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Resumen

Debido a la necesidad de encontrar materiales alternativos a los polimeros sintéticos, se ha incurrido en
el desarrollo de materiales biopoliméricos. Esta investigacion pretende evaluar la factibilidad técnica de
la fabricacién de peliculas biodegradables a partir de los polisacdridos presentes en el cuerpo fructifero
del hongo Pleurotus pulmonarius, especie de facil cultivo en Colombia. Para la obtencién de los
polisacaridos presentes en el cuerpo fructifero de este hongo, se propuso una metodologia de
separacion de extractos bioldgicos comprendida inicialmente por la extraccién de los B-glucanos,
desproteinizacién y finalmente desacetilacion de la quitina presente en los extractos obtenidos en cada
etapa anterior. Se determind una metodologia de produccién de peliculas a partir de los polisacaridos
de interés, utilizando “solvent casting” para la produccidn de estas. Finalmente se evalué la factibilidad
de fabricar las peliculas deseadas a partir de los extractos con B-glucanos y quitosano obtenidos.

A partir de los resultados se puede concluir que se requieren etapas de purificacion adicionales a las
propuestas para la obtencidn del quitosano; la calidad y pureza de los extractos obtenidos disminuye la
resistencia a la tensidon de las peliculas fabricadas; los B-glucanos obtenidos tuvieron un efecto
plastificante en el material.

Palabras clave: Polisacdridos, B-glucanos, quitosano, polimeros, Pleurotus pulmonarius, “solvent
casting”, plastificante, desproteinizacién, desacetilacion.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1 Planteamiento del problema

Durante toda la historia de la humanidad, los polimeros, han hecho parte importante de los materiales
utilizados por el hombre en su vida diaria (Gerdeen y Rorrer 2012). Sin embargo, sdlo desde finales del
siglo XIX comenzé la era de los polimeros sintéticos (Sturchio et al., 1993).

A partir del afio 1850, con la invencidn del celuloide, hasta la actualidad se han desarrollado un
sinnumero de polimeros sintéticos, los cuales se derivan en su mayoria del petrdleo y el gas natural, y
pueden contener compuestos que incluyen cloro, nitrégeno o algunos solventes orgdnicos tdxicos como
el fenol y el formaldehido (American Chemical Society, 1993; American Chemistry Council, 2005;
Gerdeen & Rorrer, 2012; Plastics Europe- Association of plastics manufacturers, 2013). Recursos como el
petréleo y el gas natural son considerados como no renovables; la extraccién y el procesamiento de
estos tiene un gran impacto ambiental debido al amplio consumo de energia y agua para su extraccion,
disminucion de fauna acuatica debido a actividad sismica por perforacién de pozos petroleros en areas
oceanicas, contaminacién acuifera por derrames de petrdleo en altamar, alto consumo energético por el
procesamiento del crudo, entre otros (Manning & Thompson, 1995; Fisheries Research Services, 2005;
Simanzhenkov & Idem, 2005; Energy Information administration, 2009; Sinding-Larsen & Wellmer, 2012;
Speight, 2014).

La Figura 1, muestra las estadisticas globales de produccion y consumo de petrdleo entre los afios 2009
y 2013.
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Figura 1 Estadisticas globales de produccidn y consumo de petréleo desde el afio 2009 al 2013. Adaptado de EIA, 2014.



Los valores presentados anteriormente muestran una tendencia ascendente tanto en produccién como
en consumo del crudo en el mundo, donde en tan solo cuatro anos se ha duplicado aproximadamente
tanto el consumo como la produccion de este. Asi mismo se relaciona el aumento de los problemas
relacionados al medio ambiente, de acuerdo con Lladd Fernandez los hidrocarburos después de su
combustién y en forma de crudo generan contaminacién que puede afectar tanto la atmosfera como
suelos y fuentes de agua, lo cual incrementa el impacto ambiental que esto tiene a nivel global. Debido a
lo anterior, una disminucién en el uso de estos puede representar en alguna medida una remediacién al
desequilibrio ambiental causado por el crudo y los hidrocarburos en general.

Segln la Federacidn Britanica de Plasticos el 96% del crudo procesado a nivel mundial es utilizado para
transporte, energia y calentamiento, industria quimica y otros, y sélo el 4% restante es utilizado para la
produccién de plasticos (BPF 2008). Sin embargo, este 4% equivale a procesar aproximadamente
3’600.000 barriles de crudo al dia, segun el consumo de petrdleo en el afio 2013.

De acuerdo con lo reportado por Plastics Europe en el afio 2013, la industria del pldstico ha crecido
significativamente desde la década de los afios 50, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2 Produccién global de plasticos desde el afio 1950 al 2012. Adaptado de Plastics Europe- Association of plastics
manufacturers, 2013.

Uno de los segmentos con mayor uso de plastico es en empaques y embalaje (American Chemistry
Council, 2013; Plastics Europe- Association of plastics manufacturers, 2013), sin embargo los polimeros
sintéticos que componen estos productos como por ejemplo el polietileno, polipropileno, poliestireno,
PVC y PET son considerados como no biodegradables y su acumulacién amenaza el equilibrio ambiental
(Tokiwa et al., 2009).



Dentro de los plasticos utilizados en empaques y embalaje, los polimeros mas comunes son los que se
muestran en la Tabla 1 a continuacién.

Tabla 1. Polimeros mas cominmente utilizados en empaques (Ebnesajjad 2012).

Tipo de polimero Acrénimo

Acido acrilico de etileno EAA
Etilacrilato de etileno EEA
Metilacrilato de etileno EMA
Vinilacetato de etileno EVA
Alcohol vinilico de etileno EVOH
Polietileno de alta densidad HDPE
Polietileno lineal de baja densidad LLDPE
Polietileno de baja densidad LDPE
Poliamida (nylon 6,6) PA-6,6
Polibutileno PB
Policarbonato PC
Polietilentereftalato PET
Polipropileno PP
Poliestireno PS
Polivinil cloruro PVvC
Cloruro de ponilvinilideno PVDC

A pesar de los multiples beneficios que estos traen, su degradacidn es lenta y puede culminar en
compuestos como perdxidos, aldehidos, acidos carboxilicos, cetonas, amoniaco, monéxido de carbono,
metano, benceno ademas de radicales libres (Wypych, 2012).

Adicional al impacto que tiene el crudo sobre el ambiente, es necesario hacer la observacién del impacto
que tiene el crudo sobre la economia. Este representa hoy en dia uno de los activos mds importantes de
las economias a nivel global, debido a los multiples derivados que se obtienen de él, asi como el alto
valor agregado que cada uno de ellos tiene. Economias que cuentan con mayor dominio de sus fuentes
petroleras se encuentran actualmente en posiciones dirigentes en la economia global, sin embargo las
predicciones que se hacen con respecto al consumo de las fuentes de crudo actuales calculan una répida
disminucion de las fuentes disponibles. La disminucién en la disponibilidad del petréleo causa ademas
divisas constantemente cambiantes, desequilibrio en las proyecciones financieras y finalmente
recesiones econdmicas (Narifio T. 2014).

