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RESUMEN

El quitosano es un polisacarido natural obtenido, por desacetilacidon termoalcalina, a partir de
quitina. El grado de desacetilacién del quitosano y su masa molecular son dos propiedades fundamentales
de este polimero pues influyen en sus aplicaciones, tales como solubilidad en acidos diluidos, viscosidad
de las soluciones, asi como en su actividad biol6gica. Muestras de quitosano fueron obtenidas a escala
industrial a partir de quitina de langosta (Panulirus Aarhus). Se determind la masa molecular promedio
viscosimétrica, M,, utilizando un viscosimetro capilar tipo Ubbelhode. La viscosidad intrinseca fue
calculada gréficamente usando la ecuacion de Huggins, mientras que para la My se empleé la de Mark—
Houwink—Sakurada. La viscosidad de las soluciones fue dependiente de la concentracion del polimero. La
disolucién de quitosano fue caracterizada como un fluido newtoniano, la masa molecular del biopolimero
fue de 310.000 g/mol y una viscosidad de 51,8 + 3,1 mPa-s. El quitosano derivada de la quitina de
langosta mostré adecuadas propiedades fisicas, de acuerdo con quitosanos comerciales, reflejando su
utilidad para uso farmacéutico.
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ABSTRACT

Chitosan is a natural polysaccharide derived from chitin by alkaline deacetylation. The degree of
chitosan deacetylation and molecular weight are two fundamental properties of this polymer for many
applications, such as solubility in dilute acids, viscosity of the obtained solutions, as well as on their
biological activity. Samples of chitosans were obtained an industrial scale from chitin of lobster
(Panulirus Argus). The viscosity average molar mass, My, was determined using a capillary viscometer
type Ubbelhode. The intrinsic viscosity was calculated by the graphical method using the equation of
Huggins, while the My by Mark-Houwink—Sakurada equation. The viscosities of the solutions were
dependent on the concentration of the polymer. The solution of chitosan was characterized as a newtonian
fluid, the molecular weight of biopolymer was 310,000 g/mol and a viscosity of 51.8 + 3.1 mPa-s.
Chitosan derived from chitin of lobster showed appropriated physical properties, according with
commercial chitosans, reflecting it’s usefulness to pharmaceutical uses.

Keywords: chitosan, lobster, molar mass, reology, viscosity.

1. INTRODUCCION
El quitosano fue descubierto por Rouget en 1895, quien encontrd que al tratar la quitina con
una solucién caliente de hidroxido de potasio se obtenia un producto soluble en acidos organicos y
la nombré quitina modificada. Mas tarde, Hoppe—Seyler, en 1894, lo denominé quitosano [1].

Es un polisacarido presente en las paredes celulares de algunos hongos en pequefias
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concentraciones, por lo cual su principal forma de obtencidn es a partir de la quitina, mediante la
hidrolisis en medio alcalino muy concentrado, usualmente hidroxido de potasio o sodio, a altas
temperaturas, ocurriendo la desacetilacion. El quitosano constituye el derivado méas importante de la
quitina y presenta propiedades significativamente diferentes a ella [2, 3].

Su nombre quimico es poli[—(1-4)-2—amino—2-desoxi—D—-glucopiranosa] y su estructura
aparece en la Figura 1. Al igual que la quitina, el quitosano no se presenta como una molécula
Unica. Adicionalmente, sus moléculas pueden variar en los valores de masa molecular y grados de
desacetilacién promedio o grupos aminos libres, lo cual determina la calidad y el uso de estos

polimeros [4].
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Figura 1. Estructura quimica del quitosano.

Debido a su alto peso molecular y a su estructura lineal no ramificada, el quitosano es un
potente agente viscosante en medio acido. La viscosidad de las soluciones de quitosano aumenta al
incrementarse la concentracion de esta, mientras que disminuye al elevar la temperatura y el grado
de desacetilacion del producto [5].

