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“Si tu nunca lo intentas nunca lo sabras”

Coldplay, 2005



Planteamiento del problema.

El planeta tierra es también conocido como planeta azul ya que tres cuartas partes de este
estan totalmente cubiertas por agua, de la cual solo el 3% es agua dulce y es empleada
para el consumo humano de mas de 6 mil millones de personas que habitan el planeta.
Desafortunadamente hoy en dia la contaminacién del agua a nivel mundial ha ido
incrementandose debido a que el hombre ha contaminado este vital suministro con
guimicos toxicos y otros desechos no biodegradables, dafiinos para la vida acuatica y que
provocan problemas de salud para los seres humanos y animales que estdn en contacto
con estas aguas.

La contaminacion del agua se ha convertido en un problema mundial ya que ocasiona una
gran variedad de enfermedades como: disenteria, fiebre tifoidea, salmonella, diarrea,
colera, hepatitis A, anemia, entre otras que al no ser tratadas oportunamente pueden
ocasionar la muerte '

Alrededor del mundo la industria textil se ha convertido en el mayor productor de aguas
residuales contaminadas con colorantes. Dicha industria utiliza colorantes que contiene
compuestos téxicos y que ademas son estables a algunos microorganismos, alaluzy ala
temperatura, convirtiéndolos en sustancias dificiles de biodegradar, por métodos baratos
y faciles, por lo que el empleo de tecnologia muy especializada y cara es empelada para
tratar las aguas que son contaminadas con estas sustancias .

Es por eso que alrededor del mundo se estan buscando nuevos métodos de remocion de
colorantes en aguas residuales, que sean mas baratos y sencillos sin la produccion de
nuevos subproductos que pueden llegar a volver a contaminar el agua con otros
compuestos.



Justificacion.

Debido a la eficiencia que presenta el quitosano de remover metales pesados, colorante y
microorganismos de medios acuosos, se puede considerar como un material natural
renovable Util para el tratamiento de aguas contaminadas.

A través de la combinacion del método en caliente con el método frio, se obtiene el
quitosano de manera eficiente reduciendo costos y uso de reactivos. Este material se
emplea para la formacién de perlas para la remocion de colorantes en aguas.



Objetivo general.

Obtener quitosano a través de exoesqueleto de crustdceos, a través de la combinacion de
los métodos quimicos en frio y en caliente.

Objetivos particulares.

1. Realizar las pruebas de solubilidad para la identificacién del quitosano obtenido.

2. Caracterizar el quitosano por diferentes métodos espectroscopicos

3. Obtener perlas de quitosano

4. Remover colorantes de medios acuosos



Capitulo I:
Antecedentes



Polimeros.

Los polimeros son macromoléculas de gran tamafio y peso molecular que segun su origen
se pueden clasificar en biopolimeros (sintetizados por la naturaleza) o polimeros sintéticos
(sintetizado por el hombre). Otra clasificacion que podemos destacar de estas
macromoléculas es segun el tipo de unidad monoméricas que conforman el polimero se
puede mencionar a los homopolimeros (una misma unidad monomérica conforma a toda
la cadena polimérica) y los copolimeros (dos o mds unidades monoméricas diferentes
conforman a la cadena polimérica).

Los polimeros naturales o biopolimeros son macromoléculas sintetizadas mediante algun
proceso bioldgico. En este sentido los mas importantes son: las proteinas, el ADN, vy los
polisacaridos [4], de este ultimo tipo se puede destacar la celulosa ya que es la biomolécula
mas abundante de la tierra (forma la mayor parte de la biomasa terrestre) (figura 1);
seguida de la quitina y el quitosano, los cuales constituyen el segundo suministro mas

grande de biopolimeros naturales que se ha encontrado.
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Figural unidad monémera de la celulosa en proyeccion de Haworth y en conformacion de silla

Tanto la quitina como el quitosano son biopolimeros quimicamente similares a la celulosa
diferencidandose Unicamente por la presencia en sus cadenas poliméricas, de los grupos
amida y amina respectivamente I Otra diferencia significativa entre estos es que la
celulosa es sintetizada especialmente en plantas, mientras que la quitina se encuentra en
la cuticula o exoesqueleto de artrépodos, moluscos e insectos; de igual manera el
quitosano se logra encontrar en las paredes celulares de algunos hongos [231



Quitina.

La quitina fue aislada por primera vez en el afio de 1811 por Braconnot, pero no fue hasta
el afio de 1823 cuando Odier logro aislarla a partir de escarabajos“sl y decidié nombrarla
por primera vez como quitina que proviene del griego Kithon que significa tunica o
cubierta, este nombre le parecié apropiado a Odier debido a que este biopolimero forma
parte importante de los tejidos que dan soporte a los caparazones de los insectos y
crustdceos, ademas de que también puede aportar elasticidad a las patas de las pulgas y
copépodos para permitirles dar saltos de grandes distancias; asi como también se puede
encontrar en los dientes y tenazas a los cuales les aporta la fortaleza caracteristica de
estos [ (figura 2).
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Figura 2: Fuentes naturales de quitina 1) hembra de copépodo, 2) artrépodos,

3) gusano de seda y hongos 4) ordenamiento de las cadenas poliméricas.

La manera en que este polisacarido es formado naturalmente es a través de biosintesis de
la glucosa a través de reacciones de fosforilacién, aminacidn y acetilacién obtenido como
producto la N-acetilglucosamina-6-PQy, la cual al reaccionar con el UDP se obtendrd la
UDP-N-acetil-glucosamina, la cual posteriormente reaccionard con la enzima quitina
sintetasa 24 para formar las unidades N-acetil glucosamina unidas por enlaces
glicosidicos, por tal motivo el nombre cientifico de esta es polimero lineal de 2-acetamido-
2-deoxy-D-glucopiranosa unido por enlaces 8 (1-4) y se puede encontrar en la matriz
bioldgica del tejido que compone, es decir la podemos encontrar unida a proteinas
formando complejos, asociada a polisacaridos o hidroxifenoles, lipidos, pigmentos y sales
inorgdanicas, por lo que si se desea aislar el biopolimero primero se debe separar de la
matriz biolégica por medio del tratamiento adecuado que no afecte a la cadena
polimérica. Por medio de esta biosintesis se logran producir 1350 millones de tonelada de
quitina al ano logrando ser mds abundante que el quitosano [61 1151

Tabla 1: Composicién quimica en porcentaje de los desechos en sdlidos de artropodos Flores. 2011
% de quitina % proteinas % carbonatos y fosfatos de % lipidos % de humedad
calcio (dependiendo el

origen bioldgico)

14-35 13-58 20-72 0.8-12 50-80



La industria que se encarga del procesado de los productos del mar, genera una gran
cantidad de residuos que tardan mucho tiempo en poderse degradar; los cuales pueden
ser mejor empleados para la extraccion de quitina ya que dentro de estos desechos se

logra encontrar una importante proporcién de esta, como se puede apreciar en la tabla
11]
1111,

Se cree que la quitina forma parte de los organismos desde ya hace miles de millones de
afios pues se han encontrado en diversos fdsiles de insectos prehistdricos, como por
ejemplo en un escorpidn de 23 millones de afos aproximadamente, asi mismo se ha
encontrado en los exoesqueletos de los trilobites, los cuales son criaturas que habitaban la
tierra en la era Paleozoica, por ellos muchos expertos le asignan una edad aproximada de
570 millones de afios ®.

Propiedades de la quitina.

En la figura 3 se representa a la estructura de la quitina en proyeccién de Haworth y en
conformacion de silla. La quitina es un polimero lineal de color blanco, duro, cristalino e
inelastico 2, gue posee las propiedades de formar cadenas largas y lineales, pero no es
soluble en agua ni en otros disolventes de uso comun, es biodegradable, biocompatible,
absorbente y puede reaccionar en ciertas condiciones para formar derivados. La quitina
tiene muchas propiedades utiles pero el hecho de ser insoluble hace que no se emplee
demasiado, por tal motivo se ha optado por modificar su composicién quimica creando asi
sus diferentes derivados, siendo el quitosano el mas empleado y conocido. Este ultimo es
la forma desacetilada de la quitina, mediantes diferentes métodos de preparacién los
cuales se veran mas adelante. [,
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Figura 3: Unidad monémera de la quitina en proyeccién de Haworth y en conformacion de silla

Como se observa en la imagen anterior, la quitina posee el grupo amida el cual si se varia
su porcentaje y secuencia dentro de las cadenas poliméricas, se modifica las aplicaciones y
caracteristicas, tales como el efecto de la solubilidad, es por ello que para saber qué tan
acetilada se encuentra la quitina se emplea el célculo del grado de acetilacién (DA), el cual
para la quitina natural se estima que es un valor de 0.66 (figura 4), lo que indica que una
de cada cuatro de sus unidades se encuentra desacetilada; sin embargo otros autores
afirman que el valor del DA es de 0.90 (51 por lo tanto se intuye que la secuencia de



grupos acetil-amino en el quitosano son mas espaciados, no se encuentran tan seguidas
como se encuentran en la quitina.
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Figura 4: Representacion de la quitina con DA de 0.66

El DA para el quitosano comercial esta reportado en un rango de entre el 2%-40%, con un

peso molecular de entre 3800-500 g/mol (231

La quitina no es toxica y también puede funcionar como un adsorbente 12 Es un

biopolimero insoluble debido a que posee una alta cristalinidad presentado hasta tres
posibles formas poliférmicas que se diferencian entre si por su ordenamiento,
empaquetamiento, su origen y por la polaridad de las cadenas que estan dentro de la
celda cristalina ™).