Se ha encontrado que los hongos del género Pleurotus contienen polisacaridos que pueden
comportarse en algunos casos como polimeros sintéticos (Teng et al., 2001; Bayer et al., 2008), con la
ventaja de ser ademas biodegradables, por lo cual tienen un gran potencial de reemplazar a algunos
polimeros sintéticos (Bayer et al., 2008).



1.1.1 Hipétesis

Los polisacdridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus pulmonarius pueden emplearse
para la fabricacion de peliculas biodegradables con el potencial de reemplazar en algunas aplicaciones a
polimeros sintéticos.

1.1.2 Preguntas de investigacion

e (iCébmo es una posible metodologia de fabricacion de peliculas biodegradables a partir de los
polisacaridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus pulmonarius, en relacién a
posibles reemplazos de algunas aplicaciones de diferentes polimeros sintéticos?

e (COmo extraer los polisacdridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus
pulmonarius para la fabricacion de peliculas biodegradables?

e (Es factible fabricar peliculas biodegradables a partir de los extractos obtenidos, como posible
reemplazo a los polimeros sintéticos?

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la factibilidad técnica de la fabricacién de peliculas biodegradables a partir de los
polisacaridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus pulmonarius como posibles
reemplazos de algunas aplicaciones de polimeros sintéticos.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar una metodologia de fabricacidn de peliculas biodegradables a partir de los
polisacaridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus pulmonarius, en
relacién a posibles reemplazos de algunas aplicaciones de diferentes polimeros
sintéticos.

e Evaluar una metodologia de extracciéon de los polisacdridos presentes en el cuerpo
fructifero del hongo Pleurotus pulmonarius para la fabricacion de peliculas
biodegradables.



e Evaluar la factibilidad de fabricar peliculas biodegradables a partir de los extractos
obtenidos, como posible reemplazo a algunos polimeros sintéticos.

1.3 Alcance

Con la presente investigacion se pretende evaluar la factibilidad de fabricacién de peliculas
biodegradables a partir de los polisacdridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus
pulmonarius, debido a la facilidad y economia de cultivo de esta materia prima en Colombia, esperando
que el producto resultante cuente con propiedades aptas para reemplazar algunas aplicaciones de
diferentes polimeros sintéticos.

El enfoque del proyecto se basa en la evaluacién de la influencia de los extractos obtenidos a partir del
hongo sobre las propiedades del material resultante, de manera que este tenga la posibilidad de ser
viable para aplicaciones en las que actualmente se utilizan polimeros sintéticos.

Con este proyecto se pretende establecer un estudio que sirva como base para aprovechar especies
fungicas de facil cultivo en Colombia en productos alternativos a la industria alimenticia, de manera que
ademas se desarrollen productos que sean compatibles con el medio ambiente durante toda su cadena
de consumo y post-consumo. Si bien, la metodologia de produccién puede incurrir en procesos con
algun tipo de impacto ambiental, se realizardn recomendaciones que ayuden a mejorar el proceso de
produccién en futuras investigaciones para disminuir riesgos ambientales y mejorar la calidad del
producto a obtener. Se aclara que el proceso se iniciard con los cuerpos fructiferos del hongo como
materia prima y no se profundizara en la parte de cultivo.

En este proyecto, se presenta un informe con los resultados obtenidos y sus respectivos analisis y
discusion, se evalla la influencia de los componentes del material producido sobre sus propiedades, y
ademas se realizan propuestas de mejora para el proceso, de manera que el material producido pueda
ser utilizado como alternativa a diferentes usos de polimeros sintéticos.

1.4 Justificacion

Ambiental: De acuerdo a las fuentes bibliograficas indagadas, las peliculas producidas a partir de los
polisacaridos tienen un menor impacto ambiental que los materiales empleados en la produccion de
polimeros sintéticos, gracias a que las materias primas necesarias para realizar el cultivo del hongo
provienen de recursos naturales renovables, a diferencia de las materias primas provenientes del
petréleo. Se ha observado que el procesamiento del crudo desde su extraccion hasta la produccion de
los plasticos requiere un alto consumo energético (Energy Information Administration 2009), y se espera
que la produccion de este biomaterial tenga una diferencia significativa en cuanto a los requerimientos
de energia para su procesamiento. Adicionalmente, segln la literatura, las caracteristicas de este
biopolimero posibilitan la biodegradacion en su disposicion final, disminuyendo los riesgos de



contaminacion en suelos, aguas y/o rellenos sanitarios (Mohanty et al., 2002). Por lo anterior, se espera
gue esta investigacion pueda ayudar a profundizar en el campo de materiales que sean compatibles con
el medio ambiente durante toda su cadena de consumo, para incrementar las metodologias y fuentes
de fabricacién de materiales biodegradables que en un futuro tengan la posibilidad de sustituir los
materiales derivados del petréleo.

Econdmica: Con este proyecto se puede brindar informacién importante a la empresa “Orellanas” para

gue esto sirva de base que ayude a aprovechar los subproductos generados como los hongos que no
cumplen con los requerimientos de calidad durante la recoleccion y seleccién de cuerpos fructiferos,
denominados por la empresa como “polvo de hongo”, generando asi valor agregado a un desecho
industrial.

Académica: Mediante este proyecto se estd impulsando el estudio de nuevos biomateriales;
adicionalmente se estdn ampliando sus campos de aplicacién y creando nuevos conocimientos en
cuanto a la integracién de diferentes saberes de una manera novedosa. Las materias relacionadas con
este proyecto son biologia, disefio de procesos, estadistica y diseno de experimentos, informacién
cientifica, ciencia de los materiales, quimica instrumental, disefio de productos quimicos y
biotecnoldgicos, operaciones biotecnoldgicas, quimica orgdnica y ecologia ambiental, las cuales
permiten aplicar en gran parte lo aprendido durante el pregrado de Ingenieria de Procesos. Se espera
que con los resultados de este proyecto se inicien proyectos relacionados con el area de biologia, la cual
presenta un gran interés en el trabajo con Pleurotus pulmonarius y el desarrollo de biomateriales a
partir de esto, de acuerdo con los antecedentes propuestos.

Finalmente, gracias a este proyecto se podra otorgar el titulo a una Ingeniera de Procesos.

Capitulo 2. Marco referencial

Cuando se habla de polimeros se hace referencia generalmente a materiales organicos derivados de
reacciones de polimerizacion de diferentes monémeros (Vert et al., 2012).

Los Polimeros, al igual que los metales y los ceramicos, constituyen una familia de materiales (Rosato et
al., 2004). Los polimeros se caracterizan por ser livianos, resistentes a agentes quimicos, buenos
aislantes térmicos y eléctricos, por tener la capacidad de ser procesados de diferentes maneras y de
adquirir multiples apariencias estéticas (American Chemistry Council 2005).

También pueden ser clasificados segln sus variaciones respecto a la temperatura como termoplasticos,
termoestables o elastdmeros (Askeland & Phulé, 2004; Rosato et al., 2004), aunque existen también
clasificaciones segun la familia quimica a la que pertenecen (Askeland & Phulé, 2004; ASTM, 2010). En el
afio 2010 la organizacion ASTM publicé la norma ASTM 7611-Prdcticas estdndares para la codificacion
de articulos manufacturados en pldstico para la identificacion de resinas, asignando un nimero de 1a 7
correspondiente a una sigla segun el tipo de polimero del cual esté hecho un articulo de consumo, esto



ayuda a la separacion y reciclaje de aquellos polimeros que sean termoplasticos, puesto que los
termoestables y los elastémeros no tienen la capacidad de ser reprocesados (Askeland y Phulé 2004).

