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Resumen

La transesterificacion de triacilglicéridos se lleva a cabo
principalmente en presencia de un alcohol (metanol o
etanol generalmente) y de catalizadores basicos como
NaOH y KOH. Desafortunadamente estos tipos de
catalizadores generan, por un lado; un impacto negativo
asociado con el aumento de costos en etapas de separacién
y/o neutralizacién y por otro, la formacién de jabones. Es
por ello que este trabajo plantea la generacion de
catalizadores capaces de reducir estos problemas en
reacciones de transesterificacion. Se conoce de antemano
que el quitosano es un polimero natural extraido de
exoesquelestos de diversos crustaceos, aracnidos y
algunos hongos. La intencién de este estudio es modificar
al quitosano con grupos acilos provenientes de dos fuentes
mediante un método quimico y uno enzimatico. La ventaja
aparente de este nuevo catalizador frente a los
catalizadores basicos convencionales es que permanence
insoluble en presencia del solvente alcoholico y por tanto
su recuperacién es muy sencilla, ademas, en ensayos
preliminares en reacciones de transesterificacion
demuestra tener un rendimiento tan alto como el KOH en
la produccion de metilesteres (biodiésel).

Quitosano modificado, aceites vegetales, reacciones de
tranesterificacién, biodiesel

Abstract

The transesterification of triacylglycerides is carried out
mainly in the presence of an alcohol (usually methanol or
ethanol) and basic catalysts such as NaOH and KOH.
Unfortunately these types of catalysts generate, on the one
hand; a negative impact associated with the increase of
costs in separation and /or neutralization stages and, on the
other hand, the formation of soaps. It is for this reason that
this work proposes the generation of catalysts capable of
reducing these problems in transesterification reactions. It
is known in advance that chitosan is a natural polymer
extracted from exoesquelestos of various crustaceans,
arachnids and some fungi. The intention of this study is to
modify the chitosan with acyl groups from two sources
using a chemical and an enzymatic method. The apparent
advantage of this new catalyst over the conventional basic
catalysts is that it remains insoluble in the presence of the
alcoholic solvent and therefore its recovery is very simple,
furthermore in preliminary tests in transesterification
reactions it proves to have a yield as high as the KOH in
the production of methylesters (biodiesel).

Modified chitosan, vegetable oils, transterification
reactions, biodies
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Introduccion

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto
de D-Glucosamina y N-acetil-D-glucosamina
distribuidas aleatoriamente. Deriva de la quitina,
que es un compuesto que se encuentra en el
caparazon de crustaceos, las cuticulas de los
insectos y en la pared celular de algunos hongos;
la quitina es el segundo biopolimero mas
abundante en la naturaleza, antes de la celulosa.
El quitosano resulta de la N-desacetilacion
parcial de la quitina, que se logra usando una
solucién concentrada de hidroxido de sodio. La
glucopiranosa es la unidad estructural del
esqueleto del quitosano, al igual que en la
celulosa, excepto que el 2-hidroxi de esta Ultima
es reemplazado por un grupo acetamido en el
quitosano.

Debido a que el quitosano posee diversas
propiedades bioldgicas benéficas como la
biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad
hemostatica y cicatrizacion de heridas se le ha
prestado mucha atencion en aplicaciones
biomédicas. También ha sido usado como un
suplemento dietético debido a su efectiva unién
con los lipidos, a sus propiedades
hipocolesterolémicas y como un agente
formador de peliculas en heridas abiertas. La
quitina, el quitosano y sus derivados pueden ser
usados como agentes antimicrobiales, como
emulsificantes o como agentes estabilizadores
en la industria alimentaria.

Otra de sus caracteristicas, y en la que se
centra el presente estudio, es en el empleo de éste
como biocatalizador en reacciones de
transesterificacion. Dicha capacidad se la
confiere su naturaleza basica, una cualidad que
no poseen la mayor parte de los polisacaridos
naturales debido a que éstos son de naturaleza
acida o neutral.La transesterificacion, también
Ilamada alcoholisis, se basa en la reaccion de
moléculas de triacilglicéridos con alcoholes de
bajo peso molecular para producir ésteres y
glicerina.
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En dicha reaccion se utiliza un catalizador
para mejorar la velocidad de reaccion y el
rendimiento final, sin él no seria posible esta
reaccion. Los catalizadores pueden ser &cidos
homogeéneos (H2SO4, HCI, H3POs), acidos
heterogéneos (zeolitas, resinas sulfonicas,
SO4/ZrO2, WOs3/ZrO2), basicos heterogeneos
(MgO, CaO, Na/NaOH/AI;0s3), basicos
homogéneos (KOH, NaOH) o enzimaticos
(Lipasas: Candida, Penicillium, Pseudomonas);
de todos ellos, los catalizadores que se suelen
utilizar a escala comercial son los catalizadores
homogéneos basicos ya que actian mucho mas
rapido y ademas permiten operar en condiciones
moderadas. En el caso de la reaccion de
transesterificacion, cuando se utiliza un
catalizador acido se requieren condiciones de
temperaturas elevadas y tiempos de reaccidn
largos, por ello es frecuente la utilizacion de
derivados acidos mas activos.