* .
Alfa quitina: es la mas abundante de las tres ya que se puede encontrar en la

cuticula de artrépodos, en la pared celular de los hongos y algas, en los quistes de
los Entamoebas y en la radicula y cuticula de los cefalépodos dibranquiados. Este
tipo de quitina presenta una disposicion antiparalela de las cadenas poliméricas.
Es la quitina mas fuerte ya que puede presentar puentes de hidrégeno
intercatenarios e intracatenarios, la desventaja es que es menos soluble 131

Beta quitina: presenta un ordenamiento paralelo y mas abierto de las cadenas
poliméricas, es la quitina mas soluble debido a que presenta interacciones débiles
de puentes de hidrégeno, por tal motivo es mads solubles en agua y disolventes
organicos ademas de que tiene la capacidad de absorber agua, la desventaja es
gue es la menos abundante, se logra encontrar en la pluma de los calamares, en
las espinas de diatomeas, braquidpodos, tubos de pogondforos y
vestimentiferos™.

Gamma quitina: presenta un ordenamiento un poco parecido al de la alfa quitina

solo que en este caso las cadenas poliméricas se ordena dos cadenas paralelas en
. .. . 1

un sentido y la siguiente en sentido opuesto 151

El quitosano es el derivado mdas comun de la quitina y se obtiene principalmente de la des
acetilacion de esta en medios basicos extremos debido a que existen tres factores de
suma importancia que se pueden ver afectado si se emplea un medio acido (figura 5).



La baja reactividad de la acetamida debida a la presencia de los grupos amida e
hidroxilo en posicion trans del carbono tres del anillo pirandsico.

La presencia de grupos aceptores de protones como el hidroxilo, carbonilo y
amida, los cuales pueden formar puentes de hidrégeno facilmente.

El empaquetamiento de las cadenas poliméricas en el enrejado cristalino de la
quitina que previene el acceso del alcali a los sitios activos, son factores por los

cuales se prefiere empelar medios bdsicos extremos en la desacetilacidon de la
[15]

quitina para obtener quitosano

Figura 5: Estructura de la quitina mostrando en rojo los grupos en trans,

y en azul los grupos que pueden formar puentes de hidrégeno

Quitosano.

El quitosano o Chitosan en inglés es el nombre que se le da a la quitina desacetilada, la
cual se obtiene a partir de algunos tipos de hongos, algas (11 crisalidas del gusano de seda
(11 “insectos y en mayor proporcién de los exoesqueletos de los crustaceos (camardn,
jaiba, mejillones, langosta, etc...). La diferencia que se puede encontrar entre estos dos
biopolimeros es que en la estructura de la quitina el grupo N-acetilglucosamina se
encuentra en la mayoria de las unidades monoméricas que conforman las cadenas
poliméricas; mientras que en el quitosano se puede encontrar que en la mayoria de las
unidades monoméricas de la cadena polimérica predomina la glucosamina. La presencia
de los grupos amino y e hidroxilo a lo largo de la cadena polimérica, hacen a que este sea
susceptible a modificaciones quimicas [101
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Figura 6: Unidad monémera del quitosano en proyeccion de Haworth y en conformacion de silla

Como se puede apreciar en la figura 6 la estructura del quitosano nos deja ver que es un
copolimero ya que esta conformado por unidades de glucosamina y unidades N-acetil-D-
glucosamina. El grado de desacetilizacidon es la medida de grupos acetil-amino que se
pueden encontrar dentro de la cadena polimérica, se considera que cuando la quitina
posee un 50% de desacetilacion ya se puede considerar como quitosano, sin embargo
para que este tenga una mayor actividad bioldgica se cree que debe estar al 40% de
desacetilacion Y. Cuando la quitina es desacetilada en un 100% se logra obtener el
quitano 21 como se puede observar en la figura 7.
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Figura 7: Comparacion de la estructura de quitina, quitosano y quitano

El quitosano es un copolimero lineal que se puede encontrar en tres formas
fundamentales:

Cristalina hidratada
Cristalina no hidratada

No cristalina o amorfas.

Estudios actuales han demostrado que las formas cristalinas anhidras no se disuelven con
facilidad en disolventes tales como acido acético diluido, mientras que en los estudios
hechos por difraccion de Rayos X las muestras de quitosano totalmente desacetilada
prevalece la presencia de formas polimdrficas hidratadas 71,

Propiedades del quitosano.
El quitosano es un polimero catidnico, debido que los grupos aminos libres que se
encuentran a lo largo de la cadena polimérica poseen pares libres de electrones que en
presencia de protones dacidos pueden ser protonados adquiriendo una carga formal
positiva, lo que provoca que el quitosano se comporte como un policatién, dicha
caracteristica hace que este biopolimero catidnico pueda enlazarse a lipidos, proteinas,
colorantes (sustancias cargadas negativamente); al igual que esta propiedad hace que
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pueda actuar como floculante, adsorbente y adherente, puede atrapar metales pesados.
Debido a que la molécula del quitosano posee grupos con pares de electrones libres como
los grupos hidroxilo y amino, su facilidad de formar puentes de hidrégeno con moléculas
gue posean hidrdgenos acidos es mucho mayor, por lo que puede poseer una estructura
rigida y una buena estabilidad térmica llegando a descomponerse a 170 °C. 7

El quitosano tiene la propiedad de impedir que los agentes patdégenos como los virus,
bacterias y hongos puedan crecer; asi como también pueden activar la resistencia
sistematica adquirida de las plantas que son mecanismos de defensa contra ataques de
agentes externos. El mecanismo de defensa de manera natural funciona de la siguiente
manera: un agente patégeno infecta a la planta provocdndole un dafo el cual queda
guardado en la memoria de la planta y promueve a que esta active sus mecanismos de
defensa contra ataques subsecuentes del agente patégeno, tanto en el punto de infeccion
como en zonas distantes a este; mientras que el mecanismo de defensa con ayuda de una
molécula inductora funciona de la siguiente manera: la molécula inductora como el
quitosano, actuan dentro del organismo activando los mecanismos de resistencia
sistematica adquirida de la planta contra el patégeno, retardando o impidiendo su entrada
a ella ¥, Se ha demostrado gue el quitosano con menor grado de desacetilaciéon y mayor
caracter catiénico presentan mayor actividad inhibitoria en el crecimiento de hongos;
mientras que para hacer que el quitosano sea un buen antibacteriano, el pH debe estar
por debajo de 6, debido a que a este valor es soluble y puede actuar mejor sobre la
superficie externa de la bacteria, la cual estd cargada negativamente causando
aglutinacion 1.

Este biopolimero presenta un alto peso molecular y una estructura lineal no ramificada lo
gue le proporciona viscosidad en medios ligeramente dacidos, esta propiedad puede
aumentar al incrementar su concentracidon en una soluciéon pero disminuye cuando el
grado de desacetilacidn y la temperatura aumentan en la solucién 61 g guitosano con un
bajo peso molecular presenta baja viscosidad, llegando a ser soluble en soluciones
acuosas neutras 2,

El quitosano es soluble en soluciones acidas diluidas con pH debajo de 6, debido a que
este es una base fuerte que posee aminas primarias con valores de pKa de 6.3, siendo este
factor dependiente del grado de N-acetilacidn, mientras que la solubilidad es dependiente
del grado de desacetilacion asi como del método empelado para desacetilar la quitina. La
presencia de estos grupos aminos a lo largo de la cadena polimérica indican que el pH
puede alterar el estado de la carga del polimero, ya que a pH bajos las aminas se protonan
convirtiendo al quitosano en un policatidén soluble en soluciones acidas de acido acético,
férmico y lactico; mientras que a pH altos las aminas se desprotonan y hacen que se
convierta en un polimero insoluble [121 A por lo tanto, la solubilidad de este biopolimero
es una propiedad muy importante ya que también nos permite diferenciar entre quitina y
quitosano, debido a que el segundo se puede disolver en acidos diluidos al 1%- 3%
dejando ver que es un quitosano bien preparado; otro aspecto que hace notable la
diferencia es que la solucién de quitosano con acidos diluidos, es viscosa y totalmente
transparente 1*3,
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Tanto el quitosano como la quitina son biocompatible, biodegradables y no presenta
toxicidad.

Fuentes naturales de quitina y quitosano.
Como ya se ha mencionado anteriormente estos biopolimeros los podemos encontrar en
insectos, hongos, algas y en los exoesqueletos de los crustaceos.

Es muy importante el conocer la cantidad que poseen estas fuentes naturales de quitina
ya que a partir de esta se lograra obtener el quitosano; sin embargo también hay especies
gue poseen en su composicién quitosano.

El camardn contiene 14%-27% de quitina en su composicién, el cangrejo contiene 13%-
15% de quitina, las almejas y ostras contienen 6%-4% de quitina. Los calamares contienen
de entre el 16%-19% de quitina en sus plumas 4.

