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BENEMERITA UNIVERIDADAD AUTONOMA DE PUEBLA

RESUMEN

La contaminacion de productos agricolas debido a la presencia de micotoxinas causa efectos
toxicos en los seres vivos. En este estudio el quitosano, polimero no toxico y biodegradable,
ha demostrado ser una alternativa para el control de la aflatoxina B1 (AfB1). Se obtuvieron
dos muestras de quitosano con tamafio de particula de 38 um a temperatura ambiente, a partir
de la quitina previamente extraida de exoesqueletos de camaron crudo utilizando el método
quimico. Por valoracion potenciométrica se obtuvo el grado de desacetilacion el cual fue de
81.54 y 65.5 % NHa, respectivamente. Las muestras de quitosano fueron caracterizadas
mediante la técnica instrumental de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FTIR). Estas muestras se utilizaron como material adsorbente de la AfB:. Ambas sustancias
se pusieron en contacto considerando diferentes tiempos, las soluciones fueron agitadas y
centrifugadas. A la solucion remanente se le determind la concentracion final de AfB;1 con
ayuda de un espectrofotometro UV-vis. La maxima adsorcién se llevd a cabo durante las
primeras 24 horas de contacto. La capacidad de adsorcion se determind realizando isotermas
de adsorcion utilizando los modelos de Langmuir y Freundlich. El primero de estos es el que
da un mejor ajuste cuya isoterma es de tipo L. La capacidad de adsorcion obtenida de 0.0067
molKg esta en relacion con la muestra de mayor grado de desacetilacion, comparable con
la capacidad de adsorcion utilizando suelo de origen volcénico y bentonitas.
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INTRODUCCION

El cambio climético se percibe generalmente como un impacto negativo en la seguridad
alimentaria por lo que es imposible evaluar con certeza su repercusion real, sobre todo, en
paises en desarrollo, donde se ha identificado como un generador de nuevos riesgos en la
seguridad de los alimentos. A pesar de los esfuerzos para controlar la contaminacion por
hongos, los mohos toxigénicos estdn en todas partes en la naturaleza y se producen con
regularidad en el suministro de alimentos en todo el mundo debido a la infestacion de moho
de los productos agricolas sensibles, como los granos de cereales, frutos secos y frutas
(Murphy y col., 2006). La produccion de micotoxinas estd fuertemente ligada a factores
ambientales, principalmente la temperatura, la humedad relativa, la sequia y la condicién de
estrés de las plantas causada por invasion de insectos (Miraglia y col., 2009). Ademas, un
estudio de Simpson y colaboradores en 2004, revel6 que la patogenicidad de diferentes
variedades de mohos puede ser parcialmente aumentada y que la ventaja selectiva de uno
sobre otro puede ser dependiente de la temperatura.

Actualmente se conocen mas de 200 diferentes micotoxinas presentes en alimentos
(Bogantes y col., 2004). Estas se generan durante la produccion, la elaboracion y el
almacenamiento de los granos tales como mani, semilla de algodon, trigo, maiz, frijol, arroz,
cacao, nueces de Brasil, nueces, pistachos, almendras, avellanas, pasas, café, asi como
también en sus productos de proceso tales como valentina, chiles, mazapan, leche, queso,
etcétera. Dentro de las de mayor incidencia se halla a las aflatoxinas, siendo la aflatoxina B
la mas toxica debido a sus efectos nocivos, es altamente cancerigena, hepatotoxica,
teratogénica y es un metabolito secundario mutagenético (Kannewischer y col., 2006). La
AfB: es producida principalmente por los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus
y esta creando una gran intranquilidad debido a que a nivel mundial la produccion de cereales
segun la FAO se cifra en un volumen record de 2,515 millones de toneladas donde se estima
que aproximadamente el 25% del total se contaminan con aflatoxinas (Cota y col., 2011).
Para reducir o resolver el problema de la contaminacion debida a la AfB;, existen varios
enfoques diferentes que van desde la separacion fisica de granos contaminados hasta los
tratamientos quimicos (fungicidas) para degradarla (Kannewischer y col., 2006). El uso de

fungicidas ha propiciado que en algunos casos el hongo y/o la aflatoxina sean mas resistentes
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requiriendo cada vez de mayores cantidades o concentraciones para su eliminacion, llegando
a dafiar al grano y por lo tanto, a quien lo consume, incluyendo al medio ambiente.
Recientemente (Cota y col., 2011) se ha mostrado que el quitosano sintético es capaz de
inhibir el crecimiento tanto de la AfB: como del hongo que la produce. El quitosano ha
demostrado ser una alternativa para el control de algunos hongos fitopatdgenos. Pero adn
falta mitigar a la aflatoxina B1 una vez que se ha desarrollado, sin utilizar agentes quimicos
que eventualmente complican ain mas el problema.

Todos los alimentos destinados al ser humano particularmente aquellos cuya dieta basica
incluye granos y la consignada a origen animal deben estar libres de contaminantes
obteniendo asi como resultado la eliminacion de enfermedades, intoxicacion e incluso la
muerte. Estos beneficios se obtendran controlando la AfB; en los granos de los cereales.
Asi que la estrategia propuesta es el uso del quitosano natural proveniente de exoesqueletos
de camaron, que tiene propiedades antifungicas y representa una alternativa a la utilizacién
de sustancias quimicas. En la actualidad, la principal fuente de residuos de camardn proviene
de los desechos de la industria camaronera, los cuales representan millones de toneladas de
basura a nivel mundial. Ademas, se ha desarrollado la metodologia para obtener quitosano a
partir de exoesqueletos de camarén desechados de restaurantes de mariscos (Hernandez y
col., 2009). Este polimero natural no toxico, biodegradable y biocompatible sera utilizado
para adsorber y eventualmente eliminar la AfB;. Las ventajas son favorables ya que es
sustentable, es de bajo costo por ser materia de desecho y de facil manejo comparado con el

carbdn activado (Navarro y col., 2010), por ejemplo.

Objetivos
Obijetivo general
e Adsorber la AfB; mediante quitosano.
Obijetivos especificos
e Obtener quitosano a partir de exoesqueletos de camardn desechados en restaurantes
de mariscos.
e Poner en contacto al quitosano con la AfB;.

e Analizar la capacidad de adsorcion del quitosano para adsorber la AfB1.
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CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Aflatoxinas

En 1960, en el oeste de Inglaterra, ocurrié la muerte de mas de 100,000 pavos de una
enfermedad desconocida (enfermedad X de los pavos). Aqui se vio que el higado era el
organo principalmente afectado, pues presentaba necrosis de los hepatocitos, proliferacion
biliar y fibrosis, entre otros signos. Producto de investigaciones realizadas, se concluy6 que
la causa de esta enfermedad de origen desconocido fue la ingestién por las aves de un lote de
mani importado de Brasil, que estaba contaminado con una toxina producida por Aspergillus
flavus. Este episodio fue el que llevo al hombre a la identificacion de toxinas producidas por
hongos, que fueron denominadas genéricamente micotoxinas (Busby y Wogan, 1984; Turner
y col., 2009).

La palabra "aflatoxina™ viene de a = Aspergillus, fla = flavus y toxina = veneno. Se sabe que
las aflatoxinas son cristales sélidos de color que va del blanco al amarillo, sin olor, sin sabor
e incoloros, son insolubles en agua y solubles en solventes organicos (metanol, cloroformo,
acetona, acetonitrilo y dimetilsulféxido); cuando las aflatoxinas estan en cloroformo o
benceno son estables por afios en refrigeracion y oscuridad, ademas su punto de fusion es
superior a 250 °C y son estables en solucién con pH de 3 a 10 (Carbajal, 2013, Phillips y col.,
1995).

Se dispone de métodos analiticos para determinar a las aflatoxinas en todos los alimentos que
son susceptibles a la contaminacién. La mayoria de los métodos comprenden una extraccion
de las toxinas de los alimentos, una separacion cromatografica de las sustancias interferentes,
una cuantificacion y un andlisis cualitativo de la comparacion de la intensidad de la
fluorescencia de las toxinas presentes en la muestra con la de las toxinas patron en
cromatoplacas. Se dispone de métodos de identificacién que deberian utilizarse siempre para
afirmar que los compuestos cuantificados son realmente aflatoxinas (Carredn y Licona, 1999).
La aflatoxina B, es altamente cancerigena para el hombre y es uno de los agentes causantes
de cancer de higado méas potentes que se conocen. La FAO sefiala que si la accion

inmunodepresora de las aflatoxinas en el ganado se manifiesta de forma similar en las
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personas, es posible que las aflatoxinas (y otras micotoxinas) desempefien un papel
importante en la etiologia de las enfermedades que sufre la poblacién en algunos paises en

desarrollo en los que se ha comunicado una alta exposicion a estas toxinas.

