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Resumen

RESUMEN

La contaminacion del agua es un problema que aqueja a la sociedad actual,
debido al gran numero de deshechos producido por la actividad humana, un
ejemplo de ello son efluentes con colorantes. De los procesos utilizados para
contrarrestar sus efectos, se encuentra la adsorcién, que se ha ido diversificando
para poder optimizar el proceso, en los avances de la misma se encuentra el uso
de matrices macroporosas que favorecen el fenOmeno de adsorcion. Entre la
gama de polimeros conocidos en la actualidad resultaron de particular interés la
quitina y quitosano derivados de plagas o desechos no explotados en México. En
este trabajo a partir de material quitinoso se extrajeron quitosanos proveniente de
exoesqueleto de camardén y cuticula de chapulin, con un alto porcentaje de
desacetilacion a partir del cual fueron elaboradas matrices macroporosas por
criogelificacion, evaludndose su comportamiento en cinéticas de adsorcion de
colorantes aniénicos (azul brillante de Coomassie y acido dinitrosalicilico) en un
sistema por lote y columna de lecho fijo. Los criogeles con un porcentaje de
desacetilacion de 80.27+0.28% para camaron y 80.26 +0.32% para chapulin
entrecruzados con glutaraldehido (CsHsOz) presentaron una mayor capacidad de
adsorcion a concentraciones de 20 mg/L para ambos colorantes. Se alcanzaron
valores de absorcion maxima en los criogeles del sistema por lote para acido
dinitosalicilico (DNS) de 161.290 mg/g y azul brillante de Comassie (ABC) de
196.078 mg/g; mientras que en sistema de columna fue de 377.533 mg/g vy
767.839 mg/g para DNS y ABC, respectivamente. No encontrando diferencias en
la capacidad de adsorcién entre el quitosano de chapulin con respecto al

guitosano de camaron.



Abstract

ABSTRACT

The contamination of water is a problem that afflicts society today, due to the large
number of waste produced by human activity, an example of this are effluents with
dyes. Of the processes used to counteract its effects, is the adsorption, which has
been diversified to optimize the process, in the progress of it is the use of
macroporous matrices that favor the phenomenon of adsorption. Among the range
of currently known polymers, chitin and chitosan derived from pests or waste not
exploited in Mexico were of particular interest. In this work, chitosan extracted from
shrimp exoskeleton and grasshopper cuticle was extracted from a chitinous
material, with a high percentage of deacetylation, from which macroporous
matrices were prepared by cryogelling, evaluating their behavior in anionic dye
adsorption kinetics (Coomassie brillant blue and dinitrosalicylic acid) in a batch
system and fixed bed column. Cryogels with a deacetylation percentage of 80.27 +
0.28% for shrimp and 80.26 * 0.32% for grasshoppers cross-linked with
glutaraldehyde (CsHsO2) had a higher adsorption capacity at concentrations of 20
mg/L for both dyes. Maximum absorption values were reached in cryogels of the
batch system for dinitosalicylic acid (DNS) of 161.290 mg/g and Comassie brilliant
blue (CBB) of 196.078 mg/g; while in the column system it was 377.533 mg/g and
767.839 mg/g for DNS and CBB, respectively. Not finding differences in the
capacity of adsorption between the grasshopper chitosan with respect to the

shrimp chitosan.



Introduccién

.  INTRODUCCION

La presencia de colorantes disueltos en aguas residuales forma parte de la

contaminacion del agua, siendo un problema que aqueja a la sociedad actual.

Existen diferentes métodos para tratar efluentes con colorantes como lo son:
métodos bioldgicos, coagulacién por agentes quimicos, ésmosis inversa y los
métodos fisicoquimicos (Aguilar et al., 2010). De estos ultimos, la adsorcion es
uno de los procesos mas utilizados para el tratamiento de aguas residuales, el
cual involucra la remocién del colorante de la fase efluente a la superficie del

adsorbente.

Dentro de los cuales el quitosano es comunmente utilizado debido a su
versatilidad en la formaciébn de membranas, esponjas, geles, y su excelente
potencial como agente quelante (Treybal et al., 1988). La Universidad del
Papaloapan, tiene al alcance dos fuentes de quitina la cual es precursora de
quitosano, por un lado, los chapulines en Oaxaca; y por el otro, los deshechos de

las empacadoras de camarédn pelado en el puerto de Alvarado, Veracruz.

Los chapulines forman parte de la gastronomia tipica oaxaquefa, pero de muy
bajo consumo y en el resto del pais son considerados una plaga. Por su parte los
exoesqueletos de camardn representan toneladas de desechos solidos que son
tiradas al mar. Por lo que ambas son consideradas fuentes viables para la

extracciéon del polimero.

Considerando lo anterior el presente trabajo se enfoca en desarrollar un sistema
de adsorcion en columna, utilizando una matriz de quitosanos de crustaceo y una
de insecto. Con columnas caracterizadas y evaluadas en su capacidad de retener
las moléculas de colorantes presentes en soluciones acuosas y etandlicas, para
ser considerado como una estrategia alterna en el tratamiento de los efluentes

contaminados.



Revision bibliografica

II.  REVISION BIBLIOGRAFICA

Los contaminantes ma&s comunes en el agua son: materia organica, hidrocarburos,
metales pesados, asi como los pigmentos derivados de la industria y la
investigacion. Algunos de estos contaminantes pueden ser degradados
naturalmente, pero muchos otros no, lo que ha generado problemas de toxicidad

para algunas especies.

2.1. Colorantes

Los colorantes y los pigmentos a menudo son confundidos o incluso se usan los
términos de manera indiscriminada, sin embargo, son claramente diferentes en
sus propiedades y especialmente en la forma en que se utilizan. Los colorantes y
pigmentos se distinguen con base en sus caracteristicas de solubilidad:
esencialmente, los colorantes son solubles y los pigmentos son insolubles
(Matteini y Moles, 2001).

Los colorantes se aplican casi invariablemente a los materiales textiles a partir de
un medio acuoso, de modo que generalmente se requiere que estén disueltos en

agua.

Con frecuencia, como es el caso por ejemplo con tintes &cidos, tintes directos,
tintes cationicos vy tintes reactivos, se disuelven completamente y muy facilmente
en agua. Por otro lado, los pigmentos son materiales colorantes que son

completamente insolubles en el medio en el que se incorporan.

Una distincion adicional entre colorantes y pigmentos es que mientras las
moléculas de colorante estan disefiadas para ser atraidas fuertemente a las
moléculas del polimero que constituyen una fibra textil, las moléculas de pigmento

no suelen presentar tal afinidad para su medio.
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Sin embargo, las moléculas de pigmento se atraen fuertemente entre si en su
estructura de reticula cristalina sélida para resistir la disolucion en disolventes
(Christie, 2001).

Los colorantes generalmente tienen en su estructura compuestos aromaticos lo

cual los hace muy estables y recalcitrantes.

2.1.1. Clasificacion de colorantes

Existen diversas categorizaciones para los colorantes, de acuerdo con su
estructura quimica, el método de aplicacion o del soporte del sustrato utilizado. La
referencia mas importante a en la clasificaciéon de colorantes y pigmentos es el
Color Index, una publicacion producida por la Sociedad de Tinteros y Coloristas
(Society of Dyers and Colourists), Bradford, Inglaterra. Esta serie proporciona una
lista completa de los colorantes y pigmentos comerciales conocidos y se actualiza
periodicamente. A cada colorante se le da un nhombre genérico, que incorpora su
clase de aplicacion, el tono y un nuamero, que simplemente refleja el orden

cronoldgico en el que los colorantes se introdujeron comercialmente.

En el método de clasificacion quimica, los colorantes se agrupan de acuerdo con
ciertas caracteristicas quimicas comunes. Los colorantes y pigmentos organicos
mas importantes, en orden decreciente de importancia, pertenecen a los azo (-N- -
N-), carbonilo (C- -O) (incluyendo antraquinonas), ftalocianina, azufre, polimetina y

nitrocompuestos.

Por otro lado, Barrios-Ziolo, et al., (2015) clasificaron a los colorantes de acuerdo a
su estructura y grupos funcionales (Figura 1) siendo un apartado especial
aguellas moléculas que sufrieron algin cambio en su estructura que las llevo a ser
insolubles, como los dispersos que pueden ser solubles temporalmente por

introduccién de grupos acidos en su estructura.
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Figura 1. Clasificacién de los colorantes (Barrios-Ziolo, et al., 2015).

Los colorantes Bafio, son una importante clase de colorantes para la aplicacion en
las fibras celuldsicas, son insolubles, se caracterizan por ser solubles en agua
mediante un proceso de reduccion guimica, posteriormente pueden aplicarse a la
fibra.

También existe una amplia gama de aplicaciones no textiles para los colorantes,
muchos de las cuales han surgido en los ultimos afios como resultado de los

desarrollos en los sectores de la electronica y la reprografia (Christie, 2001).
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2.2.  Contaminacion por colorantes

La demanda social para descontaminar aguas provenientes de diversos origenes
ha impulsado la busqueda de nuevas técnicas para la purificacion (Domenech, et
al. 2001).

La contaminacion de efluentes por colorantes es una de las probleméticas mas
importante en las aguas residuales, es facilmente detectable ya que provoca la

obstruccion del paso de la luz en las superficies acuosas (Romero, 2011).

Los colorantes representan una gran fuente de contaminacion, principalmente por
sus aplicaciones en la industria textil. La importancia del color en el mercado
radica en la mejora de la apariencia de los productos para el cliente; en la
investigaciébn son herramientas Utiles y necesarias para realizar técnicas de

biologia molecular, celular, quimica analitica, entre otras (Christie, 2001).

Los laboratorios generan desechos de colorantes y pigmentos (Conesa, 2014)
comunmente son contenidos y enviados a empresas particulares para su
disposicion; en otros casos son incinerados para su posterior eliminacién. En
general, si no son tratados de manera correcta puede que su destino final sea el

drenaje propiciando asi contaminacién del agua.

Por otro lado, su incineracién provoca la liberacibn de gases toxicos a la
atmosfera, tales como COz2, SOz, HCI, NOx, dioxinas y en algunos casos metales
pesados, asi como productos de combustion incompleta como CO, residuos sin

quemar y hollin.(Conesa, 2014).

En la Universidad del Papaloapan se generan efluentes con colorantes en los
diversos laboratorios de investigacion, mismos que se remiten a la empresa
ECONTAINER, SA, de C.V. ubicada en Ecatepec, Estado de México, perdiendo

de esta manera la posibilidad de recuperacion de los colorantes y su reutilizacion.
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2.2.1. Colorantes usados en laboratorios

Un colorante es un compuesto quimico que tiene la particularidad de emitir luz en
un rango de longitud de onda en la region visible. En los laboratorios
microbiolégicos, moleculares y quimicos se utilizan como una herramienta para
determinaciones cualitativas y cuantitativas, ya que tienen propiedades que les
permiten impregnar el objeto de estudio para una mejor apreciacién del mismo o
reaccionan ante ciertas condiciones de los experimentos sirviendo como
sefalizadores. En la Tabla 1 se muestran algunos de los mas utilizados en

biotecnologia.

Aunque los colorantes en su mayoria son de naturaleza sintética, aun son
clasificados como ligandos por la afinidad que presentan al interactuar con los
sitos activos de algunas proteinas debido a que imitan la estructura de sus
sustratos, cofactores o agentes de unidn, esta interaccién puede ser electrostatica,
hidrofoba o por enlaces de hidrogeno (Denizli y Pigkin, 2001).
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Tabla 1. Colorantes mas usados en laboratorio

Colorante Uso en el laboratorio Estructura
Azul de metileno Para la observacion de
microorganismos en un microscopio N
de campo claro la visibilidad es H3C‘N/\| S:lN CH;

limitada debido a que las células son s cF CH
. . 3 3
incoloras, es por ello que se realiza

una tincibn con este cromoforo

(Aquiahuatl y Pérez, 2004).

Cristal violeta Usado en la tincién de Christian Gram
para la clasificacion de cultivos
bacterianos (Aquiahuatl 'y Pérez
2004).

Cloruro de dansilo es usado ampliamente para marcar

(DNS-CI) proteinas, aprovechando su tiempo de
vida favorable (~10 ns) y la excitacion
de estos grupos a 350 nm, donde las
proteinas no absorben (Martinez vy
Moctezuma, 2006).

Verde de malaquita Se utiliza en tincibn de esporas
bacterianas(Aquiahuatl, 2004).

Safranina Un colorante secundario de la tincion
de Christian Gram, pues tifie los
microorganismos decolorados que no
retuvieron el cristal violeta, sin alterar
el color de los ya tefidos (Aquiahuatl,
2004)

Bromuro de etidio Es un compuesto aromatico vy
fluorecente usado en la biologia
molecular.

Acido  dinitrosa- Es comUnmente usado en la

licilico (DNS) determinacion de azlcares reductores
en los hidrolizados de biomasa (Arias,
2014)

Azul Dbrillante de Su utlidad reside en ensayos de

Coomassie (ABC)  proteinas ya que tifie las proteinas en
electroforesis en gel y es muy sensible
(SIGMA-ALDRICH®, s.f.)
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2.2.2. Colorantes de estudio

2.2.2.1. Caracteristicas del acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS)

Polvo de color blanco o amarillo con estructura de acuerdo a su espectro
infrarrojo, turbio en solucién a 50 mg/mL a 25°C, en H20 de claro a brumoso, de
amarillo a amarillo oscuro. Este compuesto aromatico reacciona con los azucares
reductores para propiciar la formaciéon de acido-3-amino-5-nitrosalicilico que
absorbe la luz a 540 nm; posee un punto de fusion de 168-172°C, es soluble en

agua, etanol, éter, dietilico y benceno (Alfa Aesar®, 2015)

2.2.2.2. Caracteristicas de azul brillante de Coomassie (ABC)

El ABC también conocido como acid blue 90 es un polvo de color violeta oscuro,
posee un peso molecular de 852 g/mol. El nivel de riesgo para el agua es de 1 ya
gue es escasamente peligroso, Se recomienda que en estado no diluido o no
neutralizado no liberar al ambiente y en caso de vertido accidental se debe

proceder a retener en un material adsorbente (Bio.Rad®, 2016).

