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RESUMEN

El proceso de extraccién de quitosano a partir de crustdceos ha sido ampliamente estudiado.
Sin embargo, el proceso de extraccion a partir de insectos no ha sido explorado al maximo. En
este trabajo se presenta una adaptacion del proceso tradicional de desproteinizacion,
desmineralizacion, decoloracion y desacetilicion para extraer por primera vez quitosano a
partir de pupario de moscas hembra y macho de la cepa de sexado genético de Ceratitis
capitata. El objetivo es desarrollar un biopolimero a partir de los residuos de una planta de
produccion de mosca estéril en Guatemala, con la capacidad de adsorber el pigmento Fire
Orange del agua residual. Los biopolimeros fueron caracterizados por medio de espectroscopia
infrarroja (FT-IR) presentando un porcentaje de desacetilacion para el quitosano de 87.65% en
el quitosano extraido de mosca hembra. Asimismo, el analisis de difraccion de rayos X (DRX)
mostré que las quitinas presentan mayor estructura cristalina que los quitosanos y los
biopolimeros extraidos del pupario de moscas macho presentan mayor naturaleza cristalina que
los de hembra. Se realizé un anélisis termogravimetria (TGA), para determinar la temperatura
de descomposicidn quitosanos extraidos del pupario de moscas hembra y macho con valores de
368.75 °C y 373.39 °C respectivamente. Para aumentar la solubilidad en agua se sintetizaron
nanoparticulas de carboximetilquitosano reticuladas con iones de calcio y sus propiedades de
remocion del pigmento fueron evaluadas con respecto a nanoparticulas de quitosano, utilizando
espectrofotometria ultravioleta visible (UV-Vis). Se determiné la efectividad de remocion del
pigmento obteniendo un 67.4% para las nanoparticulas de carboximetilquitosano (CMC — Ca),

presentando una mayor remocion que las nanoparticulas de quitosano con 43.20%.
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I.  INTRODUCCION

La familia Tephritidae es una familia de dipteros branquiceros, mejor conocido como
moscas de la fruta, y es considerada como una plaga para cultivos que disponen de frutos
carnosos. Las moscas de la fruta los atacan y pudren; ya que la hembra coloca huevos bajo la
piel de los frutos. Los huevos se transforman en larvas dentro del fruto, creciendo en su interior
y dejando rastros de excremento. De esta forma, una plaga se genera en el cultivo. Entre los
géneros de plagas con mayor importancia se encuentran Anastrepha y Ceratitis. EIl principal
problema es que el cultivo suele ser receptivo al ataque de estas moscas, por lo que surge la

necesidad de controlar la plaga (Robinson, 1986).

Un método genético efectivo para el control de plagas de la mosca de la fruta adulta es la
técnica del insecto estéril. Para llevarla a cabo es necesario criar grandes cantidades de moscas,
y esterilizar a los machos con bajas dosis de radiacion. Los machos estériles son liberados a
zonas infestadas por la plaga, al liberar una mayor cantidad de mosca macho estéril en relacién
a la cantidad de plaga de esta especie que existe en el campo se produce una reduccién de la
probabilidad de encuentros entre machos y hembras silvestres, dando como resultado de este
cruce huevos infértiles, reduciendo de esta manera la poblacion de la plaga en su siguiente
generacion.

El proceso de cria larval de colonias se encarga del desarrollo y magnificacion de machos y
hembras a lo largo de cuatro generaciones. Este es el proceso encargado de aumentar la
cantidad de insectos, su funcién es proporcionar hembras y machos fértiles para la produccién
de huevo. En la colonia de reproductores se encuentran los adultos fértiles en jaulas que
producen el huevo necesario para el mantenimiento de las colonias y su principal objetivo es el
huevo al que se le aplica un proceso de tratamiento térmico en donde se eliminan las hembras
aplicando temperaturas de 34°C, en la dltima fase del proceso, 5 dias después de haber
empacado la pupa dentro de torres de emergencia, la mosca alcanza su madurez sexual lo que
indica que esta lista para ser liberada en el campo, colonia de reproductores y liberacion de
macho estéril son los procesos donde se produce la mayor cantidad de pupario, generando

kilos de desechos de material biolégico semanalmente (FAO, 1998).

El principal compuesto del exoesqueleto de las moscas es la quitina; la cual, al experimentar
una desacetilacion alcalina o al ser expuesta a ciertas condiciones de radiacion, permite obtener
quitosano. El quitosano [poli-p (I — 4) -2-amino-2-desoxi-D-glucosa] es un biopolimero que

posee un gran ndmero de grupos funcionales, como los amino reactivos e hidroxilos primarios

y



secundarios, que lo dotan de capacidades adsorbentes y quelantes. El quitosano es soluble sélo
en condiciones acidas (pH < 6.5). Se ha determinado que sus derivados, como los

carboximetilados, son solubles en un amplio rango de pH (Anitha, et al., 2009).

En este trabajo se presenta una adaptacion del proceso tradicional de desproteinizacion,
desmineralizacion, y desacetilicion para extraer por primera vez quitosano a partir de pupario
de moscas Ceratitis capitata macho y hembra y obtener un derivado, carboximetilquitosano. El
objetivo es desarrollar un biopolimero a partir de los residuos de una planta de produccion de
mosca estéril en Guatemala, con la capacidad de adsorber el pigmento Fire Orange del agua
residual.



Il. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Comparar la efectividad del uso de nanoparticulas de quitosano (CS) vy
carboximetilquitosano (CMC — Ca) en el tratamiento de aguas residuales antes y después de la
filtracion (AF y DF) en una planta guatemalteca de produccién de machos estériles de la cepa

de sexado genético de Ceratitis capitata.

B. Objetivos especificos

Extraer quitina de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho, y realizar su
conversion a quitosano caracterizandose por medio de analisis termogravimétrico (TGA),
difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia FT — IR; determinando el grado de acetilacién y

desacetilacion.

Sintetizar carboximetilquitosano a partir del quitosano extraido del pupario de moscas

Ceratitis capitata caracterizandose por espectroscopia FT — IR.

Sintetizar nanoparticulas quitosano y carboximetilquitosano - Ca, y comparar su capacidad
de remocion para el pigmento fluorescente FO AX-14-N presente en las muestras de agua

residual antes y después de la filtracion realizada en la planta de tratamiento actual.






l1l. JUSTIFICACION

El quitosano es un biopolimero hidrosoluble que puede formar peliculas, fibras y
nanoparticulas en condiciones &cidas o débilmente &cidas. Es biocompatible, no toxico,
semipermeable, con propiedades quelantes, antimicrobianas, de adsorcién, coagulante y
floculante por su caracter catidnico (Garcia, 2013). Por estos motivos resulta atil en la
descontaminacion de aguas residuales. Ademas, por la reactividad que le confieren sus grupos
hidroxidos y amino, se logra la sintesis de derivados que amplian el campo de accion de este
biopolimero. El carboximetilquitosano es el derivado de quitosano mas importante, pues es
soluble tanto en condiciones &cidas como alcalinas, siendo un buen candidato para el
tratamiento de agua. Por su parte, las nanoparticulas son Utiles en la purificacion del agua,
debido a su reducido tamafio y al hecho que amplian el &rea superficial que les brinda mejor
capacidad adsorbente (M, 2007).

Una planta guatemalteca de produccién de machos estériles de Ceratitis capitata genera
semanalmente mas de 70 kilos de desechos de pupario de machos estériles. Los machos
estériles son tefiidos con el pigmento fluorescente Fire Orange (FO AX -14 — N), el cual se
utiliza para el proceso de marcaje y recaptura en el monitoreo de las liberaciones de moscas
estériles en el campo. El agua residual de la planta actual es tratada con membranas para un
proceso de filtracion. La presencia de FO AX-14-N en el agua, no sélo es estéticamente

indeseable, sino que también representa un impacto negativo en el medio ambiente.

Por esta razon se presenté una metodologia para el tratamiento de residuos de pupario de
moscas Ceratitis capitata, extrayendo quitina (QT) y realizando una conversion a quitosano
(CS). Y se propuso una aplicacién innovadora del quitosano (CS) para el tratamiento de agua
residual. Para ello, se sintetiz6 nanoparticulas de quitosano (CS) y carboximetilquitosano
(CMC - Ca), compuesto soluble en agua en un amplio rango de pH; y se determinaron sus
capacidades de adsorcion para el pigmento fluorescente Fire Orange. Con este proyecto se

generd un producto innovador con valor agregado para la planta y el manejo de sus residuos.






IV. MARCO TEORICO
A. Agua residual

La FAO define al agua residual como aquella que no posee un uso inmediato debido a su
calidad o cantidad; resulta, principalmente, de procesos industriales y pueden ser suministro
para otro usuario (FAO, 2014). El agua residual posee contaminantes que perjudican la calidad
tanto en estética (color, olor, sabor) como en calidad quimica (microorganismos, compuestos
organicos e inorganicos disueltos) del agua. De modo que es perjudicial para el bienestar de
quienes la consumen (Hendricks, 2006). Los principales contaminantes del agua se encuentran
listados en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Principales contaminantes del agua.

Contaminante Ejemplo
Materia orgénica Quimicos orgénicos, é&cidos falvicos, humicos y/o
disuelta o suspendida compuestos sintéticos.
Sales ionicas disueltas Sales de nitrato, carbonatos, silice, y/o arsénico, metales

pesados como plomo, mercurio, cromo.

Gases Metano, didxido de carbono, sulfuro de hidrégeno.

Material biolégico Microorganismos como bacterias, virus, hongos, algas.

Sélidos suspendidos Materia coloidal, Oxidos de metales insolubles o
hidréxidos.

(Cartwright, 2009).

A finales del siglo XIX e inicios del siglo XX enfermedades como el cdlera y la fiebre
tifoidea incrementaron a nivel mundial debido al consumo de agua contaminada. Actualmente
se ha reportado que al menos 1800 millones de personas alrededor del mundo dependen de
fuentes de agua contaminadas por heces, lo cual incrementa las enfermedades mencionadas y
otras como la diarrea, disenteria, y poliomielitis (“OMS | Agua,” 2016). Por lo tanto, la OMS
se ha propuesto mejorar el desarrollo de la salud publica y la calidad del agua a nivel mundial;
asistiendo a los gobiernos de, principalmente, paises subdesarrollados. En el 2004 inici6 con la
prueba de distintos productos para el tratamiento de agua; y en el 2015 propuso un plan para

asegurar el saneamiento del agua (“OMS | Agua,” 2016).



En Guatemala se cuenta con la Politica Nacional del sector de agua potable y saneamiento,
la cual contribuye a mejorar la calidad de vida, el bienestar individual y social de los
guatemaltecos; puesto que vela porque todos tengan acceso a los servicios de agua potable. Sin
embargo, el problema de contaminacién de fuentes hidricas persiste, y el impacto de la
deficiencia de agua potable y saneamiento afecta principalmente a la poblacién
econémicamente vulnerable. Durante el 2010 se reportd que, entre las principales causas de
mortalidad en Guatemala, se encuentran las enfermedades infecciosas y parasitas (66 por cada
100000); las cuales, como se ha expuesto, aumentan con el consumo de agua contaminada
(Gobierno de Guatemala, n.d).

En consecuencia, surge la necesidad de establecer técnicas, econdmicamente accesibles, de
analisis y tratamiento de agua que permitan la eliminacién de impurezas y contaminantes
dafiinos para la salud. La calidad del agua se puede determinar segin parametros fisicos y
guimicos, como se muestra en el Cuadro 2 (Orozco, 2005).

Cuadro 2. Pardmetros fisicos y quimicos del agua.

Pardmetro Descripcion
Temperatura Afecta el estado de los demas pardmetros del agua, desde
la actividad bioldgica hasta las reacciones quimicas y pH.
A temperaturas mayores de 50°C o menores de 5°C la
actividad microbiolo6gica en el agua se inhibe.

Turbidez La presencia de particulas coloidales interfiere en la
dispersion o absorcién de la luz, impidiendo que se
transmita por difraccién. Se puede medir en unidades de
turbidez nefelométrica.

Solidos Permite determinar la cantidad, en miligramo por litro, de
suspendidos s6lidos que son retenidos en un filtro. Estos sélidos suelen
ser impurezas de residuos organicos dafinos para la salud.

Solidos disueltos. Es una medida, en miligramo por litro de solucion, que
describe la cantidad de materia disuelta en el agua. Esta
puede ser organica, inorgéanica e iones en disolucion. Este
pardmetro es determinado por evaporacion del agua
previamente filtrada.

pH Mide la concentracion de iones hidrégeno a una
temperatura dada, el pH ideal en el agua es de 6.5 — 8.5.

Metales pesados Metales como el mercurio, plomo, zinc, hierro, cromo,
cadmio y el arsénico. Al estar presentes en el agua resultan
toxicos y altamente dafiinos para los seres vivos.

(Orozco, 2005).



Los métodos de tratamiento se componen de procesos unitarios como filtracién,
coagulacién, adsorcion, entre otros. El conjunto de determinados y adecuados procesos
unitarios, dan lugar a establecer un método de tratamiento de agua residual (Hendricks, 2006).
Para esta investigacion resulta pertinente describir el proceso unitario de adsorcidn, el cual
generalmente surge por una serie de reacciones quimicas que alteran y desestabilizan la
superficie de particulas coloidales; a este proceso se le conoce como coagulacion (Franco,
2014).

La coagulacion, a través de la neutralizacién de cargas, reduce fuerzas de repulsion
electrostatica y permite la adhesion de particulas. Este proceso se puede dar al adicionar un
polimero, que actda como coagulante, a una muestra de agua con suspension coloidales, como
particulas de algln colorante. Las cadenas largas de los polimeros pueden adsorber particulas
debido a que contienen variedad de grupos funcionales como aminas o hidroxilos. De modo
que se forman uniones de particulas coloidales — polimero, las cuales generalmente precipitan

y luego, al filtrar la muestra de agua, se logran retirar (Aguilar et al., 2002).

Varios polimeros son empleados como coagulantes en el tratamiento de aguas, sin embargo;
los efectos que tienen al incrementar la concentracion de metales pesados en el agua, variar el
pH del agua, y la toxicidad de residuos, promueven la blsqueda de nuevos agentes
coagulantes. ElI CS, es un biopolimero de bajo costo, seguro, biodegradable y no produce
contaminacion secundaria. Este biopolimero ya ha sido utilizado como floculante y coagulante
para remover particulas coloidales de colorantes, aceites, pesticidas, metales pesados, y se han

reportado resultados donde incluso disminuye la turbidez del agua (Caldera et al., 2013).

B. Quitosano

El CS es un polisacarido lineal semisintético de alto peso molecular compuesto por 2—
amino—2—deoxi—p—D—glucosa 'y  2-acetamido—2-deoxi——D—glucosa en distribucion
Bernouliana (aleatoria); unidas por enlaces glucosidicos tipo p (1—4) a lo largo de la cadena

(Rios et.al, 2006). En la Figura 1 se observa la estructura del CS.
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Figura 1 Estructura quimica del CS, n representa las fracciones molares.
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(Murray et.al., 2013).