1.1.1 Hongos productores

Las aflatoxinas se clasifican en B, G y M por lo que de acuerdo con Jiujiang y colaboradores
(2002) los hongos Aspergillus flavus, Aspergillus pseudotamarii y Aspergillus
ochraceoroseus producen sélo las aflatoxinas B y Aspergillus nomius, Aspergillus bombycis,
Aspergillus parasiticus producen ademés de la B, toxinas G. Otros miembros importantes de
la familia de las aflatoxinas que son formas oxidativas de la aflatoxina By son las M1 y M,
estas se modifican en el tracto digestivo de algunos animales y se aislan de la leche, la orina
y las heces.

Segun Alberts (2007), las aflatoxinas mas importantes y méas estudiadas se han clasificado
en los tipos: B (B1, B2) y G (G1, G2) basadas en su fluorescencia bajo radiacion UV (azul o
verde) y a la relativa movilidad cromatografica durante la cromatografia en capa fina (TLC)
(Turner y col., 2009).

1.1.2 Propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de la aflatoxina B1

Dentro del grupo de las aflatoxinas, la aflatoxina B: (AfB1) Figura 1.1 es la més toxica y
conocida por sus efectos nocivos sobre los seres humanos, aves de corral, ganado y otros
animales. Es altamente cancerigena, hepatotdxica, teratogénica y mutagénica (Ke y col.,
2012). No s6lo hace dafio a los animales cuando se ingiere con su alimento si no también
plantea riesgos para la salud humana, por ejemplo, cuando los productos de los animales que
se consumen. Aunado a esto, el Instituto Internacional de Investigacion en Céncer, ha
clasificado a la AfB1 como un carcindgeno Clase 1. En este grupo estan considerados los
agentes gue son carcinogénicos para los seres humanos (Guzman de pefia, 2007).

Como menciona Desheng y colaboradores en 2005 la AfB; ha sido detectada como
contaminante de cultivos antes de la cosecha, el secado, el almacenamiento y después de la
elaboracion y la fabricacion de productos.

La AfB; es sintetizada durante el metabolismo secundario de algunas cepas. Esta micotoxina
se sintetiza por la ruta metabolica de los policétidos y las reacciones involucradas incluyen

condensacion, oxidacion, reduccion, alquilacion y halogenacion, llevando a la formacién de
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una molécula que consiste en un anillo cumarico unido a un furo-furano y a una

ciclopentanona (Guzman de Pefia, 2007).

@)

™~

CH;

Figura 1.1.Estructura quimica de la aflatoxina B.

1.1.3 Normatividad y regulacién de las aflatoxinas en México y el mundo

Para proteger la salud de los consumidores, muchos paises han implementado reglamentos
que imponen limites a la presencia de las principales micotoxinas como las aflatoxinas en
diversos productos agroalimentarios. Estos limites varian dependiendo del pais debido a las
diferencias en la percepcion de los limites considerados seguros para la salud, de su nivel de
desarrollo o incluso debido a los intereses econémicos locales relacionados con la cultura del
pais (Abrunhosa y col., 2012).

La contaminacion de los alimentos y los piensos sigue siendo un problema grave en todo el
mundo, pero no es una amenaza en los paises mas desarrollados, debido al cuidado de los
productos bésicos. La mayoria de los paises, incluyendo los Estados Unidos de América,
tienen un nivel de regulacion de 20 ppb para el maiz y 0.5 mgkg? en leche, mientras que los
reglamentos para las aflatoxinas en Europa son mas estrictos, 2 ppb para AfB1 y 4 ppb para
el total de aflatoxinas en granos y 0.05 mgkg™ en leche (Salud publica, 2014; Armijo y
Calderon, 2009).

Respecto a la legislacion en México, sélo existen tres normas en donde se establece el limite
maximo de aflatoxinas en maiz para consumo humano de 20 ugKg™ y en animal de 21 a 300

ngKg?! (NOM-188-SSA1-2002). Asi mismo, para masa, tortillas, harinas y tostadas de maiz
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nixtamalizado el nivel maximo de aflatoxinas es de 12 pgKg™, mientras que para tortillas de
trigo, tortillas integrales y harinas de trigo es de 20 pgKg* (NOM-187-SSA1/ SCFI-2002).
En cuanto a leche, productos y férmulas lacteas, el nivel maximo permitido de AfM: es de
0.5 pgL! (NOM-184- SSA1-2002) (Robledo y col., 2012).

1.1.4 Darios a la salud y al medio ambiente

De acuerdo a Schmidt (2014), los centros para el control y prevencion de enfermedades de
Estados Unidos estiman que 4500 millones de personas en el mundo en vias de desarrollo
pueden estar crénicamente expuestas a las aflatoxinas en su alimentacion y entre 25,200 y
255,000 casos de cancer de higado al afio se deben a estas exposiciones, particularmente en
Asia y en Africa subsahariana. El hecho de que se esté prestando més atencion a las
aflatoxinas obedece a varios factores. En primer lugar, hay cada vez més evidencias de que
las aflatoxinas provocan o exacerban deficiencias de crecimiento en los nifios.

Por otra parte, la ingesta frecuente de aflatoxina causa la proliferacion del conducto biliar,
necrosis hepatica, osteosclerosis de hueso, cirrosis infantil, supresion inmune y lesién veno-
oclusiva hepatica. El carcinoma hepatocelular (HCC) es uno de los tipos de cancer mas
frecuentes en el mundo, muy potente y la mayoria de los pacientes sobrevive menos de un
afio después del diagndstico. Se estima que 250,000 muertes ocurren cada afio en China y
Africa subsahariana debido a HCC. Los principales factores de riesgo de HCC son la
infeccion con la hepatitis B (VHB) o hepatitis cronica por el virus C y la exposicion
alimentaria a las aflatoxinas (Alberts, 2007).

Ademas, Miraglia y colaboradores (2009) sefialan que el cambio climéatico conduce a
diferentes problemas en la alimentacion, la seguridad de los piensos, el deterioro de los
alimentos. Con respecto a los cultivos, se proyectan variaciones en los parametros climaticos
como temperatura, sequias, precipitaciones, viento y niveles de CO». Por lo que prevén
riesgos quimicos y microbiologicos que perjudiquen la seguridad de alimentos y piensos,
como consecuencia del cambio climatico. La mayoria de estos efectos pueden estar
relacionados entre si, por lo tanto, la produccion de las toxinas se vera favorecida por el
cambio climético previsto.

Todo lo anterior representa un riesgo para la calidad y seguridad de los alimentos y los

piensos, que a su vez puede dar lugar a pérdidas economicas a los agricultores, productores
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de proteina animal, comerciantes de granos y los procesadores de alimentos y piensos (Dai y
col., 2013).

1.1.5 Pérdidas econdmicas

Como se ha mencionado anteriormente, la produccién de micotoxinas ocasiona importantes
pérdidas econdmicas debido a sus efectos sobre la salud de las personas, la productividad de
los animales y el comercio nacional e internacional. Hay varios criterios para evaluar el
impacto econdémico de las micotoxinas en los humanos y en la agricultura animal. Las
consideraciones incluyen la pérdida de la vida humana y animal, el cuidado de la salud y los
costos de atencion veterinaria, la pérdida de la produccion de ganado, la pérdida de cultivos
de forraje y alimentos, los costos regulatorios, y el costo de la investigacion se centra en
aliviar el impacto y la gravedad del problema de las micotoxinas (Hussein y Brasel, 2001).
Por ejemplo, en los EE.UU., se estima que la presencia de micotoxinas, incluidas las
aflatoxinas, en cultivos tales como maiz, trigo y cacahuate, pueden causar pérdidas directas
de alrededor de 932 millones de délares anuales e indirectas (costo de la regulacién y su
aplicacion, analisis y aplicacion de otras medidas de control) de mas de 466 millones. En
paises subdesarrollados, extremadamente dependientes de cultivos locales (como en el caso
del maiz en Africa) las micotoxinas provocan, ademas de perjuicios econémicos, una elevada
morbilidad y muerte prematura entre la poblacion humana (Abrunhosa y col, 2012).

Borrell (1990) cita que los piensos contaminados por micotoxinas pueden generar rechazo
en los animales de granja, lo que se traduce en una pobre conversién alimenticia y por lo
tanto una disminucion en la ganancia de peso, ademas de ser causa de inmunosupresion y un
deterioro de las capacidades reproductivas. De gran importancia es el hecho de que las
micotoxinas que se encuentran en los piensos pueden llegar hasta el producto final como

carne, leche, huevos, etc.