2.3. Tratamientos para la eliminacion de colorantes

Existen diferentes tratamientos utilizados para remover colorantes del agua, fisicos
como la adsorcion y quimicos como la descomposicion por oxidacion o
fotodegradaciéon (Martinez, 2012), pero estos Ultimos presentan algunas
desventajas como elevados costos energéticos, asi como la formacion de
subproductos como halogenuros, metales, acidos y aldehidos o incluso algunos
otros que pueden ser téxicos o cancerigenos (Cortazar-Martinez et al., 2012). Es
por ello que la adsorcién uno de los métodos mas empleados por la ventaja que

ofrece al retener gran cantidad de contaminantes (Romero-Ortiz et al., 2011).

10



Revision bibliografica

2.3.1. Adsorcién

La adsorcion es el proceso mediante el cual los solutos se concentran en una
superficie solida por la accion de fuerzas intermoleculares entre el soluto y la
superficie del adsorbente. En un proceso de adsorcién uno o mas componentes ya
sea liquido o gaseoso se adsorben en la superficie de un solido, el fluido se hace
pasar por un lecho y las particulas solidas adsorben componentes del fluido
cuando el lecho esta casi saturado comienza una desorcion (Geankoplis, 1998)
(Figura 2).

La adsorcion puede ser fisica si Unicamente interactian fuerzas de van der Waals,
pero si el soluto realiza una reaccidon quimica con la superficie se dice que ocurre
una adsorcion quimica, pero al formar esta solo una monocapa puede ser
evaluada como la adsorcion fisica. Si se somete un sélido finamente cortado en
una solucién con colorantes se apreciard como disminuye la intensidad de su
color, la magnitud de la interaccion depende de la temperatura, la naturaleza del
absorbato, el tamafio de las entradas en el adsorbente y la concentracién del

colorante principalmente (Tejeda et al., 2011).

ADSORCION ABSORCION

2
o SR
ﬁi‘.‘#
ﬁﬁ*:*

SORCION

Figura 2. Sistemas de adsorcién. (Geankoplis, 1998)

11
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La biosorcidon es una técnica muy utilizada en procesos de biorremediacion, y es
considerada como una tecnologia limpia para solucionar el problema de
contaminacion ambiental. Su estudio es aplicable en la recuperacién de metales y
para "remover" especies contaminantes o toxicas en aguas de desecho industrial
como lo pueden ser los colorantes. Este proceso consta de diferentes etapas:
desde la colocacion del colorante en la superficie del adsorbente, la difusion del
colorante en la capa que rodea al adsorbente hacia la superficie del mismo, el
transporte del colorante desde la superficie al interior de los poros y adsorcion del
colorante en los sitios activos de la superficie a través del intercambio iénico, la

formacion de complejos y/o la quelacién (Gallardo et al., 2014).

2.3.1.1. Cinéticade adsorcion

Para el desarrollo de un modelo de adsorcién es necesario obtener la velocidad de
adsorcién o el tiempo necesario para alcanzar la separacién soluto-solvente
mediante el uso de coeficientes de trasferencia de masa. La velocidad efectiva de
la adsorcion depende de las condiciones de operacidn del sistema, las cuales son
el flujo, la presion, temperatura y composicion tanto del adsorbato como del
adsorbente, ademés de considerar la configuracion y dimensiones del sistema si

es por lotes, en columna entre otros (Tejeda et al., 2011).

2.3.1.2. Adsorcion en lecho fijo

Un sistema de gran auge en el area de proceso es el uso de columnas empacadas
para ser utilizadas como reactores cataliticos en lecho, adsorcién de solutos, o
sistema de filtracion, etcétera es la denominada adsorcion en lecho fijo
(Geankoplis, 1998).

Este tipo de sistema la adsorcién se efectia en columnas empacadas con
adsorbentes, por la parte superior de la comuna se alimenta la solucion que

contiene el soluto de interés, durante el proceso el soluto es adsorbido en el lecho

12
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(fase solida) y la solucién agotada es obtenida a la salida de la misma (Tejeda et
al., 2011) como se muestra en la Figura 3, donde Z es la altura del lecho y Ca es
la concentracion del soluto de interés, que es dependiente del tiempo transcurrido

y la altura del lecho.

Figura 3. Sistema de adsorcién en lecho fijo. (Birt et al., 2006)

2.3.2. Isotermas de adsorcién

Existen cinco tipos de isotermas las cuales describen las gréficas de la Figura 4:
Tipo I: isoterma de Langmuir; Tipo II: isoterma Sigmoide; Tipo lll: isoterma de
Flory- Huggings; Tipo IV; Tipo V: isoterma Brunauer Emmett y Teller. las isotermas
del tipo | y Il han sido utilizadas para representar la adsorcion en quitosanos
(Rosas., 1999).

13
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Figura 4. Clasificacion de Brunauer de isotermas de adsorcion. (Rosas, 1999)

2.3.3. Modelos de adsorcién

Para el analisis de la adsorcion es necesaria la formulacion de modelos que
contemplen las relaciones de equilibrio y la capacidad de adsorcién de los
sistemas, la rapidez de adsorcién con respecto a los fendbmenos difusivos vy
cinéticos de la superficie, los balances de masa y energia en el sistema especifico,

asi como las condiciones iniciales y de frontera del sistema (Tejeda et al., 2011).

Existen modelos matematicos que describen y ayudan a interpretar lo que sucede

en el sistema, siendo los mas comunes los mostrados en la Tabla 2.
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Los mas utilizados para describir el comportamiento de adsorcién en quitosano
son las isotermas de Langmuir y Freundlich, el primero se basa en la suposicién
de la formacion de una monocapa en la superficie asumiendo que la adsorcién se
lleva a cabo en sitios especificos del adsorbente, el segundo describe sistemas

heterogéneos.

Debido a las limitantes que presentan ambos sistemas, en el caso de Langmuir es
la méas acertada si se describen sistemas monocapa mientras que la de Freundlich

tiende a fallar con sistemas a altas concentraciones.

Existen otros mlodelos como la isoterma de Redlich-Peterson (Ecuacion 1), que
combina elementos tanto de Langmuir como de Freundlich describiendo una

adsorcion no ideal (Wong et al., 2003).

La constante de Langmuir permite calcular el parAmetro RL que indica cuan
favorecida se encuentra la adsorcién, este parametro se calcula con la Ecuacion
2.

1

R =—m— ..
L™ 14+ bxcCo

(2)

Donde Co corresponde a la concentracion inicial en mg/L. Los tipos de adsorcién
segun el valor del parametro RL son: R.> 1 desfavorable, 0 >R. >1 favorable, R.=1

irreversible y R.=0 lineal.

Con el modelo de Freundlich el factor n debe encontrarse en el rango de 1 a 10

para que el proceso de adsorcién resulte favorable (Gallardo et al., 2008)

15
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Tabla 2. Lista de modelos de sistemas de Adsorcion (Foo y Hameed, 2010).

Isoterma Forma No Lineal Forma Lineal Grafico
i bC C 1 C C
Langmuir g = QobCe Ce _ L Le Ce psc,
1+ bC, ge bQy Qo e
1 1
e Ce
E 0. vs e
B Qo bQoCe ) bCe
_ e e s
de Qo + b_Ce Ce de
e
Ce
Ce
bQo + b_qe
_ Qo
Freundlich g = KFCel/" logq, = ) logq, vs logC,
logKp + ;lnCe
Dubinin- e In(q,) In(q,) vs &2
Radushkevich = (qs)exp(—kqq€?) = In(qs)
- kad€2
i RT
Temkin g, = b_lnATCe qeRT qe vs InC,
T =—InA;
br
RT
+ b—TlTLCe
Flory-Huggins 0 _— 0 0
o Key (1 —06) lon o lon o VS log(6 — 1)
= log(Kry)
+ ngylog(o
— 1)
Hill pyciH ( Qe > ( de >
e = —= log| ———— log| ———— ) vs log(C,)
¢ KD + C:H QSH — (e QSH — (e €
= ny log(C,)
—log(KD)

2.3.4. Matriz de adsorcidn

Actualmente se han desarrollado una variedad de adsorbentes dentro de los

cuales destacan el carbon activado (vegetal) y la silica gel como adsorbentes

fisicos; zeolitas, poliacrilamida, polimetacrilato y poliestireno devinilbenceno como

adsorbentes idnicos; agarosa entrecruzada con sefarosa, dextrano (Sephadex) y

celulosa como adsorbentes hidrofobicos; asi como poliacrilamida Sephadex y

sefarosa como adsorbentes de afinidad (Tejeda et al, 2011). Cuyas principales
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caracteristicas son: insolubilidad, permeabilidad y elevada area especifica, asi

como rigidez.

Las especificaciones esenciales que se buscan en una matriz es que presente
buenas propiedades mecanicas, alta resistencia quimica y térmica, presencia de
grupos funcionales reactivos para la inmovilizacibn de ligandos para su
compatibilidad y que posea una permeabilidad adecuada, un costo adecuado y
tltimamente biodegradablilidad del material, asi como que sea de naturaleza

inerte.

2.3.4.1. Entrecruzamiento

Los hidrogeles estan constituidos por cadenas de polimeros lineales que se unen
entre si gracias a moléculas denominadas agente entrecruzante. El
entrecruzamiento involucra dos unidades, las cuales pueden o0 no pertenecer a la
misma cadena polimérica que tienden a establecer enlaces covalentes (Garcia-

Gonzalez et al., 2014).

Los entrecruzamientos y los puntos de ramificacion en una matriz polimérica son
uniones reales entre dos 0 mas segmentos de cadenas, para que exista una
estabilidad de las mismas es necesario el uso de algun agente entrecruzante el
cual puede presentar enlaces covalentes, cargas complejas, puentes de
hidrégeno, fuerzas de van der Waals o interacciones hidrofobicas (Garcia-
Gonzalez et al., 2014) algunos de ellos se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Algunos agentes utilizados como entrecruzante en investigacion

Solucién Descripcidn Estructura
Glutaraldehido Las soluciones de glutaraldehido se
(CsHsO2) encuentran en proporciones desde 20 a 50%

disueltas en agua o etanol, formando un liquido 0O 0O

transparente con un pH de 3.1 a 4.5. Su w
H H

formula molecular es CsHgO; y tiene un peso
molecular de 100.12 g/mol, es estable a
temperaturas y presibn normales y es
incompatible con bases fuertes
(TRANSMERQUIM, 2013).

Epiclorhidrina La EPY es un liquido incoloro con un olor
(EPY) picante y similar al ajo que es insoluble en

agua, pero miscible con la mayoria de los o
disolventes  organicos polares. Es un
compuesto altamente reactivo con Aacidos y

bases fuertes. (Consejo de sanidad, 2008)

Difenil Metil EI MDI es un miembro de la familia de los

diisocianato isocianatos asociado con la quimica del

(MDI) poliuretano, en su produccion involucra una O O
anilina condensada con formaldehido la cual K”,,,

reacciona con Fosgeno para formar el MDI.
(Manual del poliuretano, www.ridsso.com .)

Genipina La genipina surge como una alternativa de los
agentes  entrecruzantes debido a su
compatibilidad y ausencia de toxicidad. Este
reactivo de origen natural es una aglucona de
la geniposida. (Santomi, 2007)

Beppu et al., (2007) verificaron la presencia del entrecruzante en sus mezclas
finales, haciendo uso de técnicas espectrofotométricas, el espectro quitosano-
glutaraldehido se muestra en la Figura 5. donde se aprecia el entrecruzamiento
en (b), poniendo atencién en bandas caracteristicas que sufren modificaciones,
tales como la absorcién a 1655 cm de los enlaces imina N=C y el estiramiento de
C-H cerca de 2936 cm™* ademas de la presencia de un grupo amino alifatico en un

pico cerca de 1100 cm?
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Figura 5. Espectro FTIR de quitosano a) original b) entrecruzado con
glutaraldehido (Beppu et al., 2007).

2.3.4.1.1. Caracteristicas del glutaraldehido (CsHsO2)

Se eligié el entrecruzante CsHsO2 por su amplio uso en la inmovilizacion de
proteinas y el entrecruzamiento de moléculas con grupos amino, considerado una
forma economica y eficiente para realizar la fijacion de estructuras (Beppu et al.,
2007) asi como sus propiedades bactericidas, no interacciona con metales, gomas
o plasticos las soluciones de glutaraldehido son méas estables a valores de pH
entre 3y 6.3.

2.34.2. Gel

Se puede definir como una red tridimensional con cadenas flexibles construida por
segmentos conectados que forman una estructura polimérica entrecruzada,
hinchada por la accion de un liquido, permaneciendo insoluble sin perder la forma
original, cuando éste se somete a secado se obtiene una estructura cristalina

denominada xerogel (Pinzén et al., 2002).
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Los gelespueden clasificarse enfisicos o quimicos de acuerdo al tipo de enlace
que se forma durante su preparaciéon. Tomando en cuenta el disolvente en el que
se hincha, si es organico entonces recibe el nombre de organogel, mientras que Si
el responsable de la solvatacion es agua se denomina hidrogel (Amashta et al.,
2005).

Las matrices poliméricas solvatadas incrementan su volumen hasta alcanzar el
equilibrio fisicoquimico, entre el solvente y la red polimérica, este equilibrio
depende, en buena parte al entrecruzamiento (fisico o quimico) de las cadenas de
polimero individuales. Cuando se encuentran completamente hinchados muestran

un comportamiento mecénico viscoelastico, intermedio entre los sélidos y liquidos.

2.3.4.3. Aerogel

Los aerogeles, son geles secos con una porosidad muy alta, y se diferencian de
los xerogeles por la forma en que son secados, mientras que el xerogel (hidrogel
seco) se seca por evaporacién a un aerogel se le aplica un secado supercritico
gue le permite mantener la estructura porosa de la fase humeda ganando con eso

una densidad baja y un area superficial elevada (Baetens et al 2010).

2.3.4.4. Hidrogel

Los hidrogeles son redes tridimensionales hidrofilicasque al entrar en contacto con
agua comienzan a adsorberla en la matriz, hasta llegar al equilibrio, poseen la
capacidad de absorber varias veces su peso en agua.

Pueden obtenerse por polimerizacion y entrecruzamiento simultdneo de uno o

varios mondémeros mono o polifuncionales, o bien por el entrecruzamiento de

cadenas polimeéricas.
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Las caracteristicas de estos monomeros y el grado de entrecruzamiento
determinan las propiedades de hinchamiento del xerogel y por tanto sus posibles

aplicaciones.