El CS es un biopolimero hidrosoluble que puede formar fibras, hidrogeles, peliculas y
nanoparticulas en condiciones &cidas o débilmente &cidas. Es biocompatible, no toxico,
semipermeable, con propiedades filmogénicas y antimicrobianas, que lo hace un material con
una amplia gama de aplicaciones; desde la medicina, el tratamiento de aguas, hasta la industria
alimentaria (Khan, et.al, 2000). Gracias a la cantidad de grupos funcionales presentes en su
estructura, especificamente los grupos amida; presenta capacidad de ligar macromoléculas
como lipidos y metales pesados como el cobre, zinc, plomo, mercurio, y hierro (Abram e
Higuera, 2004).

La presencia de grupos amida en la estructura molecular del CS, lo hace uno de los
polisacaridos cationicos naturales mas abundantes, ya que se deriva de la QT mediante la
desacetilacién en condiciones alcalinas y a altas temperaturas. Posee un pKa alrededor de 6.5,
lo cual limita su solubilidad y accion en medios alcalinos o neutros. Ademas, la presencia de
grupos amida e hidroxilo, permiten modificar facilmente la estructura quimica del CS
(Krajawska, 2001). Las unidades de glucosamina establecen el GD de este compuesto, lo cual
se relaciona con la cantidad de cargas positivas dada por los grupos amino dentro del polimero.
El GD condiciona las propiedades fisicoquimicas y biologicas del CS: como el GS,

solubilidad, viscosidad y peso molecular (No, 2002).

1. Sintesis de quitosano a partir de quitina. La quitina (QT) es el segundo
biopolimero mas abundante en la naturaleza, se encuentra principalmente en el exoesqueleto de
crustaceos e insectos, de modo que es un recurso renovable de facil y abundante acceso. Se
estima que anualmente se producen casi 100mil billones de toneladas de QT naturalmente.
Siendo entonces una fuente de biomasa con gran disponibilidad y potencial para ser explotada
(Tharanathan y Prashanth, 2007). La QT es rigida, no eldstica y de apariencia blanca —
amarillenta (Dutta, 2002).

Al igual que el CS, la QT poli - [p - (1—»4) — 2 — acetamida — 2 — desoxi — D —

glucopiranosa], estd conformada por mondmeros de glucopiranosas unidas por enlaces



glucosidicos B (1—4). La diferencia radica en el carbono 2, donde la QT posee un grupo

acetoamida. En la Figura 2 se observa la estructura de la QT (Abram e Higera, 2004).

Figura 2 Estructura quimica de la QT.
OH
lé:o
I DR
[ HO \/D--}"'
NH n
n=§

(Muzzarelli, 2013).

La QT puede ser aislada del exoesqueleto de los insectos y crustaceos al eliminar proteinas y
minerales a través de medios basicos y acidos (Goycoolea et.al., 2004). En la Figura 3 se

observa el proceso general de extraccion de QT vy sintesis de CS.

Figura 3 Procedimiento general para extraer QT y su tratamiento para obtener CS

Exoesqueleto de Proceso de
crustaceos/insectos. —> | desmineralizacién con HCI
Macerar y tamizar. diluido.
\Z
Proceso de
desproteinizacién con  —>| QUITINA
NaOH diluido.

v

Proceso de desacetilacion

con NaOH concentrado y S

temperaturas entre 75 °C QU ITOSANO
-100 °C.

Un proceso de N — desacetilacion termoalcalina, generalmente con NaOH concentrado, es
necesario para propiciar condiciones extremas de reaccién. Esto debido a que la configuracién
trans de los grupos acetoamida, respecto del carbono 3 del anillo pirandsico del monémero, le
brinda poca reactividad a la QT (Goycoolea et.al, 2004). La desacetilacion dificilmente se
alcanza al 100 % pero no es necesaria, ya que la solubilidad del CS en soluciones acidas se
logra Gnicamente con un 60 % de desacetilacion (Tsaih y Chen, 1999). En la Figura 4 se puede

observar la conversién de QT a CS.
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Figura 4 Sintesis de CS a partir de QT.
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(Shahadid, 1999).

La desacetilacion para la extraccién de QT posee dos inconvenientes al aplicarse a nivel
industrial: primero, carece de sostenibilidad y segundo, dafia el producto final, principalmente
por el tratamiento a altas temperaturas. La adicion de un compuesto de grado alimenticio a la
suspension del exoesqueleto, antes de la desproteinizacion y desacetilacion, permite un
precondicionamiento del material y facilita el tratamiento adicional. En los experimentos
realizados por Toan y colaboradores 2006 se demostrd que, al emplear &cido benzoico, la
cascara de camardn se vuelve susceptible a la desproteinizacion alcalina y a la
desmineralizacién con HCI. Por lo tanto, la quitina extraida luego del precondicionamiento

permite obtener quitosano de alta calidad (Toan et.al, 2006).

Una técnica Util para determinar si la extraccién de QT vy sintesis de CS fue exitosa es
emplear la espectroscopia infrarroja para comparar espectros y determinar las bandas que
desaparecen o aparecen luego de realizar la desacetilacion. Las bandas generalmente son
grandes debido a la naturaleza macromolecular de los biopolimeros y por los numerosos
enlaces intermoleculares de hidrégeno La principal diferencia entre los espectros IR es que,
luego de la desacetilacién, en el quitosano desaparece o disminuye la sefial de grupos C = O,
usualmente a 1627 — 1680 cm™. Y aumenta la sefial de las bandas a 1558 — 1650 cm™, los

cuales indican la vibracion NH, (Rumengan et.al, 2014).



2. Aplicaciones del quitosano. Mas del 50 % de las patentes autorizadas durante el
2006 son para el uso de CS en procesos de liberacion de farmacos, purificacion de agua, en
ingenieria de tejidos y en la cicatrizaciéon de heridas. Hoy en dia se considera como un
compuesto indispensable en el mercado y en la innovacién de materiales amigables con el
medio ambiente. Ademas, ha tenido gran aplicacion en la industria farmacéutica y alimenticia.
También se han estudiado otras propiedades bioldgicas, por ejemplo: la mucoadhesividad,
biocompatibilidad, baja toxicidad, inmonoestimulacion, capacidad de absorcion de

macromoléculas bioldgicas, entre otras (Goycoolea, 2009).

Este biopolimero es de gran interés, ya que posee buenas capacidades de adsorcion, faciles
rutas de degradacién y bajo costo. Ademas, posee cationicidad en soluciones &cidas, por la
presencia de muchos grupos amino, lo cual convierte al CS muy reactivo a cationes metalicos
(Guibal, 2004). Por lo tanto, puede actuar como floculante y adsorbente de metales pesados e
impurezas presentes en agua contaminada. Presenta afinidad por la mayoria de los grupos de
tintes, como reactivos, directos y dispersos; presentando baja afinidad por tintes de estructura
basica (Cestari, et.al., 2004). Por su parte, las nanoparticulas de CS se han utilizado para

eliminar impurezas bioldgicas, organicas e inorganicas del agua (Sun, et.al, 2008).

a. Quitosano en tratamiento de aguas residuales. El principal problema de emplear CS
con fines de purificacion o tratamiento de aguas residuales es que Unicamente presenta
actividad a niveles de pH < 6, puesto que precipita en pH neutro y basico debido a un pKa
intrinseco de 5.5; lo que constituye una problematica en términos de desarrollo de aplicaciones.
Por lo tanto, se ha buscado modificar quimicamente su estructura, alterando su solubilidad,
propiedades bioldgicas, y funcionales; para aprovechar al maximo su aplicacion en distintas
areas. Por ejemplo, para mejorar el rendimiento del quitosano como un adsorbente, se
sintetizan derivados por medio de agentes de reticulacion. Estos Ultimos no sélo estabilizan el
quitosano en soluciones a distintos pH’s, sino también mejoran sus propiedades mecanicas
(Chiou et al., 2004).

Recientemente se han desarrollado técnicas utilizando compuestos de quitosano para
adsorber tintes, los cuales son una de las principales fuentes de contaminacién severa del agua
(Mouzdahir et.al, 2010). Entre estos se encuentran los derivados que contienen nitrégeno,
fésforo y sulfuros como heteroatomos y otros como el CMC (Ngah et.al, 2011). En el siguiente
cuadro se presentan los compuestos que recientemente se han utilizado para remover tintes del

agua contaminada.
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Cuadro 3. Capacidad adsorbente de distintos derivados de

quitosano para remover tintes.

Compuesto Tinte Capacidad Adsorbente (mg/g)
Quitosano / Montmorillonita Rojo 53.42
Congo
Quitosano / Poliuretano Violeta 30.00
acido
Quitosano / Arcilla activada Azul de 330.0
metilo
Quitosano / Bentonita Tartrazina 294.1

(Ngah et.al, 2011).

Durante afios, se han reportado maneras ineficientes de administrar los residuos de iones
metalicos en aguas, los cuales representan un riesgo a largo plazo para el ecosistema y los seres
vivos. Los metales pesados son toxicos y causan dafios irreparables. Los desechos por
industrias incluyen cadmio, mercurio, cromo, cobre, niquel, zinc, entre otros (Ngah et.al,

2011). En el Cuadro 4 se resumen algunos compuestos de CS que han presentado capacidad

quelante.

Cuadro 4. Capacidad quelante de derivados de quitosano.

Compuesto Metal Capacidad adsorbente (mg/g)
Quitosano magnético Cr(VI) 69.40
Quitosano/ celulosa Cu(ll) 26.50
Zn(I) 19.81
Cr(VI) 13.05
Ni(Il) 13.21
Pb(ll) 26.31
Quitosano / Alimina ceramica As(111) 56.50
As(V) 96.46
Cu(ln) 86.20
Ni(I1) 78.10
Cr(VI) 153.8
Quitosano / arena Cu(ln 47.85
Pb(Il) 12.32
Quitosano / silica Ni(ll) 254.3
Quitosano / alignato de calcio Cu(ll) 67.66

(Ngah et.al, 2011).



La comparacién entre los compuestos presentes en los Cuadros 3 y 4, no estd completa y,
ademas, es complicada de analizar debido a los distintos materiales utilizados durante la
formacion de los compuestos de quitosano. Las diferentes condiciones experimentales, la
escasez de informacion y las incoherencias en la presentacion de datos también han

complicado las comparaciones (Ngah et.al, 2011).

Desde el afio 2000 se reportaron investigaciones donde se buscaba aplicar el quitosano a
aguas residuales complejas como las aguas de produccién de petréleo, pero Unicamente se
logré demostrar que era un buen coagulante. Fue hasta el 2009 que se logré evaluar la
eficiencia del quitosano como coagulante en aguas residuales de industrias petroleras. El
quitosano se obtuvo del caparazén del camardn blanco, y se reporté su eficiencia para la
remocion de turbidez 90.71 %, color 90.66 %, demanda quimica de oxigeno 50.68 % e
hidrocarburos presentes 70.12 %. De esta manera se logré demostrar la aplicacién de este
biopolimero en procesos unitarios para purificar aguas complejas, lo cual resultaria ser una

solucién para la contaminacion por desechos de industrias petroleras (Caldera et.al, 2009).

C. Carboximetilquitosano

La carboximetilacion de QTs y CSs brinda mayor solubilidad en agua a estos polisacaridos
poco solubles, ampliando el rango de pH en el cual son solubles. Asimismo, al corboximetilar
polisacaridos la estructura repetitiva posee mejor uniformidad y la rigidez de la cadena se
aliviana. Los polimeros carboxilados poseen variedad de aplicaciones, debido a los distintos
grupos funcionales presentes en la cadena. EI CMC, es un derivado importante del CS debido a
su solubilidad en un amplio rango de pH (Sun, et.al, 2008). Los derivados de CMC pueden
dividirse entre O — CMC, N,O — CMC, y N — CMC; segln sea la posicion de sustitucion del
grupo carboximetilo. Cuando el CMC se deriva de una estructura N — acetil, se aumenta la

actividad bioldgica, la solubilidad en agua y la biodegradabilidad (Mourya, et.al., 2010).

La primera sintesis reportada de un derivado de CS carboximetilado fue realizada hace 80
afios por Rigby en 1937. El realiz6 la agitacion de CS en acido cloroacético por 12 horas a 60
°C, y obtuvo un derivado soluble en agua que no pudo caracterizar. Pero afios después,
investigadores como Muzarrelli, determinaron que la reaccién realizada por Rigby dio lugar a
una serie de sustituciones en la estructura quimica del CS. Principalmente en el grupo
hidroxilo, y debido a que se incrementd la temperatura, también se dieron sustituciones en el
grupo amino primario. Lo anterior permiti6 reportar los primeros resultados experimentales de

la carboximetilacion del CS (Muzarrelli, 1988).
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En 1940 Thor logro6 preparar QT alcalil, lo cual dio lugar a nuevas rutas para carboximetilar
la QT. Durante las siguientes décadas investigadores desarrollaron nuevas metodologias de
carboximetilacion. Inicialmente, todas estas fueron disefiadas para lograr preparar una QT
soluble en agua que fuese Util en experimentos biolégicos o bioquimicos. Durante mas de 40
afios no hubo informacién alguna sobre la interaccion de los derivados de CMC y sus
interacciones con iones metalicos, pero en 1988, Muzarrelli reportd capacidad quelante; y que
esta depende del grado de sustitucion, concentracion de CMC y metales en la solucion, y del
pH de esta (Muzarrelli, 1988).

Hoy en dia se ha reportado una variedad de metodologias para la sintesis de derivados
carboximetilados del CS. Los principales son a través de bases de Schiff y del uso de un
reductor como el NaCNCHs. Esta ruta de sintesis no es recomendada, a pesar de que se
obtienen rendimientos por encima del 50 %, ya que este reductor resulta ser dafiino para el
experimentador y el medio ambiente. Como alternativa se puede emplear acido cloroacético y
llevar a cabo una reaccion en calentamiento y agitacién constante. En la Figura 5 se muestra un
diagrama de las tres principales rutas de sintesis para obtener derivados carboximetilados del
CS (Mourya, et.al., 2010).

Figura 5 Carboximetilacién de CS.
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(Mourya et.al., 2010).



1. Sintesis por alquilacion directa. Se emplea acido monohalocarboxilico o &cido

monocloroacético para preparar N — carboxialquilo y O — carboxialquilo, derivados del CS a
distintas condiciones. ElI FS depende de las condiciones de reaccion. Para realizar la
carboximetilacion, el CS se debe disolver en agua/alcohol isopropilico; luego se activa al entrar

en contacto con una solucién alcalina de, por ejemplo, NaOH (Mourya, et.al., 2010).