1.1.6 Medidas de control y prevencion

Los niveles de micotoxinas en el alimento pueden ser controlados utilizando métodos
preventivos que eviten el crecimiento de hongos toxicogénicos o bien a través de sistemas de
descontaminacién, inactivacion y detoxificacion directamente en el alimento (Gimeno y
Martin, 2003).
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Detoxificacion de aflatoxinas se refiere a los tratamientos posteriores a las cosechas para
eliminar o disminuir sus efectos toxicos. Esas estrategias se pueden dividir en tres grupos
diferentes: métodos naturales, métodos fisicos y métodos quimicos, que se centran en la
destruccion, modificacion o adsorcién de la aflatoxina. Hay una gran variedad de
herramientas tales como el secado después de la cosecha (que es econGmicamente accesible),
el almacenamiento adecuado, el descascarado, la seleccion de productos, la cosecha
temprana, las fechas controladas de siembra a nivel regional, y el control de insectos. Sin
embargo, incluso cuando las condiciones de almacenamiento son en general buenas, las
aflatoxinas se forman con frecuencia antes de la cosecha, mientras que en la cosecha estan
madurando, lo cual puede dar resultado a pérdidas significativas (Razzaghi y col., 2013).
Tapia y colaboradores (2010) sefialan que se han desarrollado estrategias para prevenir el
crecimiento de hongos e inhibir la biosintesis de micotoxinas antes de la cosecha (variedades
resistentes, el manejo en el campo y el uso de agentes bioldgicos y quimicos), durante la
cosecha y en la post-cosecha (mejoras en el proceso de secado y almacenado), el uso de
agentes naturales y quimicos, la aplicacion de irradiacion, etcétera. Asi mismo, se han
desarrollado otras estrategias alimentarias con la finalidad de reducir la adsorcién de
micotoxinas en el tracto digestivo mediante el uso de “agentes detoxificantes”. Son
sustancias que pueden suprimir o reducir la adsorcion, promover su excrecion o modificar su
modo de accién. Esto depende de la forma en que estos aditivos pueden actuar ya sea
reduciendo la biodisponibilidad de las micotoxinas o degradarlas o transformarlas en
metabolitos menos tdxicos; de manera general se clasifican como agentes adsorbentes y
agentes biotransformadores. Los agentes adsorbentes son aquellos compuestos que tienen la
finalidad de quelar las micotoxinas, lo cual permite reducir su disponibilidad. Los agentes
biotransformadores degradan las micotoxinas en metabolitos menos toxicos. Existen otros
compuestos, los cuales tienen la finalidad de proteger contra el dafio a nivel celular
ocasionado por el consumo de micotoxinas, estos compuestos son clasificados como
“protectores”, como se observa en la Figura 1.2.

Cada vez hay un incremento de reportes de la presencia de micotoxinas presentes en los
alimentos con la exigencia de procesos de detoxificacion econdmicos y practicos. Idealmente

los métodos podrian reducir la concentracion de las toxinas para asegurar los limites
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permisibles. EI medio de degradacion de estas toxinas se puede agrupar en tres categorias:

fisicas, quimicas y biologicas y se podrian examinar en consecuencia (Doyle y col., 1982).

SECUESTRANTES DE
MICOTOXINAS EN
ALIMENTOS

Agentes
detoxificantes

Agentes Agentes Agentes
adsorbentes biotransformadores protectores

Fisicos y Biologicos

quimicos

Figura 1.2. Diagrama de la clasificacion de agentes detoxificantes (Tapia y col., 2010).

1.1.7 Degradacion fisica

El uso de calor, irradiacion y adsorcion son tres factores fisicos que se han estudiado para
contrarrestar los efectos de las micotoxinas. Una aproximacién relativamente reciente al

problema ha venido desde el campo de la lucha preventiva contra la aflatoxicosis.

1.1.8 Degradacién quimica

Como mencionan Razzaghi y colaboradores (2013) los métodos de control quimico de
aflatoxinas son principalmente aquellos que implican el uso de reactivos quimicos para
diferentes propdsitos. Sin embargo, la aplicacion de quimicos ha conducido a una serie de
problemas ambientales y de salud, ya que como se ha comentado anteriormente las
micotoxinas y en particular la aflatoxina B1 es carcindgena y altamente toxica con periodos
largos de degradacién. Los insecticidas y fumigantes fueron los primeros quimicos que se

utilizaron para hacer frente a los hongos aflatoxigénicos.
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Borrell y G. Gimeno (2002) hacen mencion del uso de métodos quimicos como los
insecticidas, los solventes y los agentes quimicos reactivos; ademas de agentes quimicos
inertes y aquellas sustancias capaces de adsorber las moléculas de micotoxinas en su
estructura, por lo que se destacan 3 grupos:

-Carbon activo.

-Polimeros de polivinilpirrolidona.

-Arcillas.

Un amplio nimero de reactivos quimicos se han ensayado como agentes de degradacion de
micotoxinas, que incluyen acidos, alcalis, aldehidos, agentes oxidantes y algunos gases
(Gallo y col., 1991).

1.1.9 Degradacion biologica

Los procesos bioldgicos también han recibido una gran atencién basada en la capacidad de
los microorganismos para degradar, en conjunto con el estudio de los procesos de adsorcion.
Hay tres ramas crecientes de investigacion en los métodos bioldgicos: el uso de agentes
bioldgicos de control, enzimas biotransformadoras y plantas modificadas genéticamente. De
acuerdo a estas clasificaciones, se podria afiadir un grupo indirecto para degradar mediante
agentes bioldgicos o provenientes de sistemas biolégicos. Tal es el caso como el quitosano,
un biopolimero presente naturalmente en la pared celular de hongos, en los exoesqueletos de
crustaceos asi como de las alas y cuticulas de algunas especies de insectos que es procedente
de fuentes naturales y que puede actuar como un agente bioldgico para la degradacion de la
AfB1; mencionando algunas de sus caracteristicas de este biopolimero como su actividad
antimicrobiana, en donde inhibe y produce sensibilidad en los hongos patégenos, actividad
antibidtica reduciendo las enfermedades mejorando la resistencia de la planta y actividad
antiviral en las plantas inhibiendo el crecimiento de colonias de hongos y los cambios en ella.
Reuniendo todos estas aplicaciones y caracteristicas y cabe mencionar que el quitosano es un
excelente adsorbente de metales pesados, haciendo referencia a lo antes mencionado y por lo
tanto se puede considerar una alternativa para el control de algunos hongos fitopatdgenos
como la aflatoxina B (Larez, 2003; Gibbs y col., 2004; Palma y col., 2007; Cartaya y col.,
2009; Martinez y col., 2013).
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1.2 Quitosano

La quitina es el polimero natural mas abundante despues de la celulosa. Fue descubierta en
1811 por Bracconot, al aislar un material nitrogenado en sus estudios sobre la quimica de los
hongos. Rouget descubrio en 1859 que el tratamiento de la quitina con una solucion
concentrada de hidroxido potasico a ebullicion la modificaba transformandola en un
compuesto soluble en soluciones de &cidos diluidos, mas tarde designado como quitosano
por Hoppe-Seiler (Gacén y col., 1996). Se produce por biosintesis en los organismos y esté
presente en los caparazones de crustaceos, y moluscos, las paredes celulares de los hongos y
la cuticula de los insectos (Bocourt y col., 2008). Esta es obtenida, principalmente, por
separacion directa del caparazon de crustdceos marinos; particularmente, los exoesqueletos
de camaron contienen una alta concentracion de quitina, de la cual es posible obtener
quitosano (Herndndez y col., 2009). Estos residuos sélidos contienen componentes
extraordinariamente valiosos que pueden ser utilizados como materia prima en diversas
industrias por lo que se calcula que entre un 20-58 % del peso seco de estos desechos es
quitina (Belandria y col., 2008).

Entre los diversos biopolimeros disponibles, la celulosa y el quitosano son bien conocidos
por sus propiedades atractivas, tales como biocompatibilidad, biodegradabilidad y
estabilidad quimica (Shuai y col., 2014).

El quitosano ha presentado muchas ventajas en el campo agricola, especialmente en el
manejo y control de plagas, debido a su elevada actividad antibacteriana y baja toxicidad,
entre otras, por lo que constituye un importante recurso renovable. Es un polisacarido lineal,
poli [B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa] como se muestra en la Figura 1.3, que se
puede encontrar de forma natural en las paredes celulares de algunas plantas y hongos.
Ademas es un compuesto insoluble en agua, pero soluble en medio acido. Se obtiene del
biopolimero  quitina, mediante  procesos secuenciales de desmineralizacion,
desproteinizacion y desacetilacion Ademas, es considerado uno de los polisacaridos mas
versatiles y ampliamente consumido en la industria de cosméticos, farmacéutica, quimica de
polimeros, vinicola, cerveceray medicina (Diaz de Apodacay col., 2007; Porras y col., 2009;

Hernandez y col., 2009).
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Su versatilidad ha trascendido estas areas y ha incursionado en la biotecnologia de
remediacion de aguas residuales contaminadas por metales pesados y otros contaminantes

mediante la adsorcion (Navarro y col., 2010).

[ cnoH ] [ cn0H ]
Hl 4 H |
NaOH conc.
o > (0]
OH \ Desacetilacion OH A\
A\ N\ \ N\
H NHCOCH; H NH,
L _n L _In
a) Quitina b) Quitosano

Figura 1.3. Estructura quimica de a) la Quitina y b) del Quitosano.