Variados polimeros sintéticos pueden ser transformados en peliculas plasticas a través de diferentes
métodos de transformacion, dentro de estos los mas utilizados a escala industrial son extrusion, moldeo
por soplado, calandrado y “fundicién” en solvente o por dispersion (McKeen, Production of films, 2012;
Felton, 2013). Las peliculas pldsticas se caracterizan por tener algunas de las siguientes caracteristicas:
flexibilidad, resistencia a la traccién, resistencia al impacto, resistencia al desgarre, resistencia a la
temperatura, transparencia, resistencia a la abrasién, resistencia quimica, buena adherencia,
estabilidad, degradabilidad e impermeabilidad; ademds de las anteriores pueden tener la capacidad de
pigmentarse, no poseer aroma ni sabor, ser termoformables y poseer propiedades dieléctricas (Headly
Pratt Consulting, 1996; Wagner Jr., 2010; McKeen, Introduction to the Properties of Plastic and
Elastomer Films, 2012). Las aplicaciones mas generales de las peliculas plasticas son como barreras ya
sea en empagques, cubrimientos o guantes (McKeen, Uses of barrier films 2012). Dentro de las diferentes
industrias se encuentran multiples aplicaciones. En construccién, por ejemplo, como barreras de vapor,
impermeabilizaciones, revestimientos de suelos y cubiertas (Dietz 2003), en impresiones para
plastificado de papeles (Gémez Galan 2013), en agricultura para acolchados de cultivos (Grupo de
cultivos horticolas- Direccidn de produccion y proteccidn vegetal, 2002), en la industria alimenticia como
empaques (Wagner Jr., 2010, Ebnesajjad 2012), entre otros.

Con el fin de seleccionar el material apropiado para determinada aplicacion de las peliculas plasticas, se
tienen en cuenta dos tipos de propiedades principales: propiedades de barrera y propiedades
mecanicas, ya que son las propiedades funcionales. Dentro de las propiedades mecdnicas mas
importantes estd la resistencia a la traccién, ya que materiales con muy poca resistencia no podran ser
facilmente manejables a escala industrial (Wagner Jr., 2010; Ebnesajjad, 2012).

A pesar de los diversos beneficios que tienen los polimeros sintéticos en la actualidad, son crecientes las
preocupaciones relacionadas a su uso; su degradacion es lenta y puede tardar entre 100 y 1000 afios, la
dificultad para reciclar gran parte de estos materiales esta generando una significativa acumulacién de
estos en rellenos sanitarios, mares y océanos (Téllez Maldonado 2012), mayormente las materias primas
utilizadas en la produccién de diversos polimeros sintéticos son recursos no renovables como el
petréleo, gas natural o algunos solventes organicos toxicos como el fenol y el formaldehido (American
Chemical Society, 1993; American Chemistry Council, 2005; Gerdeen & Rorrer, 2012; Plastics Europe-
Association of plastics manufacturers, 2013). Ademas de la acumulacién de residuos en ambientes
marinos, existen también contaminaciones relacionadas con derrames de petréleo en fuentes hidricas,
lo cual causa muerte de los organismos por asfixia, aumento de infecciones en las especies, disminucién
de la reproduccién y propagacion de flora y fauna, incorporacion de agentes cancerigenos en la cadena
alimenticia, entre otros (Njobuenwu & Millionaire Abowei, 2008).

Sin embargo, se han desarrollado materiales biopoliméricos a partir de recursos en su mayoria
renovables (Chang et al., 2006; Bayer et al., 2008; Gerdeen & Rorrer, 2012). En materiales denominados
“Eco-composites” o “Green composites”, se ha profundizado en la utilizacidn de estos; algunos ejemplos
son el acido polilactico (PLA), polihidroxibutirato (PHB), polisacaridos de origen vegetal, celulosa,



alginatos y quitina, ademas de algunas proteinas (Mantia & Morreale, 2011; Dicker et al., 2014). Segun
el estandar EN 13432 estos materiales son biodegradables, una cualidad deseada para prevenir la
acumulacién de desechos sélidos provenientes de productos de corta vida uatil y se han estado
desarrollando hace algun tiempo, debido al gran impacto ambiental que representa el consumo del
petréleo y sus derivados (Dicker et al., 2014).

Se ha encontrado que las diferentes especies de macromycetes del género Pleurotus tienen en la
composicion de su pared celular principalmente quitina, hemicelulosa, mananos y B-glucanos, lo cual
los hace fuente de polisacaridos aptos para usar como componentes de diferentes materiales, gracias a
sus cadenas poliméricas (Smiderle et al., 2012; Badole & Bodhankar, 2013).

Las estructuras de las moléculas de B-glucanos, quitina y su derivado, quitosano se muestran en la
Figura 3 a continuacion:
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Figura 3. Estructuras de las moléculas de B-glucanos, quitinay quitosano.

Los hongos cuentan con diversas cualidades que han servido de inspiraciéon para los inventores Eben
Bayer, Gavin McIntyre ademdas de otros investigadores colaboradores, quienes han desarrollado
diferentes métodos para la obtencidn de un tipo de material producido a partir de diferentes
macromycetes. Dicho material es viable para el reemplazo de espumas de polimeros expandidos (a base
de petrdleo), las cuales no son biodegradables. Entre los beneficios que presentan los hongos estan su
rapido crecimiento, alta bio-eficiencia, sintesis de multiples sustratos, pared celular fuerte, y en el caso
de los hongos filamentosos, su rapida colonizaciéon y penetracidon del sustrato. Las aplicaciones del
desarrollo logrado por estos investigadores también permite el reemplazo de materiales a base de
componentes vegetales, los cuales requieren el uso de fertilizantes, grandes dreas de suelo para cultivo,
largo tiempo de produccién y otros cuidados que incrementan los costos de obtencion del material
(Stoller, 1974; Bayer et al., 2008).



Antecedentes

En el afo 2008 los inventores Eben Bayer, Gavin Mcintyre y Burt L. Swersey patentaron un método
desarrollado para fabricar materiales cultivados a partir de particulas discretas interconectadas con el
micelio de un hongo filamentoso determinado, preferiblemente seleccionado de los filos
Basidiomycetes, Deuteromycetes, Oomycetes, Zygomycetes y Ascomycetes. Entre el grupo de géneros
mas opcionados para el desarrollo del método se encuentra el género Pleurotus (Bayer et al., 2008), que
se caracteriza por tener una pared celular compuesta mayormente por glicoproteinas, quitina y B-
glucanos (Facchini et al., 2014), los cuales favorecen la baja difusividad de agua a través de sus cadenas
poliméricas (Ying et al., 2013). El material obtenido por esta metodologia ha servido como reemplazo,
principalmente de espumas de poliestireno (poliestireno expandido), en los sectores de empaque,
aislamiento, automotriz, materiales estructurales, entre otros (Ecovative Design 2015)

En dicho método se utiliza la plastificacién con glicerol como parte de la obtencion del material (Bayer et
al., 2008). La plastificacion se describe como la incorporacién de compuestos de bajo peso molecular en
las cadenas poliméricas de diferentes compuestos para modificar propiedades del material, tales como
la elasticidad, temperatura de transicién vitrea, resistencia a la traccién, entre otras (Immergut & Mark,
1965; Chang et al., 2006).

