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Resumen

ESTUDIO DEL EFECTO DE UN SOLVENTE IONICO

SOBRE LAS FIBRAS DE QUITINA
Por

Ing. Martha Patricia Zapata Pérez
Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica
Agosto 2018
Dirigida por:
Dr. Salomon Ramiro Vasquez Garcia

Dra. Nelly Flores Ramirez

La propuesta de este proyecto consiste en realizar un estudio comparativo del efecto que tiene un
solvente idnico basado en NaOH/Urea sobre las fibras de quitina. EI proceso de disolucion de la
quitina es altamente importante debido a que por su escasa solubilidad en casi todos los solventes
ha sido muy poco utilizada, a pesar de que es el segundo polisacarido en abundancia, después de
la celulosa, y que presenta propiedades como biodegradabilidad al medio ambiente, no toxicidad
y biocompatibilidad. Por lo anterior este polisacarido es de gran importancia en el area
farmacéutica, médica y electrénica. Asi, tendiente a desarrollar un andlisis de la solubilidad de la
quitina sin afectar su estructura quimica, en este estudio se realizaron variantes en las disoluciones
de quitina en un solvente idnico, asi como en las condiciones de enfriamiento/calentamiento a las
cuales las disoluciones de quitina fueron llevadas posteriormente. Para valorar estos cambios se
empled la microscopia electronica de barrido (MEB), la calorimetria diferencial de barrido (DSC),
la difraccion de rayos x (DRX), el analisis termogravimétrico (TGA), la espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR) y la espectroscopia ultravioleta- visible (UV-VIS). Como
resultado de los anteriores anlisis se obtuvieron soluciones con hasta un 95% de solubilidad,
viscosidades de 600 a 9800 cP, con un grado de acetilaciébn maximo del 77%, ademas de que los

arreglos cristalinos disminuyen al bajar las concentraciones de quitina.

Palabras clave: solvente idnico, quitina, acetilacion



Abstract

STUDY OF THE EFFECT OF IONIC

SOLVENT ON CHITIN FIBERS
By:
Ing. Martha Patricia Zapata Pérez

Postgraduate of the Faculty of Chemical Engineering

August 2018
Directed by:
Dr. Salomon Ramiro Vasquez Garcia
Dr. Nelly Flores Ramirez

The proposal of this project is to carry out a comparative study of the effect of an ionic solvent
based on NaOH / Urea on chitin fibers. The process of dissolution of chitin is highly important
because its poor solubility in almost all solvents has been very little used, although it is the second
polysaccharide in abundance, after cellulose, and has properties such as biodegradability to the
environment, non-toxicity and biocompatibility. Therefore, this polysaccharide is of great
importance in the pharmaceutical, medical and electronic areas. Thus, tending to develop an
analysis of the solubility of chitin without affecting its chemical structure, in this study variants
were made in the solutions of chitin in an ionic solvent, as well as in the cooling / heating conditions
at which the solutions of Chitin were subsequently taken. To evaluate these changes, scanning
electron microscopy (SEM), differential scanning calorimetry (DSC), x-ray diffraction (XRD),
thermo gravimetric analysis (TGA), infrared Fourier transform spectroscopy (FTIR) were used.
And ultraviolet-visible spectroscopy (UV-VIS). As a result of the previous analyzes, solutions were
obtained with up to 95% solubility, viscosities of 600 to 9800 cP, with a maximum degree of
acetylation of 77%, in addition to the crystalline arrangements decreasing with decreasing

concentrations.

Keywords: ionic solvent, chitin, acetylation.
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Acetilacion

Acetilacidn, grado

Biopolimero

Criogénico, proceso

Cristalinidad

Depolimerizacién

Des-Acetilacion

Glosario

Reaccion gue involucra la introduccion del grupo acetilo (CHs-C=0) en un
compuesto quimico.

Parametro de estructural indicativo del porcentaje de grupo acetilo presente
en la molécula.

Compuesto polimérico compatibles con el cuerpo humano obtenidos del
reino animal, vegetal o fungi.

Proceso en donde generan bajas temperaturas para inducir la congelacion del
material.

Empaquetamiento de molecular, disposicién molecular ordenada.
Degradacion de un polimero

Reaccion contraria a la acetilacion, en donde el grupo acetilo es eliminado de

la cadena principal del compuesto quimico.



Capitulo 1 Introduccién

La quitina es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa
y es posible encontrarlo en exoesqueletos de crustaceos y en algunos hongos por su facilidad
para formar peliculas y fibras, se ha convertido en uno de los biopolimeros naturales mas
atractivos debido a su actividad bioldgica (biodegradable y biocompatible) y medicinal, ya
que presenta una alta estabilidad térmica y permeabilidad al oxigeno. En contraste a su
importancia, es escasamente utilizada ya que es insoluble en casi todos los solventes, ademas
que es inelastica y por lo tanto presenta muy baja resistencia mecénica. En la actualidad es
posible encontrar membranas hiladas utilizadas en el &rea médica como matrices
extracelulares para cartilago y hueso ya que el biopolimero por si mismo propicia el
crecimiento de las células [5]. Sin embargo, se ha reportado la formacion de nanofibras de
quitina con un didmetro cercano a los 110 nm usando solventes especificos (hexafluoro-2-
propanol)[6, 7]. Adicionalmente la quitina puede disolverse en soluciones acuosas de
NaOH/urea [1]. Considerando que la quitina se disuelve en solventes acuosos
(NaOH/urea/Agua) y que presenta afinidad con los iones metélicos, el presente proyecto

realizard un estudio de los efectos del solvente NaOH/urea/Agua sobre las fibras de quitina.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Analizar el efecto de un solvente ionico a base de NaOH/urea/agua sobre las fibras de quitina

para determinar el arreglo de las cadenas en una asociacion quitina/Na.

1.1.2 Objetivos especificos

I.  Solubilizar la quitina en un solvente a base de NaOH/Urea.
ii.  Conocer las propiedades fisicoquimicas de las disoluciones de quitina como
viscosidad, densidad, solubilidad y peso molecular.
iii.  Determinar morfologia de la quitina libre de solvente mediante MEB.
iv.  Establecer los grupos funcionales presentes en la quitina mediante FTIR
v.  Estimar el cambio en el grado de acetilacion (%DA) en la molécula de quitina como
consecuencia del solvente empleado en su disolucion.
vi.  Identificar la resistencia térmica de la quitina por medio de TGA
vii.  Calcular la cristalinidad las disoluciones de la quitina mediante DSC y DRX

1.2 Justificacion

La industria médica demanda polimeros versatiles y de bajo costo, recientemente ha habido
gran interés en los biopolimeros debido a que son biodegradables, biocompatibles, inocuos,
estables quimica y térmicamente, y que ayudan a la regeneracion de tejidos. La quitina
atiende estas exigencias y adicionalmente ofrece una mayor area superficial con la formacién
de nanoestructuras. Asi, los resultados de esta investigacion pueden contribuir a la obtencion

de nanofibras con uso en el area de la salud.

1.3 Hipotesis

La quitina disuelta en una mezcla acuosa NaOH/Urea forma peliculas de una alta
cristalinidad. Asi una solucion de quitina aportara mayor cristalinidad mejorando con esto su

resistencia lo que la habilitaria para competir con los polimeros sintéticos comerciales.



Capitulo 2 Marco tedrico

2.1 Polimeros

La palabra polimero tiene un origen griego poli, muchos y meros, partes. Asi, los polimeros son
moléculas de gran tamafio molecular constituidas por la union de unidades repetitivas llamadas
mondmeros; estas unidades estan unidas por enlaces covalentes entre &tomos de carbono quienes
forman la cadena principal. Existen dos grupos para clasificarlos; los polimeros sintéticos y los
polimeros naturales. A su vez los sintéticos pueden ser organicos o inorganicos y los naturales
suelen ser biopolimeros. Todos estos polimeros son muy Utiles en la vida cotidiana; por ejemplo,
la palabra plastico es sumamente reconocida de manera popular. Sin embargo, ademés de la
“plasticidad” que ayuda a los polimeros en la fabricacion de tuberias, envases y contenedores, estos
también son utilizados para la produccion de fibras, espumas, peliculas, adhesivos y

recubrimientos[8].

Polietileno

@ Etileno

Figura 2.1 Estructura del polietileno.

Debido a los avances de la tecnologia es posible sintetizar materiales poliméricos con
caracteristicas especificas y de esta manera obtener mejores propiedades para las diferentes

aplicaciones.

2.1.1 Caracterizacion de polimeros

La caracterizacion de los polimeros se suele dividir en espectroscopica, fisica, termica y mecanica.



2.1.1.1 Espectroscopicas

La espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR) es una de las técnicas méas
utilizadas por ser un método rapido, muy sensible y de facil muestreo, donde los espectros dan
informacidn sobre las tensiones moleculares, la cuales son muy valiosas para determinar estructura
quimica del material. Existen dos técnicas para la obtencion de espectros infrarrojos: Transmision
y Reflectancia Total Atenuada (ATR).