Justificacion

Debido al aumento acelerado de la poblacional
mundial en las Gltimas décadas, en la actualidad
existe una mayor urbanizacién y demanda
energética para satisfacer algunas necesidades
basicas de la poblacion. Aun en nuestros dias
gran parte de dicha energia es obtenida de
hidrocarburos y sus derivados, como es el caso
del petréleo. La combustion de estos derivados
de hidrocarburos generan gases residuales como
es el CO., SO (6xidos de azufre), NOx (6xidos
nitrosos), etc. Ademas, los hidrocarburos
constituyen un recurso natural no renovable y su
disponibilidad cada vez es menor.

Existen varias alternativas al uso de los
derivados de hidrocarburos, por ejemplo el
biodiesel que es un combustible obtenido a partir
de grasas vegetales o animales mediante
procesos quimicos como la reaccion de
transesterificacion.
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Entre las ventajas del biodiesel se
encuentran que su uso no altera el balance de
CO: en la atmosfera, disminuye sustancialmente
la emision de mondxido de carbon y no contiene
azufre por lo que no produce lluvia acida.

Problema

En el proceso de transesterificacion se emplean
catalizadores quimicos, generalmente &cidos o
bases homogéneos. El problema de este modo de
operacion es que dichos catalizadores no se
pueden recuperar una vez se ha llevado a cabo la
reaccion quimica y, ademas, si no son tratados
adecuadamente antes de verterlos como desecho
a cuerpos de agua pueden ocasionar problemas
de salud y medioambientales.

Hipotesis

La modificacion quimica y/o enzimatica de
quitosano permitira incrementar las propiedades
biocataliticas en reacciones de
transesterificacion.

Objetivos
Objetivo General

Modificar con grupos acilos a quitosano y
verificar su adicion mediante técnicas
especificas

Objetivos especificos

— Modificar quitosano con grupos acilos por
dos métodos diferentes, quimico vy
enzimatico.

— Evaluar diferencias en propiedades fisicas
entre quitosano modificado y sin
modificar.

—  Verificar mediante Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) y de Infrarojo (IR) la
modificacion de quitosano.
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— Hacer ensayos preeliminares  con
quitosano modificado en reacciones de
transesterificacion.

Marco Tebrico
Biopolimeros

Dentro de los polimeros se encuentran aquellos
que guardan una intima relacion con procesos
biologicos: los biopolimeros. ElI término
“biopolimero” es usado de diversas maneras
dependiendo del area de aplicacion en la que se
tomen en cuenta. En general se acepta que son
materiales poliméricos o macromoleculares
sintetizados por los seres vivos. También, a raiz
de nuevas disciplinas como la ingenieria de
tejidos, como biopolimeros se incluyen a
aquellos  materiales  sintéticos con la
particularidad de ser biocompatibles con
organismos vivos (Macarulla y Gofii, 1987).

Los biopolimeros naturales se encuentran
distribuidos en diversas familias,
principalmente: proteinas (fibroinas, globulinas,
etc.), polisacaridos (celulosa, quitina, quitosano,
alginatos, etc.), acidos nucléicos (ADN, ARN,
etc.), politerpenos (caucho natural), polifenoles
(lignina) y poliesteres (polihidroxialcanoatos).

Quitina y Quitosano

La quitina y el guitosano son biopolimeros que
tienen excelentes propiedades como son
biodegradabilidad, biocompatibilidad,
capacidad de absorcion y que no son toxicos.
Estan compuestos estructuralmente por 6.9% de
Su peso en nitrogeno, lo que les brinda la facultad
de fungir como agentes quelantes (Long, 2013).
La estructura de ambos biopolimeros es muy
parecida a la celulosa, lo que hace que tengan
propiedades similares a ésta.
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La quitina se encuentra ampliamente
distribuida en la naturaleza siendo el segundo
polisacarido natural mas abundante después de
la celulosa. Puede encontrarse en las paredes
celulares de algunas bacterias y hongos,
exoesqueletos de  crustaceos  (cangrejos,
camarones, etc.) e insectos, la cubierta
microfilaria de parasitos nematodos y en el
revestimiento del tracto digestivo de muchos
insectos (Lee, 2009). Con frecuencia se
considera como un derivado de la celulosa,
aunque ésta no se presenta en organismos
productores de celulosa.