Durante la carboximetilacion del CS con acido monocloroacético, en medio alcalino de pH 8
— 8.5; Unicamente los grupos amina seran activados y, por lo tanto, la N — sustitucion sera la
Unica en suceder. Puede que el CS precipitado a este pH se vuelva a disolver en la solucién a
medida que la reaccion avanza, pero al final todas las moléculas de CS estaran en la solucion y
seran mono o di — N — sustituidas (Rinaudo, et.al., 1992). En la Figura 6 se observa la reaccion

de carboximetilacion del CS a las condiciones anteriormente descritas.

Figura 6 Sintesis de N - CMC y N,O — CMC por alquilacién directa.

OCH,COOH

NaOH, CICHZCOOH
~\auallsopropanol
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T— N.CMCS N,O-CMCS

(Kalliola et al., 2016).

A concentraciones alcalinas elevadas (méas del 25 % (v/v) de NaOH acuoso), la alquilacion
con acido monocloroacético da lugar a la formacién de derivados mixtos de N —y O — alquil —
CS, con sustituciones en los grupos OH, carbono 6 y 3; algunas sustituciones también se dan
en el grupo C2 — NH,. La facilidad de sustitucion, generalmente, es en el orden OH-6 > OH-3
> NH2-2 (Mourya et.al., 2010). Se ha reportado que el GS del grupo carboximetilo no tiene
relacion con el GD del CS, pero si depende de la concentracion de NaOH empleada. Por lo
tanto, concentracién de NaOH determina el GS obtenido (An N.T et,.al, 2008).

Tokura y su equipo demostraron que el valor del GS del CMC aumenta a medida que
aumenta la concentracion de NaOH de 20 a 40 % (p/v) (Nishimura et,.al, 1984). Asimismo,
Chen y colaboradores reportaron que el valor de GS aument6 de 0.15 - 0.63 a 0.43 — 0.68
cuando la concentracion de NaOH iba de 40 a 50 % (p/v), empleando CS con un 75y 90 % de
GD respectivamente (Chen, et.,al, 2004). Al emplear NaOH al 50 % (p/v), se obtiene la

concentracion alcalina apropiada para el proceso de carboximetilacion. A menores
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concentraciones, la estructura del CS es cristalina rigida y, por ende, es mas complicada de
modificar y no se puede asegurar que el 4&cido monocloroacético ha penetrado las cadenas de
polimero entrelazadas; de modo que resulta un GS menor. Al emplear una concentracion
alcalina superior al 60 % (p/v), la reaccion lateral entre NaOH y el acido cloroacético es mas
probable; como consecuencia, la concentracion cloroacética disponible para la reaccion
disminuye y resulta en un efecto contraproducente para la sintesis de los derivados
carboximetilados (Zhu, et.al, 2006).

Para realizar una sintesis de alto rendimiento, la proporcién de agua / alcohol isopropilico es
importante. La reaccion del CS en isopropanol es de un bajo rendimiento, asi como la reaccion
del CS en solamente agua. Esto se debe a que, el CMC que se va formando en agua, se hincha
facilmente y genera una consistencia gelatinosa que recubre el exterior de las particulas de CS;
lo cual inhibe el curso de la reaccion (Mourya et.al., 2010). Por lo tanto, para obtener un buen
rendimiento, las proporciones en volumen adecuadas de agua/isopropanol son 1:1y 1:4. Si la
proporcién aumenta en el disolvente de reaccion, disminuye la fraccion de carboximetilacién e
incrementa la insolubilidad porque el pH aumenta. Se ha reportado que la relacién entre la
amina/acido también afecta el valor de GS. Por lo tanto, se recomienda emplear una relacion

de hasta 1:4, y asi, obtener rendimientos mas altos (Chen et.,al, 2004).

En los experimentos de Kim y colaboradores, se sugiere una proporcién amina:acido mas
elevada (1:8), y obtener una reaccion optima de CS alcalinizado durante 2 horas y a un pH de
13.5. Esto lo lograron bajo condiciones de irradiacion de microondas a 100 °C, con una
potencia de 260 W y con un tiempo de reaccién de 20 min. Obtuvieron un grado de sustitucién
de CMC superior a 0.85. Concluyeron que el aumento de la temperatura de reaccién aumenta

la fraccion de carboximetilacion (Kim, et.,al, 1998).

2. Sintesis por alquilacidn reductora. Esta sintesis se logra cuando los grupos — NH,

de las unidades del CS, reaccionan con el grupo carbonil del &cido y posteriormente se
hidrogena por la reaccion con un agente reductor como el NaBH, o NaCNBHg3; logrando asi, la
sintesis de N — CMC. Empleando esta ruta de sintesis, el sustituyente carboximetil es clara y
exclusivamente posicionado en el atomo de nitrégeno, por lo que hay una ausencia de la
sustitucion en el &tomo de oxigeno. Sin embargo, debido a que el grupo aldehido del CS es
altamente reactivo, se produce una di — sustitucion inevitable en dos 4tomos de Nitrégeno. Esta
disustitucién es en menor proporcion, sin embargo asi es como resulta el N,N — diCMC. Por lo
tanto, siempre que se obtenga N — CMC se debe considerar que una fraccion de la molécula se

encontrard disustituida (Muzzarelli et., al, 1982).



El primero en reportar esta ruta de sintesis fue Muzzarelli y colaboradores. En el
experimento reportado se presentd una serie de productos de distintos tipos de CS que variaban
segun su peso molecular y GD. En cada prueba fueron variando las proporciones de CS y acido
glioxilico a modo de determinar las condiciones donde la sintesis presentara mayor
rendimiento. Como agente reductor, emplearon borohidruro de sodio, dando como resultado un

pH entre 4 y 5, no obtuvieron precipitacion en la mezcla de reaccion (Muzzarelli et., al, 1982).

El producto de la reaccion o solucién viscosa se dializa contra agua y se liofiliza para
obtener N-CMC. En este experimento se reportd un 70 % de unidades de N, N-dicarboximetil-
CS. Por lo tanto, se recomienda emplear CS al 1 % en &cido acético al 0.9 % (p/v) con una
relacion molar de &cido y amina de 1:9. Estas condiciones permiten obtener la base de Schiff,
que luego debe ser reducida al emplear una proporcion de CS y borohidruro de sodio de 1:3
(Rinaudo et.al, 1992). Esta ruta de sintesis, a pesar de reportar rendimientos altos, no es
recomendada. Puesto que requiere reactivos caros y no es una técnica sencilla de realizar a
escala. El proceso de alquilacién directa es més barato, debido a que se emplean reactivos méas
econémicos, de facil acceso y sobre todo, reactivos menos peligrosos para el experimentador y
menos dafiinos para el medio ambiente en comparacion a los agentes reductores empleados en

la alquilacion reductora.

3. Propiedades fisicoquimicas

a. Solubilidad. La desprotonacion del grupo carboxilo en el CMC, lo hace soluble en
medios neutros y &cidos. Cuando el GS para la carboximetilacién es mayor al 60 %, el CMC es
soluble en agua en un amplio rango de pH (Hjerde et.al., 1997). Esta propiedad lo hace uno de
los derivados méas importantes del CS (Mourya et.al., 2010). La insolubilidad del CMC en
agua, a distintos pHs, varia con el valor de DS. Cuando los CMC se sintetizan bajo condiciones
de temperatura elevadas (20 — 60 °C), la fraccion de carboximetilacion aumenta, pero la
solubilidad a pH bajos disminuye y a pH casi neutro se vuelve insoluble. Por su parte, cuando
los CMC se preparan a bajas temperaturas (0 — 10 °C) y en medios altamente basicos, la

solubilidad en agua aumenta (Chen y Parck, 2003).

b. Adsorcién y capacidad quelante. Adsorcion es la capacidad que tienen algunos
solidos para atraer compuestos, liquidos o gaseosos (que estan en suficiente contacto), a su
superficie (Gehrke et.al., 2015). Las capacidades de adsorcion o retencién del CMC depende
de sus propiedades estructurales como: el sitio de sustitucion, el peso molecular, el GS y GD.
En la QT y CS el grupo 6 carboximetilo es un sitio activo que permite la adsorcién. Las
sustituciones en el grupo hidroxilo o en el &tomo de nitrégeno, no son necesarias para presentar

capacidades de adsorcidn, pero si contribuyen a un aumento en la misma.

19



20

Se ha demostrado que, a mayor peso molecular del CMC, mejor es la capacidad de adsorcion.
Los enlaces de hidrégeno intermoleculares en el CMC son indispensables para presentar

capacidad de adsorcién y retencién de metales pesados y colorantes (Mourya et.al., 2010).

Los agentes quelantes son sustancias que pueden formar complejos con iones metalicos
polivalentes; de modo que los iones metalicos no pueden ejercer actividad quimica propia. Los
agentes quelantes son necesarios para que, por ejemplo, seres vivos puedan desechar los
quelatos solubles en agua (por via renal) y evitar intoxicaciones por metales pesados (Gutiérrez
y Salsamendi, 2001). Muzzarelli, en una serie de experimentos realizados en 1988, logro
establecer que el CMC posee mejor capacidad quelante que el CS, primero porque el CMC es
soluble en un amplio rango de pH; y segundo porque posee la habilidad de quelar iones de
metales de transicién. Estos quelatos precipitan y son facilmente filtrados o retirados por
centrifugacién. Adn las soluciones diluidas hasta 0.1 mM pueden tratarse con CMC y se logra
recolectar iones de metales de transicion como supernadantes en la solucion. Otra ventaja de
emplear CMC es que los precipitados no son gelatinosos y precipitan rapidamente en

comparacion a los precipitados de CS (Muzarelli, 1988).

La capacidad quelante del CMC depende del pH de la solucion. Muzarrelli ha reportado que
para los metales Co, Cu, Zn, Hg y Pb, la actividad quelante maxima se observa en un pH
neutro (6 — 7). Mientras que para el Ni y Cd la capacidad maxima es alrededor de 7.5; y para el
U es a 5.5. De igual manera, existe una relacion entre la concentracién y la actividad quelante.
El CMC es capaz de captar Co, Ni, Cu, Cd, Pb y U cuando estos se encuentran en soluciones
de 0.2 mM; se ha determinado que el Cu, Hg, Pb y U incluso a mayores concentraciones (0.3 —
0.5 mM) (Muzzarelli, 1988).

Estas propiedades fisico — quimicas del CMC lo hacen un compuesto con vastas
aplicaciones. Las cuales van desde administracion de fArmacos, nanotecnologia, fabricacion de
membranas de nanofiltracién para el tratamiento de aguas, hasta el tratamiento de derrames de
petréleo. Se han reportado estudios donde se emplea CMC y derivados de este como
adsorbentes de tintes en soluciones acuosas (Mourya, et.al., 2010). Sin embargo, no existen
registros de su aplicacién para remover el Fire Orange, AX-14-N; el cual es un polimero

aminoplastico con varios tintes fluorescentes disueltos que forman un pigmento.

Estudios recientes muestran la sintesis de nanoparticulas magnéticas preparadas con 6xidos
de hierro y N-bencil-O-CMC, un derivado de CS anfifilico, utilizado para adsorber tres
colorantes cati6nicos de solucion acuosa (azul de metileno, violeta de cristal y verde de

malaquita) (Debrassi et al., 2012). También se han presentan nuevas membranas de



nanofiltracién de alto flujo para la eliminacion de colorantes que contienen nanoparticulas de
Fes;0, recubiertas con CMC (Zinadini et al., 2014). De igual manera se pueden mencionar la
preparacion facil de nuevos compuestos de zirconio magnético con la ayuda de CMC y su

eliminacién eficaz de distintos colorantes (Wu, Shao, Ge, Bao, y Liu, 2016).

D. Nanotecnologia

La nanotecnologia estudia las distintas estructuras de la materia a niveles nano o atémicos.
Las nanoparticulas son particulas mas pequefias que 100nm. A pesar de que no se sabe con
seguridad cuando se empez0 a sacar provecho de los materiales con estructuras de dimensiones
nano; su existencia ha estado desde los inicios del planeta Tierra. Sistemas biologicos emplean
estructuras nano para su desarrollo. Los estudios en nanociencia son relativamente nuevos,
debido a limitaciones en la tecnologia para desarrollar métodos eficientes que permitan la

fabricacion y caracterizacion de nanoestructuras (Poole y Owens, 2007).

Durante la década de los 80s se dio el auge en la nanociencia. Surgieron experimentos y
nuevas técnicas para la sintesis de nanoestructuras. Sobre todo, se logrd desarrollar técnicas
como la microscopia de efecto tunel y de fuerza atbmica; las cuales posibilitaron la capacidad
de caracterizar, estudiar, y analizar a profundidad las nanoestructuras y sus propiedades.
Posteriormente, en los 90s se desarrolld la sintesis de nanotubos de carbono, y las propiedades
de superconductividad y ferromagnetismo que estos poseen. Lo anterior abrid paso al estudio
de la conductividad eléctrica de las moléculas; asimismo inici6 el estudio en el autoensamblaje

de las nanoparticulas sobre superficies metalicas (Poole y Owens, 2007).

Fue hasta 1996 que la Fundacion Nacional de Ciencia, con el propésito de estudiar nuevas
propiedades y aplicaciones de las nanoparticulas, realizé un estudio sobre las tendencias en el
mundo acerca de la nanociencia. Dando lugar a que Estados Unidos, a través de una iniciativa
nacional, promoviera la financiacion de proyectos y estudios en nanotecnologia. El interés
surge al intentar describir las caracteristicas quimicas y fisicas de las nanoestructuras; se
reconocié que se necesitan varias disciplinas para desarrollar esta ciencia. La naturaleza
interdisciplinaria, que incluye ingenierias como electrénica, mecatrénica, quimica, fisica,
oOptica, entre otras; dificulta que los investigadores de una sola area puedan comprender y

estudiar el comportamiento y propiedades de las nanoestructuras (Poole y Owens, 2007).

La nanotecnologia es capaz de revolucionar avances en sectores industriales, al desarrollar
materiales ligeros, sensores de bajo costo, capacitores mas rapidos, operadores de mayor

memoria, filtros para limpiar aguas contaminadas, particulas selectivas para atacar células
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cancerigenas, y aplicaciones farmacéuticas, entre otras. Por lo tanto, el interés tanto econémico
como social ha provocado un incremento en la inversion para el desarrollo de esta ciencia.
Durante el 2004 industrias y gobiernos de la Unién Europea, Japén y Estados Unidos habrian
invertido unos 10,000 millones de ddlares en Investigacion y Desarrollo de nanotecnologia. En
2005 Estados Unidos, desde la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (INN), invirti6 alrededor
de 2,000 millones de doélares en investigacion. Lo anterior convierte a la nanotecnologia en el
area de investigacion cientifica con mayor financiamiento publico desde el lanzamiento del
Apolo a la Luna (Shan y Wetter, 2006).

