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RESUMEN

Elusomasivodeempaquesalimenticios,ylaineficienciade procesosde
reciclaje han despertado el interés en la bdsqueda de macromoléculas
derivadas de fuentes naturales como reemplazo de los plasticos
actuales. En este sentido, se desarrollé la sintesis de derivados
de quitosano a partir de reacciones de “Quimica click”, utilizando
quitosano extraido de exoesqueletos de camardn. Los derivados de 1, 2,
3 triazol-quitosano se obtuvieron mediante reacciones de cicloadicién
azida-alquino asistidas por ultrasonido sobre una matriz de quitosano
de peso molecular medio de 453 kDa, y un grado de desacetilacion
mayor al 90 %. Se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana frente
a S. aqureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli y S. typhimurium
en concentraciones de 1% y 2 %, se observd actividad antimicrobiana
de todos los derivados, con halos de inhibicién iguales o superiores a
gentamicina. Asimismo, se desarrollaron peliculas de cada derivado
utilizando PVA como plastificante. La resistencia a la traccién de las
peliculas estuvo entre 42 MPa y 68 MPa, siendo mayores al valor
obtenido para un plastico de empaque comun, 41 MPa. Los ensayos de
DSC evidenciaron la estabilidad térmica del quitosano y sus derivados,
Yy permitieron determinar sus temperaturas de transicién vitrea. Se
realizaron medidas de AFM de las peliculas, la rugosidad mostré micro
superficieshomogéneas. Por lo tanto, las peliculas con derivados de, 2,
3 triazol-quitosano presentaron caracteristicas mecanicas mejoradas,
actividad antimicrobiana, temperaturas elevadas de transiciéon vitreay
rugosidad uniforme a nivel micromeétrico, caracteristicasque le brindan
potencial aplicacién para el desarrollo de empaques alimenticios.

ABSTRACT

The massive and uncontrolled use of food packaging and the
inefficiency of recycling processes have awakened interestinthe search
for macromolecules derived from natural sources as a replacement for
current plastics. In this sense, the synthesis of chitosan derivatives was
developed from Click Chemistry reactions, using chitosan extracted
from shrimp exoskeletons. The 1, 2, 3 triazole-chitosan derivatives were
obtained by ultrasound-assisted azide-alkyne cycloaddition reactions
on a chitosan matrix with an average molecular weight of 453 kDa,
and a degree of deacetylation greater than 90%. Antimicrobial activity
assays were performed using the chitosan derivatives obtained against
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S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli and S. typhimurium
at concentrations of 1% and 2%, and good antimicrobial activity was
observed for all the derivatives, with inhibition halos equal or higher
than gentamicin. Films of each derivative were also developed using
PVA as plasticizer. The tensile strength of the films ranged from 42 MPa
to 68 MPa, which was higher than the value obtained for a common
packaging plastic, 41 MPa. DSC tests evidenced the thermal stability of
theextractedchitosananditsderivativesandallowed determiningtheir
glass transition temperatures. AFM measurements of the films were
performed, and the roughness shows homogeneous micro surfaces.
Therefore, films developed with 1, 2, 3 triazole-chitosan derivatives
exhibit improved mechanical characteristics, antimicrobial activity,
elevated glass transition temperatures and uniform micrometer-level
roughness that provide potential application for the development of
food packaging.

INTRODUCCION

La dependencia que existe hacia
productos plasticoshaaumentado
debido a su
durabilidad. La
disponibles

versatilidad vy
variedad de
polimeros Yy sus
numerosos aditivos dan como
resultado, diversos materiales
que pueden adaptarse a varias
aplicaciones generando una
amplia dependencia sobre todos
los productos derivados (Welden,
2020). En la actualidad, la mayoria
de los desechos plasticos proviene
de los plasticos de un solo uso y
representan una gran fuente de

contaminacion. Considerando

que durante sus procesos de
elaboracion, uso y desecho de los
productos plasticos se pueden
emitir diversas sustancias nocivas
al medio ambiente, entre las
retardadores

qgue se incluyen

de llama bromados, ftalatos,
bisfenoles A, dimetacrilato de
bisfenol-A, cadmio, estano, plomo,
acetaldehido y formaldehido,

benceno, vy muchos  otros
compuestos organicos volatiles,
y la alta capacidad de adsorcién
de varios de estos contaminantes
sobre la superficie de los plasticos

desechados (Singh et al., 2021). La
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bioacumulacién de microplastico
por parte de varios peces y su
transporte a través de la cadena
tréfica, implicaria futuros efectos
nocivos para los seres vivos
(Sunithaetal,,2021). Porlotanto, los
desechos plasticos no representan
solamente una fuente importante
de contaminacién, sino un medio
de transporte de varios productos
téxicos. Los efectos solo aumentan
al considerar la cantidad de tiempo
que permanecen disponibles
estos desechos debido a su

resistencia a la degradacion.

La necesidad de materiales de
empaqgue ecolégico crece con la
actual preocupacion porlosfuturos
impactos medioambientales.
Aungue los materiales plasticos
poliméricos para empaques
presentan flexibilidad de moldeo
Yy una buena resistencia a factores
mecanicosy ambientales suponen
un aumento en la contaminacion
por plasticos debido al consumo
masivo de alimentos. Por lo que, el
uso de biopolimeros que incluyen
proteinas, lipidos o polisacaridos,
bases materiales

como para

empaques biodegradables

resultan una solucién ideal ya que
se descomponen en un periodo
corto y no son toéxicos (Bhargava
et al,, 2020). El reto dentro de esta
area se encuentra en mejorar
la vida Util de los productos
alimenticios y las caracteristicas
de los empaques con un Minimo
impacto negativo sobre el medio

ambiente.