El quitosano es un sélido en forma de escamas, de color blanco—crema. Es insoluble en agua,
alcalis y disolventes organicos comunes, pero es soluble en disoluciones acuosas de acidos
organicos (acidos férmico, citrico, lactico, acético, etc.). Su solubilidad y viscosidad dependen del
grado de desacetilacion y degradacion del polimero, pero también pueden verse incrementada por la
adicion de formaldehido, cloruros de acilo, anhidridos o sales de metales alcalinos [6].

Al igual gque la quitina, es un polisacarido biodegradable, biocompatible, de baja toxicidad [7],
ademas es naturalmente abundante y renovable [1]. Usualmente su peso molecular es muy alto (de
varios cientos a algo mas de un millén de g-mol™), lo cual depende del material de partida y de las
condiciones de su tratamiento, pero en algunos casos la aplicabilidad para un proposito particular y
su efectividad en una accidn especifica depende de su peso molecular [8-10].

El método viscosimetrico es muy util en la caracterizacion de polimeros naturales debido a su

sencillez y bajo costo. Utilizando la ecuacion de Mark—Houwink—Sakurada se puede determinar la
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relacion entre la viscosidad intrinseca y la masa molecular relativa del polimero [8,9].

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos al determinar el comportamiento
reologico, la masa molecular y viscosidad aparente del quitosano obtenida por desacetilacion
termoalcalina heterogénea, a escala industrial, a partir de la quitina de la langosta (Panulirus
Argus).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Materiales. El quitosano fue suministrado por la Planta de Produccion de Productos
Naturales y Sintéticos del Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), el
acido acético glacial p.a y el cloruro de sodio por Merck (Alemania).

Los lotes de quitosano, obtenidos a nivel de banco, piloto e industrial, cumplieron con las
especificaciones de calidad establecidas para esta materia prima por Rowe et al. [10] y Paz et al.
[11].

2.2. Comportamiento reologico. Se empled un rotoviscosimetro Haake, modelo RV 20
(Alemania) acoplado a un ordenador mediante un Rheocontroller, modelo RC 20 como interfase y
un ultratermostato, modelo F 3, ambos de la firma Haake, utilizando el sistema de medicion M 5y
el sensor NV std de cilindros concéntricos, en un intervalo de gradiente de velocidad comprendida
entre 0 y 500 s, a una temperatura de 20 + 0,1°C. El programa utilizado para el analisis de los
datos fue el ROT 2.3 de la propia firma.

Se prepard una disolucién de quitosano al 4% en acido acético glacial al 10% empleando 9
mL como porcidn de ensayo, el andlisis se realizo6 por triplicado.

2.3 Masa molecular. El lote de quitosano obtenido a nivel industrial (Lote 11003), se
correspondi6 con un polvo con 6,3% de humedad, 0,5% de cenizas sulfatadas, 0,3% de material
insoluble y 79,9% de grado de desacetilacion [11].

Tabla 1. Pardmetros viscosimétricos.

Nombre comun Simbolo y ecuacion que lo define

Viscosidad relativa n.=n /nO: t/ t

Viscosidad especifica Ny, = n-1=m=m)/ n={-t)/t

=n_/C
red sp
Viscosidad inherente Ninm=(0nn,)/C
Viscosidad intrinseca | [n] = (nsp/ C) o™ [ (Inn

Viscosidad reducida n

)7Cl,

red

Para determinar la masa molecular promedio viscoso (M,) se utilizé un viscosimetro capilar

tipo Ubbelhode No. 2121R, equipado con un bafio termostatico controlado por un recirculador de
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agua (Haake, Alemania), a 25,0 + 0,01°C. Las muestras de quitosano se prepararon utilizando el
sistema disolvente acido acético 0,1 mol/L y cloruro de sodio 0,2 mol/L. La concentracion inicial
del polimero fue 9,6-10 % g/mL en todos los casos y se prepararon cuatro diluciones (7,68-10 2,
5,76-10°3, 1,92.10° y 9,6-10 * g/mL). Una vez establecidas las condiciones de trabajo se procedié a
medir el tiempo de caida de cada una de las disoluciones poliméricas, con cinco réplicas, para
determinar los parametros viscosimétricos (Tabla 1).