La nanotecnologia es una rama de la ciencia de extensa aplicacién y estudio, es demasiado
interdiciplinaria y los avances, tanto en posibles aplicaciones como en nuevas estructuras, son
rapidos. Segun el grupo de trabajo sobre Ciencia, Tecnologia e Innovacién del Proyecto del
Mileno de las Naciones Unidas, la nanotecnologia es indispensable para solucionar problemas
mundiales de sostenibilidad ambiental y desarrollo humano. Lo que permitiria alcanzar los
Objetivos de Desarrollo del Milenio, sobre todo las actuales investigaciones que se estan
realizado acerca de la aplicacion de nanoparticulas en probleméticas de agua y energia (Shan y
Wetter, 2006).

1. Nanoparticulas en tratamiento de agua. La adsorcion es uno de los métodos mas
utilizados para remover contaminantes de medios acuaticos. Esto debido al simple disefio,
operacidn, relacién costo efectividad y energia - eficiencia (Tan y Hameed, 2017). La eficacia
de los adsorbentes convencionales suele estar limitada por el &rea superficial o los sitios
activos, la falta de selectividad y la cinética de adsorcion. Los adsorbentes nanométricos
ofrecen una mejora significativa con su area superficial especifica alta y los sitios de sorcion
asociados, la distancia de difusién intraparticula corta y el tamafio de poro y la quimica de la
superficie sintonizables (Xiaolei et.al., 2013). Un adsorbente ideal para el tratamiento de aguas

residuales debe cumplir los siguientes criterios (Gupta et.al., 2016):

1. Debe ser ambientalmente benigno.

2. Debe demostrar una alta capacidad de sorcidén y alta selectividad, especialmente a los
contaminantes que se producen en el agua a baja concentracion.

3. Los contaminantes adsorbidos pueden eliminarse facilmente de su superficie.

4. Deben ser reciclables

En los ultimos 10 afios, estudios han demostrado que los nanomateriales pueden satisfacer la
mayoria de estos requisitos. Actualmente, existe un notable potencial para la remediacién de

problemas ambientales como resultado de desarrollos de nanociencia y nanotecnologia. Se han



propuesto una variedad de nanomateriales eficientes, de bajo costo y respetuosos del medio
ambiente con funciones Unicas para aplicaciones potenciales en la detoxificacion de efluentes
industriales, aguas subterraneas, aguas superficiales y agua potable. Se demostré que los
nanomateriales como nanotubos de carbono (CNT), grafeno, éxido férrico (Fe304), 6xido de
manganeso (Mn02), éxido de titanio (TiO2), 6xido de magnesio (MgO) y oxido de zinc (ZnO)
pueden jugar un papel importante en los procesos de tratamiento de aguas residuales (Sadegh
et.al., 2017).

A pesar de que los nanomateriales se pueden utilizar con éxito como adsorbentes eficientes,
rentables y respetuosos con el medio ambiente para la eliminacion de diversos sustratos toxicos
de aguas residuales tales como metales pesados, colorantes azoicos, etc (Sadegh et.al., 2017).
Aln existe mucho por investigar respecto a esos materiales ya que, debido a su tamafio
requieren de consideraciones de riesgos especiales. Ademas, hasta la fecha, no se ha
determinado con claridad el proceso cinético de adsorcion al emplear nanomateriales. Debido a
que los mecanismos de cinética de nanoadsorcion, en donde el tamafio modifica las
propiedades del material, implican suposiciones y calculos matematicos complejos (Sadegh
et.al., 2017).

Actualmente se realizan investigaciones sobre la implementacion de nanoparticulas como
filtros de aguas contaminadas para capturar impurezas tanto quimicas como bioldgicas. Ya se
han desarrollado filtros de nanotubos de carbono, que son reutilizables, portatiles, de bajo
costo, y que han eliminado bacterias como Escherichia coli. En Bangladesh se sintetizaron
nanocristales de éxido de hierro para poder adsorber arsénico de fuentes de agua contaminadas.
En Estados Unidos se han realizado investigaciones sobre nanoparticulas de 6xido de zinc para

usarse con el mismo fin (Shan y Wetter, 2006).

Los nanomateriales estan dotados de capacidades Unicas, que dependen de su tamafio, como
la alta reactividad, alta adsorcion, amplia area superficial especifica, entre otras. Estas
capacidades les permiten ser la base para el desarrollo de tecnologias que mejoren los procesos
de tratamientos de aguas residuales. En el Cuadro 5 se describen los nanomateriales mas

utilizados para el tratamiento de agua (Gehrke et al., 2015).

Generalmente, las nanoestructuras poseen alta capacidad adsorbente debido al éarea
superficial que poseen. Por lo tanto, las nanoparticulas permiten realizar procesos mas
eficientes de eliminacion de impurezas en el tratamiento de aguas residuales. Incluso
representan un ahorro de materia, debido a su tamafio, no es necesario emplear grandes

cantidades de reactivos para obtener resultados significativos (Gehrke et al., 2015).
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Cuadro 5. Tipos de nanomateriales aplicados al tratamiento de aguas residuales.

Nanomaterial

Propiedades

Aplicaciones

Nanoadsorbentes

Nanometales, y 6xidos
de nanometales

Membranas

Posee mayor area superficial
especifica, y mayores tasas de
adsorcién. La desventaja son los altos
costos de produccion.

Resistentes a la abrasion, con
capacidades magnéticas, son
fotocataliticos. Pero no son
reutilizables.

Son confiables, m&s manejables y mas
frecuentados en procesos
automatizados. Para su produccién se
necesita de grandes cantidades de

Es Util para remover
impurezas organicas del
agua, metales pesados y
bacterias. Pueden estar
en solucion.

Utiles para remover
metales pesados,
arsénico, y
radionuclidos,
empleados como filtros.
Se presentan como
polvos.

Por su tamafio y facil
uso puede aplicarse a
todos los procesos de
tratamientos de agua

energia. residual.

(Gehrke, Geiser, y Somborn-Schulz, 2015)

Sin embargo, la implementacion de nanoparticulas para la purificacién y/o desinfeccion de
aguas aun no ha sido del todo exitoso, ya que dependen del impacto y comportamiento que
tengan en el medio acuoso. La mayoria de nanoestructuras que ingresan al agua no son
degradados y deben ser filtrados, y pocos son reutilizables. Asimismo, se han realizado
estudios de toxicidades al dispersar nanoparticulas en cuerpos de agua para evaluar los riesgos
para a la salud. Algunos resultados han permitido evaluar nuevas leyes o reglamentos que
permitan administrar nanomateriales que no presenten toxicidad. Mientras que otros resultados
reportan que por el tamafio reducido de las nanoparticulas son altamente tdxicas para los seres
vivos (Gehrke et al., 2015).

2. Nanoparticulas de biopolimeros naturales. Los biopolimeros naturales, como
los polisacaridos, son estructuras quimicas muy versatiles y con vastas aplicaciones debido a la
cantidad de propiedades quimicas y fisicas que se derivan de sus estructuras quimicas. Los mas
abundantes son la celulosa y la QT. Estas son de principal interés en la sintesis de materias
primas en la industria de textiles, alimentos, y papel, entre otros. Los uUltimos afios se han

estudiado sus capacidades para formar hidrogeles, micro y nanoparticulas, con propiedades de



adsorcion y muchoadhesividad. Lo anterior es de mayor interés en aplicaciones médicas y

farmacolégicas (Goycoolea, 2009).

Las nanoparticulas de quitosano se forman al gelificarse inotropicamente con TPP. Al
emplear este reactivo se evita el calentamiento o el uso de solventes. La formacién de
nanoparticulas se da como resultado de la interaccién entre los productos de disociacion del
TPP vy los grupos de amina primaria presentes en el CS, en la Figura 7 se observa una
representacion de este proceso. Es valido mencionar que el tamafio del producto dependera del
pH, grado de acetilacién, y el peso molecular de este (Goycoolea, 2009). Estas nanoparticulas
poseen variedad de aplicaciones en biomateriales. Y existe el interés de aplicarlas a problemas
ambientales, puesto que son biocompatibles. La desventaja, como ya se ha mencionado, es que
Unicamente son solubles a pH &cidos por la protonacion del grupo amino en el CS, la cual

aumenta al tratarse con TPP (Kalliola et al., 2016).

Figura 7 Formacidon de nanoparticulas de quitosano por reticulacion iénica con TPP.
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Para evitar la agregacion de las nanoparticulas de CS en medio neutro y basico, lo cual
limita sus aplicaciones en el agua; es necesario modificar su estructura quimica, de modo que
las nanoparticulas de CMC — Ca parecen ser una opcion para tratar el agua contaminada por
impurezas. Su efectividad depende del peso molecular y grado de sustitucion (Shi, Du, Yang,
Zhang, y Sun, 2006). En la Figura 8 se muestra el proceso de formacion de nanoparticulas de

CM(C reticuladas con iones de Ca?".
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Figura 8 Formacion de nanoparticulas de CMC reticuladas con iones de Ca**
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V. METODOLOGIA
A. Enfoque de la investigacion
El presente trabajo de investigacion posee un enfoque cuantitativo.
B. Tipo de investigacion
Por la naturaleza de los resultados a reportar, la investigacion es de tipo correlacional.
C. Disefio de investigacion.

El disefio de la investigacién fue experimental, poseyd un grupo control (nanoparticulas de

CS), y existié manipulacién de variables, pero no hubo variabilidad en los grupos a analizar.
D. Contexto de la investigacion, tiempo y lugar.

La investigacion se aplicd al tratamiento de aguas residuales en la industria de produccion de
moscas estériles de la fruta adultas, especificamente en el area de produccién de Ceratitis
capitata. Se llevé a cabo en la planta de produccion ubicada en Barberena, Santa Rosa,
Guatemala y en la Universidad del Valle de Guatemala. La duracién fue de 10 meses iniciando

en enero del afio 2017 y finalizando en octubre del mismo afio.
E. Recursos humanos

En recursos humanos se tuvo la asesoria de Marlene Susana Arrechea, Phd y Pamela
Pennington, Phd. Asimismo, se tuvo la colaboracion de la Ing. Dyna Melgar, quien labora en la
planta de produccién de moscas estériles, con Fernando Langa, Phd quien labora en la
Universidad de Castilla La Mancha, Toledo, Espafia. Asimismo, se contd con el apoyo de

Licda. Carmela Barrientos y el Lic. Luis Velasquez, quienes laboran en Cementos Progreso.
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F. Toma de muestra.

Las muestras de agua residual fueron tomadas, una Unica vez, por personal de la planta de
produccion de moscas estériles con acompafiamiento del equipo de trabajo de la Universidad
del Valle de Guatemala. Por este motivo se realiz6 un muestreo no probabilistico por

conveniencia.

G. Hipotesis

Las nanoparticulas de CMC — Ca presentan mayor porcentaje de remocion para el pigmento
fluorescente FO, AX-14-N, presente en el agua residual de una planta de produccién de

moscas estériles Ceratitis capitata, en comparacion de las nanoparticulas de CS.

H. Variables

Cuadro 6. Descripcion de variables a determinar durante la experimentacion

Variable Definicion Definicion Naturaleza Relacién Nivel de
conceptual operacional medicién
Concentracion Cantidad de Gramos de Cuantitativa Independiente Razon
de nanoparticulas de  nanoparticulas de continua

nanoparticulas CMC —Cay CS,en CMC -CayCS
de CMC — Ca muestras de AFy  determinados a
y CS. DF, empleada para través de balanza
el andlisis del analitica.
porcentaje de
remocidon dptimo.

Absorbancia de Analisis de Absorbancia Cuantitativa Dependiente Razon
muestras de  absorcion atdmica  determinada continua
agua AFy DF UV —Visa550nm empleando

para muestras de espectrofotémetro

agua AF y DF, UV — Vis Agilent

antes y después de  modelo 8453E

ser tratadas con

nanoparticulas




I. Viabilidad

En cuanto a recursos financieros, la planta de produccion de moscas estériles se hizo cargo
de los reactivos y materiales varios; mientras que la Universidad del Valle de Guatemala
proporciond instalaciones, cristaleria y equipos. Para la caracterizacion se utilizaron
instalaciones de la Universidad de Castilla La Mancha, para utilizar equipos FT — IR, y TGA.
Para llevar a cabo el experimento se tuvo un tiempo de 7 meses en el transcurso del afio 2017
iniciando en abril y finalizando en octubre; esto incluye la extraccién de quitina, conversion a
quitosano, sintesis de CMC, de nanoparticulas, caracterizacion de las sintesis y el analisis de

aguas residuales.

J. Procedimiento

Para extraer quitina (QT), la planta de produccién y esterilizacién de moscas Ceratitis
capitata brindd 2 kilos de pupario de moscas macho y hembra, en forma de harina y tamizado
por tamiz No. 100. Ademas, proveyd las dos muestras de agua 1 litro de agua antes de la
filtracion (AF) que se realiza en la planta de tratamiento actual y 1 litro de agua después de
dicha filtracion (DF). Todas las filtraciones realizadas en el laboratorio fueron al vacio
empleando papel filtro Whatman grado 597 (4 — 7 um). Cada paso para la sintesis de los
biopolimeros y nanoparticulas se realiz6 en duplicado, pues se trabajo tanto con muestras

pupario de moscas hembra como de macho.

1. Analisis proximal de harina de pupario de moscas Ceratitis capitata. Con
el proposito de determinar los componentes mas abundantes en las muestras de harina de
pupario de moscas hembra y macho; estas se sometieron a un analisis proximal realizado por
parte de INLASA. Se determind la presencia de calorias, carbohidratos, cenizas, grasas,

humedad y proteinas.

2. Analisis de agua residual

a. Preparacion de muestra. Las muestras de agua AF y DF, se almacenaron en dos
recipientes de polietileno y se conservaron a temperatura ambiente. Una vez en el laboratorio,
se realizé una filtracion al vacio para remover impurezas coloidales, o residuos de compuestos

organicos desconocidos.

b. Concentracién de metales en muestras de agua residual. Para ambas muestras

de agua se evalud la presencia de zinc y cobre por espectroscopia de absorcion atomica,
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empleando el equipo Perkin Elmer PinAAcle 900F disponible en la Universidad del Valle de

Guatemala, seglin lo indicado en la Figura 9.

Figura 9 Procedimiento para determinar metales pesados en agua residual

szzr;rei:a:gagﬁssge Aforar a 100 ml Realizar curva de
desea la clurvga de —> empleando agua —> | calibracion en equipo
calibracion acidulada (HCI 1N). de absorcion atomica.
. |

A partir de la ecuacion
de la curva de
RN calibraciodn, calcular
concentracién de
metales en agua
residual.

Ingresar muestras de
agua residual a analizar.
REalizar medicion.