El quitosano es un biopolimero
abundante que posee actividad
antimicrobiana contra una gran
cantidad de
incluidos

microorganismos,
hongos vy bacterias
grampositivas/gramnegativas.
Ademads, tanto el quitosano
como sus derivados poseen una
buena capacidad de captacion
de radicales libres para prevenir
el daho oxidativo al terminar
una reaccion en cadena de los
radicales libres durante el proceso
de oxidacién. De igual forma, la
facil hidrolisis por enzimas de
los enlaces en su estructura lo
resaltan como una matriz con
gran potencial para empaques
biodegradables (Arshad et al,

2020).

Ya que el quitosano posee grupos
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amino muy reactivos que admiten
modificaciones quimicas simples
y muy Utiles en su estructura
lo cual se ve favorecido cuando
las reacciones permiten utilizar
solventes benignos, condiciones
de reaccién sencillasy métodos de
purificaciébn no cromatograficos
(Hein et al,2008).
son las reacciones de la “Quimica

Un ejemplo

click” que abarcan reacciones

estereoespecificas que dan
productos con altos rendimientos
y con subproductos facilmente

removibles (Xi et al., 2014).

Existen varias investigaciones que
aprovechan las ventajas de las
reacciones de cicloadicion azida-
alquino en la matriz de quitosano
con el fin de obtener productos de
mayor valor. Por ejemplo,aumento
de la actividad antifungica,
antimicrobiana (Tan et al, 2018;
Tan et al,, 2020), y bioldgica (Tan et
al., 2016). Asi mismo, los productos
como

peliculas compactas

y uniformes desarrolladas a
partir de diferentes fragmentos
estructurales de triazoles en la
cadena polimérica de quitosano
resistencia

presentaron buena
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a la traccion y permeabilidad
(Kritchenkov
et al, 2020). O mejoraron sus

al vapor de agua

propiedades de rotura por
alargamiento, estabilidad térmica
antimicrobiana
2017). De

igual forma, la combinacién de

Yy actividad
(Aboelnaga et al,

técnicas y metodologias potentes

han permitido aumentar el
caracter verde y sostenible de
las reacciones de cicloadicion
azida-alquino (Kritchenkov et al,
2019). Por lo tanto, la cicloadicién
de azida-alquino catalizada por
Cu(l) (CUAAC) se presenta como
fundamental

una herramienta

para el disefo de nuevas

arquitecturas poliméricas bien
definidas sintetizadas con un
excelente control de la masa
molecular y grupos funcionales
bien definidos, facilitdndose asi el
disefio de polimeros ramificados
regulares termodinamica y
cinéticamente estables que sirvan
como biomateriales con amplias
aplicaciones (Chauhan et al., 2019).
Ademas, el uso de desechos de
camardn para la extraccion de
quitina y obtencién de diferentes

tipos de quitosano funcionalizado
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puede proporcionar una forma de
minimizar los peligros ambientales
al tiempo que se facilita la adicidon
de valor a los empaques.

la viabilidad de
elaboracién de empaques a base

En vista que,

de quitosano es ampliamente

conocida, este estudio evalla las
propiedades mecanicas, térmicas
y de superficie de las peliculas a
partir de reacciones de “Quimica
click”, donde se adicionaron restos
estructurales de triazol a la cadena
polimérica del quitosano que

poseen actividad antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de quitina

Para la obtencién de quitinase lavd
con abundante agua desechos
de exoesqueletos de camardn,
se retiraron las cabezas, patas y
colas, quedando solamente el
caparazon. Finalmente, se secaron
a temperatura ambiente durante
una semana y se homogenizd
la muestra en un molino SM300
hasta disminuir el tamanfo de

particula a 80 pm.
Desmineralizacién

El proceso de desmineralizaciéon
empezéd con 120 gramos del
producto de molienda en una
solucion de 2 N de HCI utilizando
una relacién 1.5 (p/v) y se agitd

constantemente la suspension

formadadurante2hatemperatura
ambiente. El producto obtenido
se lavd agitando y centrifugando
varias veces con agua destilada
controlando que las aguas de
lavado lleguen a un pH neutro. Se
secd el producto en una estufa a
65 °C durante 24 h. Finalmente, se
homogenizdé la muestra triturando

el sélido (Malar et al., 2021).
Desproteinizacion

El producto de desmineralizacion
se colocd en unasolucion de NaOH
2 mol/L utilizando una relacion 110
(p/V) y se agitd constantemente
la suspensidn a 100 °C durante
3 h El
lavd agitando y centrifugando

producto obtenido se

varias veces con agua destilada

controlando que las aguas de
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lavado lleguen a un pH neutro. Se
secd el producto en una estufa a
65 °C durante 24 h. Finalmente, se
homogenizé la muestra triturando
el sélido (Malar et al., 2021).

Desacetilacién de quitina

La obtencidn de quitosano

comenzé con el reflujo del
producto de la desproteinizaciéon
con una solucién de NaOH al 50 %
en una relacion 110 (p/v) a 120 °C
durante 22 h. El producto obtenido
se lavd agitando y centrifugando
varias veces con agua destilada
controlando que las aguas de
lavado lleguen a un pH neutro. Se
seco el producto en una estufa a
65 °C durante 24 h. Finalmente, se
homogenizé la muestra triturando

el sélido (De Queiroz et al., 2017).
Caracterizacion de quitosano

Se caracterizd el quitosano a partir
del grado de desacetilacion por
espectroscopia infrarroja FTIR y
titulacion potenciométrica, y el
peso molecular por viscosimetria
capilar.