Es estructuralmente idéntica a ésta ultima,
a excepcion que la quitina tiene grupos
acetamido (-NHCOCHs) en la posicion del
carbono 2 (Dutta y Dutta, 2004). Como la
celulosa, la quitina naturalmente funciona como
un polisacarido estructural siendo éste de color
blanco, rigido y no eléstico (Kumar, 1999).

El término “quitosano” fue otorgado a la
quitina desacetilada por Hoppe-Seiler. Mientras
la quitina permanecié como un recurso natural
sin evidente uso por mucho tiempo, el interés en
este polimero y sus derivados se ha
incrementado en recientes afios debido a sus
propiedades unicas. En los afios 1960°s el
quitosano fue investigado por su habilidad de
unirse a los glébulos rojos. En ese tiempo
también era considerado como un agente
hemostatico.

Luego de tres décadas desde entonces, éste
compuesto se ha wusado en procesos de
purificacion de agua (Badawy y Rabea, 2011).
El quitosano es un polisacarido biodegradable
derivado de la desacetilacion parcial de la
quitina (Chan y Kurisawa, 2006). Asimismo, se
comporta como una base debil y es insoluble en
agua pero soluble en soluciones acuosas acidas
diluidas con un pKa por debajo de 6.3, en las que
puede convertir unidades de glucosamina (-NH>)
a la forma protonada (-NH*3).
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La solubilidad del quitosano depende de su
origen biologico, el peso molecular que presente
y su grado de desacetilacion (Uma y Shilpa,
2013).

Modificacion quimica de polisacaridos

Con el incremento de los precios del petréleo y
la futura falta de disponibilidad de éste,
alternativas no petroquimicas en la sintesis de
materiales han cobrado mayor importancia. Los
polisacaridos son el producto de procesos de
captura natural de carbono, fotosintesis, seguida
de algunas modificaciones biosintéticas.
Algunos son productos generados a gran escala
en la naturaleza y otros tienen relevancia
industrial, por ejemplo en la industria de
materiales o en aplicaciones en la industria de
alimentos ya sea en su forma nativa o en su
forma quimicamente modificada (Cumpstey,
2013).

La modificacién quimica puede cambiar el
caracter del polisacarido por ejemplo,
volviéndolos hidrofébicos. Algunos de estos
procesos, como la formacién de ésteres de
celulosa, son bien conocidos y se han realizado
a niveles industriales por mas de cien afos
(Cunha y Gandini, 2010).

Acilacion: formacién de amidas

La acilacion de aminas para dar amidas es una
reaccion muy bien investigada debido a su
importancia en la sintesis de péptidos (Hirano y
Yagi, 1980). En esta seccion se cubriran las
reacciones de aminas de polisacaridos con
agentes acilantes no polisacaridos para dar lugar
a amidas. La reaccion puede llevarse a cabo (en
agua o alcohol como solventes) usando agentes
acilantes como son los cloruros de acilo o los
anhidridos &cidos, o usando acidos carboxilicos
y agentes deshidratantes.
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Puede ser benéfico el uso de un O-
nucleofilo reactivo, como el agua, metanol o
etanol como solvente o cosolvente a fin de
suprimir la O-acilacion del polisacarido, una
posible reaccion de sitio que puede ocurrir
cuando es usado un solvente aproético. El
quitosano puede ser N-acetilado bajo
condiciones homogéneas en una solucién acuosa
al 1% de &cido acético y metanol (1:1) usando
diferentes &cidos carboxilicos como agentes
acilantes.

Una solucion del &cido carboxilico en
metanol se afiade a la solucion del quitosano y la
reaccion se inactiva después de 15 minutos al
verter la mezcla en una solucién de amonio (7:3
v/v). El polisacarido precipitado se filtra y lava
con metanol y éter. El valor DS de los productos
determinado por titulacion debe ser <0.5 (Lee y
Ha, 1995).

Biodiésel

El aceite de las plantas contiene usualmente
acidos grasos libres, fosfolipidos, esteroles,
agua, odorantes y otras impurezas, debido a esto
el aceite no puede ser usado como combustible
directamente. Para solucionar estos problemas el
aceite requiere una leve modificacién quimica
principalmente por la via de la
transesterificacion, la  pirdlisis 'y la
emulsificacion.Entre éstos, la transesterificacion
es lallave y el paso mas importante para producir
el més limpio y seguro combustible para el
medio ambiente a partir de aceites vegetales.

Quimicamente, el biodiésel es una mezcla
de metil-ésteres con una larga cadena de acidos
grasos y estd compuesto tipicamente por
recursos biolégicos no téxicos como son los
aceites vegetales, grasas animales o incluso
aceite de cocina usado (Shuit et al., 2010).
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Extraccion de aceite de higuerilla por método
Soxhlet

Veinte gramos de semillas de higuerilla
trituradas y deshidratdas se cargan en el cartucho
de extraccion y se afiade suficiente hexano hasta
cubrir el cartucho y un excedente mas para
garantizar sifoneo. Se ensambla el equipo
Soxhlet y se controla calentamiento a no mas de
65°C. Se realizan de 5 a 6 ciclos de extraccion
con el solvente. Cada ciclo tarda entre 12 a 16
min. En el dltimo ciclo se apaga placa
calefactora antes de que ocurra la sifonada y se
procede a recuperar el aceite, eliminando el
hexano residual a la intemperie.