El quitosano es caracterizado por su alto contenido de nitrégeno, presente en la forma de
grupos amino. Sin embargo, debido a su constante de acidez, que oscila entre 6,2 y 7,0
(dependiendo el grado desacetilacion), esta protonado en soluciones acidas. Esto lo convierte
en un poderoso adsorbente de iones negativamente cargados en solucion a valores de pH
menor que 6, mediante mecanismo de intercambio aniénico. La modificacion quimica puede

ser usada para incrementar la eficiencia y selectividad de adsorcion.

1.2.1 Proceso de adsorcion

A mediados del siglo XVI11 se observé que las interfaces de un sistema, la concentracion de
la sustancia en la superficie es mayor que el volumen total. Sin considerar la magnitud y las
caracteristicas de las fuerzas que lo originan, a este fendmeno se le llamd sorcion y a la
sustancia en la que se efectla dicho fenomeno sorbente. La sorcion abarca un grupo de
fendmenos, los mas importantes son: absorcion y adsorcion. La absorcion se refiere al
proceso que tiene lugar en el volumen del sorbente, a la penetracion de una sustancia dentro
del material absorbente segun sus propiedades polares, de manera que una sustancia polar

sera mas afin a un absorbente polar y una sustancia apolar lo serd a un absorbente apolar y la
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adsorcion se refiere al proceso que se lleva a cabo en la superficie del sorbente por lo que se
basa en la retencion del soluto a través de fuerzas fisicas, normalmente de Van der Waals,
asociadas con la superficie interna del s6lido adsorbente. La adsorcidn se utiliza para eliminar
de forma individual los componentes de una mezcla gaseosa o liquida, Figura 1.4. El
componente a separar se liga de forma fisica o quimica a una superficie sélida, la cual recibe
el nombre de adsorbente, y el componente que se adsorbe en €l se denomina adsorbato. El
fendmeno de adsorcién fue estudiado por Langmuir quien consideraba que la superficie del
adsorbente contiene un numero fijo de lugares de adsorcion y cada lugar puede adsorber una
sola molécula (Aguilar, 1985; Margineda de Godos, 2004; Prieto y col., 2012).
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Figura 1.4. Descripcion esquematica de los procesos de (a) absorcion y (b) adsorciéon (Margineda de Godos,
2004).

Para entender los fendmenos de adsorcion se han desarrollado diferentes modelos cuya
validez se verifica por comparacion con datos experimentales (Giles y col., 1973),
generalmente se usan isotermas que son representaciones de la cantidad de componente
retenido frente a la cantidad que permanece en disolucién una vez alcanzado el equilibrio
(Rodriguez, 2009). En funcidn de su forma las isotermas de sorcion pueden clasificarse en
cuatro grupos (Figura 1.5) (Giles y col., 1960).

Las isotermas de adsorcién son modelos matematicos que describen la distribucion de la
especie adsorbato entre fases liquida y solida, basada en un conjunto de supuestos que se
relacionan con la heterogeneidad/homogeneidad de la superficie sélida, el tipo de cobertura,
y la interaccion adsorbato-adsorbente. La isoterma no solo proporciona informacion acerca
de la afinidad de las moléculas de adsorbato para la adsorcion, si no también refleja el modo

posible para adsorber moléculas de adsorbato. La forma mas comun de obtener una isoterma
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de adsorcidn, es determinar la concentracion de la solucion de adsorbato antes y después de
los experimentos de adsorcion que se han realizado para encontrar la cantidad adsorbida. En
este estudio, los datos de equilibrio se analizaron usando el método de Freundlich y Langmuir
Figura 1.6, (Foo y Hameed, 2010; Kalalagh y col., 2011).

Clase

)
: v
g 2

’"Xf \

-~ ’

Sub-grupo

Concentracion en equilibrio del soluto en el sustrato

—— — ~—— —— -
Concentracion en equilibrio del soluto

Figura 1.5. Sistema de clasificacién de isotermas (Giles y col., 1960).
Tedricamente el modelo de Langmuir representa una interaccion soluto-adsorbente de

segundo orden y puede expresarse de la siguiente forma: toda la superficie tiene la misma
actividad para la adsorcion; no hay interaccion entre las especies adsorbidas; toda la
adsorcion tiene lugar mediante el mismo mecanismo y el grado de adsorcion es inferior a una

capa mono molecular completa en la superficie (Limousin y col., 2007).
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Figura 1.6. Isotermas de adsorcion mas comunes a) Lineal, b) Langmuir, ¢) Freundlich.
1.3 Estado del arte
Durante los Gltimos afios hay bastante interés en la adsorcion de contaminantes mediante
adsorbentes de origen natural, en este caso el quitosano se presenta como una alternativa
ambiental para adsorber la aflatoxina B1. De acuerdo a investigaciones anteriores, la AfB1 se
ha podido remover mediante otro tipo de adsorbentes tanto de origen natural como quimico
o0 bioldgico, entre estos se encuentran las arcillas (bentonitas y mormorillonitas), suelos de
origen volcanico, carbén activado, residuos organicos, entre otros.
Como presenta Silva (2014), utilizé como material adsorbente suelos de origen volcanico
para adsorber la aflatoxina B, registrando la mayor cantidad de AfB; adsorbida de las siete
muestras presentadas, de 0.0043 molKg™ (muestra P6).
Kong y colaboradores (2014), realizaron una serie de comparaciones entre varios tipos de
adsorbertes para diversas micotoxinas, entre ellas la aflatoxina B1, donde se encontré que el
porcentaje mayor fue adsorbido por la muestra de bentonita D, dando un 99.2% de adsorcién.
Avantaggiato y colaboradores (2013), encontraron que el bagazo de uva (pulpa y cascara)
funciona como un nuevo bioadsorbente para eliminar las micotoxinas de medios liquidos.
Los valores experimentales para la maxima capacidad de adsorcion registrado a pH 3y 7
fueron, respectivamente, 1,53 + 0,04 mgmg™* (4,89 + 0,12 mmolKg?) y 1,54 + 0,05 mgmg*
(4,94 + 0,16 mmolKg™). Entre las ecuaciones de isotermas probadas, se obtuvo una mejor
representacion de los resultados experimentales de las isotermas de adsorcion de AfB:
utilizando los modelos Sips y Hill (R%> 0.998 y valores bajos de error). De acuerdo con los

modelos Sips y Hill, la capacidad maxima de adsorcién AfB; tedrica fue 4,73 + 0,77 mgmg’
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1 (15,15 + 2,47 mmolKg™?) y 4,69 + 0,55 mgmg™? (15,02 + 1,76 mmolKg?) a pH 3y 7,
respectivamente.

Por otra parte Seifert y colaboradores (2010), utilizaron como materiales adsorbentes las
bentonitas comerciales Astra-Ben 20A (AB20A) y Novasil Plus, y el Carbon activado, para
secuestrar AfB: durante la extraccion de proteina de la harina de mani contaminada. Los
resultados de la capacidad relativa de los tres adsorbentes para eliminar AfB1 de harina de
cacahuate demuestran que Novasil Plus tiene una mayor capacidad de adsorcién lo cual es
de 0.0049 molKg™.
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Obtencidn del quitosano

Los exoesqueletos de camardn crudo fueron conseguidos en restaurantes de mariscos de la
ciudad de Puebla y el proceso de obtencion fue en el laboratorio de materiales de la Facultad
de Ingenieria Quimica mediante 3 etapas: desmineralizacion, desproteinizacion y

desacetilacion.

2.1.1 Acondicionamiento de la materia prima

Se recolectaron exoesqueletos de camardn crudo. Posteriormente se procedio al lavado,
secado, pulverizado y tamizado de estos como se muestra en la Figura 2.1. En el lavado se
eliminaron patas, cola y restos de materia orgénica adherida. Se dejaron escurrir a
temperatura ambiente durante 24 horas. Para eliminar el contenido de agua restante, se
dejaron en una estufa a una temperatura de 90 °C durante 3 horas. Una vez secos, se
pulverizaron en una licuadora convencional. La muestra pulverizada se paso a través de un

tamiz con un didmetro de 75 um (malla N° 200).

Figura 2.1. a) Recoleccion de exoesqueletos de camardn crudo, b) Lavado, secado y pulverizado y c)

Tamizado.