Grado de desacetilacién

El grado de desacetilacion se
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determind por FTIR y titulacion
potenciométrica.
FTIR se
espectrometro infrarrojo JASCO
modelo FT/IR-4600,
resolucion de 2 cm™y 64 barridos,

Los espectros
midieron en un
con una
en un rango espectral de 400 cm’
a4000cm™. Las muestras secas se
molieron con KBr en una relacion
de muestra 110 (m/m) y se formd
una pastilla con el polvo en una

prensa automatica (de Queiroz et
al., 2017).

[(%) - 03822 )

05) = -
DD (%) = 100 0,03133

Para la titulacién potenciométrica
se disolvieron 0,05 g de quitosano
en 10 mL de una solucién 0,1 M de
HCI valorado. Se tituld la mezcla
con una solucién 0,1 M de NaOH
valorado y se midid el cambio de
pH con un potencidmetro marca
HORIBA Scientific modelo LACUA
pH1200 cada O,
de NaOH mientras se mantuvo

mL afadidos

la agitacion constante hasta 5
mL después de llegar al punto
de equivalencia. Finalmente, se
construyd una curva de titulacion
de pH vs volumen de NaOH
anadido en mL. Para conocer
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el grado de desacetilacion se
determind el contenido de amina
de la muestra con la siguiente
ecuacion:

Y-X
NHg% = 16,1 T * CNaUH 2

Donde X (mL) es el primer punto
de inflexiobn en la grafica de
pH medido vs el volumen de
titulacién, Y (mL) es el segundo
(mol/L)

es la concentracion de la solucion

punto de inflexion, C .
de NaOH y M (g) es el peso de
quitosano utilizado (Sivashankari
& Prabaharan, 2017).

Peso molecular

Para determinar el peso molecular
se utilizé un termostato marca
Huber modelo CC-130A Visco
con capacidad reguladora de
0,01 °C y un
Ostwald. Se
preparé una solucidn madre de

temperatura de *
viscosimetro de

quitosano de 0,01 g/mL en 1% de
acido acético y a partir de ésta
variassolucionesdeconcentracion:
0,0005; 0,001, 0,002; 0,003 vy
0,004 g/mL. Se sumergié el
viscosimetro de Ostwald en el
bafo térmico a 25°Ccon15mL de

la solucién a analizar. Se realizaron
mediciones del tiempo que tarda
cada concentracion en pasar a
través del tubo capilar. Se repitid
este procedimiento para cada
solucion y el solvente. Ademas, se
determind la densidad relativa a
25 °C de cada solucién utilizando
el método del picndmetro.

Midiendo el tiempo de elucion
t de la soluciéon de polimero a
diferentes concentraciones y el
tiempo de elucién tO del solvente
puro se definieron las siguientes
viscosidades relativa, reducida,
inherente e intrinseca. Finalmente,
el se determindé aplicando la
ecuacion de  Mark-Houwink-

Sakurada.

[n] = K(My)? 3
Donde [n] es la viscosidad
intrinseca, K es igual a 0,00016y a
es 0,79 para el sistema quitosano-

acido acético (Chandrasekharan
et al,, 2019).

Sintesis de 1-cloro-2-hidroxi-3-

azido propano

Se anadié 0,2 g de bromuro de
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hexadeciltrimetilamonioen 40 mL
de agua y se agregd 16 g de azida
de sodio, la mezcla se agitd hasta
su disolucién. Luego, se afladieron
20 mL de epiclorhidrina y se agitd
durante 24 h a 25 °C. El producto
se lavo 5 veces con éter dietilico,
se secd con sulfato de sodio
anhidro y se filtré. Finalmente, se
almacend la solucién en un frasco
ambar (Kritchenkov et al., 2019).

Sintesis de derivado azidado de
quitosano

Se pesé 2 g de quitosano y
se disolvid en 100 mL de una
soluciéon de HCI al 5% y acido
acético 5% en una proporcion
110 (v/v). Se afladieron 9,3 mL de
1-cloro-2-hidroxi-3-azido propano
y se dejo agitar el sistema por 24
h a temperatura ambiente. Se
agregd gota a gota una solucién
de amoniaco en metanol al 40
% (v/v) hasta la formacion de un
solido blanco. El sdlido se lavo
3 veces con metanol, una con
aguay otra con éter dietilico (Ryu
et al.,, 2013). Finalmente, se dejd
secar a 45 °C en una estufa por
24 hy se homogenizd la muestra
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triturando el sélido.

Sintesis de derivados de 1, 2, 3
triazol-quitosano

Se disolvié 0,8 g de quitosano
azidadoen 20 ml de acido acético
1 % y se agitdé hasta obtener
una solucidbn homogénea. Se
preparé soluciones de 4,6 mg
de CuSO, x 5H,O con O, mL
de trietanolamina y 3,8 mg de
ascorbato de sodio en 1,5 mL
de agua. Luego, se disolvié 30
pL de alquino correspondiente
en 10 mL de cloroformo. Se
mezclaron todas las disoluciones
en un recipiente de vidrio y
se colocaron en ultrasonido
durante 15 min (Kritchenkov et
al., 2019). Los derivados de 1, 2,
3 triazol-quitosano precipitaron
mediante la adiciéon gota a gota
de una disolucion al 40 % de
amoniaco en metanol. Se lavo el
solido resultante varias veces con
metanol, una vez con aguay otra
con acetona. Finalmente, se secd
a 45 °C en una estufa durante 48
h.



Caracterizacion de derivados de 1,
2, 3 triazol-quitosano

Calculos computacionales

Los calculos de optimizaciones
de geometria, espectros IR
UV-Vis de

mondmeros disehados de cada

y espectros los
derivado de 1, 2, 3 triazol-quitosano
se realizaron con el software
Gaussian 09. Se utilizé el método
tedrico DFT, con el nivel funcional
B3LYP utilizando el conjunto base

6-31G (d,p) (Del Bene et. Al,, 1995).