Modificacion quimica del quitosano
Con écido ricinoleico y &cido oleico

La modificacion del quitosano se llevé a cabo
siguiendo el método propuesto por Cumpstey
(2013), donde a una solucion de quitosano al 1%
en acido acético se le afiade gota a gota una
solucién del agente acilante (ac. ricinoleico y
oleico) en metanol a temperatura ambiente. La
reaccion se detiene 24 horas después vertiendo
ésta a un volumen igual de una solucién de
amonio-metanol (3:7 v/v). El producto
precipitado se separa por decantacion, filtracion
y lavados con agua/metanol hasta obtener un pH
cercano al neutro. Dejar secar el producto a 40°C
por 24 horas.

Con Cloruro de Oleilo

Se tomaron 60 ml de una solucion matriz de
quitosano en HCI acuoso, preparada a partir de
0,833 g de quitosano (~3,0 meq de grupos -NH>)
colocados en 100 ml de agua junto a 3,6 meq de
HCI.
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Se ajusta el pH entre 6 y 7 con una solucion
de NaOH 0,1 M, con fuerte agitacion de la
mezcla hasta observar la formacion de una
especie de gel blanquecino de apariencia
homogénea. A continuacion se agregan 250 pl
de cloruro de oleilo (al 89% Sigma-Aldrich)
necesaria para lograr el porcentaje de sustitucion
predeterminado con agitacion por 4-6 horas. De
nuevo se lleva la solucion apH entre 6 y 7 y se
precipita con cantidades minimas de acetona,
para posteriormente colectar el sélido obtenido
por filtracion.

El material resultante es lavado con un
exceso de metanol caliente (50-60°C). El lavado
se repite tres veces para eliminar el acido libre.
Finalmente, se decanta el precipitado y se seca
en la estufa por 24 horas a 50-55°C. Todos los
precipitados obtenidos son de color blanco-
amarillento, mas intenso para los materiales con
un grado de sustitucion mayor.

Modificacion enzimatica de quitosano

Se uso la enzima Novozyme-435® inmovilizada
en resina acrilica y obtenida de Candida
antartica (CALB de Sigma-Aldrich). Para
estudiar el efecto de la temperatura de reaccion
en la esterificacion, se realizaron reacciones en
presencia del agente acilante (ac. ricinoleico y
oleico) a 45 y 60°C toda la noche a 120 rpm.

Se encontré que la mejor temperatura de
reaccién ocurria a 45°C, por lo cual todas las
reacciones de modificacion se desarrollaron a
esta temperatura independientemente de las
otras variables de reaccion. Ademas de que ha
sido reportado que cuando se acila a 60°C la
enzima lo hace sobre grupos OH pero no sobre
NHa, siendo éste Gltimo el grupo de acilacion
deseado para el propdsito que se persigue como
biocatalizador.
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Andlisis de solubilidad de muestras
modificadas

0.3 gr de las muestras de quitosano modificado
con grupos se solubilizaron en 3 ml de solvente.
La muestra se dejo solubilizando toda la noche
con los siguientes solventes: CCIzCOOH, éter
etilico anhidro y hexano. Es recomendable que
al dia siguiente una vez solubilizada la muestra
se centrifuguen aquellas que posean residuos y
solamente se analice el sobrenadante.

Analisis de Resonancia Magnética Nuclear
(*H-RMN)

Método analitico utilizado. Se colocaron
aproximadamente 10 mg de cada una de las
muestras en alrededor de 1 ml de una disolucion
al 10 % de CFsCOOD en D,O (Cambridge
Isotope Laboratories No. de Lote 3F-389), se
agitaron manualmente y se dejaron en disolucién
por al menos 4 dias, se centrifugaron y se tomé
una alicuota de 0.9 mL para su analisis. Se ajusto
el equipo y se adquirieron los experimentos en el
espectrometro de Resonancia Magnética
Nuclear marca Varian 400 MHz, modelo MR
siguiendo el procedimiento técnico PT-USAI-
FQ-RM-001. Se utiliza la sefial del D20 residual
para referenciar los espectros de *H en 4.79 ppm.