La cantidad de quitina y de los demas componentes que poseen cada familia de las antes
mencionadas, pueden variar segln la especie de la cual se estd hablando, esto se
encuentra en la siguiente tabla 2:

Tabla 2: Composicion quimica en porcentaje de algunas especies contenedoras de quitina Peniche, 2006

Composicion quimica en %

Origen: Humedad proteinas cenizas lipidos quitina
Familia Especie
Callinectes sapidus 46.8 7 38.5 0.4 7.3
Caparazones de Paralithodes 50 11 23 0.5 15.5
jaiba y cangrejo camtschaticus
Chionectes opolio 10.3 57.9 1.35 26.65
Penaeus spp cabeza 77.04 12.9 5.2 2.06 2.8
Camarén Penaeus spp 65 22.1 9.2 0.5 6.2
langostino cascara
Krill Euphasia superba 41 23 11.6 24
Linuparus trigonus 13.5 17.0 54.7
Langosta Panulirus argus 11.8 11.0-14.0 55.0 10.6
Dosidicus gigans 60 24.16 0.4 0.26 18.9
Pluma de calamar Loligo spp 50 32.75 0.25 17

De todas estas especies en especifico sobresalen la jaiba, la langosta y el camardn ya que
se reporta que en ellos hay una mayor cantidad de quitina.
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En las paredes celulares de algunos hongos y plantas se pueden encontrar quitosano, tales
como: el Mucor rouxii con un 30% de quitosano y la Choanephora cucurbitarum con 20%

[14]

Métodos de extraccion de quitosano.

El comportamiento fisico quimico del quitosano dependerda en gran medida de los
siguientes aspectos:

Origen: Se refiere al quitosano que proviene de crustdceos, moluscos, hongos, insectos,

etc., las propiedades de este pueden variar

[10]

La forma de extraccién de la quitina:

*

Método quimico en caliente: a las cascaras de los crustaceos se les realiza una
desmineralizaciéon d4cida a altas temperaturas, posteriormente se realiza una
desproteinizacién con hidréxido de potasio o sodio.

Fermentacion lactica: se realiza una fermentacidon con acido lactico al 1% de la
cascara, en donde las bacterias lacticas liberan la quitina y un licor que contiene
minerales, pigmentos, proteinas y nutrientes [13

Extraccion por enzimas: la desproteinizacion y la desmineralizacion se puede hacer
mediante el uso de enzimas comerciales tales como: papaina, alcalasa, neutrasa y
tripsina 131

Método quimico en frio: se realiza una desmineralizacién a bajas temperaturas
con dacidos inorganicos, posteriormente se realiza una desproteinizacion con
hidroxido 141,

Método con otros reactivos: los residuos de crustaceos se agregan en una mezcla
. 1
de metanol, agua y cloruro de calcio 131

La forma de desacetilar la quitina: este paso se debe cuidar muy bien ya que si se
aplican condiciones extremas (altas temperaturas y tiempos prolongados) se
puede llegar a la ruptura de la cadena principal provocando una baja viscosidad
del quitosano en soluciones de acidos diluidos.

Conversién de quitina en quitosano por una hidrdlisis basica: mediante un
tratamiento basico concentrado de la quitina a 100 C 71,

Conversién de quitina en quitosano por una hidrolisis acida: mediante un
tratamiento acido concentrado de la quitina a altas temperaturas, sin embargo
este método no es tan recomendado ya que puede hidrolizar al polisacarido y
bajar los rendimientos del producto final 71,

Quitosano totalmente desacetilada, para hacer la acetilacion parcial homogénea
en disolucion metandlica de acido acético, el Unico inconveniente de esta reaccion

13



es que el lograr quitosano totalmente desacetilada puede provocar rupturas de los
enlaces glicosidicos alternado del peso molecular del producto final 71,

Método enzimatico: la quitina se somete a un proceso de desacetilizaciéon con una
enzima bajo las condiciones apropiadas para conservar la enzima sin
desnaturalizarla. Las enzimas empleadas son: las quitina desacetilasas
(Zygomycetes, Deuteromycetes, Lindemuthianum) o las Xilan estereasa 23]

Desacetilacion homogénea bajo atmosfera inerte: se realiza con hidréxido de
sodio o potasio al 60% a 140 C por tiempos cortos y para evitar la degradacion del
polimero se agrega NaBH, y tiofenol bajo una atmosfera inerte de nitrégeno 3.

Bajo presion: se trata la quitina con sosa al 50% en solucion, bajo una presién de
15 psi/ 120 C por 15 minutos 3!,

Agregando disolventes organicos al medio alcalino: se agrega la quitina en un
medio bdsico y ademas un disolvente organico el cual puede ser: isopropanol, 2-
metil-2-propanol, o acetona 23]

Método con microondas: la quitina extraida por el método quimico se agrega en
una solucidn de hidréxido a 50% de concentracion bajo irradiacién con microondas
por un tiempo de 10 minutos 3,

Desacetilacién homogénea: la quitina se suspende en un dlcali y la suspensién es

refrigerada con hielo para disolverla, posteriormente a temperatura ambiente se
. . . . 14

desacetila la solucién por periodos de tiempo prolongados (24

Desacetilacion heterogénea: la quitina se dispersa en una solucién alcalina caliente
en compafiia de un agente antioxidante para evitar la despolimerizacién (4

Aplicaciones del quitosano.

El quitosano comercial se ha empelado en:

Medicina y farmacia: se empela para la fabricacion de suturas quirdrgicas,
apositos, como encapsulante de farmacos, atrapa el colesterol, y los triglicéridos,
regulador de peso corporal y de la presion arterial 1 También se ha empleado
como pelicula de quitosano para el tratamiento y regeneraciéon de la piel con
quemaduras *° como componente de compuestos en cementos para rellenos
Oseos [11], produccién de gasas de quitosano, cremas bactericida, hilos de sutura,
esponjas y vendajes biodegradables (14

Odontologia: en cirugias periodontales utilizado como hidrogel inyectable (21
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Alimentos: para la elaboraciéon de empaques o de recubrimientos comestibles con
funciones antibacterianas aumentando asi la vida de anaquel de productos
hortofruticolas y carnes; ademas atrapa la grasa, da consistencia a los alimentos.
También se emplea como agente clarificarte de vinos, jugos y bebidas [6],

espesante de alimentos, gelificante 131

Industria de los cosméticos: sirve como humectante en las cremas, da proteccién
brillo al cabello .

Industria papelera: da resistencia y consistencia al papel 1 También se esta
produciendo papel puro de quitosano el cual puede sustituir a la celulosa para la
fabricacioén del papel, evitando asi la tala de arboles [10]

Polimeros: plastico biodegradable ©°!.

Textiles: es un buen agente antibiético y acondicionador en fibras textiles Bl evita

el encogimiento de los tejidos, fijan el color, impermeabiliza los algodones y linos
[13]

Ingenieria ambiental: se emplea en el desarrollo de los procesos de adsorcién y
remocién de pigmentos, fenoles“o], bisfenoles poIicIorados[m], protel'nas[m],
metales pesados, para formar estructuras de soporte para inmovilizar
microorganismos y enzimas [6], como agente quelante controlando |Ia

contaminacién del agua [20]

Agricola: es considerado como un fitoestimulante empleado en la formulacién
contra plagas, fertilizantes y como recubrimiento de semillas para favorecer su
germinacién 61 Las bases de Schiff de los derivados de quitosano han sido
empelados como antifingicos [20]

Biosensores: como soporte inmovilizador de enzimas, sensores para glucosa en
.z 14
sangre, para deteccién de fenoles en aguas (14

Biotecnologia: en la separacién de proteinas, cromatografia y recuperacién celular
[14]
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Caracterizacion del quitosano.

e Generalidades.

El quitosano tiene la propiedad de poder ser caracterizado por diferentes técnicas que nos
permiten conocer la estructura, viscosidad, composicién, morfologia, tamano de la
particula, identificacion de los grupos funcionales que lo conforman, etc...

La espectroscopia de absorcion es el estudio de la relacién que se presenta entre la
cantidad de luz que absorbe una muestra en funcién de la longitud de onda de la luz. El
principio bdsico consiste en irradiar a la muestra con una fuente de luz y la cantidad de
esta que la muestra logre absorber, asi como también la cantidad de luz que se logre
emitir a varias longitudes de onda, serdn medidas por un detector, para que después este
dato sea traducido en un grafico para facilitar mas su interpretacion. Se debe hacer una
diferencia importante entre lo que es fotén, la longitud de onda y la frecuencia ya que
estos son términos muy importantes dentro de la espectroscopia de absorcion 161

Frecuencia (v): se define como el nimero de ondas que pasan a través de un punto fijo
por segundo. El intervalo de todas las frecuencias se llama espectro electromagnético, el
cual se puede apreciar en la tabla 4.

Longitud de onda (A): es la distancia que existe entre dos picos de una onda.

Foton: las ondas electromagnéticas viajan en forma de fotones, los cuales son cimulos de
energia 26

Longitud Me
de onda_ "' Men

/\ Vs
& \/

Longitud

do onda A
- -

Lengitud de onda Corta
Mayor frecuencia

Mayor Energin A
\ Ondas Electromagnéticas 7

Figura 8: Representacion de la longitud de onda y frecuencia.

Observando la figura 8, podemos intuir que la frecuencia y la energia son inversamente
proporcionales a la longitud de onda, es decir si se tiene grandes frecuencias se tendra
una gran cantidad de fotones viajando en pequenas longitudes de onda.