Los hidrogeles son insolubles (gracias a los sitios de entrecruzamiento a red
polimérica), hidrofilicos (debido a la presencia de grupos funcionales como: OH,
COOH, CONH, etc.), blandos, elasticos y con capacidad de hinchamiento. Los
hidrogeles quimicos son redes tridimensionales formadas por la union covalente

de las cadenas de polimeros existentes en un sistema (Velasquez, 2003).

2.3.4.5. Criogel

Se le denomina criogel a aquellas matrices poliméricas formadas mediante un
proceso de polimerizacion a temperaturas bajo cero, la formacion de estos
constan de dos etapas: la creacién a través de una congelacion moderada (donde

sucede un fendmeno de entrecruzamiento forzado) y la descongelacion del

material como se muestra en la Figura 6 (Mufioz, 2002).

Figura 6. Diagrama del proceso de criogelificacion. (Mufioz, 2012)
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Se trata de un sistema no homogéneo donde el polimero y el entrecruzante se
encuentran en una micro-fase liquida no congelada con una cantidad pequefia del
solvente, favoreciendo asi la reaccion, o que se conoce como un proceso de
gelificacion criotropica que da como resultado geles macroporosos en donde el

agente entrecruzante evita el colapso de la estructura (Lozinsky, 2002).

Estos materiales son preparados en condiciones de -10°C a -20°C, es decir, a una
temperatura donde el solvente se encuentra parcialmente congelado. Esto crea un
ambiente propicio para la formacion de una mayor cantidad de particulas
pordgenas, las cuales son pequefios cristales de hielo que influyen en la formacion
de macroporos con paredes delgadas generando asi un material en la red

tridimensional mas concentrado (Lozinsky, 2002).

Hay dos formas de sintetizar criogeles covalentes, una es por criopolimerizacion
ramificada y la otra por entrecruzamiento quimico; en donde el tamafio y la
geometria de los poros dependen de las propiedades y concentraciones de los

precursores de la reaccion (lvanov et al., 2007).

2.3.5. Adsorbentes

Los adsorbentes son clasificados en: a) Arcillas, son econdémicas, pero poco
usadas por poseer una baja superficie de adsorcién. b) Poliméricos que presentan
una gran superficie de adsorcion. c) Carbones activados, que son los mas
utilizados por ser los de mas bajo costo (Ortega et al., 2011).

El consumo de fuentes renovables ha llevado a la busqueda de materiales

adsorbentes que no presenten un riesgo para la naturaleza es por ello que la

quitina y sus derivados son de patrticular interés.
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2.3.6. Quitina y quitosano

Entre los materiales naturales de importancia en la actualidad se encuentra una
pareja de polisacaridos que ha tomado mucho auge por la infinidad de
aplicaciones que pueden tener, especialmente, por su bajo impacto ambiental, es
asi como a la quitina y el quitosano se les considera biopolimeros no téxicos,

biocompatibles y biodegradables.

La quitina, es un polimero compuesto por unidades de N-acetilglucosamina
(GlcNAc) unidoas por enlaces -1,4. Se encuentra distribuida ampliamente en la
naturaleza y, después de la celulosa, es el polisacarido en mayor abundancia. Sus
fuentes principales son el exoesqueleto de artropodos, paredes celulares de
hongos, algas, etc., donde su principal funcion dentro del organismo es de
proteccién, debido a la rigidez y cristalinidad del polimero, especialmente el

isbmero a.

La produccion industrial de este biomaterial practicamente se basa en el
tratamiento de las conchas de diversos tipos de crustaceos (camarones,
langostas, cangrejos y krill) y para purificarla se somete a procesos capaces de
retirar la proteina como un tratamiento con hidroxido de sodio o enzimas (papaina,
tripsina, pepsina) ademas de retirar los minerales generalmente con &cido

clorhidrico.

Por su parte, el quitosano puede ser considerado como un heteropolimero
constituido de unidades de GIcNAc y glucosamina (Glc), se puede encontrar de
forma natural en las paredes celulares de algunas plantas y hongos, por ejemplo,
en Mucor rouxii. Sin embargo, la fuente mas importante de quitosano, a nivel
industrial, la constituye la quitina, para ello ésta se somete a una desacetilacion

por via quimica o enzimatica (Larez-Velasquez y Velasquez, 2006).
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2.3.6.1. Diferencias entre quitinay quitosano

Las estructuras quimicas de quitina y quitosano se muestran en la Figura 7 donde
se puede apreciar que la diferencia principal entre ellos radica en el carbono

ndmero 2.

Figura 7. Estructura quimica de quitina y quitosano (Hengameh y Mehdi , 2009).

Cuando el grado de desacetilacion (DD, degree of deacetylation, por sus siglas en
inglés) de la quitina alcanza aproximadamente 50% (en funcion del origen del
polimero), se vuelve soluble en un medio acido acuoso, el cual es un importante
factor estructural que influye sobre muchas propiedades fisicoquimicas, tales
como la solubilidad, el acceso de las enzimas, reactividad y procesabilidad. Por
tanto el DD y DA (degree of acetylation), deben determinarse para elucidar la
relacion estructura/propiedad en quitosanos y para evaluar las potenciales

aplicaciones (Muzzarelli, 2011).

Las diferencias se pueden apreciar mediante un espectro infrarrojo, mismo que se
muestran en la Figura 8 donde se pueden apreciar las bandas correspondientes a
los grupos funcionales caracteristicos de cada uno. Siendo los que mas se

modifican los correspondientes a los enlaces OH y NH cerca de la region de 3448
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cm? y 3269 cm? respectivamente. Asi como el doble enlace del carbonilo

perteneciente a grupos acetilos en la region 1674 cm-.

Figura 8. Espectro IR caracteristico de quitina y quitosano (Kumari et al., 2015)

2.3.6.2. Obtencion de quitosanos

La solubilizacion del polimero se produce por la protonacién de los grupos
funcionales amino (-NH2— -NH3) en la posicion C-2 de la unidad de D-
glucosamina, mediante el cual el polisacarido se convierte en un polication en
medios &cidos. La solubilidad debida a la presencia de grupos -NHz en el
quitosano es la razéon por la que exhibe un potencial mucho mayor en

comparacion con la quitina para su uso en diferentes areas.
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2.3.6.2.1. Desacetilacion

Es el proceso por el cual se retiran los grupos acetilo en la molécula de NAG
aplicando un tratamiento en donde se somete al polimero a altas concentraciones
de alcali, teniendo dos variantes, la denominada alcalina homogénea que se
realiza a temperatura ambiente y la alcalina heterogénea donde se somete la
reaccion a temperaturas que van de 90 a 100 grados acelerando la misma.

2.3.6.3. Aplicaciones de los gquitosanos

Los quitosanos tienen una amplia gama de aplicaciones que aprovechan sus
propiedades, por ejemplo:

1) su capacidad de formar membranas, para recubrimientos, o0 como vehiculo
portador de farmacos para su liberacion controlada y otras aplicaciones
farmacéuticas

2) su propiedad de formar hidrogeles, Gtiles como adsorbentes por ejemplo en el
tratamiento de aguas, ya que ha mostrado un alto potencial para la absorcién de

colorantes, iones metalicos y proteinas.

En la industria alimentaria, tanto la quitiha como el quitosano han sido
considerados polimeros con potencial uso como alimento funcional, como aditivos
alimentarios y nutracéuticos ya que el cuerpo humano no puede degradarlos
debido a su carencia de enzimas quitinasas, y debido a esto, se les ha visto como
una fibra dietética (Shahidi et al., 1999).

En la industria cosmética se da importancia y uso a la propiedad fungicida del

quitosano, ademas de su solvencia en acidos organicos.

en la fotografia se aprovechan tanto su capacidad para formar peliculas

visiblemente deseables y resistentes a la abrasion. Puesto que tiene tantos grupos
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hidroxilo y amino, puede ser modificado quimicamente en muchas formas y puede

participar en diferentes tipos de reacciones quimicas (Kumar, 2000).

El grado de polimerizacion y peso molecular son variables que deben de tomarse
en cuenta para una completa caracterizacion de estas biomoléculas. Del mismo
modo, el contabilizar el nimero de oligdmeros presentes en mezclas de quitosano
despolimerizado es sumamente importante, pues de ello dependen las

aplicaciones que pueden asignarse a la muestra.

Para su determinacion convencional son usadas las técnicas de HPLC
(cromatografia liquida de alta eficacia por sus siglas en ingles) y GPC
(cromatografia de permeacion en gel). Ademas de la RMN (resonancia magnética
nuclear). El peso molecular (Mw), se puede evaluar mediante la viscosidad

intrinseca (Ramirez Coutifio, 2009).

2.3.6.4. Adsorcién en quitosano

El quitosano tiene alta afinidad por iones metéalicos sobre todo metales pesados de
las series de transicién (no asi metales alcalinos y alcalinos térreos), lo cual se
debe al alto contenido de grupos amino que ubicados en la posicion 2 de los
anillos glucosidicos, actian como amina primaria y desarrolla una accion mas libre
y efectiva del par de electrones no apareados, a diferencia de la quitina, amina
secundaria, de menor capacidad por el efecto estérico del grupo acetilo y el
aumento de electronegatividad del &tomo de nitrégeno respecto a su par de

electrones.

El entrecruzamiento quimico utilizando glutaraldehido permite formar estructuras
estables a cualquier pH y mayor resistencia mecanica a la friccién, por agitacion
en procesos por lotes o si estd empacado en la columna de un proceso continuo,
permitiendo ademdas mayor accesibilidad del soluto a los sitios de adsorcion
(Flores et al., 2013).
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Adsorbentes a base de quitosano han mostrado capacidades relativamente altas
de adsorcion en metales pesados (mg del metal/g de adsorbente), debido a su
elevado contenido de nitrégeno y porosidad. A través de los afios se han
desarrollado una serie de modificaciones fisicas y quimicas, que le ha conferido

mejor calidad, capacidad y selectividad adsorbente (Navarro et al, 2010).

Los grupos OH y NH2z se pueden utilizar para reacciones de modificacion quimica,
esterificacién, condensacion y otras. En los procesos de recuperacion de metales,
los procedimientos convencionales, tales como extraccion con disolventes,
precipitacion, intercambio iénico o resinas quelantes y tecnologias de membrana,
con frecuencia no alcanzan niveles adecuados para la de descarga final

(Krishnapriya y Kandaswamy, 2010).

El quitosano no solo presenta afinidad a metales pesados, debido a las
propiedades anteriormente mencionadas es considerado un buen adsorbente de
materiales como pigmentos y proteinas, pudiendo ser un buen candidato para la
eliminaciéon de contaminantes de agua y aguas residuales (Honarkar y Barikani,
2009).
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[ll.  ANTECEDENTES

Actualmente existen distintos tratamientos para aguas residuales contaminadas
con colorantes, entre los procesos mas usados se encuentran: coagulacion
quimica, tratamiento biolégico, oxidacion electroquimica, ozonizacion, adsorcion
con carbén activado, ultrafiltracion y electrocoagulacion. En el tratamiento de este
tipo de efluentes cuando es utlizado un solo método, pocos son los casos
reportados como totalmente exitosos, como consecuencia de esto, en el
tratamiento de aguas residuales con colorantes se usa una combinacion de
diferentes procesos para asi obtener agua de la calidad deseada a un costo
moderado. Ademas, la eliminacion de trazas de colorantes es dificil y representan
un alto costo. Entre las técnicas fisicoquimicas de eliminacién de colorantes, la
adsorcion es un método muy utilizado por su disefio simple, facil operacion,
flexibilidad (Donato et al., 2013).

Una variante de la adsorcion, es la biosorcion, que consiste en la retenciéon de
solutos en un material de origen bioldégico (como los biopolimeros) y puede ser
descrito por modelos matematicos adecuados, lo que permitiria su escalamiento y

optimizacién (Flores et al., 2013).

Dentro de los biopolimeros que son mas estudiados se encuentran la celulosa y la
quitina por ser los mas abundantes en la naturaleza, el primero lo podemos
encontrar en la pared celular de las plantas, mientras que la quitina puede ser
extraida de exoesqueleto de crustaceos y cuticulas de insectos (Pacheco, 2010).

En el Estado de Oaxaca, el chapulin es aprovechado dentro de la dieta de los
zapotecas y mixtecos, y es considerado como un platillo exético para el resto del
mundo. A pesar de ello, el mercado es escaso. En el resto del pais esta
considerado como una plaga recurrente y de amplia distribucion en todo el
territorio mexicano, se encuentra presente en gran parte del territorio nacional

causando pérdidas a la agricultura que van desde un 50 al 60% en cultivos,

27



Antecedentes

atacando principalmente los cultivos de frijol, maiz y del 30 a 40% en pastizales
(SENASICA, 2015).

Por otro lado, México ocupa el noveno lugar de produccion de camaron a nivel
mundial. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA) reportd para el afio 2016 una produccién de 211,
096 ton. El proceso de acondicionamiento de camarén para ser enviado a

consumo, comprende el descabezado y pelado del organismo, lo que hace factible
el empleo de estos residuos para la obtencién de materiales quitinosos.

El quitosano es considerado un biosorbente que posee una capacidad y alta tasa
de adsorcién ademas de presentar elevada afinidad para distintas variedades de
colorantes, su versatilidad para ser usado en forma de peliculas, fibras, esponjas,
geles , perlas, nanoparticulas y soportado sobre materiales inertes le han

conferido una amplia variedad en aplicaciones (Crini y Badot, 2008).

La Tabla 4 enlista algunos trabajos y las condiciones en que se procedi6 a
adsorber colorantes con quitosanos. En alguno de ellos, la solucion de quitosano
fue puesta en contacto con el colorante durante un tiempo determinado en
sistemas batch con agitacion. Se muestran casos donde se ocupd el quitosano en
escamas de diferentes fuentes hasta aquellos donde se elaboraron hidrogeles en

forma esférica utilizando algun entrecruzante.

Dependiendo de la fuente de quitina las propiedades de adsorcién del quitosano
variarian, asi como su comportamiento en solucion, ya que el origen de la quitina
influye en su cristalinidad, pureza, cadenas poliméricas y arreglo, es por ello que
su clasificacion se realiza en cuanto a pureza y color, ya que se encuentran en los
productos finales proteinas y pigmentos (Crini y Badot, 2008). Hasta donde se
sabe, no existen antecedentes del uso de quitosano de chapulin para este tipo de
sistemas.La proteina covalentemente unida al exoesqueleto del camarén puede

constituir hasta el 50% de la masa del exoesqueleto, y es retirada, principalmente,
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mediante cambios de pH (Partida y Aranda, 2013). En productos comerciales

(quitina y quitosano de camardn), se sabe que existe un contenido considerable de

proteina residual, esto acorde a investigaciones del grupo de trabajo.