Ensayos de transesterificacion preelimnares

Se llev6 a cabo mediante la reaccion de
transesterificacion alcalina, empleando metanol
en presencia de un catalizador (KOH o quitosano
modificado). La reaccion se desarrolla bajo
condiciones controladas de temperatura (65 °C)
y agitacion constante (300 rpm) durante una
hora. A la mezcla metanol-KOH se le conoce
como metoxido en la que el catalizador KOH se
encuentra al 5% (misma concentracion para el
catalizador quitosano modificado) en relacién al
aceite.
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A la solucion de metoxido se le afladen 24
ml del aceite vegetal (girasol comercial o
higuerilla) cuya relacion es de 8:1 respecto del
metanol.

Resultados
Extraccion de aceite de higuerilla

Se realizaron diez extracciones de aceite de
higuerilla, de las cuales se obtuvieron
aproximadamente 150 ml. La apariencia del
aceite es amarillo ambar. El rendimiento de
aceite fue de alrededor del 50%. Se determing el
indice de acidez y de saponificacion para el
aceite de higuerilla y el aceite comercial de
girasol (Tabla 3).

Modificacion quimica y enzimética del
guitosano

La tabla 1 muestra los resultados de la
modificacion quimica y enzimatica. En dicha
tabla se presentan los espectros reales de *H de
la fraccion soluble de las muestras de quitosano
sin modificar (sin agente), quitosano modificado
con &cido oleico vy ricinoleico por el método
quimico 'y enzimatico  respectivamente.
Asimismo se presentan los espectros predichos
en el programa Chemoffice y las estructuras
propuestas para dicha modificacion.

Durante el andlisis de prediccion se
realizaron sustituciénes simples, dobles vy
cuadruples del agente acilante sobre residuos
NH> de la N-glucosamina y sobre residuos OH
del mismo monosacarido, no encontrandose
diferencias significativas en los espectros
predichos, por 1lo que se presentan
ambiguamente estructuras alusivas mono y
disustituidas.
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[ Método | Agente Estructura propuesta 1H-NMR predicho 1H-NMR real
Acilante

Sin agente

Oleico
Quimico

| |
Ricinoleico & A “ Al

Oleico

| Enzimatico |

Ricinoleico ML

Tabla 1 Analisis comparativo de espectrogramas de 1H-
RMN predichos versus reales de los productos de reaccion
del quitosano con dos agentes acilantes, obtenido
mediante dos métodos de reaccién (ver metodologia)

Solubilidad de productos modificados

En la tabla 2 se muestra el grado de solubilidad
de los productos de reaccion quimica y
enzimatica del quitosano. Los agentes acilantes
empleados en la reaccion fueron &cido
ricinoleico, el cual forma de parte de
triacilglicéridos de aceite de higuerilla y acido
oleico grado reactivo. Los productos
precipitados y deshidratados fueron sometidos
directamente a pruebas de solubilidad con los
tres solventes indicados (&cido tricloroaceético,
éter etilico y hexano). Como se puede apreciar,
el solvente que logro disolver en menor 0 mayor
grado los productos de quitosano modificado fue
el acido tricloroacético, siendo éste solvente el
elegido para los analisis de *H-RMN posteriores.
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Método Agente Solubilidad
acilante CCI3COOH | Eter etilico | Hexano
(10%) anhidro
Sin agente | Soluble Insoluble | Insoluble
Quimico Ricinoleico | Ligeramente | Insoluble |Insoluble
soluble
Oleico Poco soluble | Insoluble | Insoluble
Enzimético |Ricinoleico |Poco soluble |Insoluble |Insoluble
Oleico Ligeramente | Insoluble | Insoluble
soluble

Tabla 2 Analisis de solubilidad de quitosano modificado
quimica y enzimaticamente

Anadlisis de prediccion 'H-RMN de productos
modificados versus espectrogramas reales

La tabla 1 muestra los espectrogramas reales y
predichos del analisis H-RMN de cinco
muestras de quitosano sin modificar 'y
modificado mediante dos métodos, mientras que
la figura 1 muestra los espectrogramas reales
amplificados para mayor detalle. El analisis de
prediccion se realiz6 a 300 MHz ya que no se
contaba con la opcion de cambiar esta variable
en el programa. El analisis de *H-RMN de las
muestras reales se realizé a 400 MHz.

Analisis de prediccion
Quitosano sin modificar

Prediccion a 300 MHz. Del analisis de
prediccion se observa la abundancia de sefiales
para grupos OH con desplazamiento entre 4.32 'y
3.94 ppm, los cuales son caracteristicos de los
monosacaricos  (N-Acetil Glucosamina vy
Glucosamina) del quitosano. Presenta también
dos sefales para amidas secundarias a 8.14 ppm
y dos para grupos amino (NHz) a 1.77 ppm, las
cuales son propias del la N-Acetil Glucosamina
y N-Glucosamina, respectivamente. Presenta 3
grupos de sefiales de tetrahidropirano a 3.3 ppm
y 4 para grupos metileno entre 3.57 y 3.51 ppm,
dos grupos metilo a 1.99 ppm y 16 sefiales para
grupos de otro tipo de tetrahidropirano que
absorben entre las 6.02 y 2.73 ppm.
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Quitosano modificado con oleico sobre el
grupo NH:2