Se obtuvieron las curvas de calibracion con 4 puntos para cada metal. Para el zinc se
prepararon estandares de 0.6, 1, y 2 ppm; mientras que para el cobre se prepararon estandares a
0.5, 1.5, y 2.5 ppm. Dichos estandares se obtuvieron a partir de soluciones madre de 100 ppm
para cada metal. Es valido mencionar que cada solucién se afor6 en balones de 100ml

empleando solucién de HCI 1N.
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3. Extracciéon de quitina de pupario de moscas. Se sigui6 el proceso que se

observa en la Figura 10.

Figura 10 Procedimiento extraccion de QT y sintesis de CS
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agregar agua destilada a
temperatura ambiente,
agitar. Filtrar y secar en
horno a 30°C por 30min.

Purificacion de
quitosano.

a. Precondicionamiento. Se siguid el procedimiento descrito por Toan y

colaboradores, 2006. Se pesaron 5 g de harina, y se colocaron en un beaker de 250 ml para

luego agregar 150 ml de una solucion de &cido benzoico 0.02 M y se agitd por 5 horas a

por Toan y colaboradores, 2006; con las siguientes modificaciones.

temperatura ambiente. Luego se dejé en reposo y se decantd. Al s6lido remanente se le agregd
agua destilada a 75 °C y se agitd por 20 min. Luego se realizd una filtracion al vacio y los
solidos se colocaron en vidrios de reloj, para secarse a temperatura ambiente por 8 horas en

desecadora. Luego se procedio con la extraccion de quitina (QT) siguiendo el proceso descrito
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b. Desmineralizacién. Las muestras de harina, previamente tratadas con acido
benzoico y secas, se agregaron a balones de reflujo de 250 ml y se afiadié 150 ml de HCI 1 M.
Se armaron los sistemas de reflujo, se colocaron en un bafio de agua a 35 °C, y con agitadores
magnéticos se agitaron por 5 horas. Luego se agreg6 agua destilada a 50 °C y se agité por 1
hora. Seguidamente se realiz6 una filtracion y, por Gltimo, se colocaron en una desecadora por
8 h.

c. Desproteinizacién. Las muestras de harina, previamente tratadas con HCI y secas,
se colocaron en balones de reflujo de 250 ml y se afiadié 150 ml de una solucién de NaOH 1
M. Se armaron los sistemas de reflujo, se colocaron en un bafio de agua y con agitadores
magnéticos se mantuvieron en agitacion constante a una temperatura de 35 °C por 16 horas.
Posteriormente, se dejd reposar y se realizé una decantacion. Luego se agregd agua destilada a
50 °C y se agit6 por 1 hora. Seguidamente se realizé una filtracion y, por dltimo, se colocaron
en una desecadora por 8 h.

d. Purificacion. Se sumergieron las muestras en una solucion de hidroxido de sodio
al 3.5% (p/v), en una relacién sélido:liquido 1:5, a una temperatura de 50 °C por 20 min.
Seguidamente, las muestras se filtraron y lavaron empleando agua destilada, y se colocaron en

un horno a 40 °C por 35 min.

4. Sintesis de quitosano. Se sigui6 el proceso de desacetilacion descrito por Toan y

colaboradores, 2006; con las siguientes modificaciones.

a. Desacetilacion. Se pesaron las quitinas (QT) obtenidas, se colocaron en un balén
de reflujo de 250 ml y se agregd 130 ml de una solucién de NaOH 13 M. Se armaron los
sistemas de reflujo, se colocaron en un bafio de agua y, con un agitador magnético, se agitaron
las mezclas por 20 horas a 50 °C. Posteriormente se realizé una filtracién lavando con agua

destilada y los residuos se colocaran en una desecadora por 8 horas.

b. Purificacion. Se realizé el procedimiento descrito por Nasti y colaboradores. Se
suspendi6 la muestra de quitosano en una solucion de acido acético al 2.5 % (v/v). La mezcla
se dejo en agitacién por 32 horas a temperatura ambiente para asegurar la completa disolucién
del quitosano. Luego, la mezcla se calentd a 75 °C durante 40min para desnaturalizar y
precipitar proteinas. Posteriormente, la mezcla se centrifugé a 4000 rpm durante 20 min. Se
recolectd el liquido en un beaker y este se llevo a pH 9 — 10 para precipitar el quitosano.

Finalmente, la solucién basica se centrifugd nuevamente a 4000 rpm durante 30 min para



precipitar el quitosano. Este se recolect y secé en un horno a 75 °C por 3 horas. Es valido
mencionar que luego de 5 dias de almacenamiento a temperatura ambiente, el quitosano formé

un gel.

c. Pruebas de solubilidad. Se estudio la solubilidad del quitosano segln el pH de
distintas soluciones buffer, y acido acético 2.5% (v/v). Se prepararon soluciones buffer a pH 1,
5, 6, 7, 10 y 14. Posteriormente, en una caja Petri se colocaron 3 ml de las soluciones y
aproximadamente 1 ml del gel de quitosano en cada solucion. Se agitaron y se procedié a

observar si se formaba precipitado o no.

5. Caracterizacion de biopolimeros.

a. Analisis FTIR. La presencia de los grupos funcionales caracteristicos de la quitina
(QT) y quitosano (CS) se evaluaron utilizando espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT - IR). Se utilizo el espectrofotémetro FT IR Avatar 370 marca Thermo Nicolet, el
cual se encontraba en las instalaciones de INAMOL, Universidad de Castilla La Mancha,
Toledo, Espafa. Se prepararon pastillas de bromuro de potasio con 0.5 mg de muestra 'y 3 mg
de KBr. Se compararon las bandas caracteristicas con bandas reportados en la literatura y se
determiné el grado de acetilacién y desacetilacion de los biopolimeros a través de un estudio

cuantitativo descrito en la seccién de analisis estadistico.

b. Anadlisis Termogravimétrico. Se empleé un quipo Mettler Toledo TGA/DSC
Sarte System. La cantidad de quitosano utilizada para este andlisis fue de 1.0 — 1.5 mg. El gas
acarreador fue nitrégeno a una velocidad de flujo de 50 mL min™. Las muestras fueron
calentadas de 0 a 600 °C, para registrar las curvas de TGy DTG.

c. Difraccion de rayos X. Se obtuvo el patrdn de difraccion de rayos X de las

quitinas extraidas de pupario de macho y hembra, y del quitosano extraido de pupario macho
purificado y sin purificar. Estos espectros se tomaron usando un equipo marca PANalytical
modelo Empyrean, a 45 kV, 40 mA, 26 con un angulo de escaneo de 5.0038 a 84.9928, y a una

temperatura de 25 °C.

6. Sintesis de carboximetilquitosano. Se siguié el procedimiento descrito por

Kalliola y colaboradores 2017; con las modificaciones indicadas en la Figura 11.
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Figura 11 Procedimiento para la sintesis de CMC — Na

Preparar solucién de Agitar solucién por Gotear, a la solucién
CS+NaOH +agua+ —> g . o P —>| de CS, solucion de
20min a 50°C L. s
2 - propanol acido cloroacético.

v
_ Verter la mezcla en Remover etanol y al
Agitar por 5 horas a 150 ml de etanol al sélido remanente
50-70°Cenbafo |—>| 99%.Centrifugara |—>| agregar agua destilada.
de agua. 4000 rpm durante Centrifugar a 4000 rpm
30min. por 25min.
\Z

Verter la fase liquida
en etanol al 99 % y
centrifugar a 4000

rpm durante 25 min.

Secar producto en
—> horno a 35°C
durante 20min.

En un balon de 150 ml para reflujo y dos bocas, se agregaron 0.70 g de NaOH, 0.50 g de
CS, 5 ml de agua destilada y 10 ml de 2 — propanol. La mezcla se agité por 20 min a 50 °C.
Mientras tanto, se disolvieron 0.60 g de acido cloroacético en 4 ml de 2 - propanol. Esta
solucion se colocd en una ampolla y se ajusto al sistema de reflujo; luego se afiadié gota a gota
a la solucion de quitosano (CS). La agitacion continué por 5 horas a 50 — 70 °C, controlando la
temperatura a través de un bafio de agua. Luego se detuvo la agitacion y la mezcla se vertié en

un beaker de 250 ml y se lavo con 150 ml de etanol al 99% (v/v). Se dejé reposar por 12 horas.

Luego, la mezcla en etanol se centrifugd a 4000 rpm durante 30 min. El liquido, etanol, se
removid y al sélido remanente se le agregd agua destilada. Posteriormente, se centrifugé a
4000 rpm por 25 min. La fase liquida, CMC — Na disuelto en agua destilada, se vertié en 150
ml de etanol al 99% (v/v). Finalmente, el s6lido suspendido en etanol se centrifugd a 4000 rpm
por 25 min. EIl producto, cristalino de color blanco, se recolecté en un beaker de 10 ml y se
seco en un horno a 45 °C por 30 min.
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7. Caracterizacion CMC. La presencia de grupos carboximetilo en el
carboximetilquitosano sédico (CMC-Na) se determind mediante la técnica de espectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier (FT - IR).

8. Sintesis de nanoparticulas de CMC - Ca. Se sigui6 el proceso descrito por

Kalliola y colaboradores, 2017 pero con las modificaciones que se observan a continuacion.

Figura 12 Procedimiento para sintetizar nanoparticulas de CS.

Agregar gota a gota
una solucion de TPP al
—>| 1% (p/v). Agitar por
30min a temperatura

ambiente.

Preparar solucién de
CSen HClI0.1M

\

Remover el liquido y
Centrifugar a 4000 almacenar las

rpm durante 30 min. nanoparticulas en

beacker sellados.

Figura 13 Procedimiento para sintetizar nanoparticulas de CMC - Ca.

Preparar solucion de Agregar gota a gota Agitar por 1 hora a

CMC -Na en agua. 2,

. —>| una solucién de CaCl, —> temperatura
Ajustar pH entre 7 - 8 al 2% (p/v) ambiente

con HCI 0.01M o (p/V). :
I
\4
Remover el liquido y

Centrifugar a 4000 almacenar

rpm durante 40min. nanoparticulas en
beaker sellado.

Se prepar6 una solucion disolviendo 150 mg de CMC — Na en 150 ml de agua ajustando el
pH entre 7 y 8 con solucién de HCI 0.1 M. Se tomé una alicuota de 15 ml de la solucién de
CMC — Nay a esta solucion se le agreg0, gota a gota, 1.5 ml de una solucién de CaCl, 1.5 %
(p/v) mientras se agitaba a temperatura ambiente por 1 hora. Las nanoparticulas se separaron
por centrifugacion a 4000 rpm por 1 hora. Posteriormente, se almacenaron en un beaker sellado

con 5ml de agua destilada.
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9. Sintesis de nanoparticulas de quitosano. Se siguié el proceso descrito por Nasti
y colaboradores, 2009. Se prepar6 una solucion de acido clorhidrico al 1 % (v/v), afiadiendo 1
ml del &cido en 100 ml de agua destilada. Luego se preparé una solucién de quitosano al 0.1
%(p/v), afadiendo 0.01 g de quitosano en 10 ml de la solucién de &cido clorhidrico. Se
determiné que el pH de la solucion era alrededor de 3.5 — 4, esta solucidn se soniqueé y
calent6 a 35 °C por 30 min. Posteriormente, se agregd gota a gota, 1 ml de una solucién de
TPP al 1 % (p/v). La agitacion continué por 30min a temperatura ambiente. Se centrifugd por 1

hora a 4,000 rpm. Posteriormente, se secaron en desecadora por 24 horas.

10. Pruebas de remocién del pigmento FO, AX-14-N. Se sigui6 el procedimiento

descrito en la Figura 14.

Figura 14 Procedimiento de pruebas para remocion del pigmento FO — AX — N — 14

Agregar distintas
concentraciones de
nanoparticulas. Agitar
la mezcla a 200 rpm
durante 1 hora.

Etiquetar 5 beakers

de 10 ml y agregar 5 S

ml de agua residual a
cada uno.

v

Medir absorbancia de
cada muestra a 550
nm en equipo UV -

Vis.

Centrifugar las
soluciones a 4000 rpom —>
duratne 30min.

En 5 beakers de 10 ml se colocaron 5 ml de la muestra de agua residual, previamente filtrada
en el laboratorio. A cada uno se le agregd una cantidad distinta de nanoparticulas descritas en
el Cuadro 7. Estas condiciones se utilizaron tanto para el analisis de la muestra de agua antes
de la filtracion realizada en la planta de tratamiento actual (AF), como en los anélisis de la
muestra de agua después de este proceso (DF); usando nanoparticulas de CMC — Ca extraido
de moscas macho (CMC M), de hembra (CMC H), y nanoparticulas de quitosano extraido de

moscas macho (CS M).
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Cuadro 7. Concentracién de nanoparticulas para pruebas de remocidn del pigmento FO, AX-

14-N en muestras de agua AF y DF.

Prueba Concentracion de

nanoparticulas (mg/0.005L)

1 85
2 19
3 33
4 60
Control 0

Luego de agregar las nanoparticulas, los beakers se agitaron, con agitadores magnéticos, a
200 rpm durante 1 hora. Luego, las muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante 25 min.
Posteriormente, se procedio6 a las mediciones de absorbancia a 550 nm empleando técnicas de
absorcién atémica UV — Vis. Una vez determinada la absorbancia, se procedio6 al calculo del
porcentaje de remocion del pigmento FO, AX-14-N, segln se describe en la seccion de anlisis

estadistico.

K. Analisis estadistico

1. Cantidad de Zn y Cu en muestras de agua residual. Luego de preparar los
estandares descritos en la seccién J.1.b, se ingresaron al equipo Perkin Elmer PinAAcle 900F
de menor a mayor concentracion. El equipo realizo la medicion de absorbancia y devolvié una

curva de calibracién que satisface la ecuacion 1.

y=mx+b
Ecuacion 1.

Donde y es la absorbancia en nandmetros y, donde x es la concentracion en ppm. La curva
de calibracion sera confiable si el valor del coeficiente de determinacién R? es cercano a 1.
Luego se ingres6 la muestra de agua residual y el equipo, a partir de la ecuacion de la recta y
un andlisis de regresion, report6 el valor de la concentracion del metal estudiado a partir de la

ecuacion de la recta y un analisis de regresion.
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2. Grado de acetilacion y desacetilacion. Los grupos funcionales caracteristicos de
los biopolimeros se identificaron al comprar los espectros experimentales con los tedricos.
Asimismo, se determind el porcentaje de desacetilacion y N — Acetilacion, que es el nimero de
unidades de glucopiranos en la cadena del polimero que tiene el grupo N — acetil incorporado.
La técnica de espectroscopia infrarroja permiti6 realizar una correlacion de ciertas bandas de
vibracién. La correlacion para la quitina (QT) y quitosano (CS) se presentan en la ecuacién 2 y
3 respectivamente. El grado de desacetilacién se determina segun la ecuacién 4. (Sierra et.al,
2013).