Tabla 4. Parametros operacionales de Adsorcidén con quitosanos

Parametros operacionales

Quitosano .
Caudal t Referencia
(Qs) [Qs] pH Colorante o rpm (h)
Bastones de Qs Qs 3.2% (m/m) 7 Azul de ly3 100 (Treybal et al.,
y Qs zeolita metileno mL/min 1988)
Qs GD >85% en
erlas coloran_te (Chiou y Li
P 10g/300 cm?3 6 comercial - 120 ’
entrecruzadas 2003)
RR 189
con TPP
Colorantes
Qs de cangrejo  0.2g/0.12L +0.1L acidos; (Wong et al.
en solucion . de rﬁuestra. 4 AO10, 200rpm - 24 2004) ,
AO12, AR18,
AR73, AG25
Qs reticulado 59 Qs + 75ml Glu (Rojas et al.,
con CsHgOz 2.5% 4 Cu(v) 250rpm 96 2005)
Perlas de Qs y (Flores J. et
Dolvo 1/25 (p/v) 5.3 Cu(ll) -- 10 al., 2005).
- 6.7
Solucién acuosa o ' Remazol _ (Gurusamy et
de Qs 1% (m#v) %2 negro 13 24 al., 2008)
Qslaieg gigzr;; " Sumifix (Wu et al
canareio. En 0.489/0.8dm3 5.3 Super 500 rpm 5 2009) v
grejo. Scarlet 2GF
escamas
Perlas de Qs .
impregnadas 1% (m/v) 5 Rojocongo 150 rpm 16 (Chatterjee et
al., 2009)
con NCT
Amarillo 6
0.05g /15 mlagua 4,5 . ’
Sulfato de Qs + 10 ml de y r010,4.0, azul 150 rpm 24 (Donato etal,
basico y 2013)
muestra 6.2 .
amarillo5
Perlas de QS
puro, 2% Qs (m/v) . .
entrecruzadas TPP 10% (m/v) 4 Azul 7Dllrecto 280 rpm 1 (AguzlgalrS?.M.,
con TPPy GLU 0.025 M
CsHsgO:o.

Nota: Qs: Quitosano, TTP: Tripolifosfato de sodio, CsHsOz: Glutaraldehido, NCT: Nanotubos de Carbono.
AO10: Acid Orange 10, AO12: Acid Orange 12, AR18: Acid Red 18, AR73: Acid Red 73, AG25: Acid Green

25.
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En el caso del chapulin el porcentaje de proteina supera el 50% del peso del
insecto seco y hasta el momento, no existen productos comerciales de quitosano

con esta fuente.

Wu et al. (2009) reportaron el uso de fdiferentes fuentes de quitosano utilizadas en
un mismo modelo para la adsorcion de Scarlet 2GF obteniendo variaciones en los

valores de adsorcién maxima entre muestras.

También es importante considerar las caracteristicas del colorante que se plantea
adsorber, debido a que las propiedades e interacciones de las moléculas del
mismo dependeran de su afinidad tanto al polimero y a las impurezas presentes
como residuos en el material quitinoso tales como minerales, proteinas y lipidos.
Por ejemplo, Wong et al. (2004) realizaron la adsorcién en un mismo sistema, pero
variando el colorante a adsorber, (AO10, AO12, AR18, AR73, AG25), como

resultado obtuvieron diferencias en la adsorcion en cada caso.

Las concentraciones en las que es utilizado el polimero varian dependiendo de la
forma en que es usado, en el caso de soluciones acuosas van desde 1/100 (p/v)
hasta 1/25 (p/v), mientras que si se trata de un hidrogel depende de si el quitosano
es usado puro, con algun entrecruzante o si se realizé alguna modificacion
estructural para favorecer la adsorcién, aun asi, las concentraciones oscilan entre
1%y 3.2% (p/p).

Flores et al. (2005) y Aguilar S. (2015) produjeron perlas de quitosano ya que esta
forma confirid6 una mayor superficie de contacto que favorece la adsorcién,
ademas del uso de entrecruzantes como el CsHsO2 (glutaraldehido) y el TPP

(tripolifosfato de sodio).

En la adsorcion de rojo congo, Chatterjee et al., (2009) usaron perlas de quitosano

cubiertas por bromuro de cetil trimetil amonio, considerado un tensoactivo
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cationico, para mejorar su afinidad al colorante aniénico. Se ha optado por realizar

quitosanos en forma de baston para tener un llenado mas completo de la columna.

En este sentido, Gallardo et al., (2014) estudiaron la remociéon de un colorante
basico (azul de metileno, AM) con un material compuesto por quitosano (Sigma-
Aldrich) y zeolita (materiales cerdmicos de la Facultad de Ingenieria de la
Universidad Buenos Aires), a pesar de no obtener los mejores resultados de
adsorcion, se tuvo la ventaja de haber realizado ensayos discontinuos,
monitoreando la remocién en funcion del tiempo midiendo la absorbancia de la
solucién mediante espectrofotometria UV-Vis a 660nm, alimentando el colorante
mediante una bomba peristéltica en sentido ascendente.

Para la cinética de adsorcion, estudiaron la variacion de la capacidad de adsorcién
en funcién del tiempo de una solucién de AM (5 mg/L) con ambos materiales,
obteniendo un modelo cinético de pseudo-segundo orden y ajustaron a isotermas
de Langmuir para quitosano-zeolita y Freundlich para quitosano, observando que
de los dos absorbentes el primero fue el que presentdé mayor capacidad de

adsorcion.

Por otra parte, en el Instituto Tecnologico de Sonora se realizd la adsorcion del
colorante azul directo 71 (AD71) y aminas aromaticas en hidrogeles de quitosano
proveniente de quitina de camarén, para lo cual elaboraron perlas puras y otras
entrecruzadas con tripolifosfato de sodio y glutaraldehido, evaluando pH y tiempo
de remocion (Aguilar, 2015). Como resultados lograron una remocion maxima del
colorante AD71 con quitosano puro a pH 4 durante 8 horas de tiempo de contacto,
alcanzando un 99.16 % de colorante removido a pH 3, pero debido a que en estas
condiciones el quitosano se solubiliza, se consider6 como mejor resultado a pH 4
una remocion cerca del 40% muy similar a la alcanzada con las perlas
entrecruzadas con CsHsO2 por tales resultados se eligio el glutaraldehido como

entrecruzante y un pH 4 para evaluar el sistema propuesto.
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IV.  JUSTIFICACION

Se estima que en México se generan hasta 60,000 ton de desechos de camaron al
afio, en algunos casos estos desechos son devueltos al mar, incinerados o
dejados a la intemperie ocasionando contaminacion en el agua, aire y suelo
costero (Rivera et al., 2014). El chapulin al ser considerado una plaga o un
alimento de bajo consumo, puede ser aprovechado para la extraccion de material

quitinoso como un subproducto.

Considerando lo anterior, en esta investigacion se plantea el uso de quitosanos,
extraidos de la cdscara de camardn, ampliamente estudiado como adsorbente, y
de la cuticula de chapulin, como una fuente novedosa, con un considerable
contenido de quitina (16%), dandole un uso para el desarrollo de sistemas de
adsorcion en columna, como parte del tratamiento de residuos liquidos con

colorantes.

Los sistemas de adsorcion se realizardn a pH 4 y a 30°C, debido a que estos
valores de pH, son los mas comunmente utilizados en sistemas en los que el
adsorbente ha entrecruzado con glutaraldehido gracias a la estabilidad quimica
gue permite realizar ensayos a diferentes valores de pH sin solubilizar la matriz.
Se optd por elaborar un criogel debido a que presentan poros de mayor tamafio
que los hidrogeles y se mantendran en forma de cilindro, para mantener el criterio

geomeétrico de las columnas cubriendo asi completamente el volumen.
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V. HIPOTESIS

Los criogeles de quitosano de chapulin entrecruzado con glutaraldehido
presentaran la misma capacidad de adsorcién que los criogeles de quitosano de
camaron entrecruzado con glutaraldehido en un sistema por lote y lecho fijo,

debido a que tendran el mismo tratamiento de purificacion y elaboracion.
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VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la capacidad de adsorcidn para colorantes, con soportes de criogeles de

quitosanos de chapulin y de camarén entrecruzados con glutaraldehido en

sistemas por lote y lecho fijo.

Objetivos especificos

*
L X4

X/
L X4

Extraer y purificar quitosanos a partir de cuticula de chapulin y de cédscara

de camaron.

Caracterizar fisicoquimicamente los quitosanos obtenidos de chapulin y de

cascara de camaron.

Elaborar criogeles entrecruzados con glutaraldehido. a partir de los

quitosanos obtenidos,
Estudiar el efecto de diferentes condiciones de operacion (pH vy
concentracion) sobre la cinética de adsorcion de los diferentes colorantes.

en un sistema por lote y en lecho fijo.

Obtener un modelo que represente el proceso de adsorcion mediante el

ajuste a las isotermas de Langmuir y Freundlich. en sistemas por lote.

Elaborar un prototipo para la adsorcidon de colorantes en lecho fijo usando

columnas empacadas con criogeles de quitosanos.
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VIl. METODOLOGIA

El trabajo se realiz6 en los Laboratorios Quimico-Biologico y de Bioprocesos de la
Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec y los laboratorios del grupo de
Biopolimeros de CIAD (Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.

C.) en Hermosillo, Sonora.

7.1. Obtencion de quitina

La extraccion de quitina se realizé a partir de dos fuentes: cdscara de camaron y
chapulin entero y deshidratado. Los protocolos propuestos para la extraccion de
quitina de exoesqueleto de artropodos constan de tres etapas esenciales, la
desmineralizacion, desproteinizacion, y despigmentacion, las cuales se describiran

a continuacion.

7.1.1. Desmineralizacion de quitina
El solido seco (cascara de camardén o chapulin entero) se afiadidé en una
proporcién de 1:15 (p/v). El proceso se realizd6 a temperatura ambiente en
agitacion continua durante 1 hora en solucion acuosa de &cido clorhidrico (HCI)
1.2 M. Se realizaron lavados posteriores hasta llegar a pH 7 y se secé (Horno
Felisa) a 60°C durante 24 h (Ramirez Coutifio, 2009).

7.1.2. Desproteinizacion de quitina

El proceso se llevd a cabo en condiciones alcalinas, el sélido se afadié en
proporcion de 1:50 (p/v), el solvente utilizado fue hidréxido de sodio (NaOH) 1 M
manteniendo agitacion constante a temperatura ambiente, durante 2 h. Con
lavados posteriores hasta llegar a la neutralidad y se secé a 60°C durante 24 h
(Ramirez Coutifio, 2009).
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7.1.3. Despigmentacion de quitina

La eliminacion del color fue realizada usando hipoclorito de sodio al 6%
CLORALEX® en proporcion 1/10 (p/v) en agitacion constante durante 20 min para
camaron y 40 min para chapulin, siendo un método efectivo para ambas fuentes.
Inmediatamente, se realizaron lavados con agua destilada hasta eliminar la

presencia de hipoclorito de sodio.

7.2. Obtencidén de quitosanos.

7.2.1. Desacetilacion de quitina

La obtencion de quitosanos se realizd6 por desacetilacion termo alcalina
heterogénea, tratando cada quitina con hidréxido de sodio (NaOH) al 65% (p/p) a
95°C por un periodo de 2 horas, se hicieron pruebas de solubilidad del polimero la
cual se apreciaba colocando una alicuota del material en HCI al 5%.

Se retird el exceso de alcali realizando lavados con cambios de agua destilada
hasta llegar a la neutralidad y secando para su posterior purificacion y

caracterizacion.

7.2.2. Purificacion de gquitosanos

Se ejecutd por filtracion, primero solubilizando 1% de quitosano en acido acético
(HAc) 0.6 M manteniendo en agitacion continua durante 24 h hasta su completa
solubilizacion, posteriormente con la ayuda de una bomba de vacio se efectu6 una
filtracion, primeramente en tela organza lisa 100% poliéster, consecutivamente en
papel filtro y posteriormente a través de papel filtro Whatman™ Qualitative nimero
41 (20-25 pm) seguido del numero 1 (11 um), finalizando con membranas de

nitrocelulosa de 3 y 1.2 um para eliminar el material no soluble.
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Una vez filtrado se procedié a precipitar adicionando gota a gota una soluciéon
NaOH 1 M de manera lenta y homogeneizando continuamente la muestra evitando
gue el quitosano atrapara grandes cantidades de NaOH.

El precipitado se separé por centrifugacion a 5500 rpm, posteriormente se
realizaron lavados con agua destilada para retirar el exceso de NaOH. Se
recupero el quitosano y congel6 a -20°C para una liofilizacion de 24 h a 0.01 mBar
y -106 °C (Rhazi etal., 2002).

7.3. Caracterizacion fisicoquimica de las quitinas

La quitina unicamente se le determiné el grado de acetilacion para comprobar que
efectivamente se estaba logrando una desacetilacion en el proceso, esta
determinacion se llevo a cabo mediante espectrémetro infrarrojo con transformada
de Fourier e interferémetro (FTIR) (DYNASCAN SPECTRUM 100, Perkin Elmer).

7.4. Caracterizacion fisicoquimica de los quitosanos
La caracterizacion de estos materiales fue importante para determinar las
diferencias entre los polimeros de diferentes fuentes, para lo cual se realizaron las
siguientes determinaciones.
7.4.1. Determinacién del porcentaje de humedad
Se determiné por gravimetria el porcentaje de humedad presente en la muestra,
tomando una alicuota de 0.1 g del polimero, tomando el peso inicial y llevandolo a

peso constante en un horno a 60°C con lo que se registré una pérdida de peso

correspondiente a el agua retirada de la muestra.
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7.4.2. Determinacion de proteinas

Se realiz6 mediante el método de Kjeldalh el cual se basa en la determinacién de
nitrogeno total, mediante eliminacion de material organico con acido sulfdrico
concentrado, para formar excesos de sulfato de amonio que pueden ser
cuantificados mediante una valoracién. Se determiné basadndose en la norma
NMX-F-068-S-1978 con modificaciones:

Digestion

A un gramo de muestra se le afiadieron 2.5 g de tabletas Kjeldahl (Missouri
catalyst, Merck KGaA) molidas. La mezcla se llevo a ebullicion homogénea con 25
mL de &cido sulfurico. Seguidamente se adicionaron 400 mL de agua y 50 mL de
NaOH 1:1 (p/v), para que en la destilacion se generara un arrastre de NHs y vapor
de agua. Se acopld a la salida del destilador un matraz que contenia 50 mL de
acido borico y unas gotas del indicador (reactivo de Shiro Tashito), hasta obtener
aproximadamente 300 mL. Finalmente, el destilado se titul6 con HCI 0.1N. El

porcentaje de nitrogeno fue calculado mediante la Ecuacién 3.