Caracterizacion de derivados de 1,
2, 3 triazol-quitosano

Se midieron espectros FTIR en un
espectrometro infrarrojo JASCO
modelo FT/IR-4600 equipado con
reflectancia total atenuada (ATR),
a una resolucién de 4 cm™ y 64
barridos, en un rango espectral
de 650 a 4000 cm”™. De igual
forma, se midieron espectros UV-
Vis en espectrofotémetro UV-Vis
Varian Cary50 de soluciones de
quitosano y los derivados en 1 %
en acido acético. La informacion
fue registrada en modo de
absorbancia entre las longitudes

de onda de 200 a 800 nm.

Determinacion de actividad

antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se
determind mediante el método
de difusién en pocillo, se evaluaron
las soluciones de derivados de
1, 2, 3 triazol-quitosano al Ty 2 %
en acido acético al 1 %. Para la
prueba antibacteriana, todas las
soluciones se probaron in vitro
contraS. qureus, K. pneumoniae, P.
aeruginosa,E.coliyS.typhimurium.
Se utilizaron controles positivos
(gentamicina y ampicilina) y un
control negativo (solucidn de
acido acético). Las bacterias se
activaron en un medio de cultivo
nutritivo, tripticasa soya agar, se
incubaron a 37 °C durante 24 h. Se
realizé una suspension bacteriana
con cada una de las cepas
activadas en solucion salina estéril
al 0,85 %, a una concentracion
de 0,5 McFarland. Para evaluar
la actividad antimicrobiana se
utilizé el agar Mueller Hinton, con
ayuda de un hisopo empapado de
la solucion bacteriana se estrio el
agar cubriendo su superficie por
este

completo, procedimiento

se lo realizo para cada una de las
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bacterias seleccionadas. Una vez
estriados los agares se realizaron
pozos de 5 mm de diametro
con un sacabocados donde se
colocaron 25 L de cada solucién
de los derivados. Se incubaron
las placas a 37 ° C durante 24 h.
(Shah et al., 2018). Se realizaron dos

repeticiones.

Formacion de peliculas con
derivados de 1,2,3 triazol
quitosano

Se desarrollaron peliculas

mediante el método de fundicién
en solucién a partir de soluciones
de 2 % de quitosano y de los
2, 3 triazol-
quitosanoen dcidoacéticoal1%y5

derivados de 1,

% de PVA en agua. Se combinaron
las soluciones en una relacion 11
(v/vV) en vasos de precipitacion
y se agitaron durante 30 min a
30 °C. Las soluciones resultantes
se colocaron en un bafo de
ultrasonido durante 45 min y se
transfirieron 15 mL de cada mezcla
a cajas Petri de vidrio. Se dejo
secar a 50 °C por 24 h. Finalmente,
se despegaron las peliculas secas
de sus placas.
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Caracterizacion de peliculas con
derivados de 1,2,3 triazol quitosano

Propiedades mecanicas

La resistencia a la traccidon y
porcentaje de elongaciénalarotura
de las peliculas se midié utilizando
una maquina de vigas universales
de marca TecQuipment modeloSM
104. La separaciéon de agarre inicial
se fij6 a 29 mm aproximadamente
y una velocidad de la cruceta de 5
mm/min. La prueba se llevé a cabo
sobre tiras de pelicula de 40 mm
de longitud y 10 mm de ancho, Se
realizaron tres repeticiones de la
prueba mecanica a temperatura
ambiente y se repitid 3 veces cada

ensayo.
Calorimetria diferencial de barrido

Las propiedades endotérmicas

y exotérmicas de las peliculas
se midieron en un equipo de
calorimetria diferencial de barrido
(DSC) de marca TA Instruments
modelo Q2000 en un rango de
temperatura de 50 a 450 °C con
una rampa de calentamiento de
10 °C.min’. Se pesdé 5 mg de cada
derivado 1, 2, 3 triazol-quitosano

y de cada pelicula formada, y se
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colocaron en copas de aluminio
para luego sellarlas.

Andlisis topografico con

Microscopia de fuerza atémica

La rugosidad y la topografia de
las peliculas se determiné en un
microscopio de fuerza atémica
(AFM)
modelo NX10. Se programé el

de marca Park system

equipo en modo contacto, con
una velocidad de barrido de 0,50
Hz y con un set pint de 100 nN. Se
cortaron porciones de 0,6 cm x 0,6

cm de cada pelicula y se realizé un
mapeo de la superficie. Se procedid
a repetir dos veces el ensayo.

Disefo experimental

En el analisis estadistico se

empled el paquete informatico
estadistico SPSS. Se aplicd un
diseno estadistico factorial AxBxC,
con un 95 % de confianza. Ademas,
para establecer la diferencia
significativa entre las medias de los
tratamientos se realizd la prueba de

Duncan.

RESULTADOS

Obtencidon de quitosano

Se obtuvo un porcentaje de
rendimiento del 22,2 %, el cual se
calculd a partir de la cantidad de

biomasa inicial.
Caracterizacion de quitosano

El analisis FTIR del
obtenido se presenta en la Figura

quitosano
1. Donde se revela una banda
fuerte alrededor de 3435 cm™ que
se atribuye al estiramiento del
enlace OH de los grupos hidroxilos
superpuesto al estiramiento del

enlace NH, de los grupos amina

y a la formaciéon de enlaces de
hidrégeno intra e intermoleculares
en los que estan involucrados estos
enlaces (WeiBpflog et al,, 2021). Las
bandas de absorcion alrededor
de 2957 y 2886 cm™ se pueden
designar al estiramiento simétrico
y asimétrico CsH de los grupos
metilenos, respectivamente.