A
N — acetilacién(%) = (‘LlLd'“) * 115

OH
Ecuacién 2
N — acetilacién(%) = 31.92 (M) —12.20
Amida Il
Ecuacion 3.
GD(%) = 100 — (% N — acetilacién)
Ecuacion 4.

3. Remocion del pigmento FO, AX-14-N. Para las pruebas de remocion, se
prepararon las muestras de agua como se muestra en el Cuadro 8 y se ingresaron al equipo UV
— Vis. Con los datos de absorbancia reportados, se realizé un analisis correlacional empleando
la ecuacién 1. Donde la variable dependiente y sera la absorbancia y la variable independiente
x sera la concentracion de nanoparticulas empleadas. Si la ecuacion de la recta presenta un
coeficiente de determinacién R? cercano a 1, la ecuacion representa a los datos de manera
confiable. Por su parte, si R es cercano a 1, se concluird que la concentracion de nanoparticulas
esta relacionada con la absorbancia (concentracion) del pigmento presente en las muestras de

agua residual.

Para determinar el porcentaje de remocion se emplearon los datos de absorbancia de cada
muestra con diferente cantidad de nanoparticulas. Y se utilizé la ecuacién 6, donde A, es la
absorbancia de la muestra previo al tratamiento con nanoparticulas y Aq es la absorbancia de la

muestra luego de afiadir las nanoparticulas de CS o0 CMC - Ca.

./ |Aa _Adl
% de remociéon = —a x 100
a

Ecuacion 6.



VI. RESULTADOS

A. Analisis proximal harina de pupario de moscas Ceratitis

capitata

Con el proposito de identificar el conjunto de componentes mas abundantes en las harinas de
pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho; se realiz6 un analisis proximal de las
harinas previamente tamizadas por un tamiz No. 80. El analisis se realizd en INLASA. De
modo que se logro determinar los elementos constitutivos de cada muestra y la diferencia entre

la pupa de moscas hembra y pupa de moscas macho.

Cuadro 8. Resultados de analisis proximal de harina de pupario de moscas Ceratitis capitata

Muestra de Calorias Carbohidratos Cenizas Grasas Humedad Proteina
harina (cal/100g) totales (%) (%) (%) (%) (%)
Hembra 338.98 21.01 22.15 10.26 5.93 40.65
Macho 325.85 26.20 25.56 6.41 5.99 40.84

B. Presencia de Cuy Zn en agua residual

El anélisis elaborado en el equipo de absorcion atémica permitié determinar la presencia de
metales pesados en las muestras de agua residual antes de la filtracion (AF) y después de la
filtracion (DF) realizada en la planta de tratamiento actual. Este analisis dio lugar a determinar
si era necesario hacer un estudio acerca de la capacidad quelante de las nanoparticulas
sintetizadas. Se consideraron los limites aceptables establecidos por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMYS); la presencia de cobre en aguas residuales industriales no debe exceder los 2
ppm. Mientras que la presencia de zinc debe ser menor a 3 ppm. A continuacion, se muestran

las curvas de calibracién para los metales analizados.
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Figura 15 Curva de calibracion para la determinacién de cobre.

Concentracion {ppm)

De la Figura 16 se obtuvo la ecuacion de la recta

y = 0.01558x + 0.00064

Ecuacion 6.
Con un coeficiente de correlacion R = 0.989.

Figura 16 Curva de calibracién para la determinacion de zinc
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De la Figura 17 se obtuvo la ecuacién de la recta

y = 0.38358x + 0.08637
Ecuacion 7.

Con un coeficiente de correlacion R = 0.969. El valor del coeficiente de correlacion, para
ambas curvas de calibracién (Figuras 15 y 16) es mayor a 0.95. Entonces, se concluye que la

ecuacion de la recta se ajusta satisfactoriamente a los datos obtenidos.

En el Cuadro 9 se reportan las concentraciones de Zn y Cu en las muestras de agua residual

AF y DF analizadas por absorcion atdmica.

Cuadro 9. Concentracién de Zn y Cu en las muestras de agua residual AF y DF

Muestra Rep. Concentracion de Cu Concentracion de Zn
(x0.001ppm) (x0.001ppm)
1 0.835 0.070
2 0.818 0.066
AF 3 0.829 0.068
Media 0.829 0.068
Desviacion 0.015 0.002
1 0.145 0.801
2 0.182 0.807
DF 3 0.161 0.807
Media 0.179 0.805
Desviacion 0.017 0.003

El andlisis de absorcién atémica confirmé la presencia de zinc y cobre en las muestras de
agua AF y DF analizadas. Sin embargo, los valores para la media de la concentracion de cada
metal presente en las muestras fueron menores a 1.0 ppm; por lo tanto, no se excedieron los

limites aceptables establecidos por la OMS.
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C. Caracterizacion de biopolimeros por espectroscopia FT IR

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier permitio determinar la presencia
de los grupos funcionales caracteristicos de las quitinas (QT), quitosano (CS) y
carboximetilquitosanos sintetizados. De este modo, se pudo confirmar si la sintesis de

biopolimeros fue exitosa o no.

1. Extraccion de quitinas. En las Figuras 17 y 18 se observan los espectros de la

quitina extraida de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho respectivamente.

Figura 17 Espectro FT IR quitina extraida de pupario de moscas hembra Ceratitis capitata.
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Figura 18 Espectro FT IR quitina extraida de pupario de moscas macho Ceratitis capitata.

s 1-11“1‘-L E
2 88 /ol 23 | =
T - O - 2
4 ] o =
m O = 8]
o o — O =
30 4 - =0
=+ L BT =
] o = EZ -0
20
10 T T T T T

¥ | N ]

I N ! ]
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

En ambos espectros (Figuras 17 y 18) se mostraron las bandas de los grupos funcionales
caracteristicos de la quitina, principalmente sefiales de hidroxilos, aminas y el grupo carbonilo.
Se observan bandas alrededor de 3449 cm™ y 3275 cm™, las cuales se atribuyen a las
vibraciones de estiramiento de los grupos NH y OH, respectivamente. Las bandas en 3105 cm™
y 3102 cm™ fueron bandas de estiramiento simétrico y asimétrico de los enlaces C — H sp® de
los grupos CHs. Las sefiales en 2918 cm™ se atribuyeron al estiramiento simétrico de los
enlaces C — H sp® de los grupos CH,. Se observé el estiramiento caracteristico del carbonilo C

= O, atribuido a la vibracién de la amida I, en 1665 cm™ y 1664 cm™.

A 1560 cm™ y 1562 cm™ se presentaron las bandas por la flexion del enlace NH de la amida
1. En 1428 cm™ y 1430 cm™ se mostr6 el estiramiento del enlace C-N. Las bandas a 1375 cm™
y 1378 cm™ corresponden al estiramiento simétrico de los grupos CHs. Las sefiales en 1306
cm™y 1316 cm™ mostraron las vibraciones de los grupos C — O de la amida I11. Las bandas en
1072 cm™ y 1070 cm™ indican la vibracién de los enlaces C — O — C dentro del anillo de la
quitina. Es vélido mencionar que también se encontraron vibraciones a 1021 cm™ para los
espectros de ambas quitinas, esta sefial indicé los enlaces C — O — C del enlace glucosidico. En

el area de 605 — 606 cm™ y 705 — 715 cm™ también se mostraron bandas caracteristicas, fuera
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del plano, de los grupos OH y NH respectivamente. Se lograron identificar los grupos
funcionales caracteristicos de la quitina en ambos espectros, concluyendo que la extraccién de
quitina fue exitosa.

2. Sintesis de quitosanos. En las Figuras 19 y 20 se observaron los espectros FT IR
del quitosano extraido de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho
respectivamente. Estos espectros fueron similares a los de las quitinas, pues la estructura de
ambos biopolimeros estd conformada con casi los mismos grupos funcionales. Los grupos
funcionales caracteristicos del quitosano son: hidroxilos, aminas, enlaces C-N,C-0-C, C
— 0, y CH,. La principal diferencia con los espectros de las quitinas es que los de quitosanos
no deberian presentar la sefial del grupo carbonilo C = O de las amidas primarias; ya que este

es el grupo que se reemplaza por una amina primaria luego del proceso de desacetilacion.

Figura 19 Espectro FT IR de quitosano extraido de pupario de

moscas hembra Ceratitis capitata
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En los espectros de las Figuras 19 y 20 fue notorio un cambio en el rango de 3900 —
3000cm™; atribuido a la presencia de una amina primaria alifatica. Lo anterior fue la primera
confirmacion de que se logré desacetilar las amidas en las estructuras de las quitinas, para

obtener aminas primarias en las estructuras de los quitosanos. Estas sefiales en la Figura 20 no



fueron claras por efectos de ruido electrénico, sin embargo, se pudo observar bandas débiles en
3490 cm™ y 3400 cm™.

Figura 20 Espectro FT IR de quitosano extraido de pupario de moscas macho
Ceratitis capitata
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Se observan bandas a 1640 cm™ y 1633 cm™ respectivamente, los cuales corresponden al
movimiento tipo tijera del grupo NH,. Esta fue la segunda confirmacién de que se logro la
desacetilacion; pues ya no se observan sefiales a 1660 — 1700 cm™ del grupo carbonilo C = O
de las amidas 1. Asimismo, fueron notables bandas a 895 cm™ y 890 cm™ que son sefiales
correspondientes a la vibracion fuera del plano de los grupos NH,. Es vélido mencionar que el
ensanchamiento de las bandas en las regiones de 3500 — 2900 cm™, en las Figuras 19 y 20, fue
el resultado del efecto de los puentes de hidrogeno por la gran la cantidad de grupos OH y NH
que hay en la estructura de los quitosanos. Las bandas a 1021 — 1023 cm™ son caracteristicas
de enlaces glucosidicos e indican el enlace C - O - C.

En el espectro FTIR del quitosano purificado (Figura 21), no se observan las mismas bandas
que en los espectros de las Figuras 19 y 20. Se observa una Unica banda ancha en el rango de
3500 — 3150 cm™ correspondiente a grupos OH y/o NH. Sin embargo, son evidentes las
sefiales a 1643 cm™ del grupo NH, y no se observa la sefial del grupo carbonilo C = O de la

amida 1, por tanto, se confirma la desacetilacion. Asimismo, se observa la sefial a 867 cm™ de
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las aminas que se formaron luego de desacetilar. La banda fuerte a 1020 cm™ es caracteristicas

de enlaces glucosidicos e indican el enlace C — O — C. Y la banda intensa a 1560 indica la

presencia de los grupos N — H caracteristicos de la estructura del quitosano.

Figura 21 Espectro FTIR del quitosano purificado extraido del pupario de moscas Ceratitis
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Figura 22 Espectro FTIR de quitosano comercial extraido de camaron.
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Los espectros de las Figuras 19 — 21 estan en acuerdo con el espectro del quitosano
comercial extraido de camaron (Figura 22). Por lo tanto, se confirm6 que la sintesis de

quitosanos a partir de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho fue exitosa.

3. Sintesis de carboximetilquitosanos. El espectro de los carboximetilquitosanos
sintetizados a partir de quitosano extraido de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y
macho fueron analizados, empleando un espectrofotometro infrarrojo marca Buck Scientific
modelo M500, para evaluar el éxito de la reaccion de carboximetilacion. Los resultados se
muestran en las Figuras 23 y 24, respectivamente; por el equipo empleado, estos espectros FT
IR presentaron mayor ruido electrénico que los espectros de las Figuras 17 — 22. Debido a que
los carboximetilquitosanos fueron preparados en soluciones alcalinas, los grupos carboxil

estaban deprotonizados.

a7
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Figura 23 Espectro FTIR de CMC - Na extraido de pupario de moscas hembra Ceratitis
capitata
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Figura 24 Espectro FTIR de CMC - Na extraido de pupario de moscas macho Ceratitis
capitata
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Después de la carboximetilacion del quitosano, en los espectros FT IR de las Figuras 23 y
24, aparecieron bandas a 1686 cm™ y 1685 cm™ respectivamente, las cuales se atribuyeron al
sobrelapamiento del grupo — COONa con el grupo NH,. Las sefiales a 3310 cm™ y 3315 cm™
fueron del grupo OH del 4cido carboxilico que estaba presente previo a la formacion del —
COONa. La banda caracteristica del grupo carbonilo del &cido carboxilico apareceria alrededor
de 1720 cm™, pero esta sefial no fue detectada, indicando que el producto se encontraba en

forma de sal sédica.

Las sefiales a 1560 cm™ y 1562 cm™ fueron del estiramiento del grupo NH de la amida II. La
seflal en 1072 cm™ fue por la vibracién del enlace C — O — C dentro del anillo del
carboximetilquitosano; mientras que la sefial en 1020 cm™ — 1021 cm™ fue por el estiramiento
C — O — C del enlace glucosidico (B - (1—4)). Las bandas detectadas a 736 cm™
correspondieron a la vibracion fuera del plano de los grupos NH. En la Figura 24, la banda
reportada a 684 cm™ indic6 vibracion fuera del plano del alcohol primario. Por las sefiales
detectadas en los espectros FTIR de las Figuras 23 y 24, se confirmd que la sintesis de
carboximetilquitosanos a partir de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho, fue

exitosa.

4. Difraccion de rayos X. Las muestras de quitinas y quitosanos extraidos del pupario

de moscas macho y hembra fueron analizadas por difraccion de rayos X (DRX). Los resultados

se muestras a continuacion.

Figura 25 Difractograma de quitina extraida del pupario de moscas hembra Ceratitis capitata.
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Figura 26 Difractograma de quitina extraida del pupario de moscas macho Ceratitis capitata.

—90
196
o
B | |
& |
)U
2 26.7
| 39.2
"L
\""\—0‘\_‘
T T T T T T

-‘26 (grados)

Tipicamente los patrones de difraccidn para la quitina y quitosano son picos fuertes a 9 —
10° y 20 — 21° y reflexiones menores a 26.4° (Kumirska et al., 2010). El patrén de difraccién
de las quitinas extraidas del pupario de moscas hembra y macho muestran picos de difraccién
en el intervalo de fragmentacion (20) en 9.10, 19.3, 23.5, 29.2, 26.7 y 39.36° (Figura 25 y 26).
Estos resultados estdn en acuerdo con los patrones de picos que se reportan para la quitina

extraida de camaron, donde las sefiales predominantes son entre 9.1 — 9.2°y 19.1 — 19.2° (Yen
y Mau, 2007).

Figura 27 Difractograma de quitosano, sin purificar, extraido del pupario de moscas macho
Ceratitis capitata.
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Figura 28 Difractograma del quitosano, sin purificar, extraido del pupario de moscas hembra
Ceratitis capitata
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Figura 29 Difractograma del quitosano, purificado, extraido del pupario de moscas macho
Ceratitis capitata
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Para los quitosanos extraidos del pupario de moscas hembra y macho se observan picos
caracteristicos entre 9.2 — 9.5° y 19.3 — 19.4°; lo cual también concuerda con lo reportado por
la literatura. Para la muestra de quitosano extraido del pupario de moscas macho purificada, se

observa que, los picos son mas definidos, aumenta la intensidad del pico en 9.2° y aparecen
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seflales a 17.9, 26.7 y 35.7°. Resultados similares fueron propuestos por Prashant y
Tharanathan (2005), quienes realizaron una depolimerizacién del quitosano comercial de

camaron.