Vol de HCl empleado x N del acido x 0,014 meq de N x100
Masa de la muestra en g.

(3)

%nitréogeno =

La cantidad de proteina (en porcentaje) se determind multiplicando el porcentaje

de nitrégeno por un factor, que en este caso es de 6.25.

7.4.3. Determinacion de extracto etéreo

Se denomina extracto etéreo al conjunto de cuerpos grasos que contiene un
alimento (ésteres de los acidos grasos, fosfolipidos, lecitinas, esteroles, ceras,
acidos grasos libres) y son solubles en disolventes no polares, EI método de
Soxhlet realiza una extraccion ciclica de compuestos solubles en éter (norma

NMX-f-089-s-1978). Se usO 1 g de muestra en un dedal de papel filtro, cubierto por
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algodon, posteriormente se coloco el cartucho dentro del extractor Soxhlet y se
afadieron 80ml de éter, se calentd por 4 horas, una vez pasado este tiempo se
evaporo el éter restante, se llevo a peso constante y se determiné el % de extracto

etéreo mediante la Ecuacion 4.

% extracto etereo

_ Masa en g del matraz con grasa — Masa en g del matraz 100 . (4
B Masa en g de la muestra * - ()

7.4.4. Determinacién de grado de desacetilacion (DA)
7.4.4.1. Determinacidon por espectroscopia FTIR

El espectro IR permite determinar el %DA, con base en la relacion que presentan
las bandas caracteristicas a 1320 cm™ asociada a N-acetil glucosamina y 1420
cm?® pico adecuado para la comparacién de dos monémeros que de acuerdo a
datos experimentales nos permite conocer el %DA ajustando al modelo

matematico de la Ecuacién 5.

Para la obtencion del espectro, se elaboraron pastillas de KBr (bromuro de
potasio) con la muestra molida, haciendo uso de la prensa ICL EZ Pulse™
hidraulico, las pastillas secas se analizaron en un espectro IR mediante un
espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), NICOLET,
Protégé. Para la determinacion del %DA se usé la Ecuacion 4 (Brugnerotto,

Lizardi, Goycoolea, Argielles-Monal, Desbrieres, et al., 2001).

%DA = 31.92 (1320/ 115 ) — 1220 .. (5)
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7.4.4.2. Determinacién por valoracion

esta determinacion unicamente es para quitosano por la capacidad de ser soluble
a diferencia de la quitina. Para ésta determinacion se prepararon soluciones de
concentracion conocida. Una cantidad conocida de quitosano (+ 40 mg) se disolvio
en un exceso conocido de HCI, (x 30 mL de HCI 0.01 M), una vez disuelto, se
procedio a valorar con NaOH 0.1 N (Roberts, 1992).

Domard y Rinaudo (1982) propusieron una técnica mejorada en la cual el
quitosano disuelto en acido es titulado progresivamente con NaOH valorado
mientras se monitorea con un conductimetro para posteriormente determinar la
estequiometria de la reaccion, obteniendo una curva con dos puntos de inflexion
gue sefialan el volumen de gasto a emplear en la Ecuacidon 6 para sustituir en la

Ecuacioén 7.

peso de la muestra
(0.1N)(Volumen de gasto) =~

(6)

peso equivalente =

203

DD = :
42.04 + peso equivalente

(7

Donde 203 es la constante que representa el peso molecular de la fraccion de 2-
acetilamina-2-desoxi-p-D-(+)-glucopiranosa y 42.04 es la diferencia entre los

pesos moleculares de ambas fracciones (Muzzarelli, 1977).

En la Figura 12 se muestra el comportamiento caracteristico de la determinacion
de %GDA mediante valoracion conductimétrica del quitosano; en ella se observa
el comportamiento de una solucion de quitosano disuelta en un exceso de acido
conocido en funcion de del volumen adicionado de una solucion alcalina de

normalidad conocida para determinar grupos amino libres a partir del
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comportamiento de la curva, siendo este un meétodo grafico, analizando los
resultados mediante el programa Origin® para determinar la interseccion de las
pendientes correspondientes al acido, polimero (grupos acetilo del quitosano) y la

base para sustituir posteriormente ese valor en la ecuacion de Domard y Rinaudo
(1982).

Volumen de gasto

Figura 9 Curva de valoracion conductimétrica.

7.5. Elaboracién de criogeles de quitosanos

Se preparé una solucién de quitosano al 1.5% en HAc 0.6 M se mantuvo en
agitacion por 24 h para que se disuelva. la preparacion fue colocada en un bafio
de hielo donde se le afadié glutaraldehido al 50%, como entrecruzante, con
respecto al grado de acetilaciéon determinado con la Ecuacion 8.

R_[—CH=0] ®
~ [=NH] T
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Se sometio a agitacion con vortex e inmediatamente se extrajo la solucion para ser
inyectada en una columna de vidrio, llevandola a congelacién -15°C durante 24
horas, después de las cuales la columna fue lavada con agua desionizada para

remover el material que no entrecruzado (Tapia et al., 2004).

Los criogeles fueron elaborados con una relacion 1:1.5 (v/v) en relacion de los
grupos amino con la cantidad de glutaraldehido. Se decidié por esta
concentracion para asegurarse de ocupar la mayoria de los grupos amino libres

del polimero.

7.6. Caracterizacion de criogeles

Una vez obtenido el criogel se procedié a realizar una caracterizacion fisico-
quimica, primeramente, comprobando si hubo entrecruzamiento mediante
espectrometro FTIR para apreciar el cambio en los grupos funcionales, y
posteriormente se realizaron pruebas de hinchamiento y microscopia para
observar la superficie del hidrogel.

7.6.1. Espectroscopia FTIR

Se us6 un FTIR (DYNASCAN SPECTRUM 100, Perkin Elmer), en el cual
Gnicamente se depositdé una muestra seca en polvo a una presion que el equipo
marcando como 100%, con un gasto de energia maximo sefialado en el equipo en

346 V, y se usaron 16 barridos a una temperatura de 20°C en humedad del 20%.

7.6.2. Hinchamiento

Las pruebas de hinchamiento se realizaron a través de gravimetria, por triplicado,

consistieron en el seguimiento de la ganancia en peso debida a la absorcion de
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agua de los criogeles con respecto al tiempo, para lo cual se realizdé una inmersion
del hidrogel previamente liofilizado y pesado en agua destilada manteniendo la
temperatura constante de 25°C con ayuda de un bafio maria (Poly ProBath,
REVSCI), para medir la ganancia de peso con respecto al tiempo, dejandolo en
contacto con el agua y sacarlo por intervalos de tiempo para ser pesado en una
balanza analitica (OHAUS) hasta llegar a una condicion de estabilidad para

conseguir un perfil de hinchamiento Ecuacién 9 (Tapia et al., 2004 modificado).

Peso final — Peso inicial
% Humedad = Poso inicial x 100 ...(9)

7.6.3. Microscopia

Se realizaron cortes finos de los criogeles para ser observados en un microscopio
invertido (Nikon eclipse Ts 100), se ocupoé el objetivo de 40 X para determinar el
tamafo de los poros de la matriz con apoyo del software QCapture y analizando

las dimensiones del poro con el software ImageJ bundled Java 1.8.0 112.

7.7. Preparacién de soluciones patrén de colorantes

Se analiz6 el uso de 2 colorantes, para los cuales se realiz6 una curva de

calibraciéon en el medio donde presentan mejor solubilidad.

En cada caso, se pesaron 0.002 g del colorante y se afor6 con solvente para
alcanzar una concentracién de 20 ppm (partes por millén) que es el limite para

obtener linealidad en la curva estandar. Para este estudio fueron considerados:

Azul brillante de Coomassie (ABC), (SIGMA-ALDRICH®) en medio alcohdlico a pH
2y pHA4.

Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), (SIGMA-ALDRICH®), con 98% de pureza en
medio acuoso, a pH 2.0 y pH 4.0.
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Una vez preparadas las soluciones de colorantes se mantuvieron en frascos

ambar con rosca y a temperatura constante entre 15y 25°C.

7.7.1. Curvas de calibracion

Para cada caso se realiz6 una curva de calibracion midiendo la absorbancia en el
lector de microplacas con un filtro a 590 nm, para monitorear la capacidad de

adsorcion.

Lo anterior se realiz6 a partir de una solucion patron con una concentracion de 20
ppm y se realizaron diluciones de los colorantesa 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 15,y

20 ppm de los colorantes DNS en agua y ABC en etanol (Anexo 1).

7.8. Cinéticas de adsorcion

Se realizaron cinéticas por lote para estudiar el comportamiento del material y
conocer las constantes necesarias para elaborar las isotermas correspondientes.

Posteriormente se evalud la adsorcion en el prototipo de adsorcion columna.

A pesar de que inicialmente se planted el uso de cristal violeta, las pruebas
preliminares mostraron que debido a la naturaleza cati6nica del quitosano
presentaba cierta repulsion idnica con el CV, ya que también posee cargas
positivas en su estructura. Por ello que se optd por utilizar colorantes anionicos
como el ABC y el DNS.

7.8.1. Cinéticas en sistema por lote

Las cinéticas se realizaron en un agitador tipo shaker a 25°C) y agitacion de 100
rom por 100 h. Se pusieron en contacto 0.006 g del hidrogel R=1.5 de

entrecruzante, con 35 mL de solucion de los colorantes a diferentes
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concentraciones, mismas que se muestran en el Anexo 2. Evaluando las partes

por millén (ppm) del colorante presentes en la solucion con respecto al tiempo.

7.8.2. Determinacion de modelos cinéticos

Una vez realizadas las cinéticas se procedié a analizar el comportamiento de la
adsorcion, ajustando los datos a los con los modelos matematicos de Langmuir y

Freundlich para describir el fendbmeno.

7.8.3. Cinéticas en lecho fijo

Se realizé en columnas que fueron tubos huecos de goteros, con capacidad de 2.5
ml, dentro de cada una se encontrd la matriz polimérica, es decir, el criogel de Qs
al 1.5% entrecruzado con CsHsO:2 al 50% en proporcion R=1.5 (-CH=0/ -NH2), la
columna cubrié un volumen del 80% del total del tubo (2mL de solucion). Anexado
al mismo un conector para manguera. Para la alimentacion se utilizd una

manguera de caucho de Bio-Rad Laboratories® de 0.4mm de didmetro.

Los datos de la cinética en lecho fijo se obtuvieron haciendo pasar una solucion
del colorante a través de las columnas anteriormente mencionadas. La solucién
paso a través de la columna con ayuda de una bomba rotatoria de desplazamiento
positivo de tubo flexible (peristaltica) (REVERSE INTERMITENT) de tipo low-Flow
con capacidad de 0.03-8.20 mL/min como se muestra en la Figura 9.

Se estabilizé primeramente la columna para verificar el flujo de alimentacion, para

lo cual se hizo pasar de 4 a 5 voluimenes de agua/alcohol en la columna

dependiendo del colorante a adsorber.
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Figura 10. Diagrama de la colocacién de las columnas de adsorcion, mientras que
el recuadro se observa el grafico que corresponde a un fendmeno de absorcion

Tipo I, (Tipo Langmuir)

Se establecio un sistema a pH 4.0 a 27°C y pH 2.0 a 27° manteniendo un caudal
fijo de 0.5 ml/min, se monitore6 la concentracion de colorante a la salida de la
columna y evaluando el comportamiento de la adsorcibn mediante

espectrofotometria UV, la toma de datos se realiz6 cada 5 min durante tres horas.

7.9. Analisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico de la adsorcion por lote, se procedié a seguir
un disefio factorial completamente al azar, donde se evalué la capacidad de
adsorcion del quitosano considerando cuatro factores diferentes: la fuente de la
gue proviene el material, la concentracién de colorante presente en la solucion, el

colorante adsorbido y el pH de la solucion.
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Por su parte el analisis estadistico de la adsorcién en columna, se procedié a
seguir un disefio factorial completamente al azar, donde se evalud la capacidad de
adsorcién del quitosano considerando tres factores diferentes: la fuente de la que

proviene el material, el colorante adsorbido y el pH de la solucion.

Esto para poder comparar las variables del sistema realizando Andlisis de
Varianza (ANOVA) y una comparacion multiple de medias (Tukey) ambas con una
significancia de 0.05. Los datos se analizaron empleando el software estadistico
Minitab® 16 (Minitab Inc.).
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VIII.  RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Extraccién y purificacion de quitina

La cascara de camaron y chapulin recolectado fueron secado a temperatura
ambiente antes de comenzar la produccion de quitosano. Se partié de un total de
materia seca de 3 kg de chapulin y 8 kg de cascara de camaron.

Los rendimientos de cada proceso de purificacion (desminerilizacion vy
desproteinizacion) de la quitina de camarén y chapulin se muestran en la Tabla 5

las cuales no mostraron diferencias significativas (Anexo 3).

Tabla 5. Rendimiento en la purificacion de quitina

Tratamiento Rendimientos
Camarén Chapulin
Desmineralizaciéon 60.64 + 3.8929% 59.89 + 1.942%
Desproteinizacion 47.18 + 2.812% 43.75 + 1.44%%
Rendimientos finales 14.00+0.40% 13.00% 0.20%

Los rendimientos finales de la extraccidén a partir del peso seco de la materia prima
fueron, 14.00£0.40% y 13.00+£0.20% para camaron y chapulin, respectivamente.
Estos rendimientos fueron superiores a los obtenidos al extraer quitina de otras
especies de chapulin, tal como los reportados por Kaya et al. (2015) quienes

reportaron rendimientos de quitina entre el 5.3% y el 8.9% en base seca.