En la técnica de transmision se prepara una pastilla delgada con la muestra pulverizada y una sal
higroscdpica (generalmente KBr). Esta pastilla es atravesada por el haz infrarrojo hacia los sensores
receptores (figura 2.2). De la misma manera si el material forma peliculas translucidas es posible
colocarlas directamente en el anillo de transmisién. Por su parte la técnica ATR (figura 2.3) se
utiliza para materiales con granos grandes, o peliculas grumosas y liquidos, donde la incidencia del

haz infrarrojo sobre la muestra no es afectada por el grosor de la muestra [8, 9].

TRANSMISION FTIR ATR FTIR

Muestra

Radiacién IR Sefal a detectar
1

A

"\\ Cristal ATR /

Radiacion IR Sefal a detectar

Pastilla KBr conteniendo muestra

Figura 2.2 Esquema de Transmision FTIR. Figura 2.3 Esquema de ATR FTIR.

La espectrofotometria por ultravioleta-visible (UV-VIS) consiste en aplicar un haz de luz en los
rangos visible y adyacentes (ultravioleta cercano e infrarrojo cercano), de esta manera se someten
las moléculas a transiciones electrdnicas. Habitualmente la espectrofotometria UV-VIS es aplicada
para determinaciones cuantitativas de soluciones de iones metalicos y compuestos organicos muy
conjugados. Mediante la intensidad de luz que pasa a través de una muestra y la luz que se irradia
se obtiene una relacion llamada transmitancia y generalmente se expresa en un porcentaje (%T), la
absorbancia se basa en la transmision.

Ecuacion 2:1

A = —log(%T)



Esencialmente el UV-VIS se interpreta mediante un grafico de absorbancia frente a la longitud de
onda, en donde es posible predecir concentraciones y hacer correlaciones del comportamiento de
las muestras sometidas. En la figura 2.4 se muestra el esquema de funcionamiento de un

espectrofotometro UV-VIS.

Selector de longitud
Colimador de onda Detector

ST e

- o
—_— .

Fuente de luz Monocromador Solucién Pantalla digital
muestra o medidor

Figura 2.4 Esquema de Espectrofotometro UV-VIS.

2.1.1.2 Propiedades Fisicas

Existen varios métodos para determinar las propiedades fisicas de los materiales, entre ellos la

medicion de pH, viscosidad, densidad y la solubilidad.

2.1.1.3 Propiedades térmicas y mecanicas

El andlisis térmico se realiza mediante el andlisis termogravimétrico (TGA), que consiste en la
medicién de la pérdida de masa en relacion al tiempo y la temperatura, ademas también es Gtil para
determinar las temperaturas de degradacién y formulaciones; la calorimetria diferencial de barrido
(DSC) se utiliza para obtener informacién relacionada al arreglo cristalino de las moléculas de la
muestra, asi como de temperaturas de transicion vitrea y de cinéticas de reaccion. Las propiedades
mecéanicas pueden ser determinadas por varios métodos, por ejemplo, para peliculas flexibles el
analisis mecanico diferencial (DMA) simula un esfuerzo sobre la muestra y mediante sensores es

posible obtener el médulo y la resistencia al estiramiento de la pelicula.

2.1.2 Biopolimeros

En los ultimos 20 afios, se ha incrementado la demanda de polimeros biocompatibles y

biodegradables, por ser muy versatiles al contar con propiedades especificas a través de la sintesis



y procesado. El uso de polimeros naturales o biopolimeros obtenidos de fuentes naturales ha
evolucionado con el avance tecnoldgico de la sintesis, analisis y purificacion de los mismos,

posibilitando la ingenieria de tejidos [10].

En la actualidad los biopolimeros son utilizados en la industria farmacéutica en la fabricacién de
capsulas para la liberacion controlada de medicamentos, a su vez se fabrican membranas o peliculas
para realizar injertos en mucosas y en piel para la regeneracién de las células del cuerpo, asi como
en dispositivos para hueso como reemplazo de tendones, ganchos de fijacion, prétesis entre otros,
de igual forma en injertos cardiovasculares como electrodos de marcapasos, valvulas de corazén,

entre otros[11, 12]. En la figura 2.5 se muestra un esquema de las aplicaciones de los biopolimeros.

Biopolimeros
[ I

. Industri . .
Industria Papelera dus, a Medicina
Farmacéutica

Libreracion de

e Suturas quirurgicas Ingenieria de tejidos

Matrices extracelulares

Membranas (injertos) (EMC)

Figura 2.5 Aplicaciones de los biopolimeros.



2.2 Nanomateriales

Los nanomateriales se describen como aquellos con mas de un componente que poseen un tamafio
en rangos de entre 1 a 100 nm, entre ellos estan las nanoparticulas (NP), las nanofibras (NF) y los
nanotubos (NT). Las nanoestructuras ademas de aportar los beneficios que el material otorgan,
ofrece una muy alta superficie de contacto, con lo cual se han empleado desde refuerzo en

materiales de construccion hasta la regeneracion de tejidos para aplicaciones medicas [5, 13].

Figura 2.6 a) Nanoparticulas de Al 100nm, b) nanotubos-TiO2 70 nm y c¢) nanofibras de NY6 45nm.

2.3 Quitina

La quitina es un biopolimero muy abundante en la naturaleza, de nombre sistematico p (1-4)-2-
acetamido-2-desoxi-D-glucosa, su estructura quimica se muestra en la figura 2.7. Es posible
encontrar a la quitina en el exoesqueleto de animales como los insectos, crustaceos y aracnidos,

también es posible obtenerlo de algunos moluscos, hongos y microalgas.

- o
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Figura 2.7 Estructura quimica de la quitina.



El contenido de quitina en la naturaleza es desde un 0.4% hasta un 72% en masa (wt%), en la tabla

2-1 se muestran algunas de las especies que son fuentes en quitina.

La muestra mas antigua de quitina pertenece a un escorpion atrapado en &mbar del oligoceno, con
una edad aproximada de 25 millones de afios, la naturaleza ha creado una amplia variedad de
estructuras a base de quitina, desde membranas de algunas larvas, hasta aquellos considerados entre
los més fuertes de origen biol6gico como los caparazones y tenazas de algunos crustaceos. Se

estima que su produccion natural es de aproximadamente 1350 millones de toneladas por afio[14].

Tabla 2-1 Cantidad media de quitina en algunos organismos.

Crustaceos Quitina (% en masa)
Cancer (cangrejo) 72.1©
Carcinus (cangrejo) 0.4-3.3@
Callinectes (cangrejo azul) 14.0@
Chionecetes (cangrejo Matsuba) 25.90)
Erimacruz (cangrejo) 18.49
Paralithodes (cangrejo rey) 10.6©
Pleutoncodes (cangrejo Vermelho) 35.01,10.4®,1,3-1.8®)
Camarén de Alaska 28.01
Crangon (camardn) 5.8@,11.6@,69.1©
Macrobrachium rosenbergii (camarén de 25.3+0.2,24.4+1.00
agua dulce)

Metapeaeus 32.4@
Nephrops (langosta) 69.8©
Homarus (langosta) 60.8-77.0©)
Peneus 25.0@
Lepas 58.30
“Krill” (zooplancton de mares frios) 40.2-42.0@
(concha desmineralizada)

Insectos

Blattela (cucaracha) 10,018.4© 35
Bombyx (bicho de seda) 44.2C)
Coleoptera (escarabajo) 5.0-15.0®
Diptera (mosca real) 54.8©)
Galleria (lombriz) 33.70
Saltamontes 2.0-4.0@
Escarabajo de mayo 16.0®
Periplaneta (cucaracha) 2.00

Pieris (mariposa) 64.0©)
Arafia 38.20)
Moluscos

Concha de molusco 6.1
Concha de ostra 3.6
Tentéculos de calamar 40.0
Hongos

Aspergillus niger 42.09
Lactarius vellereus (seta) 19.0



Mucor rouxii 445

Penicillium chrysogenum 20.1@
Penicillium notatum 18.5@
Saccharomyces cerevisiae 2.99

(a) masa humeda del cuerpo, (b) masa seca del cuerpo, (c) fraccion organica de cuticula, (d) masa
seca total de cuticula, (e) masa seca de abdomen, (f) masa seca caparazdn, (g) masa seca de pared
celular[2]

La quitina exhibe caracteristicas positivas mdultiples para ser considerada en la medicina
regenerativa y la ingenieria de tejidos, como suturas quirdrgicas y andamios o matrices
extracelulares en implantes de hueso; sin embargo es escasamente utilizada dado que es
practicamente insoluble en la mayor parte de los solventes convencionales, aunque existen algunos
solventes selectivos donde es posible disolverla como es el 1,1,1,3,3,3-hexafluoruro, 2-propanol.
Mas alla, recientes estudios han demostrado que es posible disolver la quitina en una solucion

acuosa a base de NaOH y urea, realizando tratamientos criogénicos [1, 7].

