas: a 3450cm’ (tension del
grupo -OH), 3292cm™ (tension del grupo N-H), 2919 y 2862cm™ (tension del grupo C-
H), 1655cm™ (Amida I), 1580 cm™ (doblaje del grupo -NH2), 1313cm™ (Amida III),
1154 cm™ (tensién del puente C-O-C), 1082cm™ y 1032cm™ (vibraciones del esqueleto
propias de su estructura pirandsica).

Del espectro FTIR se obtuvieron los valores de transmitancia. Dichos valores fueron
convertidos a absorbancia y aplicando la Ec. (2), se determindé el grado de
desacetilacion el cual resulto del 86,9%. Dicho resultado es congruente con el obtenido
previamente por titulacion potenciométrica. Por lo tanto, ambos métodos representan

una buena estimacion del grado de desacetilacion del quitosano obtenido.

0.5 1
0.45 -
0.4 1
0.35
0.3 1
0.25
0.2 1
0.15 -
0.1 1
0.05 ~
0
5000 4000 3000 2000 1000 0

Transmitancia

Longitud de onda cm™?

Fig. 3. Espectro infrarrojo (IR) para quitosano de exosqueleto de langostino

En la Figura 3 se hace evidente la aparicién de la banda del grupo amino a 1621cm™

y se observa una mejor definicion en las bandas de los grupos -OH a 3450cm™ y -NH a
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3254cm™, debido precisamente al proceso de desacetilacion a la que fue sometida la

muestra.

3.3. Determinacion del peso molecular promedio viscosimétrico

Con el fin de verificar que las concentraciones utilizadas en las mediciones por
viscosimetria capilar fueron realizadas en régimen diluido se procedié a determinar la
viscosidad intrinseca [n], aplicando la ecuacion de Huggins que relaciona la viscosidad

reducida (s, /c) con la concentracion ( c¢):

nsp
c

=[]+ K[ e )

En la figura 4 a,b se puede observar el grado de linealidad de la Ecuacién de Huggins
para langostino y calamar respectivamente. A partir de la graficas se obtuvieron los

valores de la viscosidad intrinseca como la ordenada al origen de la Ec. (4) de Huggins.

(Langostino) (Calamar)
4000 600
3500 500
3000 -
. 2500 | ~ 400 1 -
Q Q
g 2000 - % 300 1 & y=79857x + 28851
£ 1500 4 y = 1E+06x + 1002.9 £ R2 = 0.9086
1000 R? = 0.9989 200 1 e
500 1 100 -
O I I 0 I |
0 0.001 0.002 0.003 0 0.001 0.002 0.003
© ©)

Fig. 4. Ecuacion de Huggins aplicada a soluciones de quitosano de langostino y calamar para la obtencién de la
viscosidad intrinseca.

La viscosidad intrinseca del quitosano en buffer 4acido acético 0,3 M /acetato de
sodio 0,2M a 25°C fue determinada graficamente, aplicando la técnica de viscosimetria
capilar para la determinacion del peso molecular de las muestras de quitosano. El peso
molecular viscosimétrico se determin6 a partir de la Ec. (3) de MKHS utilizando los
parametros hallados por Rinaudo y col (1993); K = 0,082 y a = 0,76. El peso molecular
viscosimétrico (Mv) resulté de 2,39x10° Da, 3,10 x10° Da y 6,64x10" Da, para quitosano
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de langostino, cangrejo y calamar respectivamente. Los valores hallados se encuentran
dentro de los reportados por diferentes autores para diferentes fuentes de quitosano

(1x10°g/mol y 5x10°g/mol) (Rinaudo y col., 1993; Araya y col., 2010).

3.4. Obtencion de microparticulas de quitosano con TPP

Con el fin de obtener microparticulas de QS con un tamafio del orden de los
micrémetros o nanémetros se realizaron diversas pruebas variando la concentracion de
QS y de TPP. Una suspension opalescente, donde se encuentran las microparticulas, se
obtuvo espontaneamente en un rango de concentracion de QS entre 1,25 y 2,5mg/ml
con TPP entre 1,0 y 2,5mg/ml. Concentraciones de TPP muy bajas presentaron una
apariencia translicida mientras que concentraciones de quitosano alta (>0,5%)
mostraron presencia de agregados. Estos rangos de concentraciones fueron observados
por otros autores (Calvo y col., 1997; Hamamura y col., 2010; Yu y col., 2013) para la
formacion de nanoparticulas. El tamafio de las microparticulas obtenidas fue
visualizado en un microscopio electroénico de barrido. El tamafio de las particulas puede
variar en funcion de las diferentes relaciones de concentracion de QS y TPP ensayadas
(Yu y col., 2013). Para una relacion de quitosano- TPP de 1,25 mg/ml-2,5mg/ml se
observaron tamafios de particulas cercanas a 500nm (Fig. 5a) mientras que para una
relacion de quitosano- TPP de 2,5 mg/ml-2,5mg/ml el tamafio resultd cercano a los

100nm (Fig. 5b).