De acuerdo con las caracteristicas de la quitina presente en los hongos del género Pleurotus, se observé
gue es necesario tener afinidad quimica entre esta y el glicerol para su plastificacion, por la baja
solubilidad que tiene la quitina en diferentes solventes debido al acetil presente en cada unidad
monomeérica. Por lo anterior, se realiza una desacetilacidn de la quitina para transformarla en quitosano,
compuesto mayormente soluble en diluciones acuosas y con capacidad de formacién de peliculas
(Marmol et al., 2011; Motta de Moura et al., 2011).

Segun las investigaciones realizadas por Chang et al. en el afio 2006, Ifuku et al. en el afo 2014 y Lopez
et al. en el afio 2014, se han desarrollado peliculas plastificadas biodegradables a partir de polisacaridos.
Entre los polisacdridos mas comunes estan el almiddén y la quitina, la cual en su mayoria es proveniente
de desechos de la industria pesquera.

El presente trabajo de grado pretende evaluar la factibilidad del uso de los polisacaridos presentes en la
especie Pleurotus pulmonarius para la fabricacién de un film que tenga propiedades presentes en los
materiales plasticos, de manera que se aproveche la biodiversidad colombiana para desarrollar un
producto con valor agregado que tenga el potencial de reemplazar algunas aplicaciones de algunos
polimeros sintéticos, puesto que se ha encontrado poca informacién en la literatura acerca del uso de
estos polisacdridos provenientes de especies flingicas en aplicaciones de materiales.

Capitulo 3. Metodologia

Los experimentos fueron llevados a cabo en los laboratorios de quimica organica, quimica instrumental,
procesos biotecnoldgicos y de materiales de la Universidad EAFIT.



3.1 Metodologia seleccionada para la preparacion de las peliculas

Para la preparacién de la solucién de polisacaridos se mezclan a 80°C, en una plancha de calentamiento,
el quitosano y los B-glucanos (Pleurans) en una solucion de acido acético al 2% (v/v); posteriormente se
adiciona la cantidad correspondiente (5, 12.5 y 20% Wgii/Wpoiisacsridos) de glicerina (87%, Panreac). La
solucion formada se deja en agitacién hasta que todos los sélidos sean disueltos. Para la formacién de la
pelicula se vierte una cantidad estandar de solucidn (10 ml) en los moldes, previamente tratados con un
agente desmoldante. Las peliculas son secadas al horno a 40°C durante 8h y posteriormente mantenidas
a temperatura ambiente durante 48h en un desecador para obtener estabilidad.

3.2 Extraccion de los polisacaridos

Existen diferentes fuentes de quitina a partir de organismos vivos, estas fuentes pueden ser organismos
marinos, insectos u hongos principalmente, sin embargo la fuente mayormente utilizada para su
obtencién son los exoesqueletos de animales marinos como cangrejos, camarones, langostas, entre
otros subproductos de la industria pesquera. La quitina es utilizada en diferentes aplicaciones, pero por
su facilidad de procesamiento y disolucién, se emplea generalmente en su forma desacetilada llamada
quitosano (Teng et al., 2001; Muzzarelli et al., 2012).

La quitina asociada tanto a artrépodos como hongos, viene de alguna manera ligada a otros
compuestos, ya sean minerales, proteinas y/o polisacaridos adicionales (Chen et al., 2014; Kumari et al.,
2015). Para la purificacién de la quitina y su posterior obtencién de quitosano, se utilizan los siguientes
pasos:
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Artrépodos o

Desmineralizacion

Desproteinizacion Desproteinizacion
(Obtencién de quitina) {Obtencién de qguitina)
Desacetilacion Desacetilacion
Quitosano

Figura 4. Etapas del proceso para la obtencién de quitosano a partir de artropodos y hongos (Chen et al., 2014; Kumari et al.,
2015)

Con el fin de obtener los polisacaridos presentes en el cuerpo fructifero del hongo Pleurotus
pulmonarius, se deben realizar varias etapas de hidrdlisis alcalinas debido a las interacciones
moleculares entre los compuestos que forman parte de la pared celular del hongo. La Figura 5iError! No
se encuentra el origen de la referencia. presentada a continuacién, muestra el diagrama de flujo de
bloques que describe el proceso de extraccion de los polisacdridos de interés.
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3.2.1 Materiales y Métodos

3.2.1.1 Extraccion de B-glucanos
Extraccién

Para la extraccion de los B-glucanos a partir de los cuerpos fructiferos del hongo Pleurotus
pulmonarius (cortesia de la compafiia Orellanas S.A), estos fueron completamente secados
utilizando un horno de conveccién forzada (Jeio Tech OF-02G) a 45°C por 24 h en una bandeja
de aluminio. Posteriormente, los cuerpos fructiferos deshidratados fueron molidos para obtener
el hongo pulverizado. El polvo obtenido se llevd a ebullicidn a 100°C con agitacién constante
por 30 minutos en una solucién 0.1M NaOH, utilizando una plancha de calentamiento (CORNING
PC-420D) acondicionada dentro de una campana de extraccién (C4 C180X).

Luego de finalizar la extracciéon, la mezcla fue enfriada a temperatura ambiente vy
posteriormente centrifugada en tubos falcon de 50 ml por 1 h a 5000 rpm en una centrifuga
(Universal 32R GTTH). Se recolecté el sobrenadante resultante en un beaker y fue guardado
hasta la etapa de precipitacién, mientras los sélidos fueron removidos y refrigerados hasta su
posterior uso.

Precipitacion

El volumen obtenido de sobrenadante se precipitd utilizando una proporcién 3:1 de etanol 96%
con respecto al sobrenadante, lo cual después se refrigeré6 a 4°C durante 18 horas. Los B-
glucanos precipitados fueron centrifugados en tubos falcon de 50 ml por 40 minutos a 5000 rpm
para asegurar la separacion de los sélidos. El sobrenadante resultante fue descartado, mientras
los sdlidos fueron recuperados y secados en un horno de conveccion a 50°C por 24 h.

3.2.1.2 Desproteinizacion

La desproteinizacion fue llevada a cabo dentro de una campana de extraccién, en la cual se
adecud una plancha de calentamiento para mantener la temperatura de la mezcla (1:10 w/v
proporcién de solidos obtenidos durante la extraccion de [-glucanos con respecto a una
solucién 1M NaOH) a 65°C con agitacion fuerte por 2 h.