Por otro lado, se ha obtenido quitina a partir de otras especies como Brachystola
magna o saltamontes pez occidental (10.4%) reportado por Moner-Miranda et al.
(2016), Holotrichia parallela o gusano blanco (15%) por Liu et al. (2012),
Pterophylla beltrani o insecto hoja (11.8%) por Torres-Castillo et al. (2015). Zhang
et al. (2000) extrajeron quitina de las larvas de Bombyx mori (gusano de seda)
obteniendo rendimientos aproximados del 20%.
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En el paso de la despigmentacion, la metodologia convencional para el camaron
es usar cloroformo, pero tras varias pruebas con chapulin este solvente no tuvo
efecto positivo en la remocién del color, por o que se opté por usar diferentes
solventes a diferentes concentraciones siendo el hipoclorito de sodio (NaClO) al

5% (Cloralex®) el mas efectivo para aclarar la apariencia del polimero.

Se evaluo el tiempo de exposicion al NaClO de la quitina obtenida, logrando los
mejores resultados a tiempos de 20 minutos para el camarén y 40 para el
chapulin, el resultado se muestra en la Figura 10, donde se puede notar que en

ambos casos se obtuvo un material blanco-amarillento.

En la Figura 10 se muestran las materias primas para la obtencion de quitina (Fig
10 a camardn y b chapulin) antes de comenzar el tren de tratamiento, asi como
las imagenes durante el proceso quimico (Fig 10 c y d), en la parte inferior se
exhiben lo productos finales de la purificacion en ella se aprecia que en ambos
casos se obtiene un material blanco amarillento en forma de polvo (Fig 10 e y f)
para cada tratamiento, se logra apreciar que la diferencia entre las fuentes es el

color.
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Figura 11. Proceso de purificacion de quitina. a) Chapulin comercial de Ocotlan;
b) Cascaras de camaron secando al sol; ¢) Tratamiento quimico para el chapulin;
d) Tratamiento quimico para el camarén; e) Quitina de chapulin purificada; f)

Quitina de camaron purificada.
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8.1.1. FTIR de quitina

La Figura 11 muestra los espectros de FTIR de la quitina comercial Sigma® (Fig
11 a), quitina extraida de camaron (Fig 11 b) y quitina proveniente de chapulin
(Fig 11c). El espectro de cada una de las quitinas obtenidas presenta los picos
caracteristicos comparados con la quitina comercial. Como los son las bandas
entre 1022 y 1149 cm? correspondientes a los grupos —CH y los puentes
formadas por el O presentes en polisacaridos, el grupo carboxilo en 1409 y 1320
cm?, asimismo la banda cerca de 1650 cm™ correspondiente a una amida
secundaria caracteristica de la conformacion cristalina para a-quitina (Monter-
Miranda et al., 2016).

Figura 12. Espectro FTIR de quitinas obtenidas en comparacion con quitina

comercial; a) Qn comercial Sigma®; b) Qn camaroén; ¢) Qn chapulin.
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En la zona de 3299 cm™ se visualiza la banda que indica presencia del grupo
funcional, en este caso un enlace NH de acuerdo a lo reportado por Teli y Sheikh
(2012). Se observé que los espectros de los tres materiales presentan las mismas
bandas, sin embargo, la intensidad difiere entre ellos, esto se le puede atribuir a la

cantidad de muestra que fue colocada para hacer la lectura.

8.2. Quitosano

Se obtuvieron muestras de quitosano de camaron y chapulin, ambas fueron
solubles en soluciones acidas diluidas, lo cual es un indicativo que se lograron

desacetilar de manera efectiva las muestras de quitina.

8.2.1. Caracterizacion fisico quimica de los quitosanos

El porcentaje del grado de desacetilacion (DA) puede ser determinado mediante el
analisis de las muestras purificadas, ya sea por el analisis del espectro IR del

material o por valoracion conductimétrica.

A los quitosanos obtenidos mediante desacetilacién termo alcalina heterogénea y
purificados con membranas de nitrocelulosa se les realiz6 la determinacion de
porcentaje de desacetilacion, proteina, humedad y lipidos para conocer si habia
alguna diferencia del contenido entre ellos. Estas determinaciones fueron
realizadas con un lote de quitosano inicial de chapulin y quitina Sigma para
evaluar la similitud de los métodos. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla
6 pudiendo apreciar que son muy similares por lo que se decidié determinar los
%DD de lotes posteriores de quitosanos utilizando Unicamente por FTIR ya que es

un método considerablemente mas rapido.

En la Tabla 6 se muestran los porcentajes del grado de desacetilacion alcanzados
en el quitosano utilizado para las cinéticas de adsorcién. Con ambos métodos, los

resultados del % DA fueron similares.
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Tabla 6. Comparacion del método de FTIR vs Valoracion para determinar %DD.

Muestra %DA por IR %DA por valoracion
conductimétrica
Quitosano Sigma 69.18 69.03
Quitosano chapulin 70.46 70.57

Por otro lado, se observa una diferencia pequefia entre los porcentajes de
desacetilacion dependiendo de la fuente. Esto puede atribuirse al tratamiento
previo de despigmentaciéon en donde la quitina de chapulin recibié un tratamiento
mas agresivo para lograr la coloracion deseada, y por tanto las cadenas
poliméricas de N-acetil glucosamina quedaron mas susceptibles a tratamientos

posteriores.

Se muestran en la Tabla 7 las caracteristicas de los quitosanos obtenidos, la cual
nos permiten apreciar que el quitosano de chapulin purificado posee ligeramente
mas proteina total que el de camaron, caso contrario el contenido de lipidos donde
se muestra que el camardn es ligeramente superior. En cuanto al porcentaje de
humedad, ambas muestran presentan la misma, esto atribuido a que se partio de

muestras lo mas secas posibles.

Tabla 7. Caracteristicas de los quitosanos obtenidos

Fuente
Camarén Chapulin
Rendimiento de 50.86+ 2.02% 37.02+3.62%
desacetilacion
%DD 80.27+0.28% 80.26 +0.32%
Proteina 1.11+0.42% 2.05+1.05%
Humedad 0.19+0.01% 0.19+0.01%
Lipidos 2.51+0.20% 2.01+0.54%

Rodriguez et al. (2010) caracterizaron quitosano de Sigma Aldrich® por FTIR y
conductimetria obteniendo resultados de 80.5% DD por FTIR y 83.95% DD por
conductimetria reportando un promedio de 82% DD, valores muy semejantes a los

obtenidos en el presente trabajo determinados por FTIR (Tabla 7).
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Es de hacer notar que el proceso de desacetilacion elegido en el presente trabajo
produce quitosanos con grado de acetilacion semejante a los reportados en la
literatura, lo que nos hace suponer que las condiciones elegidas afectan a los
grupos acetilos en la quitina en la misma proporcion, no importando la fuente de la

cual provenga.

De la Paz et al. (2012) reportaron una optimizacion en el proceso de obtencion de
quitosanos a partir de langosta, mediante el método de desacetilaciéon termo
alcalina heterogénea, utilizando NaOH 45% (p/p) durante 30 minutos a 100°C,
obteniendo un porcentaje de DD del 76%, valores por debajo a los de este estudio
esto debido a que los tiempos que usaron fueron menores, ademas de que

trabajaron con una fuente distinta de material quitinoso.

Por otro lado, Escobar et al. (2013) realizaron la optimizacion del proceso de
desacetilacion de caparazones de crustaceos, comparando diferentes porcentajes
de NaOH (40, 50, y 60% (p/p)) a 100°C. Entre los quitosanos que obtuvieron, el
que presentd las mejores propiedades fue el procesado en solucion de NaOH al
60%, con un %DD de 80.67%, estos datos son semejantes a los obtenidos en el

presente trabajo.

Torres-Castillo et al. (2015) en la busqueda de nuevas especies que representaran
una fuente factible para la extraccibn de quitosano reportaron un 58.8% de
rendimiento de este material posterior a la desacetilacion termo-alcalina
heterogénea (NaOH 70%, 120°C, 1.5 h) de quitina de Pterophylla beltrani.

Amador-Mendoza et al., (2016) reportaron metodologias alternativas para la
obtencion de quitina utilizando métodos fisicos (sonicacién) y bioldgicos
(enzimaticos y fermentativos) para disminuir el uso de solventes, obteniendo
porcentajes de desproteinizacion del 98.91% para chapulin y 92.66 % para

camaron, mientras que, en el presente trabajo, el porcentaje obtenido fue del

54



Resultados y discusion

96.26% para chapulin y 93.66% para camaron por método quimico al final del
tratamiento, porcentajes obtenidos a partir del contenido de proteina inicial del
material quitinoso (54.84% y 15.6% para chapulin y camaron, respectivamente).

El porcentaje de proteina en el quitosano para ambas fuentes (Tabla 7), fue
similar al reportado por Hernandez-Cocoletzi et al., (2009), de 1.63%, quienes
realizaron una desproteinizacion con NaOH 1% (p/v) y una desacetilacion termo

alcalina heterogénea con NaOH al 50%.

En la Figura 13 se muestran los espectros obtenidos de los quitosanos
purificados, que fueron usados para determinar el grado de desacetilacion segun a
metodologia propuesta por Brugnerotto etal.,, (2001). Se puede apreciar la
presencia de un grupo amida Il (1557 cm™), la presencia de un enlace C-H, O-Hy
N-H (2845, 3448 y 3362 cm™, respectivamente), ademas en comparacion con los
espectros de la quitina podemos apreciar la pérdida del grupo acetilo (1649 cm?)
producto del proceso de desacetilacién atribuyendo el incremento en la intensidad
de las bandas para el espectro ¢ a la cantidad de muestra colocada para la
lectura.
-CO

Amida Il /\

Amidal| [ r

Absorbancia

Aem™)
Figura 13 Espectro FTIR de quitosanos a) Quitosano a partir de quitina Sigma b)

Quitosano a partir de chapulin ¢) Quitosano a partir de camaron
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8.3. Criogeles de Quitosanos

Se obtuvieron criogeles de estructura homogénea, flexibles y fécilmente
manipulables, debido al entrecruzamiento quimico se obtuvieron materiales

insolubles en todo el espectro de pH.

8.3.1. Espectroscopia FTIR de criogeles

El entrecruzamiento se verific6 mediante FTIR logrando apreciar la disminucién de
la banda en 1655 cm correspondientes a los enlaces imina N=C y la presencia de
un grupo amino alifatico visto en 1100 cm™ como lo reportado por Beppu et al.
(2007).

En las Figuras 14 y 15 se muestran los espectros de los criogeles creados en
comparacion con el espectro del quitosano sin entrecruzar, de sus respectivas
fuentes, y podemos observar la modificacion en la intensidad de las bandas a
1100 cmty el aumento en la intensidad a 1655 cm en ambos casos lo que indica

la formacion de enlaces entre el quitosano y el glutaraldehido (CsHsOy).

Figura 14. Comparacion quitosano chapulin vs criogel chapulin gs-CsHsO2 a)
espectro FTIR quitosano de chapulin; b) Espectro FTIR criogel chapulin gs-
CsHsOs2.
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Absorbancia

A(em™1)

Figura 15. Comparacion quitosano camarén vs criogel camarén qs-CsHsO:2 a)
espectro FTIR quitosano de camarén; b) Espectro FTIR criogel camarén gs-
CsHsOs2.

8.3.2. Hinchamiento

El perfil de hinchamiento fue realizado por gravimetria en los geles de R= 1.5
(Relacion 1:1.5 de grupos -CH=O/-NH2), se realiz6 a 25°C manteniendo la
temperatura constante con ayuda de un bafio Maria el comportamiento que se

muestran en la Figura 16.

Se determin6 que el comportamiento al hinchamiento de los criogeles, no muestra
diferencia significativa entre ellos, no importando la fuente del biopolimero, ni

interaccionando con el numero de réplica o con el tiempo (Anexo. 4).

El comportamiento en el hinchamiento de los criogeles (Qs camardn y chapulin),
refleja una caracteristica importante de los criogeles, la cual consiste en la
facilidad de ingresar rapidamente agua a la matriz, alcanzando asi la estabilidad
en menor tiempo. Este comportamiento es consistente con materiales obtenidos

por este mismo método de gelificacion (Tapia et al., 2004).
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Figura 16. Perfil de hinchamiento de los criogeles de quitosanos

Existen materiales que son capaces de absorber mas de 50 veces su peso en
agua, los criogeles elaborados los realiza durante los primeros 3 minutos de
prueba alcanzan el equilibrio muy rapidamente, manifestando un comportamiento

tipo esponja.

La comparacién mpultiple de medias Tukey no muestra diferebcia significativa a
partir del minuto 12 en la capacidad de hinchamiento de los criogeles. Lo que nos
confiere una idea del tiempo que necesita el hidrogel para estabilizarse en un

sistema.
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8.4. Cinéticas de adsorcion por lote

Las cinéticas de adsorcion en sistema por lote para DNS se muestran en la Figura
17 donde se observa el comportamiento de la adsorcion con respecto al tiempo

usando concentraciones iniciales de 5, 10, 15y 20 ppm (mg/L).

Se aprecia graficamente como la concentracion inicial del colorante en cada lote
afecta la capacidad de adsorciébn en la cinética, viéndose favorecida a una

concentracion inicial de 20ppm y es menor conforme disminuye éste valor.

Podemos observar que cuando la solucion del colorante de DNS era de pH 2.0
(Figura 17 i e ii), con los criogeles de las 2 fuentes, la adsorcion se vio favorecida
alcanzados valores maximos a las 25 h para chapulin y 30 h para camaron, siendo

8.4y 9.5 ppm (mg/g) para chapulin y camarén, respectivamente.

Por otro lado, a pH 4.0 (Figura 17 iii e iv) se observd que a medida que
aumentaba la concentracion del colorante se favorecio la adsorcion con los
criogeles de chapulin y de camaron, alcanzando valores superiores a 10 ppm en
éste sistema comparado con lotes a pH 2.0 que no rebasan éste valor. Los valores
méaximos de adsorcion fueron de 34.9 y 15.4 ppm para los hidrogeles de chapulin
y camardn respectivamente, dejando ver en este caso que el quitosano de
chapulin se muestra con una capacidad mayor de adsorcion, alcanzando los
puntos mas altos de la cinética alrededor de las 20 h siendo mas rapidas que las

realizadas a pH 2.0.
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Figura 17. Cinéticas de adsorcién de DNS en sistemas en lote : i) Chapulin pH

2.0; i) Camaron pH 2.0; iif)Chapulin pH 4.0; iv) Camaron pH 4.0.