Se confirma la presencia de

grupos N-acetilo residuales por
las bandas alrededor de 1657 cm™
(estiramiento C=0O de la amida)
y 1323 cm™ (estiramiento C-N de

amida), respectivamente. No se

To



encontrd la banda en 1550 cm™ que
corresponde a la flexion N-H de la
amida, la cual fue probablemente
superpuesta por otras bandas. Una
banda a 1589 cm™ corresponde a la
flexion N-H de la amina primaria.

wwﬂ%\ / ‘V\‘ ‘V\‘
\\ \ |
\ \\ | | \‘ (\) \ [\

Transmitancia (%)

[ 3435
[ 2057
2886

T T
3000 2000

Namero de onda (cm™)
Figura 1. Espectro FTIR de quitosano

La flexion de CH, y el estiramiento
CH
confirmadas por la presencia de
bandas alrededor de 1423 y 1383
cm™, respectivamente. La banda

simétrico de fueron

3

de absorcion a 1153 cm™ se puede
atribuir al estiramiento asimétrico
del puente C-O-C. Las bandas de
1097 y 1036 cm™ corresponden al
estiramiento C-O en diferentes
tipos de enlaces C-OH, C-O-C y
CH,-OH. La banda en 894 cm
corresponde a la vibracion del
enlace B- glucosidico (Negrea et al,,

2015).
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El grado de desacetilacion (DD),
calculado fue de 92,96 %, aplicando
la ecuacién 1. El DD también fue
confirmado mediante valoracién
potenciométrica, como se indica
en la Figura 2, cuyo valor de DD fue
92,96 %.
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Figura2. Curva de titulacion

potenciométrica de quitosano al 0,5%
en HCI (a), viscosidad intrinseca del

quitosano (b)

m



El peso molecular de quitosano
se determiné extrapolando Ia
viscosidad reducida de diferentes
concentraciones de soluciones
de quitosano a concentracién
cero para obtener la viscosidad
intrinseca del quitosano (Figura
2). Ya que la viscosidad intrinseca
describe la capacidad de un
polimero para formar soluciones
viscosas y es directamente
proporcional al peso molecular
promedio del polimero a través de
la ecuacién 3, el peso molecular del
quitosano extraido fue de 45308
g/mol 0 4531 kDa (Goncalves et al.,

2021).

Sintesis de derivados de 1, 2, 3
triazol-quitosano

La sintesis de N-(3-azido-2-
hidroxipropil) quitosano fue
confirmada por la presencia

de la banda caracteristica de
vibraciones de estiramiento del
grupo azida en el espectro FTIR a
2101 cm™ (Figura 3).

W
i

Transmitancia (%)
j

T, (Q-CHO)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 3. Espectros infrarrojos para

derivados 1, 2, 3 triazol-quitosano

A continuacién, al quitosano
azidado se le realizdé la reaccién
de quimica click con diferentes
grupos alquinos, utilizando CuSQO,.
5H,0 y ascorbato de sodio como

catalizadores.

Caracterizacion de derivados de 1,
2, 3 triazol-quitosano

Los derivados 1, 2, 3 triazol-
quitosano fueron caracterizados
por espectroscopia FTIR, cuyos
espectros se muestran en la
Figura 3. Ademas, se realizd un
analisis mediante espectroscopia
UV-Vis para identificar los grupos
cromaoforos del

(Figura 4).

compuesto
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Figura 4. Espectro ultravioleta visible
para derivados 1, 2, 3 triazol-quitosano.
Longitudes maximas de onda: calculos
computacionales (a), medicién

experimental (b)

Para establecer las estructuras
optimizadas de los mondmeros
propuestos para cada derivado, se
emplearon calculos con método
tedrico DFT para correlacionar los

datos experimentales y tedricos.
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Actividad antimicrobiana

En la Figura 5 se observan las
diferentes zonas de inhibicidn
obtenidas en los

microbiolégicos. Tantoelquitosano

ensayos

como sus derivados, presentaron

actividad antimicrobiana para
los microrganismos evaluados:
S. aqureus, E. coli, K. pneumoniae,
S. typhimurium y P. aeruginosa,
donde T, (Q-F), T, (Q-CH,) y T,
(Q-CHOQO)

inhibicion similares o mayores a

presentaron halos de

los generados por si solo por el
quitosano extraido.

Figura 5. Placas con zonas de inhibicién.
Zona izquierda de la placa: soluciones
de 1 % y zona derecha de la placa:

soluciones de 2 %
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Calorimetria diferencial de barrido

En la Figura 6 se establecen las
temperaturas de degradaciéon
térmica de los derivados, las cuales
fueron 239, 245 y 239 °C para T,
(Q-F), T, (Q-CH,) y T, (Q-CHO),
respectivamente.

0005 Q / \

T, (Q-F)

o
E -0,005

% 0,010
T, (Q-CHj)

3
T 0015
5

= -0,020
T, (Q-CHO)
-0,025

-0,030

T T T
100 200 300
Temperatura (°C)

(a)

Flujo de calor (W/g)

(b)

Figura 6. Termogramas para los
derivados de 1, 2, 3 triazol-quitosano (a),

y sus peliculas (b)

Propiedades mecanicas de

derivados de 1, 2, 3 triazol-

quitosano

-

infoANALITICA
3(

13 (1) mayo 2025

En la Figura 7 se observa que
dependiendo del tipo de pelicula
dederivado], 2,3 triazol-quitosano,
la resistencia a la traccion varia
desde 42 MPa hasta 68 MPa.