Existen tres tipos de quitina por el arreglo de sus cadenas poliméricas, a-quitina, B-quitina y y-

quitina (figura 2.8).

u-QUITINA B-QUITINA y-QUITINA

A A A A A A A A A A A A

Figura 2.8 Representacion esquematica de las estructuras polimorficas de la quitina

La a-quitina se encuentra en estructuras fuertes y resistentes como las cuticulas de los crustaceos
y artropodos. La B y y-quitina provienen de estructuras flexibles y resistentes, de igual manera los
calamares; la a-quitina es mas abundante y resulta ser el arreglo mas estable, ya que la B y y-quitina

estan en constante transformacion pues la reaccion entre ellas es reversible a tiempos cortos.

La estructura de la a-quitina presenta un mayor empaquetamiento de las cadenas, por lo que es la

fase maés cristalina del biopolimero [2]. Es posible diferenciar éstas tres fases cristalinas mediante
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Figura 2.9 Espectro FTIR a) a-quitina y b) f-quitina.
un analisis de espectroscopia Infrarroja

(FTIR) en donde se visualizan los grupos funcionales presentes en cada una.

La figura 2.9a muestra el espectro tipico de la quitina en su fase cristalina a, las bandas 3400-3200
cm™ ubican los grupos N-H y O-H son picos de alta intensidad y muy definidos, a su vez
comparados con la figura 2.9b, las mismas bandas son menos intensas y menos definidas lo que
indica que la molécula se fracciona en cadenas mas cortas dando lugar a la B-quitina; de la misma
manera la banda 1650 cm™ ubica el grupo carbonilo, C=0, que permanece constante en intensidad
en ambas fases cristalinas. Sin embargo, para la a-quitina se presenta un doble pico caracteristico

y en la B-quitina es un solo pico, cambio indicativo de la transformacion de fase.

En la fase o, el grupo carbonilo presenta un pequefio hombro en 1619cm™, en la fase  1a vibracion
de estiramiento entre las bandas del grupo carbonilo y amino en 1650 y 3400 cm respectivamente,

son atribuidas a las fuerzas intermoleculares entre C=0 - -HOCH_ debido al cambio en el arreglo
cristalino (figura 2.10).
o - quitina B - quitina
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Figura 2.10 Esquema de estiramiento del puente C=0 - - HOCHa.



El grado de acetilacién es un parametro importante en el andlisis de este polimero dado que a
medida que el grupo acetilo es retirado de la cadena principal la quitina se transforma en quitosano
(figura 2.11). Para considerar que el compuesto es quitina debe tener de entre 100 a 50% de grado

de acetilacion, por debajo del 50% es considerado quitosano (QT) [15].

OH OH OH
HO O |o O lo O
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
- -n

Figura 2.11 Estructura quimica del quitosano

2.3.1 Aplicaciones de la quitina

Como resultado de sus propiedades (no toxicidad, biodegradabilidad y biocompatibilidad con
organos humanos), la quitina puede ser usada en el tratamiento de aguas dado que elimina el olor
a cloro. La quitina es considerada un material con muy alto potencial en la medicina regenerativa

especialmente en la ingenieria de tejidos.

Actualmente, la quitina es utilizada en la sutura quirdrgica ya que es absorbible por el organismo
humano. En vendajes de alta tecnologia ha demostrado acelerar el proceso de curacidn hasta en un
75% pues se obtiene una controlada liberacion de la glucosamina via degradacion enzimatica.
Adicionalmente, inhibe la fibroplasia y promueve la generacion del tejido selectivo, ademas de
estimular los componentes inflamatorios responsables del curado de las heridas. Por sus
propiedades curativas, en el area médica se aplica como acelerador en la curacién de heridas por

guemadura, tanto como agente antiparasitario como por sus propiedades bacteriologicas[15].

En ingenieria de tejidos la quitina se utiliza como materia prima para la elaboracion de matrices
extracelulares (ECM) en donde se realiza la expansion celular y la diferenciacion para
posteriormente realizar su implantacion en el organo. En la elaboracion de andamios o soportes
celulares en injertos de hueso y cartilago. Entre otras aplicaciones, la quitina es utilizada en la

farmacéutica como soporte liberador de medicamentos [10].



2.3.2 Produccion en México

Segin la SAGARPA (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacidén) México ocupa el noveno lugar a nivel mundial en la produccion de camarén, con
un promedio de 211 mil 96 toneladas por afio en los Gltimos 4 afios, promedio superado en 2016;
durante 2013 a 2016 su produccion aumento en un 65.5% lo que convierte al camaron en el segundo
producto mas importante del sector pesquero del pais. Los principales estados productores se

muestran en la figura 2.12
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Figura 2.12 Principales estados productores de camaron en México.

El camardn contiene entre un 15 a un 30% en peso de quitina, lo que significa aproximadamente

63 mil 300 toneladas anuales de residuos marinos.



Capitulo 3 Metodologia

3.1 Reactivos y equipo

A continuacion, se indican los reactivos empleados en este trabajo.

Quitina B (1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa (presentacion copo grueso),
%DA (>95%), alto peso molecular [16] CAS: 1398-61-4, Sigma —
Aldrich.

NaOH Hidroxido de sodio en perlas, CAS:1310-73-2, Macron Fine
Chemicals.

Urea Carbamida, [16], CAS: 57-13-6, Sigma —Aldrich.

Agitador BDC 2002, Caframo Compact Digital.

mecanico

Refrigerador Congelador Modelo FFU21C4CW1 [R134A], Fisher-Scientific.

Bomba de Vacio BUCHI Bomba de Vacio V-700.
Estufa Isotemp Vacuum Oven Model 28228, Fisher Scientific.

Centrifuga CL2 Centrifuge, Thermo Scientific.

3.2 Pruebas Fisicas

3.2.1 Disolucion de la quitina

Se prepar6 una solucion de NaOH/Urea/Agua 11:4:85 %wt dispersando la quitina en agitacion
ininterrumpida durante 36 h, subsecuentemente se sometieron a ciclos criogénicos que consisten
en congelacion de temperatura ambiente (23 °C) a -30°C durante 4 h, para continuar con un
descongelamiento total seguido de agitacion durante 30 min, a 500 rpm; hasta obtener una solucién
translucida. [1, 17].



3.2.2 Pruebas de solubilidad

De las disoluciones de quitina se tomd una alicuota de aproximadamente 4gr se centrifug6 a 3200
rpm durante 20 min a 10°C. Posteriormente esta solucion se lleva a filtracion a vacio y enseguida
se realizan dos lavados, el primero con solucién acuosa de NaOH/Urea/Agua 11:4:85 %wt y el
segundo con agua destilada. Como resultado de lo anterior se calcula la quitina insoluble
empleando la ecuacion 3:1 [1]:

Donde:
_ Qinsx Peso de la quitina insoluble en x solucion
Ecuacion 3:1
PQ;,ic Peso de la quitina inicial (4qr.).
. _ PQinicial - PQseco e
Qx insx = 100
PQinicial

PQ,,.. Peso de la quitina resultante posterior al
lavado y secado

3.2.3 Medicion de viscosidad

Se utiliz6 un viscosimetro de Ostwald (figura 3.1): Esta medicion consistio en introducir el fluido
en el bulbo S; hasta llenar la mitad aproximadamente, luego, mediante succién por la abertura B
Ilevar por encima de la marca M1, enseguida se utiliz6 () un crondmetro y se comenzo6 a medir el
tiempo a partir de que el fluido pasara por la M1, y llega a la M2 . Se realiz6 el mismo proceso para
un fluido de referencia con las mismas condiciones.

Con los datos experimentales obtenidos, mediante la ecuacién 3:2 determinar la viscosidad[18].



~/

Ecuacion 3:2

nref _ pref * tref

Nr1

Donde:

Nref Pref Y trep Viscosidad, densidad y tiempo transcurrido de M

Pr1 * ey

a Mz respectivamente del fluido de referencia.

N1, Pr1 Y Ly Viscosidad, densidad y tiempo transcurrido de My

a Mz respectivamente del fluido analizado

Figura 3.1 Viscosimetro de Ostwald

3.2.4 Peso molecular

La determinacion del peso molecular se llevd a cabo mediante el método viscosimetro de

Staudinger, valido para moléculas lineales ligeramente ramificadas, utilizando viscosimetros

capilares y en soluciones a bajas concentraciones.

Tabla 3-1 Nomenclatura de Viscosidades de soluciones.

Nombre Simbolo y Ecuacion S
. - Definicion
Nombre comun recomendado gue lo define
Relacion entre las viscosidades
S Relacién t la disolucién | solven
Viscosidad _eac.o Boy = - de la ds_o ucion y el solvente
relativa viscosidad Ny to puro. Varia en menor grado que
la viscosidad absoluta.
. 1N =10
- - esp - -7 -
Viscosidad Vlscos,:c(_jad . Mo E_s Ia_(;/adrlgmlond_rellatl\_/fi\ de la
- ifi —to Viscosi i ion.
especifica especifica ~ scosidad de la disolucio
to
NGmero de o Es la variacion relativa de la
viscosidad o MIrea = Tesp viscosidad por unidad de
Viscosidad cosficiente de concentracion de polimero, es
reducida T Nreal=lcc/g decir, la viscosidad especifica
viscosidad . g
por unidad de concentracion.




NUmero NUamero unicamente importante
Viscosidad logaritmico de Ninn = (Lnn,e)/¢ | parac — 0, ya que se comprueba
inherente viscosidad matematicamente [7].