La longitud de onda y la frecuencia se pueden relacionar a partir de la siguiente ecuacién
[16].

C
A=3
Dénde:

A= longitud de onda expresada en m
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c= velocidad de la luz expresada en m/s
v= frecuencia expresada en st

Si deseamos relacionar la frecuencia con la longitud de onda y la energia se utiliza la
siguiente ecuacién 1*¢;

Dénde:

A= longitud de onda expresada en m

c= velocidad de la luz expresada en m/s

v= frecuencia expresada en st

h= constante de Planck expresada en 6.62 x103*Js

€= energia de un fotdn

Esta férmula nos dice cuanta energia posee un fotéon a una determinada frecuencia. Aqui
podemos agregar que la longitud de onda es inversamente proporcional a la frecuenciay a
su energia.
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Tabla 3: tabla del espectro electromagnético Wade 2004

radiacion Longitud de onda | frecuencia | Energia Efectos
(A) Hz Kcal/mol moleculares
Rayos 10 nm-0.05 nm
gamma (y) 10%-10% 10° ionizacion
Rayos X 10nm -0.05 nm
l 10210 = 10 ionizacién
UV cercano 200 nm-400 nm
10%-10% 10? transiciones
electronicas
visible 400 nm-800 nm
10*-10* 10 transiciones
electrdnicas
Infrarrojo 400 cm™ -4000cm™
IR 10*-10™ 1 vibraciones
moleculares
microondas | 0.033cm™10cm™
10*-10° | 102%-10* movimientos
rotacionales
radio 0cm™t-0.033cm™
10°-10* 10° transicion de spin
nuclear (RMN)
18




*

e Métodos mds empleados en la caracterizacion de quitosano.

Espectroscopia Infrarrojo (IR): la region del infrarrojo es aquella que como se pude
observar en la tabla 4 se encuentra entre la region del visible y la regiéon de las
microondas. Las ondas que emite esta regidn son de menor frecuencia y energia pero
mayor longitud de onda a comparacién de las que emite la region del UV- Vis El
compuesto problema posee dos estados energéticos vibracionales: uno de alta energia
(estado excitado) y uno de baja energia (basal). Cuando a la muestra se le hace incidir
una energia externa, se esta promoviendo la transicidon electrénica de un estado
vibracional de baja energia a un estado vibracional de alta energia.

i

Figura 9: Representacion de la transicion electronica de un estado de baja energia (a) a un estado de alta
energia (b), al ser irradiado con energia y es en ese momento cuando se emite la sefial. Posteriormente
regresara a su estado basal

Esta espectroscopia nos dice que grupos funcionales posee nuestra muestra
basandose en las vibraciones intermoleculares (respecto a sus enlaces) tales como:
tensién (simétrica cuando los dos atomos de un enlace se alargan al mismo tiempo; y
asimétrica cuando un dtomo se alarga y el otro se acorta al mismo tiempo), flexion
(tijera, rocking, aleteo y balanceo); siendo el primero el que necesita de mayor energia
por lo que aparecen a mayores numeros de onda. La fuerza con la que estos enlaces
logran vibrar definira su posiciéon dentro de le espectro infrarrojo, ya que si el enlace
es muy fuerte (acetilenos) se necesitara de mayor energia para poder hacerlo vibrary
por ende se encontrara en regiones de alta energia o de mayor nimero de onda; otro
factor importante a considerar es la diferencia del momento dipolar ya que este nos
da la intensidad con las que aparecera las bandas en espectro de infrarrojo, si se
tiene un momento dipolar igual cero (molécula asimétrica) entonces las senales
correspondientes a esta vibracion pueden no aparecer en el espectro. Otros factores
de gran importancia en esta técnica son la geometria molecular, el acoplamiento
vibracional y las masas de los atomos que estan enlazados 161
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Tabla 4: Frecuencias de vibracién en cm! de los grupos funcionales principales del quitosano y quitina

Datos sacados de tablas de valores del departamento de quimica UNAM

Grupo funcional Numero de onda cm™ forma intensidad
OH 12 Tension: 3640 Ancha Fuertes
22 Tension: 3630 Ancha Fuertes
Polimérico: 3400-3200 Ancha Fuertes
Flexién: 1400-1300 Aguda Mediana
C-OH 12 tension: 1075-1025 Mediana Mediana
29 tension: 1150-1100 Mediana Mediana
HOH Tension: 3600-3100 Ancha Fuertes
Flexién: 1640-1615 Aguda Mediana

Tension: 3500

Ancha con dos pico Mediana a débil

NH, Flexion: 1640-1560 y Mediana con un picoy Fuertes
900-650 Ancha Fuertes
-NH De amida tensién: 3500 Mediana Fuertes
)C’I\ Tension: 1640-1680 Agudas Fuertes
H —_
I
C-N Amida Tensién: 1320 Aguda Mediana
Amina tension: 1280-1180 Aguda Mediana
CH, Tension (s): 2865-2845 Agudas Fuertes
Tension (as): 2935-2195 Agudas Fuertes
Flexion Tijera:1450 Aguda Mediana
\CH Tension: 2890 Agudas Débil
/g Flexién: 1340 Agudas Débil
CH,-CO- (metilo Flexion: 1465-1380 Agudas Fuertes
activado)
c-0 Tension: 1000-1200 Aguda Fuertes
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Microscopia Electrénica de Barrido (MEB): esta técnica nos permite conocer las
propiedades fisicoquimicas de una muestra si como una imagen de la superficie de
la muestra. En esta técnica las muestras son irradiadas con un pequefio haz de
electrones acelerado y focalizado en una zona especifica de la superficie de la
muestra, por unos lentes electromagnéticos, la interacciéon entre la muestra y los
electrones genera corrientes eléctricas que son identificadas por los detectores y
traducen estas sefiales en una imagen amplia de la zona irradiada!®®.

La interaccién entre la muestra y el haz de electrones, o entre los mismos
electrones pueden producir dos fendmenos de gran importancia en esta técnica: la
interaccion eldstica e inelastica; la primera de ellas consiste en que el nucleo
desvié el dangulo de trayectoria del electron que es irradiado (debido al intenso
campo colombiano del nucleo), sin que esta transfiera energia al electron en el
proceso de este fendmeno. Algunos electrones seran dispersados en angulos
mayores a 90C originando una imagen de electrones retrodispersados o de
contraste composicional, que nos indica de manera cualitativa si tenemos
muestras con elementos de bajo nimero atémico (zonas mas oscuras en la
imagen) o de alto numero atdmico (zonas mas brillantes en la imagen). La
interaccidn inelastica se produce cuando un electrén del haz incidente interacciona
con algun electrén de un nivel interno o externo del dtomo, provocando que el
primero le transfiera energia al segundo para que este logre una transicién
electrénica a un nivel de mayor energia y que cuando regresa a su estado original
emite un rayo X y un electrén Auger (es un segundo electréon que sale del atomo
cuando un electrén pasa de un estado excitado a un estado basal) [1s]

Se puede aumentar la resolucién de imagen cuando se disminuye el didmetro del
haz y esto se logra cuando se aumenta el brillo, con ayuda de filamentos de
hexaboruro de lantano o con filamentos de emisién de campo ideales para
muestras poco conductoras™.

Difraccién de Rayos — X: son radiaciones de menor longitud de onda pero altas
energias y frecuencia, este fendmeno se debe a que los atomos presentan cambios
en su composicidn electrénica, los cuales pueden ser reversibles. Este tipo de
radiacion se genera cuando se bombardea a un metal de nimero atdmico
elevado, con electrones que viajan a una gran velocidad; estos interaccionan con
los electrones del metal que estdn en un nivel intermedio, esto provoca que se
origine una transicién electrénica de los niveles mas altos a los niveles inferiores
gue han quedado vacios, cada transicidon produce un rayo X y la diferencian
energética entre los dos niveles que participan en el proceso sera la energia del
mismo M7,

21



Andlisis Termogravimétrico (TGA): Esta técnica mide el cambio de masa de una
muestra mientras se somete a un programa de temperatura controlado en una
atmosfera definida. Esta técnica se emplea en el estudio de aquellos procesos
térmicos que llevan asociados cambios en la masa (descomposicion, sublimacién,
vaporizacion, oxidacion, desorcion.

Permite conocer como varia la masa de una muestra cuando es sometida a
cambios de temperaturas o de tiempos. La muestra que puede estar en estado
sélido (seca o hiumeda) o liquida, es pesada al inicio durante y al final del proceso
en una balanza acoplada al equipo pero que se encuentra cubierta por un cabina
que funciona como aislante térmico, posteriormente se coldcala la muestra en un
contenedor (este debe ser apropiado para el rango de temperatura que se va a
trabajar), que a su vez es depositado sobre una plataforma; una vez aqui sera
transportado hasta una cdmara en donde se encuentra el horno, cabe seialar que
en esta cdmara hay un sensor que se encarga de cuidar de que la temperatura no
se eleve demasiado de lo que se ha establecido. Las variaciones del peso con
respecto al cambio de temperatura son registradas en un termograma que es
creado por un software [201

Grado de Desacetilacion (GD): El calculo del grado de desacetilacion mediante un
método potenciométrico consiste en disolver la muestra de quitosano en HCl al 0.3
M, hasta obtener una solucién trasparente la cual es valorada con una solucion de
NaOH al 0.3 M. durante a adicién la solucién de quitosano debe estar bajo
agitacién constante para evitar asi que biopolimero se precipite e interfiera en las
mediciones del pH, que se medirdn cada dos mililitros de base afiadida. Con los
datos obtenidos se graficaran el pH vs volumen de NaOH anadido, obteniendo asi
una curva que tendra dos puntos de inflexion, siendo la diferencia que hay entre
estos dos puntos la cantidad de acido que requiere el biopolimero para protonar
sus ggu?os amino libres. Con ayuda de la siguiente formula se lograra calcular el
%GD %1,

16.1 % (y — x)
_ %

%GD = f

Dénde:

y = punto de inflexién mayor.