Prediccion a 300 MHz. Del andlisis de
prediccién se observa la abundancia de sefiales
para grupos OH con desplazamientos entre las
432 y y 3.94 ppm. Las amidas secundarias
aumentaron como era de esperarse y las aminas
efectivamente disminuyeron, debido a que la
sustitucion del grupo acilo ocurre sobre los
grupos amino libres del quitosano mas no en las
amidas existentes, conduciendo la acilacion a la
formacion de nuevos grupos amidas. Continuan
abundando los tetrahidropiranos, metilenos y
metilos con la aparicion de grupos etileno con
desplazamiento a 5.43 ppm, los cuales son
caracteristicos de la insaturacién del acido oleico
enel C-9

Quitosano modificado con ricinoleico sobre el
grupo NH:2

Prediccion a 300 MHz. Del analisis de
prediccidn se observa la abundancia de sefiales
para grupos OH (4.32 a 3.94 ppm) propios de los
monosacaridos como ya se habia comentado
anteriormente, solo que ahora se observa una
nueva sefial (grupo OH) con desplazamiento a
4.77 ppm, el cual es caracteristico del &cido
ricinoleico en el C-12. Las amidas secundarias
permanecen altas y las aminas disminuyeron
debido a la sustitucién. Continuan apareciendo
los tetrahidropiranos, metilenos, metilos y por
supuesto el grupo etileno (C-9) que es propio de
acido graso ricinoleico.

Analisis de espectros reales
Quitosano sin modificar

La figura 1 muestra el espectro de resonancia
magnética nuclear de proton, *H-RMN, de una
muestra de quitosano comercial sin modificar.
Este espectro tiene cuatro conjunto de sefiales
importantes.
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El primero, con un desplazamiento
quimico de 1.85 ppm e integracion de 0.47,
indica la presencia de los hidrdégenos unidos a
carbono del metilo del acetilo. EI segundo grupo
tiene un desplazamiento quimico de 2.96 ppm e
integracion de 1.00, lo que indica los hidrégenos
que estan unidos a atomos de nitrogeno sin
acetilar; la proporcion entre los &tomos de
hidrogeno del acetilo y los que estan unidos a
nitrégeno, 1.00(2H):0.47(3H), nos indica un
grado de acetilacion de la tercera parte de la
molécula aproximadamente.

El tercer grupo de sefiales con
desplazamiento de 3.50, 5.57, 3.69 ppm e
integracion de 5.35 muestra los atomos de
hidrdgeno que estan unidos a &tomos de carbono
enlazados con atomos de oxigeno, la integracion
indica  siete  atomos de  hidrdgeno,
aproximadamente, que se encuentran en cada
uno de los carbonos 1 al 6 del monémero de la
glucosa. El ultimo grupo de sefiales con
desplazamiento quimico arriba de 4.66 ppm no
estd integrado por el gran tamafio de la sefial
provocado por la utilizacion de agua deuterada;
sin embargo, debe estar conformado también por
los &tomos de hidrogeno unidos a los dos &tomos
de oxigeno de los hidroxilos libres.

Quitosano modificado con acido ricinoleico
por método quimico

En la misma figura (1) se muestra el espectro de
'H-RMN del producto del quitosano al acetilarse
con 4cido ricinoleico. En este espectro se
encuentran mas grupos de sefiales que en el
anterior. El primer grupo de ellas presenta un
desplazamiento quimico entre 0.73 y 1.44 ppm e
integra para 2.9; éstas muestran los atomos de
hidrégeno que estan unidos a la cadena de
carbonos alifaticos de los é&cidos grasos a
excepcion de los atomos de hidrégeno alilicos,
la integracion muestra una amidacion
aproximadamente del 15% relativa al acetilo.
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La sefial de desplazamiento quimico en
1.91 ppm indica la presencia de los atomos de
hidrogeno unidos al carbono del acetilo
considerando que mantiene la misma proporcion
de acetilacion del quitosano sin modificar, lo que
representa el 33%. La sefial en 2.18 ppm indica
la presencia de los hidrogenos alilicos de la
cadena de 4&cidos grasos, la integracion esta
aumentada, posiblemente por la interferencia de
la sefial anterior. La siguiente sefial en 3.02 ppm
indica la presencia de los atomos de hidrogeno
unidos al atomo de nitrégeno de la unidad base
de glucosamina; la integracién muestra el 52%
restante debido a la desacetilacion.