De esta manera se logré tener 2 muestras de exoesqueletos de camardn crudo, procedentes

del Pacifico (C1) y del Golfo (C>), respectivamente.
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2.1.2 Aislamiento de la quitina

Para la etapa de la desmineralizacion, cada muestra se coloco en un vaso de precipitados con
HCI a una concentracion de 0.6 M, considerando una relacion de 1:11 m/v y se hicieron
reaccionar durante 3 horas a 30 °C con agitacion constante de 300 rpm. Posteriormente se
colectaron las muestras con ayuda de una malla de poliéster que se utiliz6 como filtro y se
lavaron con agua destilada hasta llegar a un pH neutro, haciendo mediciones con ayuda de
un potenciometro Oridn 4, para después ser secadas, primero a temperatura ambiente durante
24 horas para eliminar el exceso de agua y después de 90 °C durante 3 horas para eliminar la
humedad remanente. Se continu6 con la desproteinizacion de las dos muestras de polvo de
los exoesqueletos de camaron crudo C: y Co, con NaOH al 1% m/v a una relacién 1:5 m/v a
temperatura de 28 °C y con agitacion constante de 300 rpm durante 24 horas (Figura 2.2) Al
final se realizo el lavado hasta pH neutro y secado de la muestra, hasta esta etapa ya era

quitina.

b

r-—&
o
—— b)

S — —

c)

Figura 2.2. a) Desmineralizacién, b) lavado con agua destilada y ¢) desproteinizacion.

2.1.3 Desacetilacion parcial de la quitina

A cada una de las muestras de quitina C1 y Cz, se agregd un volumen de NaOH al 50% m/v
manteniendo fija la cantidad de quitina, utilizando las proporciones m/v que se muestran en
la Tabla 2.1; esto con la finalidad de obtener dos distintos grados de desacetilacion. Las
reacciones, con agitacion constante de 700 rpm, se llevaron a cabo a una temperatura de 70

°C durante las primeras dos horas y a 115 °C durante las dos siguientes horas. Se utiliz6 un
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sistema refrigerante para evitar la evaporacion de la disolucién de NaOH y favorecer el
contacto entre el reactivo y la quitina durante toda la reaccion. Por Gltimo, se realiz6 el lavado
y el secado de cada muestra de la misma forma en que se realiz6 para la etapa de
desproteinizacion. Al final se obtuvieron dos muestras desacetiladas de quitina, quitosano 1

y 2, respectivamente.

Tabla 2.1. Condiciones de cada etapa del proceso para la obtencién de quitosano.

Desacetilacion

Proporcion
Materia prima Desmineralizacion Desproteinizacion Muestra quitina
(9)/NaOH
(mL)
Exoesqueletos HCI0.6 M NaOH 1% m/v NaOH50%
de camarén 1:11 miv 1:5 m/v 1 miv2h70 1:35
crudo 30°C 28°C  ec2m5
3h 24h 2 °C 1:4.0

2.2 Caracterizacion del quitosano

2.2.1 Espectroscopia de infrarrojo

El espectro de cada muestra de quitosano (1 y 2) fue obtenido utilizando un
espectrofotdmetro de infrarrojo Perkin Elmer con transformada de Fourier y sistema ATR
(Figura 2.3). Se secaron las muestras durante 4 horas a 105 °C y se utilizaron
aproximadamente 0.05 g de cada una de ellas. El barrido se realiz6 en la region de 4000-600
cm, que es donde se encuentran las vibraciones propias de los grupos funcionales organicos.
Los grupos funcionales -OH, -NH,, C=0, CH2, N-H, C-O-C y C-H, son los caracteristicos

del quitosano.
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Figura 2.3. Espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier y sistema ATR.

2.2.2 Valoracién potenciométrica

Para determinar el grado de desacetilacion se disolvieron 0.5 g de cada muestra de quitosano
en HCl a concentracién 0.3 M en una proporcién 1:70 (g quitosano/ mL HCI); como solucién
titulante se utiliz6 NaOH 0.1018 M. La titulacién se mantuvo a una agitacion constante de
250 rpm. Por cada 0.5 mL de la solucion titulante agregados se realizaron lecturas de pH
mediante un potenciometro Oridn 4. Se eligi6 este método debido a su rapidez, bajo costo y
exactitud. Con los datos graficados se generaron curvas donde se obtuvieron dos puntos de
inflexion, para determinar el valor de los puntos, se aplicé el criterio de la primera derivada.
El primero de ellos correspondié a la neutralizacion del HCI en exceso, mientras que el
segundo indico la desprotonacion de los grupos funcionales amina, la diferencia entre ellos
permitié calcular el porcentaje de estos grupos funcionales en la cadena polimérica del

quitosano mediante la siguiente expresion:

%NH, = % X f 2.1)

Donde:

y = Punto de inflexion mayor (mL)

X = Punto de inflexion menor (mL)

f= Molaridad de la solucién de NaOH (mol/L)
w= Masa de la muestra (g)
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16.1= Valor relacionado con el peso equivalente del quitosano (NH2)

2.2.3 Solubilidad

Una de las caracteristicas mas importantes que confirman que una muestra obtenida a partir
de quitina sea quitosano es su solubilidad en medios acidos. Por lo que se preparé una
solucidn de acido acético 1 M, en seguida se pesaron 0.2001 gramos de cada una muestra de
quitosano y se agregd el &cido acético a una relacion de 2% m/v. Se mezclé y agito
constantemente el quitosano en la solucion de &cido acético 1M hasta lograr que la solucion
quedara lo més transparente posible. Al disolver la muestra de quitosano en el &cido acético

se formd una solucidn con un aspecto similar a un gel.

2.3 Determinacién de la capacidad de adsorcion

La determinacion de la capacidad de adsorcién const6 de 2 etapas, a) determinar el tiempo
necesario para obtener una maxima adsorcion y b) realizar isotermas.

Etapa a)

Como se observa en la Figura 2.4 para realizar la primera etapa se partié de la solucion madre
de 1000 ppm de AfB; y acetonitrilo como disolvente; en seguida se tomd una alicuota de esta
solucion para preparar la solucion de trabajo a 8 ppm de AfB; de la solucion madre aforando
con agua destilada en un matraz a 50 mL. Posteriormente se pesaron 10 mg de quitosano en
cada tubo para centrifuga previamente esterilizados donde también se agregaron alicuotas de
solucidn de trabajo y agua destilada para obtener una concentracion de 4 ppm de AfB1 a un
volumen de 5 mL por cada tubo. En consecuencia se prepararon tres controles con 10 mg de
quitosano y 5 mL de agua y otro solamente con solucion de AfB1 a 4 ppm de AfB1 como
referencia. A continuacion las muestras preparadas asi como controles y referencia se
agitaron a 200 rpm durante 2, 4 y 24 horas, seguido de una centrifugacioén a 2000 rpm por 20
min. Inmediatamente se realizd la lectura en el espectrofotémetro UV-vis a 364 nm (longitud

caracteristica de la AfB3).
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AfB, +Q AfB, +Q
4 ppm 4 ppm
2 horas 4 horas 24 horas

> Agitacion |—>| Centrifugacion |—>| UV-vis |

Figura 2.4. Diagrama para determinar el tiempo de méxima adsorcion.

Etapa b)

Ya obtenido el tiempo necesario para obtener una maxima adsorcion, se llevé a cabo la
preparacion de la curva de calibracion y de las isotermas, donde se prepararon a partir de la
solucidn de trabajo de 8 ppm de AfB1, a concentraciones crecientes de 0.0, 0.4, 1.6, 3.2, 4.8,
6.4, 8 ppm y con un volumen total de 3y 5 mL, respectivamente.

El procedimiento para determinar la capacidad de adsorcién se ajusté a la metodologia de
Kannewischer y colaboradores (2006) como se muestra en la Figura 2.5, por lo que se hizo

uso de la expresion lineal de la ecuacion de Langmuir (2.2) y Freundlich (2.3).

Ceq _ 1 | Cea (2.2)
q ka Qmax Qmax

Donde:
Ceq: concentracion en equilibrio
g: cantidad adsorbida AfB:
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Kq: coeficiente de distribucion (Constante de equilibrio en el proceso de sorcion)

Qmax: capacidad méxima de absorcién

InC,
Ing, =InKp +

(2.3)
Donde:

Qe: capacidad de adsorcion en equilibrio
Kr: constante de energia de enlace

n: es el exponente Freundlich relacionada con la intensidad de adsorcion

2.4 Caracterizacion por infrarrojo de la muestra de la AfB; y quitosano

El espectro IR de la muestra de la interaccion de la AfB;1 y quitosano fue obtenido utilizando
un espectrofotometro de infrarrojo Perkin EImer con transformada de Fourier y sistema ATR
donde se realizo en la region de 4000-600 cm™. Se pesaron 5 mg de quitosano 1 en un tubo
para centrifuga agregando 2.5 mL de una solucion de 25 ppm de AfBy, posteriormente se
agito a 200 rpm y centrifugo a 2000 rpm. La muestra resultante se seco durante 24 horas a
temperatura ambiente. De esta manera se verifico si la muestra obtenida después de la
interaccion contiene a la AfB; adsorbida en el quitosano, por lo que se pudo conocer si existe
un nuevo enlace o una nueva molécula. La Figura 2.5 muestra el espectro IF de la AfB1y sus

grupos funcionales caracteristicos (Tabla 2.2).

