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ABSTRAC

Se desarroll6 una metodologia simple para la caracterizacion y conocimiento del
biomaterial denominado quitosano, a través de la determinacion del grado de
acetilacion (DA) por Resonancia Magnética Nuclear de Protén (*H-RMN) sobre
soluciones acuosas de quitosanos.

El quitosano, derivado parcialmente desacetilado de la quitina, proviene en este
caso de quitina de exoesqueletos de langostinos (cascaras o peladuras), que
constituyen un desecho de la industria pesquera.

Este trabajo presenta los resultados de la caracterizacion por 'H-RMN de
quitosanos en solucion de 4cido férmico al 5 % en agua deuterada, sistema solvente
que permite obtener sefiales *H-RMN no interferidas en la zona de medicién y que
hasta el momento no habia sido utilizado en este tipo de determinacion.

INTRODUCCION

Entre los materiales naturales con mayor potencial de uso se encuentra la quitina y
el quitosano, este Ultimo por su infinidad de aplicaciones tales como proteccion de
semillas, liberacion controlada de fertilizantes, funguicidas, cremas cicatrizantes,
aditivos bactericidas, piel artificial, floculantes, coagulantes, quelantes, terapia
genética, biosensores, nanoparticulas, etc. En este caso el estudio de quitosanos,
dadas sus propiedades antimicrobianas y biocompatibles, se relaciona con su
aplicacion en la industria alimentaria.

La quitina es el segundo polimero natural mas abundante, solo superado por la
celulosa (materia base del papel), por eso constituye un importante recurso renovable
ampliamente distribuido en la naturaleza tanto en el reino animal como en el vegetal.
Sus principales fuentes son los exoesqueletos de invertebrados como crustaceos, alas
de insectos, paredes celulares de hongos, algas, etc.

El quitosano es el derivado parcialmente desacetilado de la quitina. Consiste en
unidades repetitivas de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina distribuidas de
manera aleatoria a lo largo de la cadena. Asi, la quitina y el quitosano son
poliglucosaminas que se pueden distinguir solamente por el grado de acetilacion de
los grupos amino. Las quitinas tipicas tienen generalmente grado de acetilacion entre
70-95% mientras que los quitosanos tienen un grado de acetilacion entre 15-25%. El
grado de acetilacion es probablemente el pardmetro mas importante de estos
polisacaridos determinando en gran medida sus caracteristicas funcionales y
fisiolégicas.
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Figura 1: Relacién estructural entre la quitina, el quitosano y el quitano.
MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron cerca de 50 muestras de quitosanos provenientes de diferentes
procesos de desacetilacion de quitina. De acuerdo a las caracteristicas de cada
muestra se ensayo0 la solubilidad en diferentes sistemas: &cido clorhidrico/agua, acido
acético/agua y acido férmico/agua, usando concentraciones de acido desde 2% hasta
50% en agua.

Los espectros RMN de proton (*H-RMN) de las fracciones solubles de cada una
de las muestras en solucion de &cido férmico al 5% en agua deuterada se registraron
en un equipo Bruker Avance DPX 400. Los calculos se realizaron en base a las areas
de las sefiales "H-RMN de interés.

RESULTADOS Y DISCUSION

El mejor de los sistemas de disolucion resulté ser &cido formico al 5% en agua
deuterada (pH 4) a 40 °C, sonicando 30 minutos. Los espectros "H-RMN de todas las
muestras presentan la sefial correspondiente al proton del carbono 2 de la unidad
monomeérica del quitosano desacetilado (3,00 ppm). En las muestras se confirma la
presencia de quitosanos con diferentes grados de acetilacion en su estructura.

LRSI indice de acetilacion
(DA)
A 17,3%
‘B 15,3%
' 14,7%
‘D’ 11,7%
‘B 28,7%

Tabla 1: indice de acetilacion para cinco muestras provenientes de diferentes
tratamientos de desacetilacion.
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Figura 2: '"H-RMN de una muestra de quitosano.
El célculo del grado de acetilacion (DA) se realiz6 segun:
=[(1/ 3 Hac) / Hz] x 100

Donde:

DA: grado de acetilacién, en porcentaje.

Hac: &rea del pico a 1,88-1,91 ppm asignada a los 3 protones del grupo metilo del
acetilo. Se divide por este nUmero de protones para normalizar.

H,: area del pico a 3,00 ppm asignada al proton unido al carbono 2 correspondiente a
la unidad monomeérica del quitosano desacetilado.

CONCLUSIONES

El método *H-RMN resulté adecuado para el seguimiento de los procedimientos
de desacetilacion y su relacion con las propiedades de los quitosanos. Tanto la
composicion de estos polimeros como sus dimensiones suelen variar dependiendo del
material de partida y de la rigurosidad del método de obtencion, por lo que la
determinacion del grado de acetilacién y su masa molecular son dos parametros de
obligatorio conocimiento para caracterizar estos polisacaridos, ya que ambos tienen
una gran incidencia en sus propiedades.

Los quitosanos estudiados fueron obtenidos en INTI-Mar del Plata utilizando
caparazones del langostino Pleoticus muelleri. El producto fue caracterizado mediante
la metodologia *H-RMN desarrollada de manera de determinar su grado de acetilacion.
Es de gran importancia conocer este dato junto con otros parametros, como el peso
molecular y la pureza, ya que de ellos va a depender la aplicacion del quitosano.
Actualmente dichos andlisis se llevan a cabo por el grupo de trabajo, compuesto por
personal del Laboratorio de Fisico Quimica y de Tecnologia de INTI-Mar del Plata y
del Laboratorio de Productos Industriales Sintéticos de INTI-Quimica.
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