Al terminar la desproteinizaciéon, la mezcla fue enfriada a temperatura ambiente vy
posteriormente centrifugada en tubos falcon de 50 ml por 1 h a 5000 rpm en una centrifuga
(universal 32R GTTH). El sobrenadante fue descartado y los sélidos refrigerados hasta su
posterior uso.
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3.2.1.3 Desacetilacion de la quitina

Desacetilacion

La Desacetilacion de la quitina fue llevada a cabo a 115°C en una campana de extraccién, en
donde se adecué una plancha de calentamiento con la cual se mantuvo agitacidon fuerte y
constante de la mezcla de sdlidos obtenidos luego de la desproteinizaciéon junto con una
soluciéon 8.5M de NaOH a razén de 1:20 durante 4.5 h. Al finalizar esta etapa, los sélidos
obtenidos luego de centrifugacion por 1 h a 5000 rpm en tubos falcon de 50 ml fueron
recuperados para posterior uso.

Neutralizacion

Para los sélidos obtenidos después de la etapa de Desacetilacién, fue necesario realizar lavados
con agua municipal para remover el exceso de NaOH y neutralizar el pH de los sélidos en
solucién acuosa con acido acético 33% hasta un valor aproximado de 7.5, lo cual mejoré la
solubilidad del quitosano.

3.3 Fabricacion de las peliculas a partir de los extractos obtenidos con B-glucanos y quitosano

Para la fabricacion de las peliculas a evaluar, se utilizé la metodologia propuesta en el numeral 3.1.
Adicionalmente, para la solubilizacién del quitosano obtenido después de la desacetilacion, fue
necesario realizar una dilucién acuosa a 80°C con agitacion fuerte (1000 rpm) en una plancha de
calentamiento, ajustando el pH a un valor de 6.5 con &cido acético 33% v/v; posteriormente se
adicionaron los B-glucanos y la glicerina.
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Extraccion de los polisacaridos

Figura 6. Diagrama del proceso realizado a escala de laboratorio para la extraccion de B-glucanos y quitosano
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En la Figura 6 se muestran las imdgenes del procesamiento de los cuerpos fructiferos y

correspondientes etapas, las cuales son:

Cuerpos fructiferos frescos

Cuerpos fructiferos secos

Cuerpos fructiferos pulverizados

Extraccion de B-glucanos

Sobrenadante obtenido de la extraccién de B-glucanos
B-glucanos precipitados

B-glucanos humedos

B-glucanos secos y pulverizados

W oo N R WNPRE

Solidos obtenidos de la extraccion de B-glucanos
10. Desproteinizacion

11. Desacetilacidn

12. Extracto con quitosano

sus

En la Tabla 2 se muestran el peso seco con el respectivo porcentaje de humedad contenido en los
cuerpos fructiferos frescos de Pleurotus pulmonarius. La Tabla 3 presenta los porcentajes de B-glucanos
y quitina contenidos en los cuerpos fructiferos secos y el rendimiento del extracto con quitosano,
obtenido a partir del extracto con quitina; dichos valores fueron obtenidos midiendo el peso seco de los

extractos mencionados y aplicando las siguientes ecuaciones.

Peso seco B—glucanos

% [ — glucanos en cuerpos fructiferos = * 100

Peso seco de cuerpos fructiferos

Peso seco extracto con quitina

% Extracto con quitina en cuerpos fructiferos = 100

Peso seco de cuerpos fructiferos

. . iy Peso seco extracto con quitosano
% Extracto con quitosano a partir de extracto de quitina = 4 * 100

Peso seco extracto con quitina

Tabla 2. Peso seco por kilo de cuerpos fructiferos humedos y porcentaje de humedad

Peso hiumedo de cuerpos
fructiferos (g)

Peso seco de cuerpos fructiferos

(8)

% Humedad de cuerpos
fructiferos

1000

84

91.6

(1]

(3]
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Tabla 3. Porcentaje de B-glucanos y extracto con quitina contenidos en el cuerpo fructifero y porcentaje de extracto con
quitosano obtenido a partir de la quitina extraida

% B-glucanos en cuerpos % Extracto con quitina en % Extracto con quitosano a
fructiferos cuerpos fructiferos partir de extracto de quitina
3.36 73.77 94.89

Los espectros infrarrojos a continuacion muestran la transmitancia de grupos funcionales o enlaces
moleculares especificos para los compuestos presentes en los extractos con B-glucanos y quitosano
respectivamente, ademds de moléculas de referencia para la comparacion de la pureza de los extractos.

T
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Figura 7. Espectro infrarrojo comparativo entre (a) B-glucanos extraidos y (b) heptil-B-D-glucopirandsido
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Figura 8. Espectro infrarrojo de (a) quitina comercial y (b) extracto de quitosano obtenido

4.2 Fabricacion de las peliculas a partir de los extractos obtenidos con B-glucanos y quitosano

En la Figura 9iError! No se encuentra el origen de la referencia. se pueden observar las peliculas
obtenidas durante un ensayo preliminar con diferentes mezclas de quitosano, B-glucanos y glicerina. Los
niveles de cada factor se muestran a continuacion:

Tabla 4. Niveles evaluados para quitosano, % B-glucanos y glicerina durante ensayo preliminar

Corrida % B-glucanos % quitosano % gl.icerin.a en
polisacaridos
1 20 80 5
2 13.5 86.5 5
3 7 93 5
4 20 80 12.5
5 13.5 86.5 12.5
6 7 93 12.5
7 20 80 20
8 13.5 86.5 20
9 7 93 20
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Los valores evaluados para el quitosano y los % B-glucanos, fueron calculados en base a un rango de

quitosano y B-glucanos en solucién de 12-15% y 1-3% respectivamente, seleccionados segin datos

encontrados en Salarbashi et al., 2013; Tajik et al., 2013; Ifuku et al., 2014 y Shankar et al., 2015.

Figura 9. Ensayo preliminar para la obtencién de una pelicula a partir de quitosano, B-glucanos y glicerina

De acuerdo con los resultados obtenidos en este ensayo, se observé que las peliculas aln tenian un

comportamiento rigido, fragil y de alta adherencia al molde, puesto que no fue posible obtener

fracciones completas de alguna de estas muestras.

Segun lo anterior, y para disminuir la cantidad de polisacdridos en solucidon necesarios para la formacion

de pelicula, se evaluaron diferentes densidades superficiales. Primero se realizé un promedio de areas

de las cajas Petri en las cuales se evaluaria dicha formacién. A continuacién se muestra un promedio del

area de los recipientes:

Tabla 5. Promedio de area en recipientes

Recipiente

Promedio

Area (cm2)

18.86

16.62

18.25

17.91
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En la Tabla 6 se muestran los valores evaluados para determinar la cantidad minima de polisacaridos en
solucion con formacion de pelicula, de manera que se trabaje con la menor cantidad de recursos, debido
a la disponibilidad limitada del material. Para esta evaluacién se utilizé Unicamente el extracto con
guitosano como polisacarido base, donde la formacién de pelicula fue determinada por la cohesién de
las particulas como se muestra en la Figura 10jError! No se encuentra el origen de la referencia.. La
imagen de la izquierda muestra un recipiente con particulas con muy baja cohesion, mientras la imagen
de la derecha presenta una mayor cohesion, formando una pelicula fragil.