Viscosidad limite o indice de
Staudinger. Es el valor de la
viscosidad extrapolada a una
disolucién infinita, donde ¢ — 0.

. . NUmero de

Viscosidad ] = 025, ee
. . ;. p/c=0

intrinseca viscosidad limite

Con las viscosidades de las soluciones se grafico la viscosidad reducida en funcién de la

concentracion obteniendo el gréafico indicado en la figura 3.2.
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Figura 3.2 Determinacion gréfica de viscosidad intrinseca

Mediante la Ecuacion de Kuhn-Mark-Houwink (Ec. 3:3).

Ecuacion 3:3

Donde:

1] Viscosidad Intrinseca
[n] = kM“
kya Constantes de relacion polimero-solvente



3.3 Equipos de caracterizacion.

3.3.1 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

El FTIR proporciona un espectro con las sefiales de los grupos funcionales de las muestras, por lo
cual es posible realizar una identificacion de los materiales. Se utilizé un Equipo Perkin Elmer
Spectrum 400 (figura 3.3) con un rango de onda de 650 a 4000 cm™ por medio de reflectancia total
atenuada (ATR) con medicién de absorbancia. Preparando previamente las muestras, realizando
peliculas libres de humedad a 105°C hasta peso constante posteriormente pulverizadas para su

analisis.

;
-’

A |
el B’

Figura 3.3 Equipo Perkin Elmer Spectrum 400.

Grado de Acetilacién por FTIR

Fue posible obtener el grado de acetilacion (DA) de la quitina y quitosano mediante una técnica
espectroscopica, realizando una medicion apropiada de las areas bajo la curva del espectro
infrarrojo. El valor de DA depende de varios factores, como la linea base, de la region de referencia
de las bandas, de la ecuacion y sus limitantes de medicion. La ecuaciédn utilizada para este proyecto

fue la siguiente:



Donde:
Aqe30 Areabajo lacurvade FTIR en labanda 1630

Ecuacién 3:4
y Asus0 Areabajo lacurvade FTIR en la banda 3450
%DA = [A1630] * 115 DA  Grado de acetilacion
3450
115 Constante de regresion
(R? = 0.99)

Segun J.Brugnerotto y A. Baxter es posible obtener el grado de acetilacion por medio del espectro
infrarrojo caracteristico para la medicion de entre 0 y 100% DA [19-22].

3.3.2 Espectroscopia UV-VIS

El analisis UV-VIS se realizo en un equipo Lambda 25 UV/Visible Spectrophotometer, Perkin
Elmer con un rango de 100 a 1100 nm en celdas pléasticas (figura 3.4), realizando un barrido de 600

a 250 nm a las soluciones de quitina a temperatura ambiente.
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Figura 3.4 Lambda 25 UV/Visible Spectrophotometer.

3.3.3 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El MEB es un equipo que utiliza un haz de electrones (en lugar de luz) para formar una imagen
amplia para caracterizar la superficie de solidos. Con su gran profundidad de campo enfoca gran

parte de la muestra, reportando la geometria, estructura, diametro y enredo de las nanofibras.



El analisis para este trabajo se realizd con un Microscopio Electronico de barrido JEOL JSM-7600F
(figura 3.5), voltaje de aceleracion de 1 a 30 kV y resolucion méaxima de 5nm. Tomando
micrografias a 800, 8000 y 20 000X. Preparando previamente las muestras, realizando peliculas

libres de humedad a 105°C hasta peso constante.

Figura 3.5 Microscopio Electronico de barrido JEOL JSM-7600F.

3.3.4 Analisis Termogravimétrico (TGA)

En la técnica TGA la muestra, se somete a altas temperaturas a condiciones controladas como
velocidad de calentamiento y atmosfera; mide la pérdida de masa de la muestra respecto a la
temperatura: Mediante la derivada de la pérdida de peso se puede determinar las temperaturas

maximas de degradacion.

3.3.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El analisis DSC permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una muestra cuando
es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado o cuando es calentada o
enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de temperaturas. Este analisis térmico
aporta entre otra informacion, la temperatura de transicion vitrea (Tg) de fusion (Tr) de cristalinidad

(T) de oxidacidn, asi como las reacciones quimicas que se desarrollan en las muestras [23].



Para el presente estudio, los analisis térmicos fueron realizados en un analizador TGA-DSC Jupiter
STA 443 F3 (figura 3.6) con un rango de temperaturas de 30 a 600°C en atmdsfera inerte de
nitrégeno de ultra alta pureza a un flujo de 20 ml/min con una velocidad de calentamiento de
10°C/min con un pesaje promedio de 6.5 mg y utilizando crisoles de aluminio.
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Figura 3.6 TGA-DSC NETZSCH Jupiter STA 443 F3

Mediante en software NETZSCH Proteus Thermal Analysis se obtiene el porcentaje de

cristalinidad de cada una de las muestras por medio de la ecuacién 3:5.

Ecuacion 3:5

Entalpia de fusién = Entalpia de cristalizaci()n]

% Cristalinid d=100[
% Cristalinida Entalpia de fusiéon del material al 100%

3.3.6 Difraccion de Rayos X

El andlisis por difraccion de rayos X (DRX) permite conocer la cristalinidad de las muestras

después del proceso de disolucién.



El andlisis DRX por fue realizado en un difractometro D2 Phaser Bruker, utilizando un porta

muestras de teflon para polvos, en un rango 20 de 7 a 50° a un paso de 0.06°/s[1, 2].

Figura 3.7 Difractometro D2 Phaser Bruker.



Capitulo 4 Resultados
4.1 Pruebas fisicas

4.1.1 Disolucion de la quitina en NaOH/urea/agua

Se prepararon vasos de precipitado con diferente concentracion de quitina en una solucion que
contenia NaOH:urea:agua en una relacion en peso de 11:4:85 (solucién SV) respectivamente. En
estas soluciones de determind el nimero de grupos OH presentes; en la tabla 4-1 se muestran las

concentraciones de quitina en cada solucion.

Tabla 4-1 Concentraciones de las disoluciones de quitina.

Cédiao Concentracién de Concentracion de Concentracién de NaOH
g quitina (Yowt) NaOH/Urea (%owt) (Yowt)*
Qs1 0.25% 99.75% 10.97%
Qs2 0.50% 99.50% 10.95%
Qs3 1.00% 99.00% 10.89%
Qs4 1.50% 98.50% 10.84%
Qs5 2.00% 98.00% 10.78%

* SV = Solvente NaOH/urea/agua [11:4:85]

Las soluciones fueron sometidas a 4 crio-tratamientos consecutivos obteniendo disoluciones
translucidas lo que de manera visual indica que se obtiene un alto grado de solubilidad, ya que al
término de la agitacion inicial todas las soluciones fueron turbias y con particulas suspendidas. En
la figura 4.1 se observa la quitina solubilizada a diferentes concentraciones. Con el aumento de la
concentracion, el color de la solucién se torna ligeramente amarillo, pero aun translucido, ademas

las soluciones tienen a ser mas viscosas en relacion al incremento de la concentracion de quitina.
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Figura 4.1 Soluciones QS a) 0.25%, b) 0.50%, c) 1.00 %, d) 1.50% y e) 2.00%.



4.1.2 Andlisis de Solubilidad

Para realizar las pruebas de solubilidad, en un tubo de ensayo se pesaron 4gr. aproximadamente de
las soluciones de quitina disuelta en la solucion de NaOH/Urea/agua [11:4:85]. Los tubos se
Ilevaron a 10°C y posteriormente se centrifugaron por 20 min a 3200 rpm. Cada muestra se filtré
a vacio (figura 4.2) haciendo dos lavados continuos, primero con NaOH/Urea/agua [11:4:85] y el
segundo con agua destilada, al finalizar los lavados el filtro se lleva a secar a 90°C hasta obtener

un peso constante.
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Figura 4.2 Equipo de filtracion al vacio para analisis de solubilidad

En la tabla 4-2 se muestran las solubilidades de las disoluciones de quitina.

Tabla 4-2 Solubilidad de soluciones QS

Quitina Soluble

Cddigo QUitir(]?/ova'f)OIUble % Solubilidad
(Yowt)
Qs1 1.23 98.77
QS2 3.10 96.90
QS3 4.20 95.80
QSs4 4.64 95.36

QS5 541 94.59




4.1.3 Andlisis de Viscosidad

El andlisis de viscosidad se llevd a cabo en un viscosimetro capilar de Ostwald. En la tabla 4-3 se

muestran los tiempos promedio de los ensayos realizados por triplicado.

Tabla 4-3 Tiempo promedio de escurrimiento en viscosimetro de Ostwald

Codigo Concentrf':u_:ién Densida31d Tiempo
(Yowt Quitina) (gricm?) (segundos)

SV 0 1.11303 213.0
QS1 0.25 1.11349 741.7
QS2 0.50 1.11498 1521.3
Qs3 1.00 1.11556 4965.0
QS4 1.50 1.11847 9246.0
QS5 2.00 1.11977 12445.0

En la tabla 4-4 se muestran las viscosidades obtenidas en funcién de la concentracion de las

soluciones poliméricas.