) W
s
g 06| v
e 0.4
0.2 [
T T S N TN SR T (N N TN SN SN SN T SN SN S (N T A SN TN S T N S AN S ST S S

3000 2000 1000

Numero de onda (cm?)

Figura 2.5. Espectro de absorcion infrarroja de la aflatoxina B.
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Tabla 2.2. Bandas caracteristicas de la AfB1 (Mirghani y col., 2001).

Intervalo Grupo funcional
3004-2969 CH2
1744-1720 C=0
1364-1369 O-CH3
1217-1220 CH
1035-1037 C-0-C

900902 H
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N\

( / ) Preparacion de soluciones
" « La solucion madre o stock se encuentra preparada previamente a
1000 ppm.

« Solucion de trabajo: Se tomo una alicuota de la solucién madre y
se diluyo con agua destilada para obtener una concentracién de 8

\ J ppm.

J

Calibracion de equipo y Verificacion de concentracion )

« Calibrar el espectofotometro UV-vis (Beckman Coulter DU 720)
de acuerdo a los Métodos Oficiales de Andlisis de la AOAC,
970.44 y 971.22.

« La concentracion de la solucién de trabajo se verific6 mediante la
medicién de la absorbancia a una longitud de onda de 365 nm,
donde se aprecid el pico de AfB; en un scan de 200-800 nm de
longitud de onda, con un espectrofotdmetro UV-vis. y

Preparacion de muestras )

Las muestras se prepararon a concentraciones crecientes de AfB,
(0.0,0.4,1,6,3,2,4,8,6,4y 8,0) ppm.
Las concentraciones se obtuvieron por dilucién de la solucion de
trabajo con agua destilada, agregando a cada tubo de centrifuga
una cantidad adecuada para obtener un volumen total de 5 mL,
transfiriéndose utilizando una micropipeta Eppendorf Research
Plus.

J

N\

Preparacion de controles

Junto con las muestras se prepararon 3 conctroles que consisten
en 3 mL de agua, 3 mL de solucién de trabajo (8 ppm) y 3 mL de
la concentracion mas baja con sorbente.

J

Agitacion y Centrifugacion A
Se taparon las muestras y los controles y se colocaron en un
Agitador electrénico Orbital multipropoésito Scientific CVP-2000
por 24 horas a 200 rpm; en seguida las muestras se centrifugaron
con una Centrifugue Model 80-2S Zeingen a 2000 rpm durante 20
minutos.

J

\

\

Medicion de la absorcion

«Se midié la absorcion UV-vis del sobrenadante de las muestras y
controles a 365 nm con un espectrofotometro UV-visible.

J

Figura 2.5. Procedimiento para determinar la capacidad de adsorcion de una muestra sélida, mediante el uso
de isotermas, adaptado de Kannewischer y col. (2006).
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtenciodn de quitosano

Se obtuvieron dos muestras de exoesqueletos de camarén crudo (C1 y C») por lo que al
pulverizar, se obtuvo un polvo de color beige y beige claro. Posteriormente se realiz0 la etapa
de la desmineralizacion en la que fueron removidos pigmentos y sales inorganicas, donde se
observo que las muestras obtenidas comparadas con el polvo anterior disminuy6 un poco el
color. En la etapa de la desproteinizacién donde en este proceso es eliminado la mayor
cantidad de proteina y otros componentes traza remanentes de etapas anteriores, resultaron
dos muestras de quitina mostrando caracteristicas fisicas como el color naranja palido y hueso
correspondientemente, hasta este momento con olor aun a camarén y las dos muestras
presentaban una textura tipo limoso. Finalmente, en la desacetilacién donde se llevo a cabo
la conversion de quitina a quitosano (1 y 2), presentaron un cambio en su aspecto fisico
mostrando un color blanco sobresaliendo con mas intensidad la muestra de quitosano 1, una
textura semejante a la harina y sin olor a camarén.

En la Tabla 3.1 se muestra el rendimiento que se obtuvo y la cantidad resultante de cada etapa
para la obtencion de quitosano. Reflejando un rendimiento entre el 19 y 23% de las muestras
tamizadas al inicio del proceso. Es decir que, por cada 5 g de exoesqueletos de camardn

molido, se obtiene 1 g de quitosano aproximadamente.

Tabla 3.1. Cantidades obtenidas en cada etapa para la obtencién de quitosano.

Camarén crudo  Cantidad de muestra obtenida en cada etapa (g)  Quitosano

Muestra Muestra; (9) Desmineralizacion Desproteinizacion Desacetilacion Muestraz(g)

1 48.8745 21.6117 10.256 6.989 3.9876

2 104.7743 30.1463 17.697 10.124 7.5519
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3.2 Caracterizacion del quitosano

3.2.1 Espectroscopia de infrarrojo

En la Figura 3.1 se observa el espectro de absorcion de quitosano 1, se puede observar la
aparicion de la banda del grupo amino a 1618 cm™, al estiramiento de la banda del grupo O-
H a 3437 cm, el estiramiento del grupo N-H a 3262 cm™ y al estiramiento de C-H de los
alquenos a 2875 cm™. De igual manera se aprecia la banda del estiramiento de C=0
(caracteristica de la amida 1) a 1662 cm™, en 1553 cm la flexion NH, (deformacion en el
plano CONH), a 1418 cm™ se presenta la deformacion del grupo CH, a 1316 cm™ se muestra
la banda de la amida terciaria y la vibracion del grupo —CHa, a 1153 cm™ donde se hace

presente el estiramiento del puente C-O-C y por tltimo se muestra el estiramiento del grupo

C-0a1027 cm™.

100

' N-H | CH
3262 | 2875

N~

c=0: |
1662/ |

< : : |
S O-H Amida ll Cich
< 3437 3108 -NH,} 1418
S %5 1618 | | i
c : :
2] : 874
= _CHz
e P11316
g Amida Il
I 1553
S
|_
C-CH,
Anillé iranosico
Muestra 1
90 |-
C-0
M 1 M 1 M 1 1 1 1027
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Namero de onda (cm™)

Figura 3.1. Espectro de absorcion de la muestra desacetilada (Quitosano 1).
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Figura 3.2. Espectro de absorcion de la muestra desacetilada (Quitosano 2).

Por otro lado, en el espectro de quitosano 2 (Figura 3.2) se aprecian las bandas bien definidas
de los grupos funcionales caracteristicos de la molécula de quitosano, la Gnica diferencia del
espectro del quitosano 1 es una intensidad mayor, de tal manera se confirmé la identidad
quimica del biopolimero. Por lo que estas diferencias pueden estar atribuidas a la
procedencia de los exoesqueletos de camaroén crudo y al grado de desacetilacion obtenido
(Cho y col., 2000; Hu y col., 2007; Rudall, 1963; Sikorski y col., 2009; Muzzarelli y col.,
2007).

3.2.2 Valoracion potenciométrica

Las Figuras 3.3 y 3.4 contienen la curva de titulacion del quitosano de la muestra 1y 2
respectivamente, en la que se observa dos puntos de inflexion. El primero (A) corresponde a
la neutralizacion de los protones H* libres, mientras que el segundo (B) indica la
neutralizacion de los grupos funcionales amina protonados; por lo tanto, la diferencia entre
ellos corresponde a la cantidad de NaOH consumido en la desprotonacién de los grupos

amina de la muestra de quitosano.
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Los puntos de inflexion se hallaron mediante la primera derivada Tabla 3.2 y 3.3, (a) primer

punto de inflexién (menor) y (b) segundo punto de inflexién (mayor).

12 F
(B)
10 |
8 -
- (C)
o 6 |-
4
Curva de titulaciéon (A)
, — Primera derivada
(a) (b)
0 L ] L 1
0 10 20 30 40 50

NaOH (mL)

Figura 3.3. Curva de titulacion de la muestra de quitosano 1 y la primera derivada mostrando los maximos
(@) y (b) que corresponden a los puntos de inflexion.

Tabla 3.2. Puntos de inflexion.

Muestra X y
Quitosano 1 @ 37.27 1.78
(b) 47.42 1.75
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12 F
(B)
10 }
8 |-
©)
:CEL 6 L Curva de titulacion
—— Primera derivada

4tk (A)
T (a) (b)
0 S AL 1 1

0 10 20 30 40

NaOH (mL)

Figura 3.4. Curva de titulacion de la muestra de quitosano 2 y la primera derivada mostrando los maximos (a)
y (b) que corresponden a los puntos de inflexion.

Tabla 3.3. Puntos de inflexién.