Tabla 6. Densidad superficial de sélidos para la formacién de pelicula

Concentracién de quitosano (g/ml) | 0.01 | 0.02 | 0.03 | 0.04 | 0.05 | 0.075| 0.1
Densidad superficial (g/cm2) 0.006 | 0.011 | 0.017 | 0.022 | 0.028 | 0.042 | 0.056
Formacion de film No No No No No No Si

Figura 10. Comparativo de formacion de pelicula

Para evaluar el efecto de cada uno de los componentes de la mezcla, se realizé un diseino factorial en el
cual se seleccionaron los niveles de cada factor de acuerdo con ensayos preliminares como se muestra
en la Tabla 7 a continuacién.

Tabla 7. Disefio factorial para fabricacion de pelicula, con densidad superficial de 0.056 g/cm2

% glicerina en

Corrida % B-glucanos % quitosano .
“B-g °9q polisacaridos
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1A 30 70 5
1B 30 70 5
2A 30 70 12.5
2B 30 70 12.5
3A 30 70 20
3B 30 70 20
4A 50 50 5
4B 50 50 5
5A 50 50 12.5
5B 50 50 12.5
6A 50 50 20
6B 50 50 20
7A 70 30 5
7B 70 30 5
8A 70 30 12.5
8B 70 30 12.5
9A 70 30 20
98B 70 30 20

En la Figura 11iError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestran los resultados del
anterior disefio factorial. Después de ser retiradas del horno, las muestras aln presentaban una
superficie un poco viscosa al tacto. Adicionalmente como se puede observar en las imagenes, las
muestras 1 B,2A,2B,4B,5A,5B,6B,7A,7B,8A,8B,9 Avy9 B presentaron alto agrietamiento,
impidiendo asi la formacion de peliculas.
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Después de 48h de estabilizacion a temperatura ambiente en el desecador, se realizd un ensayo de
tensidn a la muestra 4 A en la mdquina de ensayos universales INSTRON 3366, debido a que fue la Unica
gue conté con los requerimientos para su medicion (resistencia a la traccion durante manipulacion,
espesor minimo: 1 mm, altura minima: 100 mm y amplitud minima: 20 mm). El resultado de dicha
medicion se puede observar en la Figura 12jError! No se encuentra el origen de la referencia. y sus
resultados y correspondiente modelo de cdlculo se pueden observar a continuacidn.
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Figura 12. Ensayo de tensidn para la muestra 4 A
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Modelo de calculo

A continuacidn se muestra el modelo de calculo para el médulo de Young de la muestra 4 A.

Area transversal de la muestra = Ancho de la muestra * Grosor de la muestra [4]

Extension en el punto de carga maxima

(5]

Longitud de la muestra

o= Carga maxima 6]

Area transversal de la muestra

E:% [7]

En la Tabla 8 se muestran los resultados de los calculos anteriores.

Tabla 8. Esfuerzo maximo y mddulo de Young para la muestra 4 A

Longitud de la muestra [mm] 80.000
Ancho de la muestra [mm] 20.000
Grosor de la muestra [mm)] 1.000
Area transversal de la muestra [mm?] 20.000
Extension en el punto de carga maxima [mm] 0.650
Carga mdaxima [N] 0.577
Deformacion (g) 0.008
Esfuerzo (o) 0.029
Mddulo de Young (E) [N/mm?] 3.551
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Capitulo 5. Analisis y discusion.

5.1 Metodologia para la fabricacion de peliculas a partir de B-glucanos y quitosano

Actualmente para la produccién de peliculas poliméricas, se utilizan las siguientes técnicas: extrusion,
extrusion con soplado, “solvent casting”, laminacion, extrusidn, extrusion en frio, moldeo por inyeccién,
moldeo por soplado, moldeo por rotacién, hilado, termoformado, “electrospinning” y “foaming”
(Wypych, 2012). De las anteriores técnicas para la produccién de polisacaridos se utilizan mas
comunmente la termo compresion (Epure et al., 2011; Qiao et al., 2011; Lopez et al., 2014) y “solvent
casting”, el cual se trata de la dilucién de los polimeros, en este caso los polisacdridos, para luego ser
vertidos en un recipiente en donde al secarse se formara la pelicula deseada; este método presenta
beneficios como: facil preparacién de la solucién, esparcimiento homogéneo de las particulas en el
molde, capacidad de fabricar cualquier forma de acuerdo con el molde utilizado y posibilidad de obtener
grosores de pelicula més finos y variados que mediante otros métodos (Sriupayo et al., 2005; Chang et
al., 2006; Cerqueira et al., 2012; Salarbashi et al., 2013; Tajik et al., 2013; Ifuku et al., 2014; Shankar et
al., 2015).

Los B-glucanos se han reportado como parcialmente solubles en agua, de acuerdo a su grado de
polimerizacién, puesto que B-glucanos con un grado de polimerizacion mayor a 100 son completamente
insolubles en agua; por lo anterior, es necesario calentar la solucién acuosa, de manera que al romperse
las cadenas de manera aleatoria se disminuya el grado de polimerizacién de estos polisacdridos y se
aumente asi su solubilidad (Karacsonyi & Kuniak, 1994; Lam & Cheung, 2014; Zhu et al., 2015). Por otra
parte, la solubilidad del quitosano también se da bajo condiciones especiales, generalmente en
diluciones acuosas de acidos organicos (Shahidi & Abuzaytoun, 2005); valores utilizados en la literatura
varian entre 1.5-3% v/v (Sriupayo et al., 2005; Chang et al., 2006; Cerqueira et al., 2012; Salarbashi et al.,
2013; Tajik et al., 2013; Ifuku et al., 2014; Shankar et al., 2015). Estas ayudas para la solubilizacion de los
polisacaridos se deben a las cargas netas de las moléculas de estos polimeros, que pueden ser
equilibradas con la disminucién del peso molecular y la disminucién del pH (Harris & Angal, 1989).

A pesar de las propiedades del quitosano y los B-glucanos para formar peliculas, las estructuras y fuerzas
intermoleculares de estos polimeros hacen que se obtengan materiales rigidos y fragiles (Motta de
Moura et al.,, 2011; Muzzarelli et al., 2012; Ying et al., 2013). Los plastificantes son sustancias
molecularmente mas pequenas que los polimeros, utilizadas para crear espacios libres entre las cadenas
poliméricas, disminuyendo las fuerzas intermoleculares como fuerzas de van der Waals y los puentes de
hidrégeno; con el aumento del espacio intermolecular, las cadenas de los polisacaridos pueden tener
mayor movimiento y rotacion de los carbonos de la molécula, dotandola con propiedades de un
material plastico al disminuir su fragilidad y aumentar su elasticidad (University of Cambridge, 2010;
Epure et al., 2011).

En un estudio realizado por Matet et al. en el afio 2013, se evaluaron diferentes polioles como
plastificantes del quitosano para producir un material termoplastico, entre los que se encontraban el
glicerol, xilitol y sorbitol. De los anteriores polioles, aquel con mejores resultados fue el glicerol. Por lo
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anterior, este fue seleccionado como plastificante para esta investigacién, ademas de su baja
volatilidad, disponibilidad y eficiencia como plastificante (Fishman et al., 2000; Chang et al., 2006; Epure
et al., 2011; Qiao et al., 2011; Cerqueira et al., 2012; Dean et al., 2013; Ifuku et al., 2014; Matet et al.,
2015). En el afo 2013, una investigacion conducida por Liu et al. evalué la concentracién de glicerol en
peliculas de quitosano y almiddn en funcién de las propiedades mecanicas del material, concluyendo
gue concentraciones menores al 5% con respecto a los polisacaridos tiene un efecto anti plastificante,
mientras que se han evaluado multiples valores maximos de plastificante entre el 10-50%, siendo los
mas comunes entre 20-30% (Epure et al., 2011; Salarbashi et al., 2013; Ifuku et al., 2014; Lopez et al.,
2014).