X = punto de menor inflexién.

F= molaridad de la solucién de NaOH en molaridad.
M= masa de la muestra en gramos.

16.1= constante que representa el valor del miliequivalente entre acido clorhidrico
y quitosano.
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Contaminacion del agua.

En México la industria, la agricultura, el consumo personal, y la generacién de energia son
las actividades en donde se empela con mayor frecuencia el agua por ejemplo, para el
consumo humano se destinan 380 litros de agua por persona, mientras que los alimentos
que esta persona necesita requieren para su elaboracién, de mas litros de agua como por
ejemplo una pieza de pan de 30 g necesita de 40 litros para su elaboracién, para la
produccién de un kilo de arroz se requiere de 3500 litros y para un kilo de carne se
necesitan de 15 mil litros de agua; al mismo tiempo el gasto de agua que se realiza para
fabricar productos de uso cotidiano implica un gran gasto de agua como por ejemplo para
elaborar una hoja de papel se empelan 10 litros y para fabricar 500 g de plastico se
necesitan de 91 litros 1?3,

Todos los productos que se generan en la industria son de uso comun e incluso algunos
son de uso indispensable para el ser humano, pero la fabricacién de estos productos
implica un gasto excesivo de agua y la generacién de residuos que son dificiles de eliminar
ya que pueden llegar a contener subproductos del proceso que son resistentes a la
degradacion y que terminan siendo vertidos sobre depdsitos de aguas, lagos, rios o aguas
subterrdneas, convirtiéndose asi en un peligro latente para las personas que viven cerca
de estos lugares y que pone en riesgo su salud e incluso su vida.

La industria textil genera una gran cantidad de residuos que se descartan directamente al
agua o por consecuencia de los desechos que se producen durante el proceso de tincién
de la prendas.

Los colorantes son sustancias que dan color a algin producto que es incoloro, esta
propiedad se debe a que dentro de su composicion se encuentran los grupos croméforos
guienes son los encargados de absorber una cierta longitud de onda del rango del UV-Visy
emite las demas longitudes que no fueron absorbidas originando asi el color que se
observa del colorante; otro componente de gran importancia en estas sustancias son los
auxocromos, los cuales le da la propiedad de intensificar le color y le dan afinidad al
colorante por las fibras; la presencia de iones de cloruro de amonio, oxido de sodio, sulfito
de sodio los cuales funcionan como un solubilizador, que hace al colorante a fin a los
disolventes 281,
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Tabla 5: Contaminantes mds comunes que se pueden encontrar en el agua. Manahan. 2007

Contaminate

Colorantes

Elementos traza

Metales pesados

Contaminantes inorganicos

(procesos industriales)

Asbesto

Nutrientes de algas

(eutrofizacion)

Sustancias que dan acidez, alcalinidad,
salinidad

Contaminantes organicos

Agentes patdgenos:

Descripcién

Estos pueden ser: Naturales, sintéticos, organicos e inorganicos,
sulfuroso, tina, reactivos directos.

elementos con bajos niveles de concentracién en un sistema
dado, (Ar, Be, B, Cu, Cr, F, Fe, Mg, Hg, Mo, Pb, |, Se, Zn)

En general se encuentran los metales de transicion (Fe, Cd, Hg),
asi como algunos elementos representativos (Pb, Sn)

H,S (desechos de la produccidon de papel, tejidos), CO, libre
(debido a la descomposiciéon de materia organica), NO, (evita la
corrosion de algun proceso), SO32' (atrapador de oxigeno), ClO,
(oxidante en los propulsores solidos de cohetes).

Es muy toxico si es inhalado ya que provoca cancer de 20 a 30
afos después de la exposicion.

Se refiere al crecimiento excesivo de las plantas acuaticas en los
lagos o depdsitos. Cuando estas mueren se descomponen
agotando el oxigeno del agua, provocando la muerte de varias
especies marinas

Acidez pH >3: proviene del desagiie o drenaje acido de minas,
oxidacién microbiana de pirita (H,SO,).

Alcalinidad pH 14: el suelo y estratos minerales son alcalinos, la
exposicion del a capa superficial alcalina de las minas a cielo
abierto a las aguas superficiales o subterraneas.

Salinidad: en los procesos de suavizadores de aguas, lixiviados,
irrigacion y produccion agricola intensiva.

Bacterias que usan oxigeno (empleadas para biodegradar
desperdicios pero que agotan el oxigeno del agua), solventes
orgdnicos, compuestos bromados, clorados y florados, petréleo,
materia organica, medicamentos, detergentes, plaguicidas vy
plasticos.

Bacterias, virus y parasitos.

Los colorantes no son los Unicos que pueden proporcionar color a las sustancias, de igual
manera los pigmentos proporciona color a algin objeto incoloro mediante la absorcion
selectiva de la luz. Este tipo de sustancias son insolubles en el medio de aplicacién por lo
gue permanecen como particulas sélidas dispersadas en el medio, es por ello que son muy

empleados en pinturas, tintas

[27]

Por otro lado los colorantes son muy solubles en el

medio de dispersion, siendo el agua el mejor disolvente para estas sustancias, sin
embargo debido a su composicion pueden ser resistentes al ataque de sustancias

guimicas o a los procesos de degradacion

[26]
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Tabla 6: Clasificacion de los colorantes segtin su origen, familia, y modo de uso. Datos sacados de la conferencia de quimica

orgdnica en la vida cotidiana, BUAP 2015

Son aquellos que se obtuvieron de manera artificial mediante una sintesis en el
laboratorio, son mas que los naturales a la luz, a los cambios de pH, y temperaturas.
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Antraquinona Alizarina
o] | Colores brillantes: rojo, violeta de
/N N\ . . .
0\ O crlsta'l, vefd.e malaqulFa, azul aC|ch>. 9,
amarillo basico 2. Utilizado en el tefiido
O de la seda y el algodén al mordiente,
iari i ion triari i p ara el papel, tintas, cosméticos
Triarilmetina catién triarilmetina _Fenog‘talelga p papel, 2 2
indicadores de pH.
En disolucién: el colorante es solubilizado en un disolvente organico y luego se aplica sobre el objeto
incoloro.
Ingraina: el colorante es aplicado antes de que se teja la tela.
Modo de uso Al mordente: Este tipo de croméforos son empleados junto con algin metal como Al (1), Mg (11) o Cr (ll1),

debido a que por si solo el colorante no puede formar los enlaces salinos con ciertas fibras, por lo que
necesita de un compuesto que haga de enlace entre el colorante y la fibra.

Directo: el colorante se adhiere a la fibra de manera directa mediante interacciones electroestaticas.

A la tina: el colorante se reduce hasta que se vuelve incoloro y se comienza adherir a la fibra,
posteriormente se oxida el colorante para devolverle el color.
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Los colorantes los podemos clasificar de diversas maneras, segin su origen puede ser
naturales o sintéticos, segun su composicion estructural se clasifican de acuerdo al grupo
cromoéforo responsable de aportar el color ejemplo el grupo azo, antraquinona, indigo, y
el catidn triarilmetina; otra manera de clasificarlos es segun su la forma en cémo deben
ser empleados para la tinciéon: tales como los métodos directos, empelando un mordiente,
al igrain, en una solucidn, y dispersiones coloidales de los colorantes 271,

Tratamientos de aguas contaminadas con colorantes.

En la actualidad existen muchos métodos fisico y quimicos encargados de remover
colorantes de aguas que estan contaminadas con ellos, sin embargo el empleo de estos
métodos en ocasiones resulta mas contraproducente ya que se emplean una gran
cantidad reactivos quimicos para tratar de eliminar la mayor cantidad de colorante, lo que
puede resultar en un exceso de quimicos que pueden reaccionar con algun otro
compuesto que se haya formado en el agua y originar subproductos toxicos y que no son
biodegradables, ademas de que los colorantes son muy solubles en el agua por lo que su
remocién no es tan facil por metros fisicos, los cuales garantizan solo eliminar una cierta
cantidad de ellos. Por otro lado existen otros métodos que son muy buenos en la
remocion de colorantes de las aguas, pero el inconveniente con estos métodos es que son
muy costosos y en algunas zonas su empleo no es viable, debido a la economia.

Los métodos bioldgicos son otra alternativa para el tratamiento de las aguas
contaminadas con colorantes; en este tipo de métodos se emplean microorganismo que
reaccionan con los compuestos que conforman a los colorantes y asi poder reducirlos a
formas mas sencillas y faciles de degradar. Estos métodos pueden aerdbicos o
anaerobicos.
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quimico

Tabla 7: Métodos quimos de tratamientos de aguas contaminadas con colorantes

Oxidacion: empleo
de un agente
oxidante que
rompe los anillos
aromaticos.