En la Figura 18 se esquematizan las cinéticas realizadas con ABC en soluciones

etandlicas con concentraciones iniciales de 5, 10, 15y 20 ppm.

60



504

404

304

ppm

pH 2

204

—— 20ppm
—o—15ppm
—4—10ppm
—v—5ppm
/’R\
‘\\
/ \\'
¥- %(/)% v A

ppm

404

20

Resultados y discusion

iii)

504

404

pH 4

ppm

30+

2q |

Tiempo (h)
—&— 20ppm
—o—15ppm
—A—10ppm
—v—5ppm
~ 0
- - e\ ~
— N
7 Sy

ppm

40

20

e
///
e
———l
-
T T T T T
6 12 18 2%
Tiempo (h)
P
y—r
——¥V—%¥— ¢

Figura 18 Cinéticas de adsorcion de ABC en sistemas en lote: i) Chapulin pH 2.0;

i) Camaron pH 2.0; iii) Chapulin pH 4.0; iv) Camaron pH 4.0.

Las cinéticas de adsorcion por lote de ABC mostraron que la capacidad de

adsorcion también es dependiente de la concentracidén inicial de la solucién
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(Figura 18). Las cinéticas a pH 2.0 (Figura 18 i e ii) presentaron una adsorcion
con valores maximos de 50.3 y 47.4 ppm, para chapulin y camaron,
respectivamente. Mientras que en las cinéticas a pH 4.0 (Figura 18 iii e iv) los
valores maximos observados de adsorcion fueron 33 y 44 ppm para material
quitinoso de chapulin y de camaron, respectivamente, indicando que para sistema
de colorante ABC el pH 2.0 favorece la adsorcidn esto posiblemente se le atribuye

a la interaccion carga del ABC con el material quitinoso.

Cabe sefalar que el tiempo para alcanzar los valores maximos observados de
adsorcion variaron dependiendo de la fuente, pues mientras que para chapulin son
necesarios cerca de 20 h para camaroén fueron necesarias alrededor de 40 h para

llegar a la concentracion maxima adsorbida.

El analisis de varianza (Anexo. 5) arrojo que para el caso especifico de DNS la
fuente si afecta la capacidad de adsorcion, mientras que para ABC no mostro
diferencia significativa, resultados que también se pueden apreciar en la Figuras
17 y 18. En ambos sistemas muestra que el factor que mas afecta la capacidad de

adsorcion es la concentracion.

A partir de los resultados de las figuras 17 y 18 se obtuvieron los parametros que
se muestran en la Tabla 8 para los ajustes de los modelos matematicos de
isotermas de Langmuir y Freundlich que de acuerdo a la literatura son los que

describen mejor el fendbmeno de adsorcion con quitosano.
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Tabla 8. Ecuaciones resultantes de las cinéticas de adsorcion en sistemas por lote

. Ecuacion ge vs kd/gm Ecuacion
Cinética Ce c (unidades) log Cz;/s log
Ch2DNS YZ A 0.4605 09410 Y7320+

Cam2DNS YZODIXT 0.4863 05382 YT OSEIX-
Ch4DNS Y=OSSE 02030 03354 YT
Cam4dDNS YEODET 01419 06261 YT e
Ch2ABC YEEOLDXT 0.0062 26105 YT OSLat
Cam2ABC y =02.68180696X ; 0.0109 2.8866 y }?ﬁg‘ "
Ch4ABC YESAOWX T 0.0145 31808 YT OO
Cam4ABC y =02.b5015518)‘ ) 0.0051 2.5158 y= ézggjix *

Nota: Ch y Cam: chapulin y camarén, 2 y 4: pH, DNS y ABC: acido dinitrosalicilico y azul brillante de
Coomassie. ge: unidades, Ce: unidades

La Tabla 9 muestra los valores para las constantes de cada isoterma y
comparados con los valores de adsorcion maxima (Qmax) reportados por Gallardo

et al., (2011) son menores para el colorante DNS pero superiores para ABC.

Teniendo en cuenta el factor de correlacién (R?) se considera que para el criogel
de quitosano de chapulin con DNS a pH 2 (Ch2DNS) las isotermas de adsorcion

responden al modelo de Langmuir (R? =0.9997).
Por otro lado, los criogeles de quitosano de camaron a pH 2 y 4 para DNS y ABC

(Cam4DNS y Cam2ABC), respectivamente las isotermas se ajustaron al modelo
de Freundlich (R? =0.987) (Tabla 9).
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Tabla 9. Constantes para ajustar a modelos matematicos.

Langmuir Freundlich
Adsorbente ((rgnrg/ag() b (Kd) R? K N R?
Ch2DNS 2.1715 2.0434 0.9997 0.1120 3.2823 0.9841
Cam2DNS 2.0563 1.1067 0.9073 0.0996 3.8127 0.9074
Ch4DNS 4.9261 1.6522 0.9409 0.4208 2.2416  0.9845
Cam4dDNS 7.0472 4.4122 0.9396 0.2298 1.6885 0.9870

Ch2ABC 161.2903 422.5000 0.8714 0.4959 0.8912 0.8292

Cam2ABC 91.7431 264.8256 0.9647 0.4435 0.9770 0.9870

Ch4ABC 68.9655 219.3655 0.9750 0.6248 0.8059 0.9306

Cam4ABC 196.0784 493.2941 0.8781 0.3544 1.0346 0.8892

El valor del pardmetro RL para los criogeles de quitosano de camarén y chapulin
con los colorantes DNS y ABC a pH 2.0y 4.0, se ajustaron al modelo de Langmuir,
calculados con la Ecuacion 2 y con los valores de la Tabla 10 varian de 0,09
(Co=20 ppm) a 0.66 (Co=5 mg/L) lo cual sugiere que la adsorcién es favorable en

todo el rango de concentraciones de los colorantes utilizados (Tabla 10).

Tabla 10. Valor del pardmetro RL segun el modelo Langmuir

Adsorbente Co=5ppm Co=10ppm Co=15ppm Co=20ppm

Ch2DNS 0.6410 0.4716 0.3731 0.3086
Cam2DNS 0.6675 0.5010 0.4009 0.3342
Ch4DNS 0.3221 0.1920 0.1367 0.1062
Cam4dDNS 0.4653 0.3032 0.2248 0.1786
Ch2ABC 0.2873 0.1678 0.1185 0.0915
Cam2ABC 0.3108 0.1839 0.1306 0.1013
Ch4ABC 0.2424 0.1379 0.0964 0.0740
Cam4ABC 0.3607 0.2200 0.1583 0.1236

Zufniga-Zamora et al. (2016) realizaron experimentos de adsorcion con quitina y
guitosano para el colorante rojo Congo obteniendo los mejores resultados con

quitosano a una temperatura de 30°C a pH 7.0 en una cinética de 3 h, reportando
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capacidad maxima de 320 mg/g siendo mayor a la que se obtuvo en el presente
trabajo; pues la desacetilacion deja libre grupos amino que interactian con el
colorante mismos que en el criogel del presente trabajo estan mayormente
saturados con el agente entrecruzante que disminuye su capacidad de adsorcion

pero le brinda una estructura mas facil de manipular al término de la adsorcion.

Gallardo et al. (2011) reportaron valores de adsorcion bajos para hidrogeles de
quitosano, siendo la maxima de 7.94 mg/g, en comparacion a los obtenidos en el
presente trabajo, lo cual posiblemente se deba a que el material que evaltan no

posee las caracteristicas de los criogeles que favorecen la adsorcion.

8.5. Adsorcion en sistemas delecho fijo

Se evalud6 el comportamiento de la adsorcién de los colorantes en un prototipo de
columna de adsorcion en lecho fijo, como se muestra en la Figura 19, utilizando
una solucién de alimentacion de 20 ppm a diferentes valores de pHs (2.0 y 4.0) y

utilizando columnas de quitosano (chapulin y camaron).

~

Columna
empacada
con criogel

de quitosano

Solucién de colorante

Figura 19. Prototipo de adsorcion en lecho fijo
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El analisis de varianza en la adsorcion de ABC (Anexo 6) indica que la fuente del

material quitinoso noinfluye en la capacidad de adsorcion en el sistema (prototipo)

en lecho fijo, por el contrario del pH que si afecta la efectividad de la adsorcion.

La comparacion multiple de medias utilizando el método de Tukey con una

significancia de 0.05 nos permitio apreciar la fuente en el sistema en lecho fijo

(prototipo) para ABC no mostrdé una diferencia significativa, a diferencia del pH

que, si muestra grupos de medias diferentes, siendo mejor el sistema a pH 2.

Las cinéticas para ABC se ilustran en la Figura 20, Donde podemos apreciar que

la adsorcion se ve favorecida a pH 4.0, independientemente de la fuente del

material.

1000

800

Concentracion
(ppm)
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400

200

—=— ABC2CHAP
—— ABC4CHAP
—A— ABC2CAM
—v— ABC4CAM

B e

T T T T 1
60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (min)

Figura 20. Cinéticas de adsorcién de ABC en sistemas de lecho fijo

Para el DNS (Figura 21) se observaron perfiles muy similares para las cuatro

condiciones evaluadas; también que la fuente de quitosano no tuvo efecto en la

adsorcion del colorante y que la efectividad de ésta estuvo influenciada por el pH
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de la solucion de colorante, datos que se analizaron mediante un ANOVA (Anexo.
7).

Se realizén una comparacion multiple de medias por el método de Tukey, el cual
nos permitié observar que en el sistema en columna (prototipo) para DNS, no hay
una diferencia significativa en cuanto a la fuente del material quitinoso, a diferencia
del pH que, si muestra grupos de medias diferentes, siendo mejor el sistema en
este caso el pH de 2.0, efecto contrario que el presentado en la adsorcién de ABC,
lo cual puede atribuirsele al medio diferente ya que ABC se trabajé en un medio

alcoholico y DNS en agua.

1600 —

l —a— DNS2CHAP
1400 4 —e— DNS4CHAP

l —A— DNS2CAM
1200 4 —v— DNS4CAM

1000

Concentracion 800 -
(ppm)
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400 +
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0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Figura 21. Cinéticas de adsorcion de DNS en sistema de lecho fijo

Se presentan en la Tabla 11 (en valores de mg/g) los valores alcanzados de
adsorcion en el presente trabajo en ambos sistemas. Estos valores son inferiores
a los reportados por Wong et al. (2004) quienes obtuvieron una adsorcion de
645.1, 922.9, 973.33, 693.2 y 728.2 mg/g con quitosano de cangrejo en solucion
para los colorantes acidos AG25, AO10, AO12, AR18 y AR73, respectivamente,
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pero como ventaja se muestra la facilidad de manipulacion del material una vez

acabada la adsorcion.

Tabla 11. Adsorcién maxima alcanzada con criogeles de quitosano

Adsorcién maxima

Sistema Quitosano (Qs) Absorbato alcanzada (mg/g)
Criogel Qs- CsHgO2 DNS 161.290
Por lote ,
Criogel Qs- CsHsOz2 ABC 196.078
iogel Qs- CsH DNS 377.533
Lecho fijo Cr!oge Qs- CsHsO2
Criogel Qs- CsHgO2 ABC 767.838

Gallardo et al. (2011) evalu6 la capacidad de adsorcién de azul de metileno (AM)
en hidrogeles de quitosano en columna de lecho empacado con caudales de 1y 3
mL/min consiguiendo remocion del 19% de la concentracion del colorante con una
adsorcion maxima de 41.7 mg/g con hidrogeles de quitosano, estando por debajo
a lo reportado en el presente trabajo. Los hidrogeles tienen poca disponibilidad de
sitios activos para la adsorcion, esto es posible debido a que los hidrogeles
presentan poros mas pequefios que los criogeles Lozinsky (2008).

Auta y Hameed (2012) elaboraron quitosano evaluando su capacidad de adsorcion
a diferentes temperaturas, reportando a 30°C una capacidad de adsorcion maxima
de 103 y 193 mg/g para los colorantes AM y azul &cido 29 (AA29)
respectivamente, resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo.

En el trabajo realizado en columna con una altura de 3.6 cm con un caudal fijo de
5 mL/min reportan absorcién de 376.72 y 531.07 mg/g para AM y AA29 datos que
concuerdan con el presente trabajo en el sistema en columna como una buena

alternativa para concentrar y retirar este tipo de moléculas de sistemas acuosos.
En cuanto a el sistema en columna se reporta una buena adsorcion comparado

con el reportado por Treybal et al. (1988) considerando que el caudal usado para

el presente trabajo fue la mitad del reportado por ellos, ademas de que el tiempo
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en que se alcanzo la absorcion obtenida en el presente trabajo fue de 180 minutos

diferencia del reportado que fue alcanzado cerca de los 250 minutos.

8.6. Microscopia

Las im&genes obtenidas mediante microscopia nos dan un acercamiento para
conocer la superficie del material empleado, asi como la configuracion que

adquiere la matriz una vez que es entrecruzada (Figura 22 y 23).

En la Figuras 22 se muestra la superficie del quitosano liofilizado después de su
purificacion (a y b) logrando apreciar que en el caso del camardn se muestran
superficies mas definidas. Para el caso de ¢ y d donde se muestran los cortes de

los hidrogeles en este caso un criogel obtenido por liofilizacién.
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Figura 22. Microscopia de quitosanos y criogeles secos, a) Superficie de
quitosano de camarodn seco; b) Superficie de quitosano de chapulin seco; c) Vista

de criogel seco de quitosano de camaroén; d) Vista de criogel seco de chapulin.

En la Figura 23 apreciamos las diferencias existentes entre el criogel y el mismo
cuando tras la absorcion de agua en el equilibrio. Durante las observaciones se
realizd la medicion del tamafio de poro de los diferentes criogeles (Tabla 11) los
cuales no mostraron diferencias significativas (Anexo. 8) evidenciando que ni la
fuente de cual proviene ni el estado de criogel, asi como la interaccion entre ellos

afectan el tamafio de poro.
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Figura 23. Microscopia del corte transversal de criogeles secos e hinchados, a)
camaron seco; b) camardon hinchado con agua; c) chapulin seco; d) chapulin

hinchado con agua.