El grupo de sefiales con desplazamiento
quimico de 3.55 a 3.74 también se refiere a los
atomos de hidrégeno unidos a atomos de
carbono enlazados con 4tomos de oxigeno; la
integracion aqui muestra las fracciones de los
tres tipos de unidades de glucosamina, una con
la amina libre, otra con el acetilo unido y la
ultima con la modificacion de unién con el acido
graso.

Quitosano modificado con &cido oleico por
método quimico

El espectro de *H-RMN del quitosano sustituido
con acido oleico (figura 1) donde se observa un
patron de sefiales como en el espectro cuando
esta sustituido con &cido ricinoleico; en este caso
la modificacion quimica habria sido con la
amidacion del acido oleico. Los grupos de
sefiales parecen coincidir en los desplazamientos
quimicos anteriores, pero la integracion muestra
relaciones diferentes, es decir, si se mantiene el
33% de acetilacion del quitosano, esta vez solo
se amido el &cido oleico en 5%, manteniendo un
62% de amina libre aproximadamente.
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Quitosano modificado con acido ricinoleico y
oleico por método enzimatico

En los Graficos 1-5 se muestran los espectros de
'H-RMN del quitosano modificado
enzimaticamente y utilizando los mismos
reactivos acilantes (acido ricinoleico y oleico,
respectivamente). De manera general, los grupos
de sefiales coinciden con los espectros anteriores
(método quimico), aunque cuando se modifico
con &cido ricinoleico se observa una sustitucion
de tan solo el 4%, bastante menor respecto de la
modificacion quimica; aunque las sefiales se
muestran un poco mas limpias. La modificacion
con &cido oleico muestra un porcentaje de
rendimiento del 2%, muy parecido al método
quimico.

" e

Gréafico 1 Espectrogramas reales de 1H-RMN
amplificados para cinco muestras de quitosano; sin
modificar

Gréfico 2 Espectrogramas reales de 1H-RMN modificado
metodo quimico con &cido ricinoleico
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Grafico 3 Espectrogramas reales de 1H-RMN modificado
Metodo quimico con &cido ricinoleico oleico

Gréafico 4 Espectrogramas reales de 1H-RMN
Modificado método enzimaticamente con 4cido
ricinoleico

Grafico 5 Espectrogramas reales de 1H-RMN
Modificado método enziméaticamente con 4cido
ricinoleico oleico
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Ensayos de transesterificacion preelimnares

En la tabla 3 se presentan resultados parciales
de las reacciones de transesterificacion
realizadas, empleando KOH (control positivo) y
quitosano modificado como catalizadores. Se
aprecian diferencias significativas en los indices
de saponificacion entre el aceite no
transesterificado y el que sufrid reaccidn con
cualquiera de los dos catalizadores (KOH o
quitosano modificado).

No fueron observadas diferencias
significativos en el indice de acidez cuando se
usaron ambos tipos de catalizadores, pero si las
hubo respecto del aceite sin transesterificar.
Estos resultados sugieren que el quitosano si esta
funcionando como catalizador y que lo hace en
las mismas condiciones en que lo hace el KOH.
Cabe mencionar que la separacion de fases
(glicerol-metilésteres) fue observada ambos
tipos de reacciones, con o sin catalizador. Las
cinéticas de trasnesterificacion se realizaran con
maés detalle en un futuro cercano.

) Tipo de indice de indice de
Catalizador . e L .
Aceite saponificaciéon acidez
] Girasol 181.332 0.492
Sin
catalizador
Higuerilla 181.342 0.502
Girasol 175.13° 0.44°
KOH
Higuerilla 175.13° 0.44°
Quitosano- | 440 173.91° 0.44°
Oleico
Quitosano- | ;440 173.91° 0.44°
Ricinoleico

Las reacciones se hicieron por duplicado y se muestra la media
aritmética. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos. Nivel de significancia del 5%.

Tabla 3 Ensayos de transesterificacion preelimnares
empleando KOH y quitosano modificado como
catalizadores
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Conclusiones

Se extrajo aceite de higuerilla (Ricinus
communis) mediante la técnica Soxhlet con
rendimientos de hasta 50%.Se determinaron los
indices de saponificacion y de acidez en el aceite
de higuerilla y de girasol comercial, presentando
valores de acuerdo a los reportados en la
literatura.

Se modificé quitosano quimicamente con
grupos acilos derivados del &cido ricinoleico y
oleico con sefiales de *H-RMN mas limpias y
con rendimientos mayores al método
enzimatico.Se  realizaron  reacciones  de
transesterificacion empleando aceites vegetales
y dos tipos de catalizadores (KOH y quitosano
modificado) mostrando resultados alentadores
ya que el quitosano logré funcionar como
catalizador bajo las mismas condiciones en que
lo hace el KOH.

Las ventajes que ofrece el quitosano como
biocatalizador en reacciones de
transesterificacion son: 1) permanece insoluble
durante todo el proceso y es facil de retirar, 2) no
se convierte en un contaminante a diferencia del
KOH vy 3) es relativamente sencillo modificarlo
quimica o enziméaticamente.