Peroxido de
hidrogeno

Es activado con luz UV.
Produce aminas aromaticas

Hipoclorito  de
odio

No aplica colorantes
dispersos.

Produce aminas aromaticas.

para

Castillo, et al. 2004.
Martinez, Gonzélez,
Coronel, Castro,
Villagémez, et al. 2012.
Garzén, et al. 2009

Reactivo fenton:

formacion de una

biomasa viva a partir de la mezcla de
peréxido de hidrogeno con sulfato

ferroso.

Cambios en la estructura de
compuestos organicos.

Menos toxicidad.

Produce residuos no deseados.

Garzon, et al. 2009

Ozonificacidn:
empleo de ozono

Directamente:

ataque directo
del ozono en el
centro

nucledfilico con

Degrada hidrocarburos clorados,
fenoles, pesticidas y aromaticos.
Decoloracidn del efluente.
Generacién de subproductos

Castillo, et al. 2004.

como agente | dobles o triples | nocivos. Garzon, et al. 2009
oxidante enlaces C-C, N-N
Indirectamente:
via radicales
libres.
No genera subproductos. Martinez, Gonzalez,
.o Muy eficiente en la remocidon de | Coronel, Castro,
Electroquimico: empleo de

tratamientos electroquimicos.

colorantes.
Altos costos.

Villagémez, et al. 2012.
Garzon, et al. 2009.

Fotoquimico:

empelo de luz UV y

perdxido de hidrégeno

Oxidacion de la materia organica.
Ausencia de lodos.

Altos costos.

Produccién de subproductos.
Aplica con baja concentracién de
colorantes.

Garzon, et al. 2009.

Martinez, Gonzélez,
Coronel, Castro,
Villagémez, et al. 2012.

N
~




fisico

Tabla 8: Métodos fisicos de tratamientos de aguas contaminadas con colorantes

Adsorcion:
intercambio idnico
entre el colorante y
un agente
removedor o
decolorante.

Carbon activado

Remueve colorantes catidnicos y
acidos.
No remueve bien los colorantes

DECOLORACION. tipos dispersos, directos vy
pigmentos.
Altos costos.
No se regenera al 100%
Viruta No es muy eficiente.
DECOLORACION. Mucho tiempo de contacto.

Gel de silicona.

No aplica para todos los

colorantes.

REMOCION. N
Para colorantes basicos.

Turba Bajos costos.

DECOLORACION. | NO setiene que activar.

Material organico.

DECOLORACION.

Reusable.
Regeneracién al 100%.
Bajo costo.

Castillo, et al. 2004.
Martinez, Gonzélez,
Coronel, Castro,
Villagémez, et al. 2012.
Garzon, et al. 2009

Coagulacién electrénica:

empleo de

sulfato ferroso y cloruro ferroso.

Bueno para colorantes directos.
Malo para colorantes acidos.
Alto costos

Castillo, et al. 2004.
Garzon, et al. 2009

Membranas de filtraciéon: empleo de
membranas que clarifican, concentran y
separan los colorantes.

Remocion de colorantes en bajas
concentraciones.

Resistente a ataque microbiano.
Altos costos.

Castillo, et al. 2004.
Martinez, Gonzélez,
Coronel, Castro,
Villagémez, et al. 2012.
Garzon, et al. 2009.

Intercambio iénico: empleo de especies

ionicas.

Para colorantes
anidnicos.

Los disolventes se regeneran.
Disolventes caros.

cationicos y

Martinez, Gonzélez,
Coronel, Castro,
Villagémez, et al. 2012.

N
(o0]




Capitulo II:
Metodologia.



Material y Reactivos

Tabla 9: Tabla de reactivos y material empelados durante la metodologia

Reactivo Material
Hidroxio de sodio Balanza Analitica
Acido clorhidrico Parilla
Acido acético Agitadores de vidrio y barras magnéticas
Perdxido de hidrégeno Matraz Erlenmeyer de 500 mL,
Bisulfito de sodio Vasos de precipitados
Hidréxido de potasio Pipetas
Glutaraldehido Probetas
Colorante marca mariposa Blichner, kitazato
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Diagrama de trabajo

Recoleccion de la muestra

Desechos de jaiba de las marisquerias

Lavado de la muestra

NaClO, T= ambiente

Secado y molienda de la muestra

T=ambiente

Desmineralizacion

L1 L]L

37 % HCI, T= ambiente , t= 120 min

T

| |
Método en frio Método en caliente
—l Aguas madres —| Cascara
Precipitacién de la quitina Decoloracion
l NaOH o KOH, T= ambiente. | 30% H,0,, T= 40 °C, t= 60 min

1

Desmineralizaciéon

HCI 30%, T=60 °C, t= 120 min

Desproteinizacion
—I Na,S,0, 3% NaOH o KOH, T=75 °C, t=120 min

Desacetilacion Quimica

1)KOH 70%, T=120°C, t=120 min
2) NaOH 70%, T= 120°C, t=120 min

—1

Purificacion
2% NaOH o KOH , T= 40 °C, t= 120 min

; Desacetilacion Quimica
t
Quitosano —+—1 KOH 70%, T=120°C, t=120 min
| 2) NaOH 70%, T= 120°C, t=120 min
| |
Caracterizacion Quitosano

Pruebas de solubilidad, R,MEB, AQE,TGA y DSC

]

Caracterizacién

Pruebas de solubilidad, R,MEB, AQE,TGA y DSC
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Metodologia

El método que se siguid fue el siguiente:

Sobre un bafio de agua fria se coloca un vaso de precipitados, al cual se le colocé 50 gr de
desecho de jaiba (seca y triturada) y se le agregd de 5 en 5 mL de acido clorhidrico
concentrado hasta a completar 50 mL, la reaccién de dejo por un tiempo de 10 minutos a
una temperatura de 5°C como se muestra en la figura 10, transcurrido este tiempo se
agregd agua destilada en proporcién 1:3 agua /4acido, esta solucidn se filtré al vacio como
se muestra en la figura 11.

Figura 10: Desmineralizacién de la jaiba Figura 11: Filtrado dela cascara desmineralizada

Las aguas madres que se obtuvieron del filtrado se le agrego una solucion de hidréxido de
sodio o de potasio al 70%, hasta que dejé de formarse un precipitado blanco como se
muestra en la figura 12, la solucion se dejo reposar por un periodo de 24 horas y se filtré
posteriormente se hizo reaccionar el precipitado blanco con 20 mL de 4cido clorhidrico al
30 % por un tiempo de 120 min, a una temperatura 60°C y con agitacién constante como
se muestra en la figura de 13 (1% Transcurrido este tiempo la solucion se filtré y se dejé
secar obteniendo quitina.

Figura 12: Precipitacion y filtrado de la quitina Figura 13: Desmineralizacion de la quitina con temperatura

Por otra parte la cascara desmineralizada se colocé en un vaso de precipitados con 30 mL
de perdxido de hidrogeno al 30 % [12) dejandola reaccionar por un periodo de tiempo de
60 min. a una temperatura de 40 C y con agitacién constante para que la muestra se
decolore como se muestra en la figura 14, pasado este tiempo la solucion se filtré.

32



Figural4: Decoloracion.

El siguiente paso fue desproteinizar la muestra con una solucién de hidréxido de potasio al
15% agregando 5 gr de Hidrosulfito de sodio (113 reaccion se dejo por un tiempo de 120
min, a una temperatura de 75 C y agitacién vigorosa como se muestra en la figura 15, en
este paso se obtiene la quitina, la cual se puso a reaccionar agregando una solucién de
hidréxido de potasio al 2%, para llevar a cabo la purificacién de esta por un de tiempo de
120 min a una temperatura de 40 C y agitacién como se muestra en la figura 16, pasado
este tiempo la solucién se filtré y la quitina obtenida se dejé secar a temperatura
ambiente por un periodo de 24 horas.

Figura 15: Desproteinizacion Figura 16: Purificacion

La Quitina obtenida tanto de las aguas madres como de las cascaras se desacetilaron
cuando se hizo reaccionar en una solucion de hidréxido de potasio al 70% por de tiempo
de 120 min, a una temperatura de 120 C y agitacion, luego se realiza una segunda
desacetilacion con NaOH al 70% por un periodo de tiempo de 120 min, a una temperatura
de 120 °C y agitacion vigorosa como se muestra en la figura 17, obteniendo finalmente
Quitosano.

Figura 17: Desacetilizacion de la quitina con hidroxido de potasio y sodio al 70% y obtencidn de quitosano
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Capitulo III:

Resultados y
Discusion.




Condiciones de reaccion.

La desmineralizacion es el paso mas importante del proceso ya que si no se realiza
correctamente se tendrd la presencia de los minerales, los cuales interferiran en la
obtencién del producto final. Los factores que determinan la desmineralizacién en el
tratamiento de las cascaras son la concentraciéon del acido, y la cantidad de materia prima
empleada asi como el tiempo, y se puede deducir que a mayor concentracidén se obtiene
una mejor desmineralizacion del producto. Sin embargo para la aguas madres la
concentracion de acidos debe ser diluida ya que esto ayuda a que se obtenga quitina sin
que se tengan un alta concentracion de contaminantes como carbonatos.