Muestra X y
Quitosano 2 () 2115 112
(b) 29.26 2.58

La sal de quitosano formada durante la titulaciébn comenz6 a precipitar a un pH mayor a 6.5
aproximadamente (C). Estos valores de inflexion en la ecuacion (2.1), considerando la
molaridad de 0.1018 de la solucion de NaOH; el porcentaje de desacetilacion hallado para
cada muestra fue de 81 y 65.5 %, respectivamente. Considerando que un grado mayor a 50%

corresponde a quitosano (Cartaya y col., 2009).
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3.2.2 Solubilidad

La muestra 1 al agregar el acido acético present6 un olor caracteristico del camaron y poca
viscosidad, la muestra 2 exhibio una mayor viscosidad que la de la muestra 1 parecida a la
glicerina como se muestra en la Figura 3.5. Cabe mencionar que ninguna de las dos muestras
gelificaron, pero si hubo una disolucion de las muestras de quitosano en el disolvente

organico utilizado, por lo que se pueden considerar quitosano.

a) Muestra de quitosano 1 b) Muestra de quitosano 2

Figura 3.5. Prueba de solubilidad de la muestra de a) quitosano 1y b) quitosano 2.

3.3 Determinacion de la capacidad de adsorcion

3.3.1 Calibracion de equipo de espectroscopia UV- vis

Al realizar la calibracién del equipo se obtuvo un factor de correccion (CF) < 1.05, de acuerdo
a los métodos Oficiales de Analisis de la AOAC.

3.3.2 Determinacion del tiempo de maxima adsorcion

Se realizaron pruebas tamizando las muestras primero a 75 umy después a 38 um, debido a
lo que mencionan Avantaggiato y colaboradores (2013), observaron que al disminuir el
tamafo los valores en la adsorcion aumentan. Las muestras presentan un tamafio menor o
igual a las que se tamizaron. Siendo asi, existen tamafios de particulas menores a estas, por
lo que, se puede suponer que las particulas méas pequerfias sean las que tengan una mayor
adsorcion y area de contacto. Es por eso que en las pruebas se reportaron concentraciones
mas bajas para el tamafio de particula de 38 um y con este tamafio se realizaron las isotermas

de adsorcion.
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En la Figura 3.6 se presentan las concentraciones que se obtuvieron a partir de las
absorbancias obtenidas de las muestras preparadas a 2, 4 y 24 horas de contacto utilizando el
espectrofotometro UV-vis. Se observa una disminucion de la concentracion de AfB1 en
comparacion con la concentracion inicial de 4 ppm, esto sucedié conforme se fue
aumentando el tiempo, alcanzando una maxima adsorcién a las 24 horas de contacto. La
concentracion de la solucion remanente o final fue de 4.109E-06 ppm de AfB: con el
quitosano 1y 6.697E-06 ppm de AfB:1 con el quitosano 2.

Cabe mencionar que el contacto entre el sorbato y el sorbente también se realizé a 48 horas,
donde se obtuvo una insignificante disminucion en la concentracion de AfB; comparada con
el tiempo de 24 horas. De esta manera se considera que el adsorbato espontdneamente tiende
a ocupar toda la superficie del adsorbente. Para cada concentracion del adsorbato en la fase
liquida existe un estado de equilibrio de la adsorcidon (Aguilar, 1985), por lo que referido a
las 24 y 48 horas de contacto, se puede afiadir que el sistema esta creando un estado de
equilibrio (Delesite, 2001) y ya no es posible adsorber mas AfB1. Algunos suelos de origen
volcanico (P6, P9, Tete, P2M3, entre otras) requieren de 24 horas para lograr la méxima
adsorcion, mientras que la bentonita Astraben y el bagazo de uva requieren solamente de 1y
2 horas, respectivamente. Los dos ultimos no se utilizan directamente, sino que requieren de

tratamientos adicionales.
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Figura 3.6. Concentracion de AfB; como funcidn del tiempo de contacto.

3.3.3 Isotermas de adsorcion

En la Figura 3.7 se presenta la isoterma de adsorcion empleando la muestra 1 por el modelo
de Langmuir y la representacion supuesta de la formacion de monocapas, los valores se
calcularon de acuerdo con la naturaleza de la pendiente de la parte inicial de la curva y
posteriormente, en sub-grupos. La curva corresponde a la clase L sub-grupo 2, en la que se
observa un incremento en la sorcion de AfB1 mediante el aumento de la concentracion, por
lo que se obtuvo una capacidad de adsorcion de 0.0067 molKg-t. Al linealizar los datos
experimentales de acuerdo con el modelo de Langmuir, para los valores de las
concentraciones, se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0.96, lo cual sugiere un
buen ajuste del proceso de adsorcion de la AfB; a dicho modelo y por lo tanto presenta
valores més cercanos a la linealidad.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede sugerir que la adsorcion es especifica y
probablemente se haya formado una monocapa. La isoterma de forma L2, indica que las
moléculas de AfB:1 deben estar fuertemente unidas al quitosano, teniendo una fuerte atraccion
intermolecular, donde se puede confirmar la teoria del método de Langmuir en donde asume

que la cobertura de la monocapa del adsorbato sobre una superficie del adsorbente es
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homogénea, por lo que la adsorcidn de cada molécula tiende a una energia de activacion igual
y por consiguiente tiene lugar en sitios especificos dentro del adsorbente. Una meseta
caracteriza a la isoterma de Langmuir; ademas si la isoterma muestra una forma convexa
entonces la adsorcion es favorable (Delle, 2001; Margineda, 2004; Allen y col., 2004;
Rodriguez, 2009).

0.008 -
R :/0.96285
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= .
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Concentracion de equilibrio de la aflatoxina B, (mol/L)

Figura 3.7. Isoterma de Langmuir: Adsorcion de la AfB; mediante quitosano de la muestra 1 y representacién
de la formacion de monocapas.

Por otra parte, en un estado de equilibrio se alcanza un punto de saturacion, por lo que ya no
puede ocurrir mas la adsorcion, es entonces donde se presenta la capacidad de adsorcién o
maxima adsorcion del adsorbato en el adsorbente. El proceso de adsorcion se lleva a cabo
hasta que la energia libre alcanza un minimo. El equilibrio existe cuando las fuerzas
involucradas son del tipo van der Waals (incluyendo fuerzas tipo dipolo-dipolo, dipolo-
dipolo inducido, fuerzas de London y hasta posiblemente enlaces de hidrogeno) (Ponce de
Ledn, 2001).

La isoterma de adsorcion en el modelo de Langmuir correspondiente a la muestra 2 (Figura
3.8) pertenece a la clase L del sub-grupo 4 la cual sugiere la formacién de monocapas (Giles,

1960; Delle, 2001). En la curva se presentan cuatro puntos de inflexion, después de los tres

35

ADSORCION DE LA AFLATOXINA B; MEDIANTE QUITOSANO



BENEMERITA UNIVERIDADAD AUTONOMA DE PUEBLA

primeros hay un periodo de equilibrio, atribuido a que la isoterma tiende a una estabilizacion
en la concentracion al formarse otra capa. Se puede observar que en la parte final del cuarto
punto de inflexion la curva se presenta céncava o decreciente haciéndose notoria una
desorcion. En esta isoterma aunque se efectud por el método de Langmuir no presenta una
buena estabilidad en la adsorcion. La capacidad de adsorcion fue de 0.00203 molKgty R?

de 0.57, mucho menor que la obtenida en la muestra 1.
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Figura 3.8. Isoterma de Langmuir: Adsorcion de la AfB; mediante quitosano de la muestra 2.

Por otro lado, en la Figura 3.9 se presenta la isoterma realizada por el modelo de Freundlich
de la muestra 1, con una capacidad de adsorcion de 0.006 molKg-* con un R? de 0.99, por lo
gue se aproxima mas a la linealidad que por el modelo de Langmuir con la misma muestra y
presenta un excelente ajuste. En la Figura 3.10 que presenta la isoterma con la muestra 2, se
obtuvo una capacidad de adsorcion de 0.0002 molKg- con un R? de 0.44 muy por debajo de
la isoterma que se realizé para el método de Langmuir.

Para poder determinar si el método es favorable a la adsorcién, es preciso identificar el
parametro n. En la Tabla 3.4 se puede ver que en el caso de la muestra 2 es negativo (-0.7)

dando una evaluacion desfavorable, en comparacion con la muestra 1, que presenta un
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exponente n de 0.81. La constante n es el exponente de la ecuacion de Freundlich, que
representa el parametro que caracteriza la heterogeneidad energética de la superficie de
adsorcion, teniendo valores comprendidos en el intervalo de 1 a 10 para su clasificacion como
adsorcion favorable. Por los resultados obtenidos se observa que la n es menor que 1, por lo

que la adsorcidn es desfavorable con la muestra de quitosano 2.

Tabla 3.4. Pardmetros de las isotermas de Langmuir y Freundlich de la adsorcién de AfB; en quitosano.

Langmuir Freundlich
Muestra q (molKg?) Ki R*  Keg(mol'*"L'kg?) n R?
1 0.0067 51204  0.9628 72.09 0.81 0.9916
2 0.0014 1.67E+05 0.5715 6.41E-06 -0.7 0.4489
R’=0.99168
. .
X
S 0006 |-
E
mH
[3+]
c
<
e
C
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]
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Figura 3.9. Isoterma de Freundlich: Adsorcion de la AfB; mediante quitosano de la muestra 1.
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Figura 3.10. Isoterma de Freundlich: Adsorcion de la AfB1 mediante quitosano de la muestra 2.