Tabla 4-4 Viscosidades de soluciones poliméricas

Concentracion . . . . Viscosidad . .
Codigo (%owt Quitina) Viscosidad Vlscos_ldad especifica VISCOSI_dad
absoluta (cP) relativa 3 reducida

(cm3/gr)

N\ 0 168.1291866 1 1.681291866
Qs1 0.25 611.9919585 3.640010227 2.640010227 1056.004091
QSs2 0.50 1202.956314 7.154952325 6.154952325 1230.990465
QSs3 1.00 3927.986186 23.36290484 22.36290484 2236.290484
QsS4 1.50 7333.876716 43.62048533 42.62048533 2841.365689
QS5 2.00 9882.853042 58.78130528 57.78130528 2889.065264

En la figura 4.3 se muestra el comportamiento de la viscosidad en funcién a la concentracion de

quitina en la solucién polimérica analizada, el cual exhibe una tendencia exponencial positiva.
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Figura 4.3 Viscosidad absoluta de las soluciones de quitina

4.1.4 Determinacion de peso molecular

Con los valores anteriores se obtiene la viscosidad intrinseca por el método de Staudinger [18].
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Figura 4.4 Viscosidad Intrinseca de soluciones QS obtenida por extrapolacion

Se obtiene el peso molecular por medio de la Ecuacion de Kuhn-Mark-Houwink (Ecuacion 3:3).

[n] = kM*



Constantes k y o para Quitina- NaOH/Urea.

k = 0.26* a = 0.56* [] = 894.5
M = 2.07 x10 égr/mol
*[24, 25]

El valor del peso molecular de 2.07x10° gr/mol de la quitina corresponde con los resultados
indicados en otros trabajos [2, 3] Este alto peso molecular en una organizacion tipo fibra se puede

obter un producto con excelentes propiedades tensiles [4]

4.2 Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

En la figura 4.5 mediante FTIR de la quitina comercial (materia prima a disolver, aspecto copo
grueso) se visualizan las bandas caracteristicas de la fase cristalina a-quitina. La sefial a 3400 cm’
! muestra el grupo N-H, con una intensidad media debido al elevado grado de acetilacion de la
quitina (> 95%). A 3200 cm™ se presenta la banda caracteristica al grupo OH el cual es abundante
en la cadena polimérica. A 3100 y 2880 cm™ se encuentran los grupos CHz y CHs respectivamente.
A 1670 cm™ existe una banda de alta intensidad por el grupo C=0 y con la sefial a 1008 cm

establece el grupo C-O debido al enlace C-O-C (enlace glucosidico)[16, 26].

Absorbancia (u.a)

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 4.5 Espectro FTIR QS0 (o-quitina).



El Grado de acetilacion (DA) se obtuvo al medir las areas bajo las curvas [22], cada una con su
respectiva linea base y se obtienen los siguientes datos para la Ec. 4:1

Ecuacién 4:1 Datos Valor
1 Ai630 0.37249

%DA = A1630] * 115 Assso 0.44083

3450 %DA 97.1720

El grado de acetilacion obtenido de 97 % es congruente con el data ofrecido por la compafiia
Aldrich, asi como con datos bibliogréaficos [2, 16].

Quitina disuelta en NaOH/urea/agua

En la figura 4.6 se muestra el espectro infrarrojo de los productos secos de quitina solubilizada a
diferentes concentraciones (%wt). En este espectro se presentan las sefiales caracteristicas de la
quitina como los grupos OH y NH en ~3400 y 3200 cm™, ademas de las amidas primarias en 1583
cm; asi como aminas I y Il en las bandas 816 y 773 cm™. Adicionalmente en 998 cm™ se presenta
la sefial del enlace glucosidico (C-O-C), por otra parte en 1429 y 1123 cm™ se ubican metilenos

activos y metilos respectivamente[19].

Absorbancia (u.a)
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Figura 4.6 FTIR: a) QS1 (0.25%), b) QS2 (0.50%), c) QS3 (1.00%).



La tabla 4-5 muestra las bandas y los grupos funcionales de la quitina disuelta [26-28].

Tabla 4-5 Sefiales FTIR de quitina seca solubilizada en NaOH/urea/agua.

Banda (cm™) Banda presente (cm™) Grupo

3400 - 3100 3400 OH Hidroxilo

3200 - 3100 3186 -NH; Amina |

1800 - 1600 1675 C=0 Carbonilo
Hidroxilo

1610 - 1650 1610 OH

(por absorcidn de agua)

1440 - 1365 1395 -CH; Metilenos activos
1135 - 1115 1123 -CHs Metilos
1200 - 650 998 C-0-C Glucosidico
816 -NH: Aminas |
900 - 650
773 —NH Aminas Il

Analizando la medicion de las areas bajo la curva en los FTIR’s, se deduce los grupos funcionales
terminado el proceso de disolucién de la quitina. En la figura 4.7 se muestra un incremento en el
area bajo la curva de la sefial de 1675 cm™ (grupo C=0) al aumentar la concentracion de quitina,
debido a que el grupo carbonilo, C=0 esta presente en la molécula, resistiendo el proceso de
desacetilacion. Lo que significa que el disolvente (NaOH/urea/agua) propicia la desacetilacion de
la quitina, y esto es mas evidente a mayores concentraciones del disolvente (menor concentracion

de quitina).
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Figura 4.7 Area bajo la curva de espectro FTIR banda 1675 cm',

Basado en las areas bajo la curva, la figura 4.8 muestra el comportamiento del grupo NHz. Este
grupo decrece con el incremento en la concentracién de quitina. Asi nuevamente, el disolvente
(NaOH/urea/agua) propicia la formacion del quitosano; a menores concentraciones de quitina se
observa una mas intensa desacetilacion de la molécula y por lo tanto el incremento en los grupos

aminas I.

Grupo NH,

N\

Area bajo la curva (u.a)
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Figura 4.8 Area bajo la curva de espectro FTIR banda 3186 cm™



La presencia del grupo OH indica algunos movimientos estructurales, entre ellos el rompimiento
de largas cadenas y la sustitucion del enlace glucosidico C-O-C por OH’s, en el caso de la quitina
el comportamiento (figura 4.9) del grupo funcional indica el fraccionamiento de la cadena

polimérica y el acomodo de la misma en la formacion de cristales de la fase #-quitina.
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Figura 4.9 Area bajo la curva de espectro FTIR banda 3450 cm™

El grado de acetilacion en las soluciones de quitina es indicativo de los grupos funcionales acetilos
que contiene la molécula, durante el proceso de disolucidn de pierden grupos acetilos debido a que
el NaOH propicia la desacetilacion de la quitina, convirtiéndola en quitosano. Sin embargo, a bajas
concentraciones y en combinacion con la Urea se obtiene un maximo de acetilacion de un 77%. En
la tabla 4-6 y figura 4.10 se presenta el %DA de las soluciones QS, a medida que la concentracion
de quitina aumenta es menor el impacto en los grupos acetilos, por lo que la molécula conserva en

gran manera sus propiedades.

Tabla 4-6 Grado de acetilacion de soluciones QS

Concentracion de quitina

Cédigo (Yowt) % DA
QS5 2 94.09120735
Qs4 15 93.57657623
QS3 1 92.78778559
QS2 0.5 87.92150492

QS1 0.25 77.41548782
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Figura 4.10 Tendencia de %DA en relacion a la concentracion de quitina disuelta

4.3 Espectroscopia UV-VIS

En la figura 4.11 se muestra un grafico comparativo obtenido mediante el espectro UV-VIS de las
diversas soluciones NaOH/urea/agua. Se observa que a medida que la concentracion de quitina se
incrementa la absorbancia. A una absorbancia a 290 nm (figura 4.12, absorcion de la quitina) se
obtuvo el cambio de la absorbancia de luz de la solucion de quitina (NaOH/urea/agua, 11:4:85%wt)

mediante una regresion lineal observando el incremento en la concentracion de quitina.
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Figura 4.11 Espectros UV-VIS de soluciones quitina.
Figura 4.12 Tendencia de absorbancia de soluciones quitina.

4.4 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La quitina comercial a simple vista tiene una forma de hojuela flexible y fibras en forma de copo.
Pero al observarla por MEB (figura 4.13), su morfologia superficial es rugosa, y en su interior

existen microfibras muy largas de 400 mm (0.40 um) aproximadamente de ancho.

Figura 4.13 QS0 a) 800X, b) 8000X y c) 20,000X.

Quitina disuelta en NaOH/urea/agua

Para la concentracién de quitina disuelta en NaOH/urea/agua mas alta conducida en este estudio,
QS5 (2.00 %wt), en la figura 4.14 para una ampliacién por MEB a 800X se observan tres zonas:
1) donde las fibras estan son expuestas por la actividad del solvente (figura 4.14a), 2) otra zona

donde se aprecian las fibras largas recubiertas o inmersas en un material granulado y adoptando un



arreglo desordenado (figura 4.14b), y 3) una tercera zona (figura 4.14c), donde se observa arreglos

altamente definidos de quitina, lo cual ofrecen formaciones tipo “pétalo”.
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s

Figura 4.14. MEB de QS5 (2.00%wt): a) fibras expuestas a 800X, b) fibras aisladas a 8,000X y c) fibras sumergidas a 8,000X.