5. Analisis TGA. El analisis termogravimétrico permite observar el cambio del peso de
cierto compuesto en funcion de la temperatura que posee la muestra. Mientras que la curva
DTG brinda informacion del porcentaje y banda de temperatura del cambio en masa de las
muestras. Con base en esto, se obtuvieron termogramas que permiten observar las curvas de
descomposicién de las muestras de quitosano extraido de moscas Ceratitis capitata, tanto de
hembra como de macho. De este modo, se logr6 determinar la pureza de los biopolimeros y la
temperatura a la cual los quitosanos se descomponen. En las Figuras 30 y 31 se observan los
termogramas de los quitosanos donde se muestran las diferentes temperaturas en las que sufren
cambios. Por un lado, la temperatura de inflexion permite determinar la temperatura a la cual el
quitosano tiene una pérdida significativa de peso, antes de llegar a la temperatura final. Esta

Gltima, es la temperatura en la cual el quitosano se ha descompuesto en su totalidad.

En la Figura 30 se observa que para el quitosano extraido de macho (CSM) hubo una primera
pérdida de masa de 5.67 %. La segunda pérdida de masa, y la mas significativa, fue de 60.29
%. Ademas, se evidencié que la temperatura de descomposicién es 373.39 °C. Por su parte, en
la Figura 31 para el quitosano extraido de pupario de moscas hembra, la primera pérdida de
masa fue de 5.10%; y la pérdida de masa mas evidente fue de 60.11 %. Mientras que la
temperatura de descomposicion fue inferior a la del quitosano extraido de moscas hembra con
un valor de 368.75 °C. En los termogramas de las Figuras 30 y 31 se considera una Unica curva

de descomposicidn significativa (60.29% y 60.11% de pérdida de masa respectivamente).



Figura 30 Curva TGA y DGT para quitosano extraido de pupario de moscas macho Ceratitis
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Figura 31 Curva TGA y DGT para quitosano extraido de pupario de moscas hembra Ceratitis
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D. Calidad de biopolimeros

La calidad de los biopolimeros se determiné a través de los espectros FT IR de las Figuras
17 — 20, a través de una correlacion de bandas segin las ecuaciones 2, 3 y 4. Estas
correlaciones son entre bandas de grupos amida I, OH y amida Il. Se esperaria que el grado de
N — Acetilacion para la QT fuese mayor al 90 %, lo cual indicaria un grado de desacetilacion
menor al 10 % vy, por tanto, una quitina de calidad. Para el CS se esperaria lo contrario, un
porcentaje de N — Acetilacién menor al 10 % para presentar un grado de desacetilacion mayor
al 90 %. Los resultados se muestran en el Cuadro 10, donde CSM es la muestra de quitosano
extraido de pupario de macho y, CSH es el extraido de pupario de hembra. Por su parte QTM

refiere a la muestra de quitina extraida de la pupario de macho y QTH de hembra.

Cuadro 10. GD y GA de quitinas y quitosanos extraidos de pupario de moscas Ceratitis
capitata macho y hembra.

Muestra GA GD
CSM 12.68 87.32
CSH 13.35 86.65
QTH 77.41 22.59
QT™M 83.30 16.70

De los resultados reportados en el cuadro anterior, se logré identificar que existe una

diferencia en la calidad de los biopolimeros segln el sexo de las moscas.

E. Pruebas de solubilidad

Se estudi6 la solubilidad del quitosano extraido del pupario de moscas Ceratitis capitata
macho segin la variacion del pH utilizando soluciones buffer. En el Cuadro 11 se muestran los
resultados. Donde +++ significa soluble, ++ parcialmente soluble, + presencia de precipitado y

— insoluble.



Cuadro 11. Resultados pruebas de solubilidad de quitosano purificado

pH Solubilidad
1 -

5 ++

6 +++

7 +

10 -

14 -

Del cuadro anterior se puede identificar que, para que el quitosano purificado extraido del

pupario de moscas Ceratitis capitata macho sea soluble se necesita una solucién a pH 6.
F. Remocion del pigmento fluorescente empleando nanoparticulas.

El porcentaje de remocién para el pigmento fluorescente Fire Orange, empleando
nanoparticulas de quitosano y carboximetilquitosano, se determind con técnicas de
espectroscopia UV — Vis. Segln la Ley de Beer, para una misma especie absorbente en una
celda de espesor constante, la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion. Por
lo tanto, result6 Util emplear esta técnica para determinar la absorbancia (concentracién) del
pigmento fluorescente presente en muestras de agua, antes de la filtracion (AF) y después de la
filtracion (DF) realizada en la planta de tratamiento actual. En los Cuadros 12 — 14 se
reportaron las absorbancias a 550 nm para las muestras de agua AF y DF luego de agregar

distintas concentraciones de nanoparticulas.

Cuadro 12. Absorbancia a 550 nm para muestra de agua AF y DF luego del tratamiento con

nanoparticulas de CS.

Concentracién nanoparticulas Absorbancia (£ 0.00001 nm)
de CS (mg/0.005 L) Muestras de agua AF Muestras de agua DF
0 0.85242 0.51588
8.5 0.77165 0.48094
19 0.57583 0.37751
33 0.56857 0.29632

60 0.52699 0.29304
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Cuadro 13. Absorbancia a 550 nm para muestra de agua AF y DF luego del tratamiento con

nanoparticulas de CMC — Ca extraido de pupa de moscas hembra.

Concentracién nanoparticulas Absorbancia (x 0.00001 nm)
de CMC - Ca H (mg/0.005 L) Muestras de agua AF Muestras de agua DF
0 0.85242 0.51588
8.5 0.32416 0.25241
19 0.29767 0.24213
33 0.28289 0.22976
60 0.27730 0.19601

Cuadro 14. Absorbancia a 550 nm para muestra de agua AF luego del tratamiento con

nanoparticulas de CMC — Ca extraido de pupa de moscas macho.

Concentracion nanoparticulas Absorbancia (£ 0.00001 nm)
de CMC - Ca M (mg/0.005 L) Muestras de agua AF Muestras de agua DF
0 0.85242 0.51588
8.5 0.35308 0.31376
19 0.34379 0.30178
33 0.32974 0.26322
60 0.29636 0.26276

Es valido mencionar que Unicamente se utilizaron nanoparticulas de quitosano extraido de
pupario de moscas Ceratitis capitata macho (CS M), pues este fue el quitosano de mejor
calidad (Cuadro 10). De los resultados reportados en los Cuadros 12 — 14 se pudo confirmar
que las nanoparticulas de CS M, CMC - Ca M, y CMC - Ca H, fueron capaces de remover el
pigmento fluorescente de las muestras de agua residual. Asimismo, se logré demostrar que, al
agregar mayor concentracién de nanoparticulas, la absorbancia (concentracion) del pigmento

fluorescente Fire Orange presente en las muestras de agua disminuia.

En los Cuadros 15 y 16 se presentan los porcentajes de remocién, al emplear nanoparticulas
de CSM, CMC - CaHy CMC - Ca M, para el pigmento fluorescente Fire Orange presente en
muestras de agua residual AF y DF. Este porcentaje se calculé segun la ecuacién 7; donde se
considero la absorbancia de las muestras de agua antes de agregar las nanoparticulas y la

absorbancia luego de afadirlas.
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Cuadro 15. Porcentaje de remocidn del pigmento FO, AX-14-N de muestras de agua AF segln
la concentracién de nanoparticulas.

Concentracion de nanoparticulas (mg/0.005L)

Nanoparticulas 0 8.5 19 33 60
Cs 0 9.48 3245 33.30 38.18
CMC-CaH 0 61.97 65.08 66.81 67.47
CMC-CaM 0 58.58 59.67 61.32 65.23

Cuadro 16. Porcentaje de remociéon del pigmento FO, AX-14-N de muestras de agua DF segln

la concentracion de nanoparticulas.

Concentracion de nanoparticulas (mg/0.005L)

Nanoparticulas 0 8.5 19 33 60
CS 0 6.77 26.82 42.56 43.20
CMC-CaH 0 51.07 53.06 55.46 62.00
CMC-CaM 0 39.18 41.50 48.98 49.07

De los resultados reportados en los Cuadros 15 y 16, se confirmé que las nanoparticulas de
CS M, CMC - M y CMC - H, fueron capaces de remover mas del 50 % del pigmento
fluorescente presente en las muestras de agua residual AF y DF. Lo anterior se demostré en los
gréaficos del porcentaje de remocion versus concentracion de nanoparticulas de las Figuras 31y
32.
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Figura 32 Comparacion del porcentaje de remocion para el pigmento Fire Orange AX en
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muestras de agua AF.

-CMC -CaH
CMC-CaM
——C8

' 1 N 1 N 1 N 1 N ] N I

tll 10 20 30 40 50 &0
Concenfracion (mg/0.5L)

Figura 33 Comparacion del porcentaje de remocidn para el pigmento Fire Orange AX en

Porcentaje de remocion (%)

70 -

60 -

50 -

40 -

30 -

20

muestras de agua DF

Concenfracidn (mg/0.5L)



VII. DISCUSION DE RESULTADOS

La mosca Ceratitis capitata es una plaga agricola destructiva capaz de adaptarse a diversos
climas, lo que favorece su amplia distribucion mundial, que ocasiona dafios directos a la
produccion y comercializacidn de cultivos agricolas. La hembra puede poner hasta 20 huevos
al dia, colocando hasta 800 huevos durante toda su vida. Para erradicar la plaga en Guatemala,
se emplea la técnica del insecto estéril (Moscamed Guatemala, 2017). Sin embargo, esta
técnica genera hasta 70 kilos de desechos de pupario y exoesqueleto de moscas semanalmente,
el cual se desecha o utiliza como fertilizante. Por este motivo la esta investigacion busca
producir algin producto de valor agregado para el manejo de desechos en una planta de

produccion y esterilizacion de la mosca del Mediterraneo.

Se propuso la innovacion del proceso de tratamiento de aguas residuales de la planta; a
través de la extraccion de quitina (QT) de residuos de pupario de moscas Ceratitis capitata
hembra y macho; y su posterior conversién a quitosano (CS). Se realiz6 la sintesis de
nanoparticulas de carboximetilquitosano — Ca, y nanoparticulas de quitosano por reticulacién
idnica. Estas nanoparticulas se sometieron a pruebas de capacidad de remocion para el
pigmento fluorescente Fire Orange presente en muestras de agua residual antes del proceso de
filtracion realizado en la planta de tratamiento actual (AF) y después de este proceso (DF)
(Figuras 38 y 39). Se determiné que las nanoparticulas de carboximetilquitosano — Ca
extraidas de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra fueron las més eficientes, logrando
remover hasta el 67.47 % del pigmento fluorescente. A continuacién, se presenta un analisis

detallado de los resultados.

Los metales pesados en el agua potable representan una amenaza para la salud humana. Las
poblaciones estan expuestas a metales pesados principalmente a través del consumo de agua,
pero pocos metales pesados pueden bioacumularse en el cuerpo humano (por ejemplo, en los
lipidos y el sistema gastrointestinal) y pueden inducir cancer y otros riesgos (Chowdhury et.al,
2016). Por lo tanto, como en este estudio se trabajé con muestras de aguas residuales
industriales, fue necesario determinar la presencia de metales pesados en el agua. Debido a que
no se emplean metales pesados como Hg, Au, Pb, 0 As, dentro de los procesos de la empresa;
se trabajé con metales que pueden proceder de las tuberias como el zinc y cobre. Si se
encontraba una cantidad mayor al limite aceptable por la OMS de zinc (3 ppm) y/o cobre (2
ppm) presente en las muestras de agua, resultaria necesario hacer un estudio de capacidad

guelante de las nanoparticulas sintetizadas.
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El cobre es un metal noble que posee resistencia contra la corrosion, entonces es comin
encontrarlo en las tuberias hidraulicas. El desprendimiento de cobre de las tuberias es un
suceso poco comun porque se cuenta con una pelicula de 6xido cuproso que inhibe la corrosién
en los sistemas de agua (Lane, 1995). Sin embargo, como se observa en el Cuadro 9, hay
mayor presencia de cobre en las muestras de agua AF (0.829 ppm), que en las muestras de
agua DF (0.179 ppm). La interaccion del agua con las tuberias podria explicar la presencia de
cobre en las muestras analizadas. Ademas, puede que el filtro empleado en la planta de
tratamiento actual sea capaz de retener el exceso de cobre.

Por su parte, existe mayor concentracion de zinc en las muestras de agua DF (0.850 ppm)
que en las muestras de agua AF (0.068 ppm). Por lo tanto, podria haber desprendimiento de
zinc en las tuberias por donde fluye el agua luego de la filtracion. Se concluye que hay
presencia de cobre y zinc en el agua AF y DF. Sin embargo, las concentraciones de zinc y
cobre reportadas estan por debajo de los limites establecidos por la OMS. Entonces, se decidio
no determinar la capacidad quelante de las nanoparticulas sintetizadas. Para futuras
experimentaciones, se recomienda usar al menos 5 estandares de 0 a 3 pmm de cada metal para

las curvas de calibracion.

Durante afios la quitina se ha preparado a partir de cascaras de cangrejo y camaron obtenidas
como subproductos en la industria de los mariscos. Sin embargo, en este experimento se
decidi6 emplear pupario de moscas Ceratitis capitata porque la quitina es también un
componente primario en las cuticulas de los insectos; principalmente en las pupas de los
insectos holometabolos. Las moscas en el Ultimo estadio larval se encierran dentro de su
exoesqueleto formando un pupario que consiste en quitina unida covalentemente a los
compuestos de catecol y a las proteinas similares a la esclerotina; la cual sirve de cubierta
protectora (Majtan et.al, 2007). EI periodo pupal de moscas Ceratitis capitata es de 9 a 11
dias a 24.4 °C. Luego de este periodo la mosca emerge de la pupa, la cual es de color café en
los machos y color gris blancuzco para las hembras, y son de forma cilindrica (Figura 40 y 41)
(Moscamed, 2017).

Los insectos poseen una enorme biodiversidad y representan el 95 % del reino animal
(Labandeira y Sepkoski, 1993). Por lo tanto, son un recurso natural con alto potencial para la
produccion de quitina y quitosano industrial. Ademas, las cuticulas de los insectos tienen
niveles mas bajos de material inorganico (menos del 10 %) en comparacién con las conchas de
crustaceos (20 — 40 %), lo que hace su tratamiento de desmineralizacién mas conveniente

porque se utilizan condiciones &cidas moderadas en comparacion a las empleadas para



crustaceos (Zhang et.al, 2000). Por estas razones se decidid emplear harina del desecho de
pupario de moscas macho y hembra de una empresa de esterilizacién y produccion de Ceratitis

capitata.