La decoloracion es un paso opcional ya que con este paso no se afecta a las propiedades
quimicas del producto final y solo nos ayuda a degradar los pigmentos que se encuentran
en la materia prima. Los factores que determina este paso son la temperatura, el agente
oxidante y los tiempos de reaccién. La decoloracion de la muestra se realiza con una gente
oxidante como es el perdxido de hidrégeno o el hipoclorito de sodio, en este caso el que
se utilizo fue el perdxido de hidréogeno ya que decolora mas rapido la muestras,
utilizdndolo al 30% a una temperatura de 80°C por un tiempo de 30 minutos, logrando asi
una mayor eficacia en la degradacién de los pigmentos involucrados en la materia prima.

La desproteinizacion es el siguiente paso donde se desnaturalizan a las proteinas que
protegen a la matriz biolégica y que envuelve a la quitina, si este paso no se realiza por
completo, se obtendrd en menor cantidad vy los factores que afectan este paso son la
concentracién de alcali, la temperatura y el tiempo. En al caso de la quitina que se obtuvo
del método en frio se traté de la misma forma que la anterior.

La desacetilizacioén es el ultimo paso de este método y se rige bajo las mismas condiciones
de reaccion del método en caliente, como se menciond anteriormente.

Concentracidon de alcali: si se emplea alta concentracion de dlcali se debe de usar
temperatura baja, sin embargo si la concentracion del dlcali es bajo la temperatura debera
de ser alta, esto segun la literatura. Otro aspecto importante es el empleo de un agente
anti oxidante como el bisulfito de sodio que evita que las cadenas poliméricas que estdn
débiles por el uso del peréxido no se rompan.

La purificacion de la quitina obtenida de los exoesqueletos se debe de tomar en cuenta la
concentracion, la temperatura y el tiempo.

La desacetilacidon es el ultimo paso para la obtencidén del quitosano y es muy importante
ya que si se realiza en bajas concentraciones la reduccidon de la mayoria de los grupos
amida a amina no se completara y se obtendra en mayor proporcién quitina y menor
cantidad quitosano, es por ello que se emplea concentraciones altas a una temperatura
alta por un tiempo de cuatro horas.

En este método se deben de cuidar todas las condiciones de reaccién que se presentaron
en los métodos por separado. Cabe destacar que en la combinacidon de los métodos en
frio y caliente se logré observar que ambos método se complementaban, debido a que los
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desechos que producia un método el segundo podia emplearlos, reduciendo y reciclando
asi los residuos generados a lo largo del proceso.

Caracteristicas fisicas.
El quitosano obtenido es un polvo blanco fino, e indoloro alguno aunque se obtiene de
desechos de moluscos.

En este trabajo para la sintesis de quitosano se realizaron muchas modificaciones de la
técnica original, ya que los primeros quitosano que se obtuvieron presentaron una
coloracion amarilla o café con un aroma a molusco y una consistencia muy parecida a la
jaiba o camarén molidos sin ser tratados. Estas caracteristicas fisicas son debidas a que
durante los proceso de desmineralizacién o desproteinizacidon no se lograron eliminar del
todo los carbonatos de potasio o la proteinas presentes en la matriz bioldgica,
encapsulando todavia la quitina, impidiéndole poder ser desacetilada. Finalmente se logré
obtener el producto con las caracteristicas fisicas singulares que presenta el quitosano

comercial.
Materia
prima
Primeros
quitosanos
obtenidos
Segundos
quitosanos
obtenidos

ultimos quitofa

Figura 20: Caracteristicas fisicas
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Prueba de solubilidad.

El quitosano que se obtuvo fue caracterizado con una prueba de solubilidad en acido
acético al 3%, y 6% ya que esta prueba confirma la presencia de este al observar que la
solucion quedo transparente y viscosa como se muestra en la figura 21.

quitosano
que no es
soluble en
acido
acetico al
3%

quitosano
que es

soluble en
acido

acetico al

quitosano
que no es
soluble en
acido
acetico al
6%

quitosano
que es
soluble en
acido
acetico al
6%

Figura 21: Prueba de solubilidad al 3% y 6% de dcido acético
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Espectroscopia de Infrarrojo IR.

En el espectro de IR de la quitina se pueden observar las bandas caracteristicas del grupo
amida en la regién de 1600 cm™, también se puede observar que la banda caracteristicas
de las aminas a 1550 cm-1 caracteristica del quitosano en esta no aparece, tal como se
puede observar que el espectro obtenido muestra cierta similitud con el espectro
reportado por Escobar et al. 2013, como se muestra en la figura 22.
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Figura 22: 1) Espectro de quitina referencia 2) Espectro de quitina
Tabla 10: Tabla de caracterizacién de las bandas importantes de la quitina obtenida
POSICION INTENSIDAD FORMA VIBRACION ENLACE Grupo
cm? funcional
3119.265 Débil Ancha Tension O-H Alcohol
polimérico
1645.775 Mediana Estrecha Tensién C-H3 N-CO Amida
1350.045 Mediana Estrecha Flexion O0-H Alcohol
1009.558 Fuerte Ancha Tensién c-0 Eter
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Para la caracterizacion de la muestra se empleé el equipo CARY 630 FTIR de punta de
diamante. En los espectros de IR se observan las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales del quitosano, tales como la banda de las aminas que se encuentra en la
region de los 3600 cm™? y 1550 cm’; de igual manera se observa la banda del grupo amida
en la regiéon de los 1600 cm™. Se puede observar que el espectro obtenido muestra cierta
similitud con el espectro reportado por Escobar et al. 2013, como se muestra en la figura
23.
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Figura 23: 1) Espectro de quitosano referencia 2) Espectro de quitosano
Tabla 11: Tabla de caracterizacion de las bandas importantes del quitosano obtenido
POSICION INTENSIDAD FORMA VIBRACION ENLACE Grupo
cm1 funcional
3299.387 Fuerte ancha Tension O-H Alcohol
primario
2874.040 Débil Ancha Tensién C-H: Etil
1645.936 Media Estrecha Tension CH3 N-CO Amida
1566.029 Media Estrecha Flexion NH: Amina
1374.114 Débil Estrecha Flexion C-H3 Metil
1023.590 Fuerte Ancha Tension c-0 Eter
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Microscopia Electronica de Barrido (MEB) y Andlisis Quimico
Elemental (AQE).

Como se puede observar en la figura 24 del analisis de MEB, muestra de quitosano en frio
contiene una alta concentracién de carbonatos y fosfatos lo cual indica que el método de
desmineralizacidon por el método en frio no fue tan efectivo ya que este arrastra los
minerales que se eliminan de las cascaras quedando inmersos en las aguas madres
contaminando la minima cantidad de quitosano presente que se obtiene de estas, como
se puede observar en la muestra reportada por Goméz et. al. 2014

En el analisis quimico elemental se puede observar la presencia de minerales como calcio,
azufre, fosforo y magnesio los cuales son los principales componentes de las cascara de la
muestra que se utilizé como fue la Jaiba.

Para este andlisis se empled un microscopio electrénico de barrido de JSM-6610LV marca
JEOL que opera a 20 KV.

MEB obtendio de Goméz et. al. 2014

( Quantitative resulits \

Método en frio

Weight®%

Figura 24: Andlisis de Microscopia Electrdnico de Barrido y Andlisis
Quimico Elemental del quitosano obtenido por el método en frio
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Como se puede observar en la figura 25 del analisis de MEB la muestra de quitosano en
caliente  contiene una superficie homogénea de la superficie del biopolimero
observandose tal y como lo muestra el espectro de MEB reportado por Navarro et. al.
2010.

En el AQE se logra observar que la no hay presencia de los elementos que conforman a los
minerales que se encuentran presentes en las cascaras de los crustaceos; pero aun
prevalecia el sodio debido a que esta no fue lavada adecuadamente al final del proceso.

MEB obtendio de Navarro et. al. 2010 MEB

f Quantitative results

Método en caliente

AQE

Figura 25: Andlisis de Microscopia Electrénico de Barrido y

Andlisis Quimico Elemental del quitosano obtenido por el método en caliente
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TGA Y DSC.

En los termogramas siguientes se graficd el DSC (color azul) y el TG (color negro),
observando asi que en las muestras de quitosano obtenido en frio presenta impurezas ya
que en el grafico de DSC los picos no estan definidos y estan demasiados abiertos, ademas
se logra observar que hay elementos tales como agua externa e interna, alcoholes,
carbono, nitrégeno e impurezas que se encentran involucrados dentro de la muestra y
que se estan degradando conforme se va alcanzado una cierta temperatura. Se ha
reportado en la literatura que la temperatura de fusion del quitosano es a los 280°C y su
temperatura vitrea es de 300 'C siendo la muestra 3 la Unica que tiene un pico bien
definido en 300 C por lo que se puede decir que esta muestra es la menos contaminada
de todas, ademads de que no presenta demasiados picos que pueden ser atribuidos a la
descomposicion de impurezas que formen parte de la masa total de la muestra.