En la figura 4.15 se muestran las fibras de quitina con mas detalle. En esta figura se puede que el
disolvente afecto las cadenas, ya que no se observaron fracciones de cadenas, solo cadenas con
longitudes indeterminadas. Asi mismo, la cantidad de disolvente fue el suficiente para disolver
algunas zonas de las muestras (figura 4.15a). Mas alla, a 8,000X se determin6 un grosor de las

fibras de aproximadamente de 2.59 pum (figura 4.15b).

Figura 4.15. MEB de QS5 (2.00%wt): a) 800X, b) 8,000X.

Continuando con una mayor disolucién de la quitina, en la figura 4.16, se presenta la muestra QS4
(1.50%wt). Con esta disolucidn, se presentan pocas zonas de apariencia rugosa (atribuidos a la -
quitina) como la mostradas en las figuras 14.16a y 14.16b, asi también, se presentan mayores zonas
con presencia de cristales (atribuidos a la a-quitina) como la indicada en la figura 4.16c.



Figura 4.16 QS4 (1.50%wt): a) zona amorfa 800X b) zona amorfa 8,000X y c) 8,000X zona cristalina,.

A una mayor disolucién de la quitina, en la figura 4.17 se observa el analisis por MEB de la muestra
QS3 (1.00%wt) que contiene zonas amorfas y cristalinas. En la figura 4.17b se exponen algunas
cadenas poco disueltas, pero también grandes zonas, entre las mismas cadenas, de apariencia
rugosa tipica de la fase cristalina B-quitina. En la figura 4.17c se visualizan cristales de la fase
cristalina a-quitina, fase menos abundante ahora que en las muestras con concentraciones de 2.00

y 1.50 %wt de quitina.

Figura 4.17 QS3 (1.00%wt): a) zona amorfa a 800X, b) zona amorfa a 8,000X y c) zona cristalina a 8,000X.

El MEB de QS2 (0.50%wt) se muestra en la figura 4.18 en la que se observan ambas fases amorfas
y cristalinas de la quitina. Mayoritariamente se observa la fase amorfa (B-quitina) y algunas escasas

zonas cristalinas (a-quitina), que estan de forma muy aislada de la muestra.



Figura 4.18 QS2 (0.50%wt ): a) zona amorfa a 800X, , b) zona amorfa a 8,000X y c) zona cristalina a 8,000X.

A la méaxima disolucién de la quitina que es la muestra QS1 (0.25%wt) se observa (figura 4.19)
una superficie mucho més amorfa comparada con la de menor disolucion. Asi en la figura 4.19a se
expone una alta rugosidad superficial. En la figura 4.19b a magnificacion de 8,000X se observan
cumulos de material amorfo tipico de la B-quitina, lo cual indica como el material se dispersa en el
disolvente. Finalmente, en la figura 4.19c se aprecian algunos cristales que aun permanecen

presentes de la fase cristalina a-quitina.

Figura 4.19 QS1 (0.25%wt): a) zona amorfa a 800X, , b) zona amorfa a 8,000X, y c) zona cristalina a 8,000X

Con la técnica de MEB se puede advertir que cuanto menor sea la concentracion de la quitina en
la solucion de NaOH/urea/agua menor sera el grado de cristalinidad de la muestra y acompariada
de una menor fase cristalina a-quitina. Mediante un mapeo elemental (anélisis simultaneo con el
MEB) de la muestra QS1 (0.25%wit) se pudo en las figuras 4.20b, c y d visualizar la presencia de
oxigeno, carbono y sodio respectivamente. Asi fue posible establecer que el sodio se encuentra
disperso en toda la muestra.
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Figura 4.20 Mapeo Elemental a QS1 (0,25%wt) a 20,000X a)muestra original b) oxigeno, ¢) carbono y d) sodio.

En concentraciones por encima del 1%wt de quitina (en solucién de NaOH/urea/agua), la presencia
de cristales de a-quitina es mas abundante como efecto del decremento en la solubilidad. En la
figura 4.15 se muestra un camulo de largas cadenas de o-quitina sin disolver, con didmetros
promedio de 2.59um. lo que reafirma una menor disolucién del biopolimero a comparacion de las

concentraciones mas bajas de disolvente.



4.5 Anélisis Térmicos (TGA)

En la figura 4.21 se presenta el analisis termogravimétrico de la QSO (quitina comercial) donde en
el rango de 30°C a 120°C se tiene descenso de masa de un 8.32% correspondiente a la humedad de
la muestra. Enseguida existe una estabilidad en masa de 120°C a 250°C aproximadamente,
posteriormente, se presenta un segundo descenso de masa de 250°C a 275°C correspondiente a un
67.17% que se atribuye a la perdida de grupos funcionales como los hidroxilos y carbonilos.
Posteriormente de 275°C a 590°C se termina con una pérdida de 19.84% que corresponde a la
despolimerizacion de la quitina, perdiéndose en esta etapa la union glucosidica, lo que conduce a
la formacion de compuestos de bajo peso molecular, los cuales son eliminado con suma rapidez.

Posterior a 552.4°C existe la pirolisis de la materia organica residual.

La dTGA (figura 4.21) muestra un comportamiento tipico de un polimero puro, presentando un
pico fino y de alta intensidad lo que es indicativo de que la quitina utilizada tiene un alto grado de
pureza. El dTGA tambien indica la maxima temperatura de degradacion de la quitina; ubicada en

325.6°C. Esta temperatura es congruente con la fase cristalina a-quitina [4].
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Figura 4.21 TGA-dTGA 0S0 (o-quitina).



Quitina disuelta NaOH/urea/agua

En la figura 4.22 se presentan el resultado termogravimétrico de la muestra seca proveniente
solucion QS1 (0.25%wt), en donde se observan 4 pérdidas significativas de masa. La primera de
masa entre los 30-90°C, es de 2.04% que corresponde a la humedad presente en la quitina. Una
segunda perdida en masa entre 120-280°C da un 4.63% de su masa. La tercera pérdida en masa fue
de 1.49% a 280-345°C Finalmente, existe una cuarta pérdida en masa de 245-600°C que fue de

0.84%, la cual se debe a la perdida de la masa residual.

La figura 4.22 también muestra la derivada del TGA (dTGA), la cual indica la maxima temperatura
de pérdida de peso de la quitina para cada uno de los eventos indicados para TGA. Asi existen
desensos de peso a 31.6°C, 250.9°C, 300.3°C y 551.2°C. Estos datos destacan que la méxima
perdida en peso es a 250.9°C. Particularmente se establece que la quitina disuelta al 0.25%wt fue
mas estable a la temperatura limite (600°C), dejando una masa residual del 91% comparada con el

5.39% de la quitina comercial, un 85% mas resistente que QSO0.
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Figura 4.22 TGA-dTGA QS1 (0.25%wt).

La figura 4.23 presenta el TGA de QS2 (0.50%wt), en donde existen 5 pérdidas maximas de masa,
la primera con un 2.6% que correspondiente a humedad en 42°C, la segunda en ~ 245°C perdiendo

5.27 % de su masa, una tercera a 302°C perdiendo 1.97% en, una cuarta a 462°C con perdida de



masa de 0.85% y finalmente a 530°C la perdida por la degradacion fue del 0.1%. La masa residual

de la quitina a la temperatura limite (600°C) fue un 83% mas alta que QSO0 (5.39%).
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Figura 4.23 TGA-dTGA QS2 (0.50%wt).

El TGA de QS3 (1.00%wt), se presenta en la figura 4.24 observandose 6 pérdidas de masa maxima,

la primera a 90°C con 7.33% que corresponde a la humedad, la segunda a ~ 258°C es de 2.60%,
una tercera a 287°C es de 1.38%, una cuarta a 411°C es de 0.94%, una quinta a 492°C es de 0.89%

y la sexta perdida a 550°C es de 0.35% por la degradacion, obteniendo asi una masa residual de

86.51%, que resulto un 81% mas resistente que QSO0.
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Figura 4.24 TGA-dTGA QS3 (1.00%wt).



El TGA de QS4 (1.5%wt) se muestra en la figura 4.25, observandose 6 pérdidas de masa, la primera
a131°C con un 5.98%, la segunda en 258°C perdiendo un 6.06%, la tercera a 312°C con un 1.14%,
la cuarta en 391°C con un 2.57%, la quinta en 496°C con un 2.03% y la sexta perdida en 549°C

con un 0.87%. Con una masa residual de 80.75%, la QS4 es 75% mas resistente que QSO0.
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Figura 4.25 TGA-dTGA QS4 (1.50%)
La figura 4.26 corresponde al TGA del QS5 (2.00%wt), con seis pérdidas de masa, de 21.81%,

5.98%, 1.14%, 1.47%, 1.48% y 1.65%, para las temperaturas maximas de 135°C, 250°C, 298°C,
418°C, 490°C y 545°C respectivamente. La QS5 resulto hasta un 61% mas resistente que QSO0.
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Figura 4.26 TGA-dTGA QS5 (2.00%wt).