0 Ereicuas)

Figura 7. Comparacién de propiedades
mecdnicas entre quitosano y sus

derivados 1, 2, 3 triazol-quitosano

Rugosidad en peliculas en base
a derivados de 1, 2, 3 triazol-
quitosano

El derivado T, (Q-F) al igual que

4



el quitosano presentan una
superficie porosa, mientras que
T, (Q-CH3) y T, (Q-CHO) poseen

estructuras plegadas con colinasy
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REACCIONES DE QUIMICA CLICK Y DESARROLLO DE PELICULAS ACTIVAS
Pozo-Llumiquinga et.al. 99-129

valles, sus valores de Rq (entre 1,19
+ 0,46y 5,39 +1,88 nm) y Ra (entre
0,79 + 0.25y 3,85 + 1,03 nm).

DISCUSION

Obtencion de quitosano

El proceso de obtenciéon de

quitosano tuvo como  paso
principal la desacetilacion de la
quitina, cuya extraccién conllevé
la molienda, desmineralizacion
y desproteinizacion de la fuente
seleccionada. El porcentaje de
rendimiento alcanzado (22,2 %) es
concordante con estudios previos
gue han reportado rendimientos
similares (William & Wid, 2019)
y menores (Varun et al, 2017,
2014).

variaciones podrian deberse a la

Hossain & Igbal, Estas
pérdida de particulas de quitosano

durante el lavado, la composicion

quimica de los  desechos
de caparazones utilizados,
el contenido de humedad,

condiciones de desproteinizacién
y desmineralizacion, entre las

principales (Kou et al., 2021).

Caracterizacion de quitosano

Las bandas que se muestran en el
espectro FTIR de la Figura 1, son
concordantes con los espectros
de muestras de quitosano
reportados anteriormente (Varma
& Vasudevan, 2020; Queiroz et al.,

2015).

El grado de desacetilacion (DD)
es un parametro importante
la solubilidad,
la reactividad guimica y
biodegradabilidad del
obtenido.
DD por

se seleccionaron dos

que influye en
producto
determinar el
FTIR
bandas
banda
caracteristica o banda sonda

Para
espectroscopia
de  absorcion: una
que representa el grupo amida
de la N-acetil-D-glucosamina
y una banda de referencia que
representa un grupo gque esta
presente tanto en la N-acetil
-D-glucosamina y especies de
bandas

D-glucosamina. Las

15



seleccionadas fueron 1323 cm’
y 1423 cm’,
ya que
experimental bajo comparado con

respectivamente,
presentan un error
otras técnicas de determinacion
del DD, ademads, esta relacidon es
independientemente de la técnica
de obtencién de quitosano,
humedad y del estado del
material de partida (Brugnerotto
et al,, 2001). Para el calculo del DD
se utilizé la ecuacion 1y el valor

obtenido fue de 92,96 %.

EnlaFigura2se presentdunacurva
de titulacién potenciométrica con
dos puntos de inflexion: el punto
V, representa la neutralizacion
de HCI por la adicidn de NaOH
mientras

que el punto V

2
corresponde a la neutralizaciéon
de los iones de amonio presentes
en la muestra de quitosano (Saba
et al, 2018). La determinacién de
la primera derivada ayuddé con la
lectura precisa de los puntos de
equivalencia, el V,y V.. La cantidad
de grupos amino de quitosano
se calculd utilizando la diferencia
entre los dos puntos de inflexion
aplicando la ecuacién 2. Por lo

gue se confirma el valor de DD del

quitosano de 92,97 %.

Debido a que la despolimerizacién
del
un atagque nucleofilico de

quitosano ocurre mediante
los
enlaces glucosidicos por iones de
hidréoxido durante el proceso de
desacetilacion y ambos se ven
afectados por la concentracion de
NaOH, temperatura y tiempo de
reaccion, tanto el peso molecular
como el grado de desacetilacion
estadn relacionados. Por lo tanto,
se determind que las condiciones
de desacetilacion establecidas
permitieron la obtencién de
un quitosano de alto grado de
desacetilacion (92,97 %) y peso

molecular medio (453,1 kDa).

Sintesis de derivados de 1, 2, 3
triazol-quitosano

La sintesis de N-(3-azido-2-
hidroxipropil) quitosano se llevo a
cabo por reaccién de quitosano
con 1-azido-3-cloropropan-2-
ol, que, a su vez, se obtuvo por
tratamiento de azida sddica con
epiclorhidrina. La introduccion de
la fraccion azida (N,) en la cadena
de quitosano fue confirmada
la banda

por la presencia de
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caracteristica de vibraciones de
estiramiento del grupo azida
en el espectro FTIR a 2101 cm™
(Figura 3). Finalmente, la reaccion
de quimica click se llevd a cabo
con CuSO,. 5H,0 y ascorbato de
sodio como catalizadores entre
quitosano azidado y los diferentes
alquinos como se muestra en la

Figura 8.

eSS

zi

o NaN,

A/m —_— c\\)\/N

et N

CuSO4SH,0 | Ultrasonido

CoH,NaO, 15 min

%

24\
=,

Ry

Ry, Ryt H, CH
Ry: CHy, CHO, CFy

Figura 8. Ruta de sintesis de derivados

de1, 2, 3 triazol-quitosano

Caracterizacién de derivados de 1,
2, 3 triazol-quitosano

La disminucién de la intensidad de
la banda correspondiente al grupo
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azida a 2101 cm™ en los espectros
FTIR
conversion del grupo azida (N

(Figura 3) evidencian Ila

5 a
un anillo de triazol, sin embargo,

se infiere una conversiéon
incompleta, pues el espectro IR
muestra bandas de absorcion
de baja intensidad debidas a
porciones de grupo azida que no
la cadena

han reaccionado en

polimérica. Por otra parte, las
bandas entre 1585 cm™y 1595 cm”!
se atribuyen a estiramientos del
grupo N=N del anillo triazol (Tan et
al., 20183a; Tan et al., 2018b; Sedghi
et al,, 2020; Aboelnaga et al., 2017,
Zhang et al,, 2018; Ryu et al., 2013).
Ademas, se determind que mas
de 20 minutos en ultrasonido
generan una disminucién en el
rendimiento de la reaccidén y un
posible grado de degradacion
lateral de la cadena polimérica del

quitosano azidado.