La viscosidad intrinseca fue determinada graficamente, empleando la ecuacion de Huggins

que relaciona la viscosidad reducida con la concentracion [6,8]:

n_ = Ml+k,mC

kH = Constante de Huggins

Una vez calculada la viscosidad intrinseca, esta se utilizo para determinar la masa molecular

promedio viscoso, My, a partir de la ecuacion de Mark—Houwink—Sakurada [6, 8]:

[7] = K-M*?
donde K y a son dos constantes que dependen del sistema tampon.

Los valores reportados de K y a para el quitosano en el disolvente utilizado fueron 1,81-10 %y
0,93, respectivamente [6,8,12].

2.4. Viscosidad. Se determind la viscosidad de los quitosanos obtenidas a escala de banco,
piloto e industrial. La medicion de la solucién del biopolimero se realizd en un viscosimetro
rotatorio (Fungilab S.A, Espafia) empleando el husillo R2, a una velocidad de 200 rpm a 25 £ 0,1°C
y un fondo de escala superior al 15%.

Se prepar6 una disolucion de quitosano al 1% en acido acético al 1% empleando 500 mL

como porcion de ensayo. La determinacion se realizo por triplicado [12].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento reoldgico. El resultado del estudio reolégico se presenta en las curvas
fluidimétricas de la Figura 2 y en la Tabla 2, describiéndose, el caracter de flujo que posee la
solucion de quitosano.

Tabla 2. Andlisis matematico del comportamiento reoldgico.

Replica 1 Replica 2 Replica 3
1=0,2594 D 1=0,2726 D 1=0,2887D
n=259,4 mPas | n=272,6 mPas n = 288,7 mPas
R =1 R =1 R*=1
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n=273,6 £ 14,7 mPas
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Figura 2. Curvas fluidimétricas de la disolucion de quitosano.

La solucion de quitosano se caracterizo reolégicamente como un cuerpo de tipo newtoniano,
pues como se puede observar los graficos de las curvas fluidimétricas presentan un comportamiento
lineal que parte del origen de las coordenadas manteniendo una relacion constante entre el esfuerzo
cortante y el gradiente de velocidad (t/D). Las curvas fueron ajustadas empleando el Software 2.3
Haake, obteniéndose, en todos los casos, una ecuacion de ajuste con un coeficiente de correlacion
igual a 1,00, demostrando un ajuste perfecto. A partir de estos resultados fue calculada la viscosidad
de la solucién, utilizando la siguiente ecuacion:

=n+*D
donde 7 es el esfuerzo cortante (Pa), D el gradiente de velocidad (s™) y n la viscosidad absoluta
(Pa-s). Por lo tanto, la viscosidad de la solucién de quitosano, en las condiciones de estudio, fue de
273,6 = 14,7 mPa.s. Estos resultados se corresponden con los obtenidos por Fernandez et al. [13].

Masa molecular. Los resultados obtenidos en la aplicacion de la técnica de viscosimetria
capilar para la determinacion de la masa molecular del quitosano, se muestran en la Tabla 3. En la
misma se resumen los tiempos de caida (t) para las disoluciones del biopolimero en el sistema
disolvente seleccionado a 25°C. Estos tiempos son el promedio de cinco mediciones. Los

parametros viscosimétricos calculados, a partir de estos resultados se pueden observar en la Tabla 4.

Tabla 3. Tiempos de caida para cada disolucién ensayada.

Disolucion Concentracion |Tiempo de caida
g/mL S
1 9,60-10°° 361,68
2 768-10° 280,56
3 576-10° 208,20
4 1,92-10° 111,96
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5 9,60-10°" 88,80
Disolvente — 72,24
Tabla 4. Analisis viscosimétrico del quitosano, a 25°C en NaCl/Hac.
Parametro Disolucién
viscosimeétrico 1 2 3 4 5
n, 5,01 3,88 2,88 1,55 1,23
Ninh (ML/Q) 167,79 | 176,67 | 183,77 |228,20 | 214,99
n 4,01 2,88 1,88 0,55 0,23
sp
M.y (ML/g) 417,36 | 375,48 | 326,75 | 286,37 | 238,79
[n] (mL/g) 231,30

Se observa una disminucion de la viscosidad reducida (nreq) @ medida que la concentracion del
polimero disminuye, lo que indica que se cumple la expresién de Huggins para el polimero en
estudio, en las condiciones de trabajo utilizadas. Segun esta ecuacion, la viscosidad intrinseca no es
mas que el valor de la viscosidad reducida extrapolada a concentracidn cero. Se construyd el grafico

de viscosidad reducida (nreq) €n funcion de la concentracion (Figura 3).
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Figura 3. Representacion de Huggins, a 25°C en NaCl/HAc, para el quitosano.