Fig. 5. Micrografias de microparticulas de quitosano a) relacién quitosano- TPP de 1,25 mg/ml-2,5mg/ml; b)
relaciéon quitosano- TPP de 2,5 mg/ml-2,5mg/ml.
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3.5. Determinacion de la concentracién bactericida minima (CBM)

Como se mencion6 anteriormente, el patdgeno Vibrio alginolyticus es uno de los
principales causantes de las grandes mortalidades provocadas por la vibriosis en peces,
moluscos y crustdceos marinos, provocando serias pérdidas econdmicas para la
acuicultura. El quitosano en solucion y las microparticulas de QS mostraron un grado de
inhibicién contra el V. alginolyticus a concentraciones iguales y mayores a 0,125% y
0,05%, respectivamente. La CBM del quitosano en solucion fue 0,5% mientras que para
las microparticulas de quitosano la CBM se encontr6 a partir del 0,1% al no observarse

colonias presentes (Fig. 6a,b).

Fig. 6. Accidn bactericida de quitosano sobre el V. alginolyticus a) Quitosano en solucién: (1) 0,5%; (11) 0,25%
(111) 0,125%; (1V, V) Controles positivos y negativos. b) Microparticulas de Quitosano (1) 0,2%; (11) 0,1%;
(111) 0,05%;(1V) 0,025% (V, V1) Controles.

Se puede observar que las microparticulas de quitosano fueron mejores agentes
antibacterianos contra el V. alginolyticus que el quitosano en solucion. El mecanismo de
accion antimicrobiano del quitosano no esta totalmente dilucidado, y dentro de los
mecanismos propuestos, diferentes autores coinciden que una de las razones es su
caracter cationico. A valores de pH menores a 5,5 los grupos amino del QS se
encuentran protonados reaccionando fuertemente con los grupos anidnicos de los
lipopolisacaridos y proteinas ubicadas en la superficie de las bacterias Gram-negativas
(Helander y col., 2001; Rabea y col., 2003). El modo de accion del quitosano consistiria
en que éste se une, mediante interaccion idnica, a la superficie de la célula bacteriana

alterando la pared celular y la permeabilidad de la membrana externa, y de este modo
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afectando la funcion celular de las bacterias Gram-negativas. Esto provocaria la
liberacion de los componentes intracelulares y finalmente la muerte celular (Helander y

col., 2001; Liu y col., 2004).

4. Conclusiones

Se optimizo el proceso de obtencion de quitina y quitosano para diferentes materias
primas proveniente de desechos de la industria pesquera (langostinos, cangrejos y
plumas de calamar). El rendimiento de quitina vari6 segun la materia prima
resultando15,7%, 21,9% y 33,5% para cangrejo, langostino y calamar respectivamente.
El rendimiento en quitosano fue del 76,8% de la quitina inicial. S6lo se logr6é quitosano
trabajando con concentraciones de hidroxido de sodio mayores al 40% y con
temperaturas mayores a los 100°C. Los grados de desacetilacion obtenidos por método
potenciométrico (90,2%-86,4%), se encuentran dentro de los valores reportados para ser
considerado Quitosano. El peso molecular, calculado por viscosimetria capilar, fue
mayor para los crustaceos que para las plumas de calamar, pudiendo sugerirse para estas
ultimas un menor tiempo de desacetilacion, evitando asi la disminucién del peso
molecular del polimero. Para la obtenciéon de microparticulas de quitosano se utilizo
Tripolifosfato como agente reticulante, siendo esta sal mas apropiada para su utilizacion
en sistemas biologicos. El tamafio de las microparticulas varié segun la relacion entre la
concentracion de quitosano y la concentracion del TPP. Se obtuvo un tamafio de
particula cercano a los 100nm para una combinacién de QS y TPP de 2,5mg/ml con 1,0-
2, Smg/ml respectivamente.

Tanto el quitosano en solucion como las microparticulas, mostraron ser buenos
agentes antibacterianos. Para el quitosano en solucion se observé un efecto inhibitorio
sobre el V. alginolyticus a concentraciones de 0,125%. En el caso particular de las
microparticulas las mismas mostraron un gran efecto bactericida sobre el patdogeno y se
necesitaron menores concentraciones para su inhibicion (0,05%). El presente estudio
aporta informacion relevante para el aprovechamiento de los desechos de exoesqueletos
de crustaceos patagodnicos que constituye un tema importante en la revalorizacion
economica de residuos para la region. Por otro lado el desarrollo de nuevos sistemas

basados en microparticulas de quitosano permitira realizar aportes originales en el area
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de la obtencion de productos con un gran campo de aplicacion y contribuir al desarrollo
de tecnologias ligadas a la proteccion de los sistemas biologicos, entre otras potenciales

areas de impacto.
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