Por otro lado, el andlisis de los
derivados 1, 2, 3 triazol-quitosano
por espectroscopia UV-Vis (Figura
5) permitié evidenciar la presencia
de los grupos cromoforos en
Estos

la cadena polimérica.

grupos funcionales, azida vy
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triazoles, introducidos en la matriz
del
longitudes de onda caracteristicas

quitosano absorben luz a
en la regiéon UV-Vis (Kumirska et
al, 2010) y permitieron identificar
cualitativamente su presencia
en los derivados, apoyando asi la
informacion estructural obtenida

por espectroscopia IR.

En la Figura 9 se presentan las
estructuras optimizadas de los

mondémeros  propuestos  para
cada derivado. Ya que se definid
con los espectros FTIR que la
transformacién de azida a triazol
fue incompleta, se anadid una
porciéon de grupo azida en la
cadena polimérica con el propdsito
de obtener bandas aproximadas a
las experimentales. Se emplearon
cdlculos con método tedrico
DFT para correlacionar los datos
experimentales y tedricos. La
de

aumentdé notablemente cuando

precision los resultados
se tuvo en cuenta los efectos del
disolventesimuladosconelnivelde
teoria B3LYP/6-31G (Abdelghany
et al., 2021). De esta forma, se pudo
contrastar y confirmar los modos

vibraciones del anillo del triazol en

los espectros FTIR y las longitudes
de onda maxima de cada derivado
en los espectros UV-Vis.

Figura 9. Estructuras tedricas de los

monémeros para cada derivado.
Quitosano (a), quitosano azidado (b),

T,(Q-CHO) (c), T,(Q-F) (d), T,(Q-CH,) (e)
Actividad antimicrobiana

Un factor relevante en la actividad
antimicrobiana del quitosano y
sus derivados fue la concentracion
de quitosano, donde la mayoria
de
actividad antimicrobiana mayor

los ensayos presentaron
en concentraciones de 1 % como
se observa en la Figura 10, esto
se puede analizar en términos
de la disposicidon espacial de las
cadenas poliméricas (Goy et al,
2016). Pues concentraciones bajas
del polimero podrian tener una
molecular

mejor  distribucion

8



en el solvente con un numero

relativamente peqgueno de
interacciones entre las cadenas
vecinas, maximizandose los sitios
cargados disponibles para el
acoplamiento externo. Por otro
lado, a medida que aumenta
la concentracién, se facilita
la formacion de enlaces de
hidrégeno y covalentes entre los
grupos funcionales de las cadenas
del biopolimero reduciendo la
dispersion y lleva a la estructura
conformacioén

a asumir una

enrollada densamente

superpuesta (Ardean et al.,, 2021).

Concentracion
44 WA(1%)

OB(2%)
27 H ‘
| “ ‘ ‘
0

Zona de inhibicion (cm)

T B e

Figura 10. Zonas de inhibicion. S. aureus
(1), E. coli (2), S. typhimurium (3), P.

aeruginosa (4), K. pneumoniae (5)

Las zonas de inhibicion muestran
la accién sinérgica de todos los
gruposfuncionalesexistentesenla
cadena polimérica del quitosano,
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la actividad antimicrobiana

depende principalmente  del
grado de sustitucion de los
grupos de injerto y el efecto en la
densidad de la carga positiva del
gquitosano que tengan estos en
la estructura (Li & Zhuang, 2020).
Existe una gran diferencia entre
los diferentes derivados obtenidos
lo cual indica la influencia de
los grupos sustituyentes en el
anillo aromatico. Por lo tanto,
la optimizacion de la cadena
lateral del triazol podria llevar al
desarrollo de nuevos compuestos
caracteristicas

con mejores

antimicrobianas.

Calorimetria diferencial de
barrido derivados de 1, 2, 3 triazol-

quitosano

Las muestras solidas presentan

picos endotérmicos conocidos

como temperaturas de
deshidratacién entre 130 y 150 °C
lo cual se debe a la evaporacién
del agua y moléculas de acido
acético unidas a la estructura del
quitosano y sus derivados (Hafizi

et al,, 2023).

Ademas, existe un pico

o



exotérmico en el quitosano que se
asigna a su degradacion térmica
(escision del enlace glucdsido vy,
descomposicion de las unidades
acetiladas \Y% desacetiladas).
Los picos exotérmicos
alrededor de 290 y 315 °C en los
derivados corresponden a la
descomposicion térmica de las
respectivas estructuras (Chandra
et al, 2016). Las temperaturas de
descomposicion de los derivados
son relativamente menores, lo
cual indica una disminucién en
la estabilidad debido al cambio
cristalina

de la estructura

como consecuencia de las
modificaciones estructurales. El
quitosano no presenta un pico
especifico para el fendmeno de
la transicion vitrea ya que éste
absorbe humedad y posee una
cadena polimérica muy rigida por
lo que el cambio en la capacidad
calorifica correspondiente a la
variacion de volumen especifico
en la Tg es muy pequenoy dificil de
observar,aunque se han reportado
valores menores a 200 °C (Dong et
al.,,2004). Contrario a los derivados,
las ramificaciones de los nuevos

biopolimeros  disminuyen  su

caracter cristalino y es posible
observar estas temperaturas.
Las cuales fueron 239, 245 y 239
°C para T, (Q-F), T, (Q-CH,) y T,
(Q-CHO), respectivamente, pues
la Tg suele aumentar a medida
que el caracter amorfo es mayor
(Rahman et al., 2019).