5.2 Extraccion de los polisacaridos

El complejo quitina-glucano estd presente en las paredes celulares del hongo Pleurotus pulmonarius
como el principal componente. Dicho complejo contiene un enlace covalente entre el polimero N-
acetilglucosamina y una molécula de B-1,3-glucano (Roca et al., 2012), por lo cual se requiere una
hidrdlisis alcalina de baja concentracién de alcali para el rompimiento de este enlace sin causar ruptura
de las cadenas de los B-glucanos extraidos (Ruthes et al., 2015).

El sobrenadante 1 en la Figura 5 contiene los B-glucanos obtenidos durante la primera hidrdlisis alcalina;
estos polimeros son precipitados con etanol concentrado. La precipitacién se debe a las fuerzas de
atraccién predominantes entre los B-glucanos con respecto al etanol, de manera que las moléculas del
polisacarido forman aglomerados y se precipitan gracias al peso de estos (Dimitriu, 1998). Los sélidos
son luego recuperados mediante centrifugacion y refrigerados para evitar degradacién del compuesto.

La corriente denominada como Sélidos 1, corresponde a una mezcla hiumeda principalmente compuesta
por proteinas, quitina e hidréxido de sodio, de acuerdo con la composicién conocida de los hongos del
género Pleurotus (Chen et al., 2014); trazas de los B-glucanos pueden estar aun presentes en esta
mezcla. Para una adecuada purificacion de la quitina, las proteinas deben ser entonces removidas a
través de una hidrdlisis basica, elevando la temperatura para asegurar desnaturalizacién de todas las
estructuras de las glicoproteinas presentes en el extracto, logrando que los aminoacidos hidrolizados
permanezcan presentes en la fase acuosa de la mezcla al final de la desproteinizacion (Harris & Angal,
1989; Fearon, 2014). Una posterior centrifugacidén permite obtener los sélidos que contienen la quitina y
descartar la fraccion acuosa con las proteinas hidrolizadas. Las condiciones utilizadas durante la
desproteinizacion fueron replicadas del estudio realizado en el afio 2012 por Roca et al., en donde a
través de este proceso se pretendian eliminar las proteinas y otros componentes solubles de la pared
celular de una levadura.

Finalmente, el extracto de quitina (corriente Sélidos 2) debe ser desacetilado para obtener quitosano, el
cual a diferencia de la quitina es soluble en medio acuoso (Shahidi & Abuzaytoun, 2005). Para esto se
seleccionaron condiciones de operacidon reportadas por Younes et al, 2014, en donde dichas
condiciones reportaron un grado de acetilacion de la quitina de 5.4%, lo cual indica alta solubilidad en
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medio acuoso. Sin embargo, el quitosano permanece insoluble en medio alcalino, debido al caracter
basico que le confieren sus grupos aminas (Pillai et al., 2009).

Las corrientes Sobrenadante 2, Sobrenadante 3 y Sobrenadante 4 son descartadas. Todos los procesos
de extraccién deben ser cuidadosamente manejados para evitar riesgos por corrosién causados por los
vapores de NaOH acuoso proveniente de los procesos de extraccién de B-glucanos, desproteinizacién y
desacetilacion.

En la Tabla 2 se observa el porcentaje de humedad obtenido después del secado de los cuerpos
fructiferos frescos, dicho valor coincide con lo reportado por Badole y Bodhankar en el afio 2013, con
una ligera diferencia de 1.6%.

En la Tabla 9 a continuacion se muestra la composicién quimica de los cuerpos fructiferos del género
Pleurotus. Los datos fueron tomados en base a los reportes realizados para hongos de las especies
ostreatus, sajor-caju y pulmonarius. Del hongo Pleurotus pulmonarius, utilizado en esta investigacion, no
se ha encontrado mucha informacidn disponible en la literatura.

Tabla 9. Composicidon quimica de los cuerpos fructiferos del genero Pleurotus

Componentes | Porcentaje Fuente
Smiderle et al., 2008
Glucanos (%) 9-31 Papaspyridi et al., 2010

Carbonero et al., 2012
Tshinyangu & Hennebert, 1995
Quitina (%) 3-13 Vetter, 2007
Papaspyridi et al., 2010
Papaspyridi et al., 2010
F. Smiderle et al., 2012
Proteina (%) 9-44 Badole & Bodhankar, 2013

Khatun et al., 2014
Fernandes et al., 2015
Papaspyridi et al., 2010
Grasas (%) 1-4 Badole & Bodhankar, 2013

Fernandes et al., 2015

Papaspyridi et al., 2010
Badole & Bodhankar, 2013

Minerales (%) 5-10

De acuerdo con los valores de la Tabla 3, los resultados no son coherentes con la composicién quimica
qgue se observa en la Tabla 9; sin embargo, se ha reportado que entre los glucanos que componen la
pared celular de los hongos del género Pleurotus puede diferenciarse entre glucanos solubles e
insolubles en medio acuoso, donde la fraccidn soluble puede tener un valor de 2.5% para Pleurotus
pulmonarius segun F. Smiderle et al., 2012, lo cual se aproxima al valor obtenido (3.36%) en esta
investigacion. Adicionalmente, segun lo reportado por Fernandes et al., 2015, un rango aproximado de
73-79% en la composicion de estos hongos esta asociada a carbohidratos, los cuales comprenden
quitina, glucanos, hemicelulosas, mananos y galactanos (Papaspyridi et al., 2010; F. Smiderle et al.,
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2012); se ha reportado ademads que puede obtenerse un contenido de manosa del 28% en extractos de
complejos quitina-glucano (Roca et al., 2012).

Los espectros infrarrojos observados en las figuras Figura 7 y Figura 8, para B-glucanos y quitosano
respectivamente, presentan similitud con sus respectivas moléculas de referencia. La amplia banda en la
region de 3550 — 3200 cm™ comprueba la existencia de alcoholes en la molécula y las bandas entre los
1200-1000 cm™ se relacionan con la presencia de enlaces glicosidicos en moléculas ciclicas,
caracteristicas presentes tanto en la quitina y el quitosano como en los B-glucanos al ser polisacaridos
(Merlic et al., 2000; Limberger-Bayer et al., 2014).

La banda presente en la regién de 1700-1600 cm™ en la Figura 7iError! No se encuentra el origen de la
referencia., hace referencia al enlace olefinico C=C, esto puede indicar impureza de la muestra debido a
proteinas (Socrates, 2001; Barth 2007).