Con el grafico de TGA se logra observar en las muestras 1 y 5 la presencia de alguna
impureza hace que la muestra se descomponga a altas temperaturas como paso en el
termograma 1 en donde la muestra soporto hasta 650°C y después se degrado
rapidamente lo que nos dice que impurezas involucradas que hacen que la muestra
soportara tanto. En las muestras 5 se observa que la degradacidon de materia se realizo
antes de 200 C lo cual puede ser agua externa e interna, posteriormente se empezé a
degradar algo hasta después de 650 C por lo que se infiere que la muestra presenta
impurezas como minerales que se lograron descomponer hasta los 650 C.

Solo la muestra tres logro mostrar un decaimiento exponencial continuo ya que hasta la
temperatura de 300 'C se llevé acabo la transicion vitrea y después de ese punto comenzd
la degradacion continua de la muestra sin presentar sobresaltos o degradaciones parciales
gue puedan indicarnos que hay impurezas que afecten la degradacion de la muestra.

El andlisis se realizé en un equipo NETZSCH STA modelo 449F3.
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Grado de desacetilacion (%GD).

Se calculd el %GD a través de un método potenciométrico en donde se graficé el pH vs los
mL de titulante agregados a la solucidn, en este caso fue los mL de Hidréxido de sodio
adicionados a la solucidn de quitosano en acido clorhidrico. Durante el proceso se tomé el
pH cada vez que se adicionaba 2 mL de titulante a la soluciéon de quitosano. Una vez que

se obtuvieron los resultados se graficaron y se calculé el %GD como se muestra a
continuacion.

ApH/AV vs Vol %GD = 16.1*(23—5)*0_31\/[
25 0.3g
2
g 1,5 Dénde:
g1 y = punto de inflexion mayor= 23
0,5 X = punto de inflexién mayor = 5
0 F= molaridad de NaOH=0.3 M

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24

m= masa utilizada de quitosano=0.3 g
Vol represntativo

%GD = 86.94
pH vs Vol de NaOH

15
13
11

pH

S © 2 B N Vo)

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26
volumen de NaOH, mL

Figura 27: Grdficos de la titulacién de la solucion

de dcido clorhidrico v auitosano con NaOH
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Formacion de perlas.
El quitosano obtenido del método en caliente se disolvid en dacido acético al tres por
ciento para la formar perlas las cuales fueron empleadas en la remocidn de colorantes
en aguas de esta manera poder comprobar la efectividad del quitosano obtenido

La técnica que se siguid para la formacién de perla fue la de entrecruzamiento de
quitosano con glutaraldehido:

Se disuelve el quitosano en acido acético diluido con agitacidén vigorosa hasta obtener una
solucion viscosa y transparente, la cual se adiciona gota a gota sobre una soluciéon de KOH
al 2 N, formdandose al instate las perlas y siendo agitadas por un orbital. Posteriormente
las perlas se filtran y se lavan con agua, y se depositan en una solucién de glutaraldehido
al 2.5% con agitacién como se puede observar en la figura 28.

Por otro lado se realiza nuevamente la formacién de perlas de quitosano sin
gluteraldehido, siguiendo los pasos anteriores, obtenido las perlas como se muestran en la
figura 29.

Figura 29: Formacién de perlas de

Figura 28: Formacién de perlas de

quitosano con glutaraldehido quitosano sin glutaraldehido

Se prepararon soluciones de colorantes con:
* 0.01 g de colornate en 100 mL de agua
0.05 g de colorante en 100 mL de agua
0.1 g de colorante en 100 mL de agua

0.5 g de colorante en 100 mL de agua

*k sk %k X

1 g de colorante en 100 mL de agua

(@)



Las soluciones obtenidas se probaron con 0.2 g de quitosano en perlas, aglutinadas con
glutaraldehido y sin gluteraldehido durante un tiempo de ocho dia, posteriormente se les
midié la absorbancia mediante espectroscopia UV-VIS en las aguas resultantes para
medir la concentracién de colorante retenido perlas de quitosano, como se muestra en la
figura 30

muestra dia 1 dia 5 dia 8

_0.01g

0.05g

1g

Figura 30: Tratamiento con perlas de quitosano de aguas contaminadas con colorantes por 1, 5y 8 dias
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En la figura 31 y 32 se puede observar la funcidon del quitosano como retenedor de
colorante solo que este es retenido con mayor eficiencia cuando este se encuentra con
gluteraldehidol las mediciones se realizaron en un equipo de UV-VIS marca HEWLETT

Packard modelo 8453

Figura 31: Perlas de quitosano reticuladas con glutaraldehido

Y

Figura 32: Perlas de quitosano sin glutaraldehido

Tabla 12: Calculo de la concentracion de colorante presente en las aguas tratadas con quitosano.

Muestra 1: 0.01g
colorante/100 ml
agua.

Muestra 2: 0.05g
colorante/100 ml
agua.

Muestra 3: 0.1g
colorante/100 ml
agua.

Muestra 4: 0.5g
colorante/100 ml
agua.

Muestra 5: 1g
colorante/100 ml
agua.

Perlas en KOH al 2N:

0.044848 = 0,0124x + 0.038
x = (0.0124 — 0.038)/0.044848
x = 0.55064 ppm
0.0643 = 0,0016x + 0.0224
x = (0.0224 — 0.0643)/0.0016
x =26.1875 ppm

0.063105 = 0.0029x + 0.0172
x = (0.0172 — 0.063105)/0.0029
x = 15.82931 ppm
0.81972 = 0.0005x + 2.0039
x = (2.0039 — 0.81972)/0.0005
x =2368.36 ppm

1.7256 = 0.0001x + 2.7544
x = (2.7544 — 1.7256)/0.0001
x = 10288 ppm

Entrecruzado con glutaraldehido:

0.022068 = 0,0124x + 0.038
x = (0.0124 — 0.038)/0.022068
x =1.2848 ppm
0.11571 = 0,0016x + 0.0224
x = (0.0224 — 0.11571)/0.0016
x = 58.31875 ppm
0.14433 = 0.0029x + 0.0172
x = (0.0172 — 0.14433)/0.0029
x =43.8379 ppm
0.3073 = 0.0005x + 2.0039
x = (2.0039 —0.3073)/0.0005
x =3393.2 ppm

0.26852 = 0.0001x + 2.7544
x = (2.7544 — 0.26852)/0.0001
x = 24858.8 ppm
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muestra 5: 1 g de colorante en 100 ml agua

Figura 33: Espectros de UV-VIS de las muestras taradas con el quitosano
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Capitulo 1V:
Conclusiones

y
Sugerencias




Conclusiones

Se logrd obtener quitosano por medio de la combinacién de dos métodos en frio y
caliente. Sin embargo se pudo comprobar que el método mas eficiente fue por el
método en caliente debido a que el quitosano que se obtuvo siguiendo el método
en frio no paso la prueba de la solubilidad siendo esta una de las pruebas mas
importante en la caracterizacién del quitosano

La prueba de solubilidad en acido acético al 3% y 6% fue eficiente para el
quitosano obtenido por el método en caliente debido a que en la literatura
muestra que este es el rango en el que se disuelve el quitosano, mientras que por
el método en frio no hay buena solubilidad.

Los espectros de IR de las muestras obtenidas por el método en caliente
muestran las bandas caracteristicas del quitosano.

El analisis de TGA y DCS demostrd que se encontraba presente el quitosano ya que
a la temperatura de 300 °C se encuentra el punto vitreo caracteristico del
quitosano.

El Andlisis Quimico Elemental demostré que el quitosano obtenido por el método
en caliente presentaba menos contaminacién de minerales que el quitosano
obtenido por el método en frio.

En la Microscopia Electrénica de Barrido la muestra de quitosano por el método
en frio se pueden observar a la formacién de precipitados de calcio y fdsforo,
mientras que en el quitosano por el método en caliente muestran una distribucién
de particulas homogéneas para el quitosano y esto se debe a la unién de las
cadenas lineales propias del quitosano.

Una prueba final fue la aplicacion en forma de perla que se le dio al quitosano
obtenido por el método en caliente en la formacién de las perlas reticuladas con
gluteraldehido ya que el quitosano obtenido por el método en frio no paso las
prueba de solubilidad no permitié la formacion de las perlas.
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Sugerencias

Para dar continuidad a este trabajo se sugiere que se cuiden los pasos para obtencién de
quitosano por el método en frio ya que los resultados en esta ocasion no fueron buenos
por lo que se sugiere que el método sea descartado o se modifique la técnica hasta lograr
obtener las mejores condiciones de reaccién para obtener un buen rendimiento del
quitosano por medio de este método.

Se sugiere que la aplicacion de las perlas para la remocién de colorantes se profundice
mas tomando en cuenta la caracterizacion de perlas reticulas, asi mismo se realice la
eficiencia del quitosano con un colorante de estructura conocida

Se recomienda también buscar otro tipo de materia prima para la obtencién de quitosano
por el método en frio ya que la jaiba contiene gran cantidad de minerales o bien hacer
pruebas a diferentes concentraciones de acido clorhidrico al hacer la desmineralizacidn.

Otra sugerencia para la obtencion de quitosano es la caracterizacion por Resonancia
Magnética Nuclear en la cual se recomienda el empleo del Dimetilsulfoxi deuterado para
disolver la muestra debido a que es insoluble en los disolventes organicos comunmente
empleados para esta técnica.

La caracterizacidon por espectrometria de masas se debe realizar en un equipo mas
sensible para este tipo de polimeros que permita el fraccionamiento del polimero para
poder medir el peso molecular y confirmar la estructura quimica de la molécula
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