Los termogramas para las

peliculas de los derivados no
presentan temperaturas de
deshidratacién (Figura 6), lo que
indica que existid una evaporacion
del

grupos hidrofilicos del polimero

total agua asociada a los

durante el proceso de secado.
Las peliculas exhibieron; a parte
de los picos antes mencionados,
una fuerte transicion de fusidn
endotérmica aproximadamente
en 222 °C correspondiente al PVA
asociado en las peliculas (Rafique

et al., 20710).

Propiedades mecanicas de
los derivados de 1, 2, 3 triazol-

quitosano

Las propiedades mecanicas
reflejan la capacidad de la pelicula
para proteger la integridad de

los alimentos. Los valores de
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resistencia mecanica de los
derivados 1, 2, 3 triazol-quitosano,
fueron mayores a los obtenidos
para el quitosano extraido (Figura
7), un quitosano comercial y un
plastico de empaque comun.
En el caso de % de elongacién a
la rotura, el quitosano extraido
presenta valores similares al
plastico de empaque y mayores a
sus derivados. Esto se debe a que
las fuerzas intermoleculares entre
elalcohol polivinilicoy el quitosano
son mayores debido a la cantidad
de secciones con carga positiva
debido a los grupos amino, las
cuales interaccionan con la carga
grupo
a lo largo de las cadenas del

negativa del hidroxilo
alcohol polivinilico desarrollando
enlaces de hidrégeno polimero-
plastificante, reemplazando las
interacciones polimero-polimero
en las peliculas del biopolimero,
haciéndolo mas flexible, es decir,
con menor resistencia a la traccion
Yy Una mejor elongacion (Thakhiew

et al,, 2015).

En el casodelderivado T, (Q-CHO),
sugrupo carboniloaporta mayores

interacciones de tipo puente
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de hidrégeno con el alcohol
polivinilico que los otros derivados,
por lo tanto, su resistencia a la
traccion como el porcentaje de
elongacién son mas altos. Los
bajos porcentajes  obtenidos
para los derivados T, (Q-F) y T,
(Q-CH,)

valores reportados de polimeros

son comparables con

de empaque alimenticio como el
polipropileno (Aljilji et al., 2020).

Rugosidad de los derivados de 1,
2, 3 triazol-quitosano

Se analizé la morfologia de Ia
superficie de las peliculas de
los derivados de 1, 2, 3 triazol-
quitosano, de quitosano y de una
referencia, para el que se utilizé
una pelicula de empaque comun.
El cambio quimico condujo a
cambios en la matriz estructural
de las peliculas de quitosano
evidenciados en la topografia
superficial. Aungue claramente se
ven diferencias en las superficies
de las peliculas; el derivado T,
(Q-F) al igual que el quitosano
presentan una superficie porosa,
mientras que T, (Q-CH,) y T,
(Q-CHO)
plegadas con colinas y valles, sus

poseen estructuras
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valores de Rqg (entre 1,19 + 0,46 y
539 + 1,88 nm) y Ra (entre 0,79 +
0,25 y 3,85 + 1,03 nm) definen a
estas peliculas como superficies
planas y homogéneas (Min et al,,
2020). Ademas, comparados con
una pelicula de empagque comun
presentan valores menores
(ra=5.50+0.90 Nnm y rg=6,84%+1,13
nm).

Se observa un cambio en la
rugosidad entre PVA puro y las
peliculas derivadas del uso de este
plastificante, tal aumento indica la
presencia de interacciones entre
los componentes de la mezcla,
como enlaces de hidrégeno que
hace que estas superficies sean
relativamente planas (Stachowiak
et al,, 2020).

CONCLUSION

Se obtuvo quitosano a partir de
exoesqueletos de camardn, su
caracterizacién por viscosimetria
capilar, espectroscopia infrarroja
y  titulacién potenciomeétrica
determinaron que el quitosano
extraido es un producto de peso
molecular medio y alto grado de

desacetilacion.

La funcionalizacién de la matriz
de quitosano se realizdé a través
de reacciones de quimica click
de tipo cicloadicién azida-alquino
para la obtencion de los derivados
de 1, 2, 3 triazol
partir de quitosano azidado y

quitosano a

diferentes alquinos aromaticos.
Su caracterizacion se consolidd
mediante la comparacién de los

modos vibracionales del anillo del
triazol y las longitudes de onda
maxima en los resultados de
calculos tedricos de mondmeros
derivado.

diseflados de cada

Los ensayos microbioldgicos

contra S. aureus, K. pneumoniaqe,

y S
typhimurium de soluciones al 1%

P. aqeruginosa, E. coli
demostraron una mejor actividad
antimicrobiana para los derivados
T, (Q-F) y T, (Q-CH,). Las peliculas
formuladas exhibieron  mayor
resistencia a la traccidén y mayores
porcentajes de elongacién antes
de la rotura, cercanos a una
pelicula de empaque alimenticio
comercial. Ademas, se determind

que todas las peliculas de los
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diferentes derivados de 1, 2, 3
triazol-quitosano/PVA mantienen
un comportamiento  térmico
similar. La rugosidad de las
peliculas mostré valores de Rq
(entre 1,19+0,46 y 5,3941,88 nm)
y Ra (entre 0,79+0,25 y 3,85+1,03
nmM) menores a las de un plastico
Las

comercial. superficies se

definen como  homogéneas.

Las peliculas obtenidas a partir
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de los derivados de 1, 2, 3 triazol-
quitosano sintetizados a partir de
reacciones de cicloadicion azida-
alquilbenceno se presentan como
superficiestérmicamenteestables,
formuladas

con compuestos

con actividad antimicrobiana,

planas y homogéneas, por lo
tanto, aplicables como empaques

alimenticios.
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