A partir de la ordenada en el origen de la linea recta obtenida se determiné la viscosidad
intrinseca, [n] = 231,55 mL-g™*. La viscosidad intrinseca mide el volumen especifico efectivo de un
polimero aislado. Su valor depende del tamafio y forma de la molécula de soluto, asi como de su
interaccion con el disolvente y la temperatura de trabajo. Para un sistema polimero—disolvente a una
temperatura determinada, la expresion de Mark—Houwink-Sakurada puede utilizarse para
determinar la masa molecular promedio viscosa de un polimero. Para el quitosano en el disolvente

0,1 mol-L Hac — 0,2 mol-L NaCl a 25°C se tiene que:

[7]1  \1/0,93
My = (1o
V1811073
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Se debe senalar que las constantes de K y o reportadas en la literatura no tienen valores Unicos
como los tendria otro polimero para un sistema polimero—disolvente—-temperatura dados, ya que se
ha comprobado que la composicion del quitosano, en términos de proporcion de unidades N-—
acetiladas en sus cadenas, influye en su comportamiento reoldgico en solucion y, por tanto, en los
valores de K y o para un mismo sistema quitosano—disolvente—temperatura. Por lo que en el
presente trabajo se utilizaron los valores reportados por Parada et al. [8] y Fernandez et al. [12]
para el intervalo de grado de desacetilacion correspondiente al de la muestra analizada.

El valor de la constante de Huggins (ky) obtenido (0,35), indica que la mezcla compuesta por
4cido acético 0,1 mol/L y cloruro de sodio 0,2 mol-L™ es un buen disolvente para el quitosano a
25°C, pues es inferior a 0,50 lo que demuestra que no existen procesos de agregacion [8].

La masa molecular calculada del quitosano obtenida fue de 310.000 g-mol™, cuyo valor esta
en concordancia con los determinados, previamente, por Fernandez et al. [12] y Rowe et al. [10].

Viscosidad. En la Tabla 4 se observan los valores de viscosidad del quitosano obtenida a
diferentes escalas. Estos resultados se pueden comparar con los valores reportados para quitosanos

comerciales, determinados en iguales condiciones.

Tabla 4. Valores de la viscosidad.

Viscosidad (mPas)
Réplicas Banco Piloto Industrial Quitosano Quitosano
Primex Aldrich
1 48,3 475 477
2 54,0 50,6 49,6
3 53,3 453 52,5
59,9* 53,0*
Promedio+ DS |51,8+3,1 |478+2,7 [493+24

* Datos del proveedor.

Se demuestra que el quitosano obtenida a escala de banco, piloto e industrial, tienen
viscosidades similares y se corresponden con el valor de las comerciales, encontrandose en el
intervalo de 20 — 200 mPa.s, cumpliendo con la especificacion para este parametro establecido en
los certificados de calidad de los proveedores referidos, asi como lo reportado por Rowe et al. [10].
Por lo que se corrobora la calidad del biopolimero obtenido siguiendo el procedimiento establecido
previamente por Paz et al. [11].

4. CONCLUSIONES
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La disolucion de quitosano en medio &cido exhibe un comportamiento de flujo newtoniano,
con una masa molecular viscosimétrica de 310.000 g-mol y una viscosidad que oscila entre 20 —
200 mPa-s. Por lo que, el quitosano derivada de quitina de langosta, presentd adecuadas
propiedades viscosimétricas, acorde a lo reportado para los quitosanos comerciales, corroborando la

calidad del biopolimero y sus potencialidades para uso farmacéutico.
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