La Figura 8jError! No se encuentra el origen de la referencia. muestra en el espectro (a) para la
molécula de referencia, tres bandas caracteristicas de las amidas en 1650, 1621 y 1553 cm™, junto con
las bandas en 1070 y 1024 cm™ que denotan los enlaces glicosidicos ciclicos con la presencia de enlaces
C-O-C y finalmente una pequefia banda entre 1000-850 cm™ que indica enlaces glicosidicos B. Estas
bandas caracterizan a la molécula de quitina, sin embargo en el espectro (b) las bandas 1650, 1621 y
1553 cm™ son mucho mas reducidas, indicando la disminucién del grupo amida, lo cual puede deberse a
la desacetilacion de la quitina para la obtencion de quitosano (Merlic et al., 2000; Hanson, 2002;
Limberger-Bayer et al., 2014; Shankar et al, 2015). Adicionalmente, entre los 1480-1300 cm™
aproximadamente, puede observarse una amplia banda que indica la existencia de alcanos (Hanson,
2002) en la muestra, lo cual puede estar asociado a otros carbohidratos como se reporta en Papaspyridi
et al., 2010, Roca et al., 2012 y F. Smiderle et al., 2012.

Debido a la composicidon del extracto con quitosano, se considera que no es posible determinar la
calidad del extracto mediante la medicion de su peso molecular, ya que este no corresponderia al peso
molecular de un compuesto puro, sino de una mezcla.

5.3 Fabricacion de las peliculas a partir de los extractos obtenidos con B-glucanos y quitosano

Los ensayos preliminares no produjeron resultados satisfactorios, debido a que la pelicula obtenida tuvo
alta adherencia al recipiente de vidrio, lo cual no permitid la remocién de esta para posteriores andlisis.
Adicionalmente, los fragmentos que fueron posibles remover, tenian alta fragilidad y rigidez. El
comportamiento fragil y rigido de estas muestras se asocia con la longitud de las cadenas y con las
fuerzas intermoleculares de los polisacaridos, debido a que moléculas de menor longitud tendran mayor
cantidad de fuerzas de Van der Waals o puentes de hidrégeno con otras moléculas presentes en el
medio, que en cualquier caso seran mas débiles que los enlaces covalentes que podria tener el
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polisacdrido con otras unidades monoméricas en casos donde la longitud de cadena fuera mayor (Luis
Lafuente et al., 1997; Hill & Holman, 2000; Ashby & Jones, 2009).

La falta de cohesion de las muestras puede deberse a la plastificacion del material con los carbohidratos
diferentes a la quitina y los B-glucanos en la mezcla, debido a que una alta plastificacién de cadenas
poliméricas genera distanciamiento de las moléculas de los polisacaridos, por lo cual la energia de
cohesion de las particulas y la resistencia a la tensidn disminuiran (Ying et al.,, 2013; Byun et al., 2014).
Debido a que las concentraciones de glicerina con respecto a la cantidad de polisacaridos se
mantuvieron igual tanto para el ensayo preliminar como para el disefio factorial, se puede observar que
la variacion en la cantidad de B-glucanos también tiene un efecto plastificante en el material, puesto que
hubo disminucidn en la rigidez de este.

A causa del agrietamiento y la baja resistencia a la tensidon de las muestras del disefio factorial, no se
pudo realizar una adecuada medicién de las propiedades del material, a excepcién de la muestra 4 A, la
cual posibilité determinar que el mddulo de las demas muestras fue inferior a 3.551 N/mm?, valor que
es significativamente menor al mddulo del quitosano y de los B-glucanos, los cuales tienen valores de
32.6 N/mm?®y entre 712-3340 N/mm? respectivamente (Wypych, 2012; Ying et al., 2013). De acuerdo
con la investigacién conducida por Ying et al., 2013, el mddulo obtenido para peliculas formadas a partir
de B-glucanos fue de entre aproximadamente 712 N/mm?®y 3340 N/mm? cuando la pelicula contaba con
una humedad de 0.28% y 0. 1643% en base seca respectivamente. Se puede observar entonces que para
peliculas de polisacaridos, pequefias diferencias en la cantidad de plastificante tiene un efecto
significativo en la resistencia a la tensién del material resultante. De acuerdo con la literatura, los B-
glucanos son quienes mayor aporte tienen en la resistencia a la tensidén y flexibilidad del material,
mientras el quitosano aporta propiedades antimicrobianas y de rigidez (Wypych, 2012).

Capitulo 6. Conclusiones y recomendaciones

La metodologia definida para la fabricacién de las peliculas a partir de los polisacaridos extraidos del
hongo Pleurotus pulmonarius fue la de solvent casting, diluyendo los extractos en un medio acuoso y
adicionando glicerol como plastificante para modificar la rigidez y fragilidad de las cadenas de quitosano.

Durante las etapas del proceso de extraccion de los polisacaridos, moléculas consideradas como
carbohidratos (diferentes a los polisacaridos de interés) segin el analisis de espectrometria de IR,
permanecieron en los extractos obtenidos. Adicionalmente, la hidrolisis basica realizada durante la
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desacetilacion, promovio la cristalizacion de los carbohidratos diferentes a la quitina y los glucanos y la
desnaturalizacidn de las proteinas remanentes en el extracto. Dichos componentes permanecieron en
la fraccién de solidos de la mezcla; sin embargo estos componentes, al igual que el quitosano, se
solubilizaron en un medio acido con la adicién de dcido acético. Debido las impurezas presentes en esta
mezcla, se disminuyd la energia de cohesidn entre las moléculas de quitina y los glucanos, haciendo que
el material resultante presentara baja resistencia a la traccién, con una carga maxima de 0.577 N y un
bajo médulo de Young de 3.551 N/mm? comparado con valores de 32.6 N/mm?y entre 712-3340
N/mm? para quitosano y B-glucanos respectivamente. Por lo anterior, no fue posible obtener un
material apto para reemplazar algunas aplicaciones de polimeros sintéticos.

Al comparar los ensayos para la produccién de las peliculas, aumentando el porcentaje de B-glucanos
con respecto al del extracto con quitosano, se puede observar que estos tienen un efecto plastificante
en el material. Sin embargo, para conocer el efecto del quitosano sobre el material es necesario realizar
una etapa de purificacidon extra luego de la desacetilacidn para eliminar los factores no deseados como
las proteinas y los carbohidratos remanentes en la solucién de quitosano.

Trabajo a futuro

Debido a la falta de informacidn sobre la composicidon del hongo Pleurotus pulmonarius, se considera
necesaria una caracterizacion quimica del cuerpo fructifero, de manera que se conozcan las
proporciones de proteinas y carbohidratos indeseados y se plantee una mejor metodologia de
purificaciéon de los polisacaridos.

Con respecto a la fraccion insoluble de B-glucanos presentes en el hongo Pleurotus pulmonarius, se
considera pertinente evaluar una metodologia de recuperacion de estos para determinar si es posible su
utilizacidn en este tipo de biomateriales. Adicionalmente, con el fin de obtener una mejor calidad del
guitosano extraido, se propone evaluar una metodologia de desacetilacion menos agresiva, como lo es
la desacetilacién enzimatica, la cual es mas especifica y mas amigable ambientalmente; de manera que
se analice si esta tiene influencia en la longitud de cadena del quitosano y por ende en las propiedades
del material resultante.
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