A partir de las Figuras 22 y 23 se determinaron el area, largo y ancho de los poros
de los criogeles (Tabla 12). Cabe resaltar que, aunque no existié diferencia
significativa en las areas de los poros formados en el criogel, se logré observar un
cambio de forma causado por el hinchamiento, pues si bien se form6 una matriz
muy estable el ingreso del fluido caus6 que el poro se volviera mas ovalado. Esto

se pudo evidenciar con el ancho y longitud de los poros.

71



Resultados y discusion

Tabla 12. Tamarfio de poro de los criogeles.

Estado Fuente Are? Largo Ancho
(LmM?2) (Lm) (um)
S Camaron 7870+16452  102.82+17.42 70.93+£12.63
eco
Chapulin 7336116902  115.65+11.22 63.18+10.55
Camarodn 7845x10452 148.67+14.32 54.46+9.01
hinchado

Chapulin 8525+25572  115.64+12.93 80.47+11.90

Belavtseva (1984) evalué las caracteristicas de diferentes criogeles usando
distintos microscopios para observar los niveles de organizacion estructural que
poseian, mediante microscopia optica logré observar macroporos de forma oval
con tamafios de 10-30 um en seco y 50-80 ym hinchados , en contrate con los
elaborados en el presente trabajo que en estado seco median alrededor de 100-
120 pym de largo y de 60-70 um de ancho y al hincharse mantenian una de las dos

medidas y se mostré solo el aumento del ancho o el largo del poro.

Se logra apreciar en las imagenes de los criogeles el caracter interconectado de
los poros, caracteristica que vuelve atractivo este tipo de materiales para la
creacion de matrices cromatografias continuas segun lo reportado por Lozinsky
(2008).

En el caso de la Figura 24 se ilustra la adsorciobn en diferentes momentos y
superficies mediante imagenes de criogeles después de estar en contacto con
ABC. En la Fig 24a se aprecia el poro que contiene colorante pues fue cortado de
una columna con una adsorcién interrumpida para apreciar el avance del
colorante. En la Fig 24b el corte vertical de esta misma columna con adsorcién
interrumpida se logra apreciar el avance la de la concentracion del colorante a

través de la matriz polimérica, siendo menos intenso el color al final de la columna.
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Figura 24. Microscopia del corte transversal del criogel de quitosano de chapulin
durante el proceso de adsorcion de ABC, a) gota de colorante ABC atrapada en la
matriz; b) perfil de adsorcién en la matriz; c) Superficie del criogel seco después
de la adsorcién de ABC; d) Corte transversal de criogel de chapulin hinchado con

agua después de la adsorcion de ABC.

Esto concuerda con lo reportado por Auta y Hameed (2012) quienes observaron
las diferencias en esferas de quitosano antes y después de la adsorcion de
colorantes AM y AA29 haciendo énfasis en que la concentracién del colorante en
determinadas zonas esta ligada a la intensidad del color que se logra observar

dejando ver un perfil conforme avanza el fendmeno de adsorcion en la matriz.
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IX. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion permitieron llegar a las siguientes

conclusiones:

Los criogeles de quitosano de chapulin entrecruzado con glutaraldehido
presentaron la misma capacidad de adsorcién que los criogeles de quitosano de
camaron entrecruzado con glutaraldehido en un sistema por lote y lecho fijo,

debido a que tuvieron el mismo tratamiento de purificacion y elaboracion.

El chapulin y las cascaras de camaron son buenas fuentes para la obtencion de
quitina con rendimientos de extraccidn similares, antes de la despigmentacion,

entre ambas fuentes.

Los materiales quitinosos, desacetilados y purificados, de ambas fuentes permiten
la obtencion de quitosanos, que de acuerdo a la caracterizacibn no mostraron

diferencias significativas en cuanto a su composicion fisicoquimica.

Los criogeles elaborados con quitosano entrecruzado con glutaldehido mostraron
qgue la capacidad de hinchamiento y el tamafio de poro fue independiente de la
fuente del quitosano, presentando deformacién en la estructura de la red

tridimensional causado por el ingreso del fluido.

La adsorcion de los colorantes DNS y ABC en soportes de quitosano de chapulin y
camarén en un sistema por lote fue independiente de la fuente del material
quitinoso pero dependiente del colorante, la concentracion y del pH del mismo lo

gue nos permitié comprobar la hipotesis.

La isoterma de adsorcion se ajusta al modelo de Langmuir para los criogeles de

criogel de quitosano de chapulin con DNS a pH 2.0 (Ch2DNS) y al modelo de
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Freundlich para los criogeles de quitosano de camaron a pH 2.0 y 4.0 para DNS y
ABC (Cam4DNS y Cam2ABC).

A través del analisis del parametro RL la adsorcion se ve favorecida para los

colorantes DNS y ABC en los criogeles de quitosano de chapulin y camardn.

Valorando la adsorcion en un sistema de lecho fijo para la evaluacion del prototipo
de sistema de adsorcion con una columna empacada, podemos concluir que los
criogeles de quitosano-glutaraldehido de chapulin si presentaron la misma
capacidad de adsorcion que el quitosano de camarén, observando diferencias
significativas en la adsorcidon Unicamente atribuidas al pH, siendo el de 2.0

superior para ABC y 4.0 el mejor para DNS.
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X.  PERSPECTIVAS

Implementar metodologias més amigables con el ambiente para la

obtencion de quitosanos.

Evaluar la capacidad de adsorcion del polimero entrecruzado con otros

colorantes de importancia en la investigacion o en la industria.

Se sugiere escalar el sistema de adsorcion en columna y perfeccionar el
prototipo para la adsorcion de colorantes para poder ser usado en el

tratamiento de aguas.
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XII. ANEXOS

Anexo 1.- Curvas de calibracién de colorantes.
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Anexo 2. Gréaficas de 1/qe vs 1/Ce para determinar las constantes necesarias
para los ajustes a isotermas de Langmuir y Freundlich.

Ch: Chapulin; K: Camarén; 2: pH 2.0; 4: pH 4.0; dns: Acido dinitrosalisilico; abc: Azul
brillante de Comassie.
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Anexo 3.- Andlisis de varianza de dos factores para el rendimiento en la
extraccion de quitina con un a de 0.05

Fuente GL SC MC F P
Fuente 1 17.556 17.556 3.64 0.081
tratamiento 1 7.165 7.165 1.48 0.246
Interaccidn 1 876.357 876.357 181.61 0.000
Error 12 57.906 4.825
Total 15 958.984
S = 2.197 R-cuad. = 93.96% R-cuad. (ajustado) = 92.45%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada
Fuente Media ------ Fommm - Fommm - Fomm +-==
Camarén 53.915 (-===—==—= Kmmmmmmm - )
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Anexo 4.- Analisis de varianza y prueba de Tukey para la capacidad de
Hinchamiento con un a de 0.05

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Tiempo (min) 7 32122.40 32122.40 4588.91 437.55 0.000
Fuente 1 20.81 20.81 20.81 1.98 0.181
Replica 2 68.61 68.61 34.31 3.27 0.068
Tiempo (min) *Fuente 7 174.03 174.03 24.86 2.37 0.080
Tiempo (min)*replica 14 64.73 64.73 4.62 0.44 0.931
Fuente*replica 2 385.57 385.57 192.78 18.38 0.000
Error 14 146.83 146.83 10.49

Total 47 32982.97

S = 3.23847 R-cuad. = 99.55% R-cuad. (ajustado) = 98.51%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de
95.0%

Tiempo
(min) N Media Agrupacién
180 6 82.8287 A
120 6 81.9969 A

60 6 79.5435 A

30 6 78.1319 A

12 6 76.6249 A B

6 6 70.9349 B C

3 6 67.4086 C

0 6 -0.0000 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95.0%

Tiempo

(min) Inferior Centrada Superior —-—+---—-———-- Fm——————— - +--
3 60.81 67.41 74.01 (=*=-)
6 64.34 70.93 77.53 (==*-)

12 70.03 76.62 83.22 (==*-)

30 71.53 78.13 84.73 (=*-)

60 72.95 79.54 86.14 (==*-)
120 75.40 82.00 88.59 (=*=-)
180 76.23 82.83 89.43 (==*=)

——t = - f——————— +——
0 30 60 90

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de
95.0%

Fuente N Media Agrupacidn

Camardn 24 67.8421 A
Chapulin 24 66.5252 A
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Intervalos de confianza simultédneos de Tukey del 95.0%
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Anexo 5- Andlisis de varianza de la capacidad de adsorcién de los hidrogeles
(chapulin y camaron) en un sistema por lote con un a de 0.05.

Modelo lineal general para DNS

Andlisis de varianza para ppm, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Fuente 1 61.362 61.362 61.362 13.85 0.034
Concentracidn 3 948.818 948.818 316.273 71.39 0.003
ph 1 16.661 16.661 16.661 3.76 0.148
Fuente*ph 1 0.166 0.166 0.166 0.04 0.859
Fuente*Concentracién 3 5.440 5.440 1.813 0.41 0.759
Concentracidn*ph 3 28.541 28.541 9.514 2.15 0.273
Error 3 13.290 13.290 4.430

Total 15 1074.277

S = 2.10477 R-cuad. 98.76% R-cuad. (ajustado) = 93.81%

Modelo lineal general para ABC

Andlisis de varianza para ppm 1, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Fuente 1 10.36 10.36 10.36 0.48 0.537
Concentracidn 3 653.24 653.24 217.75 10.16 0.044
pH 1 24.68 24.68 24.68 1.15 0.362
Fuente *Concentracidn 3 165.41 165.41 55.14 2.57 0.229
Fuente *pH 1 127.21 127.21 127.21 5.94 0.093
Concentracién 1*pH 3 7.94 7.94 2.65 0.12 0.940
Error 3 64.30 64.30 21.43

Total 15 1053.15

S = 4.62951 R-cuad. = 93.89% R-cuad. (ajustado) = 69.47%

Modelo lineal general de todo el sistema por lote

Andlisis de varianza para PPM ADS, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
COL 1 63.22 63.22 63.22 3.03 0.106
FUENTE 1 10.064 10.64 10.64 0.51 0.488
[ ] 3 1571.91 1571.91 523.97 25.08 0.000
pH SOL 1 0.39 0.39 0.39 0.02 0.893
COL*FUENTE 1 61.08 61.08 61.08 2.92 0.111
COL*[ ] 3 30.15 30.15 10.05 0.48 0.701
COL*pH SOL 1 40.95 40.95 40.95 1.96 0.185
FUEN*[ ] 3 61.70 61.70 20.57 0.98 0.430
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FUEN*PH SOL 1 68.29 68.29 68.29 3.27

[ ]1*PH SOL 3 10.71 10.71 3.57 0.17
Error 13 271.60 271.60 20.89

Total 31 2190.65

S = 4.57080 R-cuad. = 87.60% R-cuad. (ajustado) = 70.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

COL N Media Agrupacidn

DNS 16 12.281 A

ABC 16 9.470 A

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

FUEN N Media Agrupacién

Camardn 16 11.453 A

Chapulin 16 10.299 A

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

[ 1] N Media Agrupacién

D 8 22.931 A

C 8 7.666 B

B 8 7.385 B

A 8 5.522 B

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

PH

SOL N Media Agrupacidn

2 16 10.987 A

4 16 10.765 A

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

cCoL [ ] N Media Agrupacién

DNS D 4 25.614 A

ABC D 4 20.248 A

DNS C 4 8.154 B

DNS B 4 7.825 B

DNS A 4 7.532 B

ABC C 4 7.177 B

ABC B 4 6.945 B

ABC A 4 3.512 B
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de

95.0%
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Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de
95.0%

PH
[ ] SOL N Media Agrupacidn
D 2 4 23.875 A
D 4 4 21.987 A
C 2 4 7.676 B
C 4 4 7.655 B
B 2 4 7.557 B
B 4 4 7.212 B
A 4 4 6.205 B
A 2 4 4.838 B
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Anexo 6- Analisis de varianza de la capacidad de adsorciéon de los hidrogeles
(chapulin y camarén) en un sistema de lecho fijo para ABC con un a de 0.05.

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust.
Fuente CH 1 24.17 14.61 14.61 1.
pH Ch 1 769.96 770.95 770.95 102
Fuente CH*pH Ch 1 132.04 132.04 132.04 17.
Error 68 512.65 512.65 7.54

Total 71 1438.82

S = 2.74572 R-cuad. = 64.37% R-cuad. (ajustado) = 62.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

Fuente CH N Media Agrupacidn
Chapulin 36 16.65 A
Camardn 36 15.75 A

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

F P
94 0.168
.26 0.000
51 0.000
80%

confianza de

confianza de

pH Ch N Media Agrupacidn
2 37 19.47 A
4 35 12.92 B
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Anexo 7- Andlisis de varianza de la capacidad de adsorcién de los hidrogeles
(chapulin y camardn) en un sistema de lecho fijo para DNS con un a de 0.05.

Andlisis de varianza para ppm, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F P
Fuente 1 11.58 9.43 9.43 0.80 0.374
pH 1 141.40 141.40 141.40 12.00 0.001
Error 69 813.15 813.15 11.78

Total 71 966.13

S = 3.43289 R-cuad. = 15.83% R-cuad. (ajustado) = 13.

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

Fuente N Media Agrupacidn
Chapulin 36 6.328 A
camardn 36 5.604 A

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

pH N Media Agrupacidn
4 37 7.368 A

confianza de

confianza de

2 35 4.563 B
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Anexo 8- Analisis de varianza de la dimension del poro de hidrogeles

(chapulin y camarén) con un a de 0.05.

Andlisis de varianza para A (um2),

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. MC Ajust. F
Fuente 1 5053087 5053087 5053087 3.42
Estado 1 59698 59698 59698 0.04
Fuente*Estado 1 2165352 2165352 2165352 1.47
Error 12 17730330 17730330 1477528

Total 15 25008467

S = 1215.54 R-cuad. = 29.10% R-cuad. (ajustado) = 11.
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

Fuente N Media Agrupacidn

Camarén 8 8152 A

Chapulin 8 7028 A

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una
95.0%

Estado N Media Agrupacidén

Himedo 8 7651 A

Seco 8 7529 A

Agrupar informacién utilizando
95.0%

Fuente Estado N Media Ag
Camardn seco 4 8459 A
Camardn humedo 4 7845 A
Chapulin humedo 4 7457 A
Chapulin seco 4 6599 A

el método de Tukey y una

rupacién
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