Perspectivas

Se contemplan hacer estudios de cinética mas
finos en las reacciones de transesterificacion
pues creemos que se podria necesitar mucho
menos catalizador de quitosano modificado e
incluso operar a menores temperaturas de
trasnesterificacion y disminuir la relacién
solvente: aceite cuando se emplea aceite de
higuerilla (datos no mostrados), lo cual tendria
un impacto significativo en los costos.

CARRILLO-LANDELL, Felipe Guadalupe, CABRERA-HIDALGO,
Abraham Tomés, AYALA-ISLAS, Alberto y LOPEZ-RAMIREZ,
Varinia. Modificacion quimica y enzimatica de quitosano como potencial
catalizador alternativo en la transesterificacion de aceites vegetales para
producir biodiesel. Revista de Energia Quimica y Fisica. 2017.



Articulo

12
Revista de Energia Quimica y Fisica

Agradecimientos

Al Tecnoldgico Nacional de México (TecNM)
por el apoyo financiero para desarrollar este
proyecto y al Instituto Tecnologico Superior de
Irapuato (ITESI) por el uso de la infraestructura
para llevar a cabo los experimentos. A la UNAM
por los servicios de RMN brindados. Al
Ingeniero Javier Diaz Méndez, encargado del
Laboratorio de Quimica del ITESI. A los
profesores colaboradores: Alberto Ayala Isalas y
Varinia Lopez Ramirez y al alumno Abraham T.
Cabrera H.

Referencias

Badawy, M. E. I. y Rabea E. I. (2011). "A
biopolymer Chitosan and Its Derivatives as
Promising Antimicrobial Agents against Plant
Pathogens and Their Applications in Crop
Protection” International Journal of
Carbohydrate Chemistry. pp: 1-29.

Cumpstey, 1. (2013). "Chemical Modification of
Polysaccharides." ISRN Organic Chemistry. pp:
1-27.

Cunha, A. G. y Gandini, A. (2010). "Turning
polysaccharides into hydrophobic materials: a
critical review. Part 2. Hemicelluloses,
chitin/chitosan, starch, pectin and alginates.”
Cellulose 17. pp: 1045-1065.

Dutta, P. K. y Dutta J. (2004). "Chitin and
chitosan: Chemistry, properties and applications
" Journal of Scientific & Industrial Research 63.
pp: 20-31.

Hirano, S. y Yag, Y. (1980). "The effects of N-
substitution of chitosan and the physical form of
the products on the rate of hydrolysis by
chitinase  from  Streptomyces  griseus."”
Carbohydrate Research 83. pp: 103-108.

ISSN 2410-3934
ECORFAN® Todos los derechos reservados.

Marzo 2017 Vol.4 No.10, 1-12

Kumar, M. N. V. R. (1999). "Chitin and chitosan
fibres: A Review." Indian Academy of Science
22(5). Pp: 905-915.

Lee, K. Y. y Ha, W. S. (1995). "Blood
compatibility and biodegradability of partially
N-acylated chitosan derivatives.” Biomaterials
16. pp: 1211-1216.

Long, J. H. W. S. (2013). Synthesis and
characterisation of chitosan from shrimp shells.
Faculty of Engineering and Science University
Tunku Abdul Rahman pp: 125.

Macarulla, J. M. y Gofi, F. M. (1987).
Biomoléculas: Lecciones de Bioquimica
Estructural. Reverté.

Uma, G. y Shilpa, P. (2013). "A review of
biopolymer chitosan blends in polymer system "
Int. Res. J of Science & Engineering 1(1). pp:
13-16.

Shuit, S. H., Lee, K.T., Kamaruddin AH. vy
Yusup S. (2010). Reactive extraction of Jatropha
curcas L. seed for production of biodiesel:
process optimization study. Environ Sci
Technol. 44(11). Pp: 4361-4367.

Lee, C. G. (2009). "Chitin, Chitinases and
Chitinase-like Proteins in Allergic Inflammation
and Tissue Remodeling." Yonsei Medical
Journal 50(1). pp: 22-30.

Chan, P. y Kurisawa, M. (2006). "Synthesis and
characterization of chitosan-g-poly(ethylene
glycol)-folate as a non-viral carrier for tumor-
targeted gene delivery." Biomaterials 28. pp:
540-549.

CARRILLO-LANDELL, Felipe Guadalupe, CABRERA-HIDALGO,
Abraham Tomés, AYALA-ISLAS, Alberto y LOPEZ-RAMIREZ,
Varinia. Modificacion quimica y enzimatica de quitosano como potencial
catalizador alternativo en la transesterificacion de aceites vegetales para
producir biodiesel. Revista de Energia Quimica y Fisica. 2017.