La figura 4.27 muestran

las 5 soluciones de QS, donde

la resistencia térmica es

QS1>QS2>QS3>QS4>QS5. Asi a menor concentracion de quitina en la solucién NaOH/urea/agua
se obtiene una mayor resistencia a la degradacion a la degradacion final.
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Figura 4.27 Comparativo de TGA de todas las muestras de QS.

En la figura 4.28 se presenta el comportamiento de la masa residual en relacion a la concentracion,

de quitina, por lo que es evidente que la resistencia térmica disminuye al incrementarse la

concentracion de quitina disuelta, atribuyendo dicha resistencia a solucion NaOH/urea/agua, en

relacion a su contenido en sodio, el cual puede aportar un refuerzo al biopolimero.
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Figura 4.28 Masa residual obtenida por TGA de todas las QS.



En la Tabla 4-7 se registran todos los eventos ocurridos en los andlisis termogravimétricos, en

donde es posibles comparar los porcentajes de pérdida de masa, temperaturas de degradacion y

masa residual entre las soluciones.
Tabla 4-7 Resumen de eventos en TGA-dTGA.

Concentracion

Evento

(%wt) Solucion El E2 E3 E4 ES5 E6 Masa Residual
oo ar | BUEL . mmO L e
a s | LA Ler ..
s s | G G A . em ot
I AR AR A A
oo w0 Gl e [Tl e

* Sin eventos.

Del resumen de la tabla anterior se determina que QS1 y QS2 tienen una pérdida de masa ~2% por

debajo de los 50°C, que corresponde a la perdida de grupos hidroxilos provenientes de la absorcion

de agua en la muestra, por otro lado las pérdidas de 7% y 22% en QS3 a QS5 respectivamente, a

temperaturas entre 90 y 135°C indica la eliminacion de grupos hidroxilos estructurales de la

molécula.

En los andlisis FTIR se indica el incremento de los grupos hidroxilo estructurales a partir de la

concentracion de 1.00% (QS3), los cuales son térmicamente mas resistentes que los provenientes

de la humedad pues se encuentran ligados a la cadena principal.

La tabla 4-8 muestra cada uno de los picos de la degradacién y el correspondiente elemento

eliminado.



Tabla 4-8 Resumen de picos de degradacion

Rango (T, °C) Elemento eliminado Perdida
80-100 H.0 Pérdida por humedad [29]
50-150 OH Perdida del OH estructural
~ 250 NH: Perdida del NH [30]
~ 300 B-quitina Degradacion de la fase cristalina 3 [4, 29]
~ 330 a-quitina Degradacion de la fase cristalina a [2, 4]
~ 550 C-C Pirolisis de elementos a base de carbono [29]

En la figura 4.29 se observa un resumen de curvas de la dTGA de cada QS de manera comparativa,
En todas las QS se aprecia el pico caracteristico de degradacion de la g-quitina aproximadamente

en 300°C, ademas del grupo NH2 que se observa en mayor proporcién en las soluciones méas

diluidas (QS1y 2).

dTGA (%/min)

QS1 (0.25%)
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QS5 (2.00%) ----
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Figura 4.29 dTGA de todos los QS.



4.6 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La figura 4.30 muestra el termograma de QSO0 en donde es posible observar un endoterma en 331°C

de la fusion de la quitina en su fase cristalina a, la entalpia de fusion de 11,884 J/g fue obtenida

mediante el software Proteus Thermal Analysis por medio de medicion de areas bajo la curva.
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Figura 4.30 DSC QSO0 (a-quitina).

La muestra del QS5 (figura 4.31, 2.00%wt) ofrece dos picos exotérmicos, en 124°Cy 199°C debido
a la cristalizacion. En 238°C se inicia un proceso endotérmico donde QS5 se funde en 315°C y
414°C con entalpias de 5205.4 y 5958.6 J/g de cristalizacion y fusion respectivamente. Con la
ec.3:3 se obtuvo que el porcentaje de cristalinidad relativa era de 93.94%, lo que indica que por la

solvatacion el polimero pierde un 6.06% de su cristalinidad inicial.
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Figura 4.31 DSC QS5 (2.00 %wt).

La QS4 (figura 4.32, 1.5%wt) muestra dos picos exotérmicos en 102°C y 202°C por la
cristalizacion. La QS4 (figura 4.32, 1.5%wt) inicia a 229°C un proceso endotérmico en donde QS4
se funde a 308°C y 407°C con entalpias de 5006 y 5789 J/g de cristalizacion y fusién
respectivamente. El porcentaje de cristalinidad (ec.3.3) relativa fue de 90.83% respecto a QS0, lo

que indica que por la solvatacion la quitina perdié un 9.16% de su cristalinidad inicial.
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Figura 4.32 DSC QS4 (1.50%wt).



La QS3 (figura 4.33, 1.0%wt) muestra dos picos exotérmicos en 109°C y 203°C por el proceso de
cristalizacion. En 244°C se inicia un proceso endotérmico con una fusién de 263°C y 300°C con
entalpias de 5008 y 5458 J/g de cristalizacion y fusion respectivamente. El porcentaje de
cristalinidad relativa (ec.3:3) fue de 88.06% con respecto a QSO, lo que indica que por la

solvatacion la quitina perdi6 un 11.93% de su cristalinidad inicial.
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Figura 4.33 DSC QS3 (1.00%wt).

La QS2 (figura 4.34, 0.50%wt) muestra tres picos exotérmicos en 112°C, 186° y 207 °C por la
cristalizacion. En 233°C se inicia un proceso endotérmico con una fusion de 264°C, 297°Cy 371°C
con entalpias de 4900.65 y 5176.35 J/g de cristalizacion y fusion respectivamente. El porcentaje
de cristalinidad relativa (ec.3:3) fue de 84.79% respecto a QSO0, lo que indica que por la solvatacién

la quitina perdi6 un 15.21% de su cristalinidad inicial.
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Figura 4.34 DSC QS2 (0.50%wt).

La QS1 (figura 4.35, 0.25%wt) muestra tres picos exotérmicos en 64°C, 138° y 208 °C por el

proceso de cristalizacion. En 2383°C se inicia un proceso endotérmico con una fusion de 280°C,
307°C y 391°C con entalpias de 4162.8 y 4554.3 J/g de cristalizacion y fusion respectivamente. El
porcentaje de cristalinidad relativa (ec.3:3) fue de 73.35% respecto a QSO0, lo que indica que por la

solvatacion la quitina perdid un 26.65% de su cristalinidad inicial.
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Figura 4.35 DSC

QS1 (0.25%).



En la figura 4.36 y tabla 4-9 se concentra la perdida de cristalinidad obtenida por medio de la
ecuacion 3:3. Con lo anterior se establece que a medida que se incrementa el contacto de la quitina
con solucion NaOH/urea/agua como consecuencia de una menor concentracion de quitina, se

favorece una fase amorfa. Esta condicion es congruente con lo observado por MEB.

30

26.65
L

25 +

20

15 -
- \ 1103
-
. \ 9.16

Porcentaje de perdida de cristalinidad (%)

T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25
Concentraciéon de quitina (% wt)

Figura 4.36 Pérdida de cristalinidad.

Tabla 4-9 Pérdida de cristalinidad

Concentracion de quitina Porcentaje de cristalinidad
(%wt) perdida
Qs5 2 6.06
Qs4 1.5 9.16
Qs3 1 11.93
Qs2 0.5 15.21

Qs1 0.25 26.65




4.7 Difraccion de rayos x (DRX)

En la figura 4.36 se muestra el difractogrdma de QSO en donde se observan las sefales
caracteristicas de la a-quitina en 20 = 9.416°, 26=19.395° y 26=26.2°, con planos cristalograficos
[020], [110] y [013] respectivamente.
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Figura 4.37 Difractograma QS0.

La ficha cristalografica de la a-quitina muestra las principales sefiales en los angulos 26= 9.37°,
19.35° 26.3° con altas intensidades, la fase cristalina B, tiene intensidades mas bajas[2]. El

porcentaje de cristalinidad obtenido por medio de DRX es de 61.2% congruente con la literatura
[31].