Examinando las gréficas (Figura 3.9 y 3.10) se observan dos lineas debido a que se realizd
una comparacion con el método de Langmuir, donde la linea color negra indica a la isoterma
por el método de Freundlich linealizada y la roja representa al modelo ajustado de Freundlich.
Debido a que los datos de adsorcién en la muestra 1 (Figura 3.9) son consistentes con el
modelo de Freundlich, se asume que la superficie del adsorbente es energéticamente
heterogénea, conformada por grupos de sitios de adsorcion de energias caracteristicas.
También en esta isoterma se considera que no existen interacciones laterales entre las
moléculas adsorbidas y que sélo se adsorbe una monocapa (Lazo y col., 2008), contrario para
la muestra 2 (Figura 3.10).

Por otro lado, se puede apreciar claramente que la muestra 1 se ajusta en buena medida a
ambos modelos. En el modelo de Langmuir el coeficiente de determinacion es menor que en
el modelo de Freundlich, es decir, se tiene un mejor ajuste, por lo tanto este modelo es el que
mejor describe la adsorcion de AfB1; la capacidad de adsorcion es relativamente la misma en
ambos modelos. Recientemente se utilizaron otros materiales como adsorbentes de AfB1con

capacidad de adsorcién inferior a la obtenida con el quitosano, tal es el caso de algunos suelos
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de origen volcanico (0.0043 molKg™), de la bentonita Astraben (0.0049 molKg™) y del
gabazo de uva (0.004 molKg?), colocando al quitosano como un nuevo material adsorbente
de AfB:. Por otra parte, las isotermas de la muestra 2, estan muy alejadas de los dos modelos
empleados, por lo tanto, la capacidad de adsorcion obtenida no es confiable. La diferencia en
la capacidad de adsorcidn entre la muestra 1 y la 2 se atribuye al grado de desacetilacion, en
la muestra 1 es de 81% mientras que en la segunda de 65.5%, es decir, a mayor grado de
desacetilacion mayor capacidad de adsorcién. La diferencia en este parametro es también
consecuencia de la diferencia en el origen de los camarones utilizados, ya que se han
reportado diferentes propiedades dependiendo de su origen. Cabe mencionar que las dos
muestras se obtuvieron quimicamente bajo las mismas condiciones.

Existen bases suficientes como para suponer que se atribuye a una fisisorcién, debido a que
el fendmeno de la adsorcion es originado por la existencia de un exceso de la energia libre
de la superficie, a las caracteristicas que presentd la muestra al ponerse en contacto con la
AfB: y a las condiciones que se establecieron para su obtencion. En la actualidad es muy
dificil determinar el tipo de adsorcién se esta tratando; sin embargo, existe una seria de
criterios que permiten, en forma aproximada, establecer las particularidades de la fisisorcion
como: en las isotermas de adsorcidn existio méas de una capa de adsorcion, no fue necesario
proporcionar calor ya que esta se efectu6 a temperatura ambiente, por lo tanto no necesita
una energia de activacion debido a que es un proceso espontaneo y por ultimo, la fisisorcion
siempre es reversible, por lo que se establece un equilibrio adsorcion-desorcion (Aguilar,
1985).

Las caracteristicas descritas anteriormente resultan ser muy atractivas para el uso de este

material en adsorcion fisica.

3.3.4 Espectroscopia de infrarrojo de AfB1en quitosano

A partir de la muestra seca que se presume ya contenia a la AfB1 en el quitosano, en el
espectro (Figura 3.11) se observaron las bandas caracteristicas del quitosano asi como de la
AfB;. Se pudieron apreciar algunas bandas que localizan a los grupos caracteristicos de la
Aflatoxina By de acuerdo a la Figura 2.5 y la Tabla 2.2, notandose el grupo C-H que se
encuentra a 3105 cmt, al grupo C-C-H a 2875 cm™, 824 cm™ y a 666 cm™ correspondientes
al metoxibenceno que forma parte de la cumarina (Skoog y col., 2001), las demas bandas
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caracteristicas se asume que se localizan empalmadas con las del quitosano, debido a que se
encuentran a un mismo numero de onda. Al obtener la adsorcién de la AfB1 en el quitosano,
comparado con el espectro de IF del quitosano de la muestra 1 (Figura 3.1) se pudo observar
que en el espectro a proporcionando bandas mas anchas y picos con mayor intensidad. Esto
puede deberse a que la AfB: se encuentra adsorbido al quitosano y también que la muestra

de la interaccion contenga un poco de humedad, debido a que fue secada a temperatura

ambiente.
'—.\‘N_ —~’
88 W
3105 |
S . CcCH
- C-H _
(q+1 ;
'S
[ 7
s CUMARINA
% 80 |
c
©
|_
—— Muestra 1 con AfB1
—— Muestra 1
72 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

NGmero de onda (cm™)

Figura 3.11. Espectro de absorcion infrarroja de quitosano de la muestra 1 después de ser adsorbida la
Aflatoxina B.

Se puede demostrar que la interaccion fisica se obtuvo, debido a que no se formé ningun
nuevo enlace o una nueva molécula, solo se presencio una fisisorcion donde la interaccion
de las moléculas adsorbidas con los electrones del adsorbente (sélido) es muy débil y estas

conservan su individualidad.

40

ADSORCION DE LA AFLATOXINA B; MEDIANTE QUITOSANO



BENEMERITA UNIVERIDADAD AUTONOMA DE PUEBLA

Por otro lado, la interaccion molecular se puede intuir por medio de sus caracteristicas

particulares tanto de la molécula de AfB1 asi como de las del quitosano (Tabla 3.5), por lo

que se pueden suponer dos hipotesis:

1. Fuerzas de dispersion: Debido a que si las moléculas difieren ampliamente en su peso

molecular suelen ser las decisivas. En este caso, las diferencias en las magnitudes de
las fuerzas de atraccion casi siempre pueden asociarse a diferencias en los pesos
moleculares y la molécula con mayor masa en este caso es el quitosano, tiene las
atracciones mas fuertes.

Puentes de Hidrogeno: Son un tipo especial de atraccién intermolecular que existe
entre el &tomo de hidrogeno de un enlace polar (sobre todo un enlace H-F, H-O o H-
N) que podria ser los O-H y N-H del quitosano y un par de electrones no compartido
en un ion o atomo electronegativo pequefio cercano (usualmente un atomo F, O o N
de otra molécula) que en este caso se podria referir a la molécula de la AfB1 mediante
sus seis oxigenos que contiene, especialmente el grupo carbonilo. En este sentido, se
puede aportar que el grupo amino del quitosano podria formar un puente de hidrogeno

junto con el grupo carbonilo de la aflatoxina By (Brown y col., 2004).

Tabla 3.5. Caracteristicas quimicas de la AfB1 y quitosano.

Aflatoxina B Quitosano
Polar Polar
Hidroéfila Hidréfilo e Hidrofdébico
Anibnica Policationico

C=0, H*, anillo cumarico y furo-furano | NH2", OH", H*, N-acetilamino
- Copolimero lineal

Muy tdxica No tdxico
PM bajo PM alto
Hongos Exoesqueletos de camardn
pH bésico pH bésico
No degradable Biodegradable y antifungico

Diversos autores han propuesto varios modelos de enlace entre la AfB1 con otros adsorbentes

como las esmectitas, donde proponen el modelo de electron donante-aceptor, la quelacion de

los dos grupos carbonilo con el lado descoordinado de aluminio, la unién del hidrégeno en

el borde de la esmectita, y el enlace con el epoxidado C10 = C11. Hay varias posiciones
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posibles de interaccion, sugiriendo centros activos de la molecula de AfB; como posibles

grupos adsorbentes con el material (Deng y col., 2011; Desheng y col., 2005; Phillips, 1999;
Phillips y col., 2008; Tenorio y col., 2008).

Estas propuestas generan nuevas alternativas de la posible interaccion con otro material

adsorbente diferente a las esmectitas, como el quitosano.

CONCLUSIONES

En este trabajo se ha mostrado que el quitosano es un buen adsorbente de AfB:
comparable o incluso mejor que otros materiales comdnmente utilizados.

Su capacidad de adsorcion depende principalmente de su grado de desacetilacién y
de su origen, a mayor grado de desacetilacion se obtiene una mayor adsorcion.

El tiempo de méxima adsorcion es de 24 h con capacidad de adsorcion de 0.0067
molKg-1 y 0.006 molKg-1, para los modelos de Langmuir y Freundlich,
respectivamente; el segundo es al que mejor se ajustan los datos obtenidos.

Se sugiere la interaccion entre quitosano y AfB1 a través de fuerzas de dispersion o
puente de hidrogeno.

Finalmente, pardmetros como tamafio de particula y peso molecular seran

considerados en un trabajo futuro.
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