En la figura 4.38 se presenta el difractograma de la muestra QS5 (2.00%wt), en el cual se observan
las tres sefiales tipicas de la fase a-quitina, ademas de sefiales que aseguran la presencia de la urea

y del NaOH, en la tabla 4-10 se muestran los PDF de las sefiales cristalograficas. Se calculé la



cristalinidad de la muestra realizando una linea base durante el proceso de difraccion que resulto
en 55.3% de cristalinidad.
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Figura 4.38 Difractograma de QS 5 (2.00%wt).
Tabla 4-10 Sefiales DRX de QS5 (2.00%)
PDF quitina PDF NaOH PDF urea
Intensidad Intensidad Intensidad
20 (grados 20 (grados 26 (grados)
& ) (u.a.) (8 ) (u.a.) (u.a.)
9.09 50.49 31.47 33.23 23.55 32.44
19.14 5.79 31.62 33.77 29.43 100
26.2 10.77 32.38 11.29 38.11 84
34.19 65.37
35.42 54.58
38.39 1391




En la figura 4.39 se muestra el difractograma de la muestra QS4 (1.50%wt),, en el cual podemos
observar las tres sefiales tipicas de la fase a-quitina en 26=8.97, 19.05 y 25.89, ademas de sefiales
que aseguran la presencia de la urea y del NaOH, en la tabla 4-11 se muestran los PDF de las
sefiales cristalograficas, se calculd la cristalinidad de la muestra realizando una linea base durante

el proceso de difraccion que resultd en 49.4% de cristalinidad.
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Figura 4.39 Difractograma de QS 4 (1.50%)
Tabla 4-11 Sefiales DRX de QS4 (1.50%)
PDF quitina PDF NaOH PDF urea
Intensidad Intensidad Intensidad
20 (grados 20 (grados 20 (grados)
(& ) (u.a.) @ ) (u.a.) (u.a.)
8.97 6.37 31.23 34.21 24.26 64.38
19.05 12.95 32.1 4.05 29.2 77.48
25.89 8.49 32.92 22.07 37.79 86.83
34.06 63.66
35.14 100
38.09 15.52




En la figura 4.40 se muestra el difractograma de la muestra QS3 (1.00%wt), en el cual podemos
observar las tres sefales tipicas de la quitina en 26=9.95 y 19.86 pertenecientes a la fase f y 19.08
correspondiente a a-quitina, ademas de sefiales que aseguran la presencia de la urea y del NaOH,
en la tabla 4-12 se muestran los PDF de las sefiales cristalograficas, se calculd la cristalinidad de

la muestra realizando una linea base durante el proceso de difraccion que resulté en 47.1% de

cristalinidad.
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Figura 4.40 Difractograma QS 3 (1.00%)
Tabla 4-12 Sefiales DRX de QS3 (1.00%)
PDF quitina PDF NaOH PDF urea
20 (grados) Intensidad 20 (grados) Intensidad 20 (grados) Intensidad
rados radaos
8 (u.a.) . (u.a.) (u.a.)
9.95 13.61 15.15 24.83 23.25 51.04
19.08 6.19 31.29 45.64 29.26 100
19.86 6.07 32.03 9.38 37.09 86.79
33.19 22.75
34.13 69.97
35.27 98.8




En la figura 4.41 se muestra el difractogrdma de la muestra QS2 (0.50%wt), en el cual se observan
las tres sefiales de la quitina en 20=9.71 y 19.84 pertenecientes a la fase  y 26.01 correspondiente
a a-quitina, ademas de sefiales que aseguran la presencia de la urea y del NaOH, en la tabla 4-13
se muestran los PDF de las sefiales cristalograficas, se calcul6 la cristalinidad de la muestra

realizando una linea base durante el proceso de difraccidon que resultd en 43.8% de cristalinidad.
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Figura 4.41 Difractograma QS 2 (0.50%)
Tabla 4-13 Sefiales DRX de QS2 (0.50%)
PDF quitina PDF NaOH PDF urea
Intensidad Intensidad Intensidad
20 (grados) 20 (grados) 20 (grados)
(u.a.) (u.a.) (u.a.)
9.71 5.66 15.25 12.89 24.32 51.75
19.84 3.22 31.02 25.51 29.06 100
26.01 6.47 31.77 41.04 37.78 69.84
32.09 5.52
33.42 27.8
34.11 63.11
35.33 74.2




En la figura 4.42 se muestra el difractograma de la muestra QS1 (0.25%wt), en el cual podemos
observar dos sefales de la quitina en 26=19.78 pertenecientes a la fase B y 26.11 correspondiente
a a-quitina, ademas de sefiales que aseguran la presencia de la urea y del NaOH, en la tabla 4-15
se muestran los PDF de las sefiales cristalograficas, se calculd la cristalinidad de la muestra

realizando una linea base durante el proceso de difraccion que resulté en 33.7% de cristalinidad.

100 4 QS 1 a-quitina
B-quitina
= Urea
= NaOH
80 —
< 60
2
=)
(5]
=
(%)
S 40
IS
20 \\
O -
T T T T T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 45 50
26
Figura 4.42 Difractogrdma QS 1 (0.25%)
Tabla 4-14 Sefiales DRX de QS1 (0.25%)
PDF quitina PDF NaOH PDF urea
Intensidad Intensidad Intensidad
20 (grados 20 (grados 20 (grados)
(grados) (u.a.) (grados) (u.a.) (u.a.)
19.78 7.7 14.78 22.31 23.37 32.51
26.11 6.54 31.11 39.37 29.19 42.22
32.98 18.66 35.17 100
34.16 61.68
36.68 5.08
37.91 62.84




En la figura 4.43 y tabla 4-16 se muestran los porcentajes de cristalinidad obtenidos por DRX.
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Tabla 4-15 Porcentajes de cristalinidad 60 4

Concentracién Porcentaje de - 55_' 252
de quitina (%wt) | Cristalinidad 3 \

2 55.3 < 50 o

15 494 ? | \.47.1
. : & 45+ \ 438
1 47.1 2 ] =

0.5 43.8 $ 40+

0.25 33.7

35+ 33.7
]
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Concentracién de quitina (% wt)

Figura 4.43 Porcentajes de cristalinidad

Realizando un analisis comparativo de las cristalinidades obtenidas de DSC y DRX en la figura
4.44 es posible observar que las pérdidas de cristalinidad son muy aproximadas, la técnica DRX
calcula el porcentaje de cristalinidad partiendo del difractograma sobre una linea base, y el DSC lo
calcula realizando una comparacion del polimero sin procesar, por lo que solo se obtienen
cristalinidades relativas al patron.
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Figura 4.44 Comparativo pérdida de cristalinidad por DSC y DRX.
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Capitulo 5 Conclusiones

Se solubilizo la quitina en el solvente i6nico basado en una relacion 11:4:85%wt de
NaOH:urea:agua. De tal forma que se obtuvo hasta un 95% de solubilidad, obteniendo

soluciones translucidas.

Se determinaron las propiedades fisicoquimicas de las disoluciones de quitina, de tal
manera que se determinaron viscosidades de 600 a 9800 cP, y un peso molecular de 2.07

x10%gr/mol. Este peso molecular es alto y asegura altas propiedades mecanicas.

Se determino la morfologia por MEB de la quitina en el solvente idnico. El analisis revel6
que los arreglos cristalinos disminuian y se presentaba una superficie rugosa cuando se
incrementaba la presencia de solvente idnico en la solucion. A mayor cantidad de solvente

i6nico mayor fase amorfa, la muestras pasaba de una fase a-quitina a la fase B-quitina.

Por FTIR se observo que el grupo carbonilo (C=0) disminuyd al incrementarse la solucion
i6nica (menores concentraciones de quitina, QS1 y QS2). Mientras a menores
concentraciones de solucién iénica (mayores concentraciones de quitina, QS3 y QS4), el
grupo C=0 permanecio constante. Por el contrario el grupo amino (-NH2) es mayor en
soluciones de alta concentracion de solucidn idnica (baja concentracion de quitina, QS1y
QS2). Asi, se origina una mayor desacetilacion a medida que se tienen mayor solucion
iénica, esto es viable dado que el NaOH promueve la des-acetilacion de la molécula.

Mediante FTIR se estimdé un %DA méaximo del 77% (QS1), lo que indica que al
incrementarse la concentracion del solvente i6nico, no existe una alta modifican del grado

de desacetilacion de la quitina.

Por TGA se mostrd que al disminuir la concentracion de quitina aumenta la resistencia
térmica, atribuida al Na, que actia como refuerzo en la molécula. La muestra mas diluida
QS1 fue 85% mas resistente que QS0 y QS5 en un 61%.
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Por DSC, se determiné que al disminuir la concentracion de quitina en la solucion
disminuye la cristalinidad, perdiendo desde un 6.06% en QS5 hasta un 26.65% en QS1. Por
medio de DRX se analizé la cristalinidad de las muestras, donde QS5 alcanzé un 55.3% de
cristalinidad mientras QS1 un 33.7%, lo cual es congruente con en analisis de DSC. En las
concentraciones mas elevadas (QS5, 4) solo se observan las sefiales tipicas de a-quitina por
lo que es la que se encuentra en mayor abundancia, en las concentraciones mas diluidas se

observan ambas sefiales tanto o como [ por lo que coexisten en el medio.



ANEXos

Anexo 1 Hoja de especificaciones de quitina en copo

SIGMA-ALDRICH p——

Product Name:

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com
Email USA:  techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification

Chitin from shrimp shells - practical grade, coarse fiakes | e
[C- NI ' 4
Product Number: C9213 o B e
Lol =
CAS Number: 1398-61-4 g I
MDL: MFCD00466914 -
Formula: (CsH13NOs)n
TEST Specification
Appearance Off White
(Color) to Light
Yellow to
Light
Beige
Appearance Flakes
(Form)
% >95%
Acetylated
Source Confirmed
Shrimp

Shells
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Anexo 2 FTIR Quitina copo y Quitosano en polvo
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Anexo 3 FTIR de soluciones QS
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Anexo 4 Medicion de &rea bajo la curva de Espectros FTIR
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