Los complejos exoesqueléticos de quitina — proteina, principalmente en pupa, proporcionan
proteccion contra las quitinasas y condiciones alcalinas suaves. Cuanto mas fuertemente se une
la proteina a la quitina, mas dificil es penetrar el exoesqueleto con NaOH y separar la proteina
de la quitina. El acido benzoico es un compuesto de grado alimenticio, generalmente es
empleado como suavizante, presenta accion bacteriostatica, fungistatica y es eficaz en la
queratdlisis del epitelio y suavizacion de la queratina (Rougier y Lotte, 1993). El
precondicionamiento con este acido permite que la solucion de NaOH penetre y facilite la
descomposicion de los componentes protéicos. Entonces, este efecto y el efecto queratolitico
aplicado en la estructura estratificada de proteinas, CaCO; y quitina del pupario de moscas,
permitié que la desproteinizacion y desmineralizacién del biomaterial fuera mas susceptible a
condiciones de reaccion menos extremas de lo usual: temperaturas inferiores a 40 °C y
concentracion de HCl y NaOH 1 M (Figuras 46 — 50).

Al lograr emplear temperaturas inferiores a 40 °C se evitan dafios en las unidades acetiladas
de la quitina, y por ende su calidad. Es importante mencionar que luego del tratamiento con
cido benzoico (Figura 31y 32) las muestras de harina debian ser lavadas con agua destilada a
75 °C para eliminar los restos de este &cido y remanentes de proteinas solubles. La proteina
eliminada puede convertirse en un subproducto de proteina aplicable como suplemento de
proteina humana o de alimento. De no eliminarse el 4cido benzoico, al ser un acido organico,

podia interferir en los anlisis FT IR de las muestras finales de los biopolimeros sintetizados.

En los resultados reportados por Toan y colaboradores, extrayendo quitina del caparazén de
camarones; se realiz6 wuna comparaciéon entre el quitosano extraido con un
precondicionamiento con &cido benzoico y el extraido por métodos convencionales.
Reportaron resultados en donde el quitosano extraido por métodos convencionales (NaOH 2
M, HCI 2 M y temperaturas de 50 °C), presenta un contenido de proteina del 0.55 %. Por su
parte, el quitosano extraido luego de un precondicionamiento con &cido benzoico presenta un
contenido de proteina del 0.40 %. Por lo que concluyen que el &cido benzoico permite que la
solucién de NaOH penetre y facilite la degradacion de los componentes proteicos en el

caparazén de camarones (Toan et.al, 2006).

Entonces, puede que el tratamiento con acido benzoico cause una estructura mas floja de

complejos quitina — proteina — calcio en el pupario de moscas, dando como resultado la
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liberacion de componentes no quitina y una mejor accesibilidad para la accién del HCI y
NaOH. El precondicionamiento con acido benzoico 0.02 M ayuda a reducir el tratamiento
quimico subsiguiente y minimiza la necesidad de productos quimicos. De esta manera, el
quitosano se puede producir a un coste mas bajo y de una manera mas consiente con el medio

ambiente.

Las quitinas extraidas del pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho (Figura 51
y 52) presentan diferencias cualitativas. La quitina de moscas hembra present6 un color gris
levemente amarillento, mientras que la quitina extraida de moscas macho fue de color café
amarillento. Esta diferencia se debe a los distintos carotenoides presentes en la pupa de las
moscas hembra y macho; los cuales les dan sus colores caracteristicos. En esta
experimentacion no se realizé una decoloracion de las quitinas porque se realizé un proceso de
purificacion, utilizando una solucion de NaOH al 3.5 %; con el fin de obtener una quitina

completamente libre de residuos de carbonato de calcio.

Luego del proceso de purificacidn, se observa que la apariencia de las quitinas cambia y se
nota que ambas presentan un color blancuzco igual al reportado por la literatura (Sierra et.al,
2013). Es importante mencionar que las quitinas extraidas presentaron apariencia cristalina,
esto se observa en las Figuras 51 y 52 en la seccidn de anexos. Se recomienda determinar la
cristalinidad de las quitinas por medio de Difraccién de Rayos X. Sierra y colaboradores, luego
de extraer quitina del caparazén de crustaceos, confirmaron que la cristalinidad de la quitina es

debido a su estructura molecular rigida y alto peso molecular (Sierra et.al, 2013).

Los espectros FT IR de las quitinas extraidas del pupario de moscas hembras y macho
Ceratitis capitata (Figura 17 y 18) muestran tres sefiales caracteristicas de las amidas presentes
en la estructura de las quitinas. La sefial del grupo C = O de las amidas I, las bandas de enlaces
N — H de amidas 11, y las vibraciones del enlace C — N de las amidas Ill. Estudios previos de
quitina comercial y quitina extraida del caparazén de camarones, reportan que los espectros de
las quitinas se caracterizan por estas tres bandas (Kaya et.al, 2014). Basandose en modos de
vibracién de las amidas | y demés grupos funcionales, la quitina de pupario de moscas hembra
y macho es comparable a los modos de vibracion de la a-quitina (Rumengan et.al, 2014). Es
decir que tiene una estructura de cadenas antiparalelas (Focher et.al, 1992). Se lograron
identificar los grupos funcionales caracteristicos de la quitina en ambos espectros, concluyendo

que la extraccion de quitina fue exitosa.

La quitina estd compuesta de 2 — acetamida — 2 — desoxi — D — glucosa (N -

acetilglucosamina), mientras que el quitosano es una forma acetil de quitina; y esta compuesto



principalmente de glucosamina, 2 — amino — 2 — desoxi — D — glucosa (Sanford, 1988). La
diferencia marcada entre los espectros FT IR de quitina y de quitosano (Figuras 19 — 22) en el
intervalo de 3449 — 3275 cm™ esté relacionada con la cantidad de grupos NH y OH en el
quitosano. Por su parte, la mayor absorcién en las quitinas a 2918 cm™ es la consecuencia de
una mayor cantidad de enlaces CH. Los espectros FT IR de los quitosanos, no mostraron
bandas de amida | a 1670 — 1700 cm™ del grupo C = O; sino que mostraron sefiales

caracteristicas de grupos hidroxilo y amino.

Se confirmé que la sintesis de quitosanos a partir de pupario de moscas Ceratitis capitata
hembra y macho fue exitosa; los productos finales fueron de apariencia blanca amarillenta
(Figura 53 y 54). Los espectros FT IR de los quitosanos (Figuras 19 — 21) indican que se logré
hidrolizar los grupos acetoamida de la quitina hasta grupos amino, que es el grupo
caracteristico del quitosano. Para este proceso fue necesario emplear una solucién de NaOH 13
M a 50 °C por 20 horas. Estas condiciones fueron indispensables debido a la baja reactividad
que presenta la quitina. Lo anterior debido a los puentes de hidrogeno entre los grupos
carbonilo y amida de las cadenas adyacentes del monémero; y por la compactacién de las
cadenas en la estructura cristalina de la quitina (Goycoolea et.al, 2004). De lo contrario, se

hubiese dificultado el acceso del alcali a los sitios reactivos de la molécula.

Las bandas de los espectros de las quitinas y quitosanos (Figuras 19 — 22) son grandes
debido a la naturaleza macromolecular de los biopolimeros y por los numerosos enlaces
intermoleculares de hidrogeno. Es importante mencionar que el espectro de la Figura 20
presenta ruido, pues puede que se haya utilizado mayor cantidad de muestra de quitosano
extraido de macho para preparar la pastilla de KBr. Lo anterior pudo provocar que las sefiales
en dicho espectro fuesen més intensas y poco claras. El ruido electrénico también pudo causar

interferencias en los espectros reportados.

Como se logré observar en las Figuras 19 — 22, los espectros infrarrojos de los quitosanos
producidos en esta experimentacion estan en acuerdo con el resultado del quitosano comercial
de camaroén. Sin embargo, para el espectro del quitosano purificado y el quitosano comercial,
se nota una diferencia en la definicién y ancho de banda. Esto es el resultado de que el
quitosano purificado formé un gel luego de 5 dias de almacenamiento a temperatura ambiente
y; no se realizd una correcta y completa eliminacion de los restos de NaOH generando un
medio alcalino. Esto es evidente en la banda alrededor de 3500 — 3000 cm™, donde se observa
como una sola banda ancha debido a que los grupos OH del hidroxido de sodio opacaron las
sefiales de los grupos NH de las aminas del quitosano. Se recomienda que luego de purificar el
quitosano por medio de recristalizacion en medio alcalino, este se lave con agua a pH 7 previo

a secarse en el horno.
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El grado de desacetilacion consiste en el porcentaje de grupos amino libres en el quitosano.
En consecuencia, esta asociada con el progresivo debilitamiento de las bandas
correspondientes a los grupos NH (3269 cm-1), los enlaces N-H de la amida secundaria (1561
cm-1), la banda de la amida terciaria (1381 cm-1) y los enlaces C=0 de la amida primaria
(1630 cm-1). La banda de absorcion del grupo amida primaria prevalece sobre los grupos de
amida secundaria, por la pérdida del grupo acetilo de los grupos amida del carbono 2; dando
lugar a un grupo amino en esa posicion, ya que los grupos acetilo se hidrolizan en medio
basico. En el Cuadro 10 se muestra que para las quitinas extraidas de pupario de moscas
hembra y macho, el porcentaje de desacetilacién es del 22.59 % y 16.70 % respectivamente. Al
ser porcentajes mayores al 10 %, las unidades desacetiladas predominan en la estructura de las
quitinas y, por lo tanto, son de baja calidad. El grado de desacetilacion depende del
procedimiento, materia prima y purificacion. Como las quitinas si fueron purificadas, el factor

que influyo en la calidad fueron las condiciones de reaccion.

Goycoolea y colaboradores, luego de una serie de experimentos determinaron que, cuando
los procesos de desproteinizacion y desmineralizacion se llevan a cabo por un periodo de
tiempo prolongado (mayor a 10 y 4 horas respectivamente), se suele presentar
depolimerizacion y desacetilacion de la quitina (Goycoolea et.al, 2004). Se debe considerar
que el pupario de moscas hembra y macho empleado en esta experimentacion, habia sido
precondicionado con &cido benzoico. Entonces, se recomienda que para la desmineralizacion el
tiempo de reaccion sea de 4 horas y para la desproteinizacion sea un tiempo entre 8 y 10 horas;

con agitacion constante y a temperatura ambiente para ambos procesos.

Para los quitosanos de hembra y macho, se reportan porcentajes de desacetilacion del
87.32% y 86.65 % respectivamente. Estos valores se asemejan a los reportados por Kim y
colaboradores, quienes reportaron un porcentaje de desacetilacion para el quitosano extraido
del pupario de mosca comin M. domestica del 89.7 % (Kim et.al., 2016). Entonces, los
porcentajes de desacetilacion reportados en esta experimentacion, al ser mayores al 85 %,
indican que se obtuvieron quitosanos de alta calidad. Existe una diferencia en la calidad de los
biopolimeros segln el sexo de las moscas. A pesar de ser una diferencia del 0.67 %, esta puede
ser el resultado del distinto contenido de carbohidratos, grasas y cenizas presente en el pupario
de moscas hembra y macho (Cuadro 8). Se recomienda hacer un andlisis detallado de la
composicién del pupario de moscas segln su sexo y como cada componente afecta la calidad

del producto final.



La solubilidad del quitosano se da por la protonacién de los grupos amino libres a lo largo
de la cadena del biopolimero, generando la correspondiente sal de quitosano en solucion.
Entonces, las cargas positivas presentes a lo largo de la molécula pueden determinar el
comportamiento del quitosano en solucidn. En consecuencia, el grado de desacetilacién
determina la solubilidad del quitosano. A pesar de obtener porcentajes de desacetilacion para
los quitosanos extraidos de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho, mayores al
85 %, los quitosanos presentaron baja solubilidad en 4&cido acético al 2.5% (v/v). En
consecuencia, purificar el quitosano extraido del pupario de moscas Ceratitis capitata hembra

y macho es necesario para lograr una solubilidad en acidos organicos.

Se observd que los residuos de la purificacién eran restos de proteinas y material organico
que interferian en la solubilidad del quitosano. Luego de su purificacién present6 mayor
solubilidad en acido acético al 2.5 % (v/v) que el quitosano sin purificar.  En el Cuadro 11 se
observan los resultados de las pruebas de solubilidad del quitosano purificado extraido del
pupario de moscas macho. Se determind que la muestra purificada es parcialmente soluble en
pH 5y soluble a pH 6. Se observaron precipitados al intentar solubilizar el quitosano en pH 7 y
fue totalmente insoluble a pH 1, 10 y 14. Por tanto, el quitosano purificado extraido de moscas

Ceratitis capitata es soluble en soluciones de &cidos organicos a pH 6.

Cada pico cristalino en los patrones de difraccion de las Figuras 25 — 29, caracteriza la
estructura cristalogréfica, que se genera a partir de alineaciones paralelas y antiparalelas de
cadenas u hojas poliméricas. Ambos biopolimeros tienen regiones amorfas y cristalinas (Jung,
2013). El patrén de difraccion de la quitina extraida del pupario de moscas hembra (Figura 25)
presenta tendencia amorfa cerca de 5 — 10°. Por su parte, la quitina de macho muestra mayor
nitidez en las bandas sugiriendo mayor cristalinidad. Por su parte, para los quitosanos, se nota
que el pico a 9.5° para el extraido de moscas macho muestra mas nitidez que el pico en 9.2° del
extraido de moscas hembra (Figura 27 y 28). En consecuencia, los biopolimeros del pupario de

moscas macho, presentan mayor naturaleza cristalina que los de hembra.

La cristalinidad de la quitina y el quitosano se genera a partir del enlace hidrégeno entre los
correspondientes grupos hidroxilo y N-acetilo (Bartnicki-Garcia, 1988). Se debe observar que
la cristalinidad de las muestras depende de muchos factores como la naturaleza del organismo
del cual se extrajo la quitina y de las condiciones empleadas en la extraccion del biopolimero.
Ademas, los polimorfos de la quitina conducen a una menor cristalinidad del quitosano, asi
como los pasos de los tratamientos quimicos realizados para la extraccion del quitosano a

partir de la quitina.
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Para la muestra de quitosano extraido del pupario de moscas macho purificada, se observa
que los picos son mas definidos, aumenta la intensidad del pico en 9.2° y aparecen sefiales a
17.9, 26.7 y 35.7°. Resultados similares fueron propuestos por Prashant y Tharanathan (2005),
quienes realizaron una depolimerizacion del quitosano comercial de camardn. Puede que luego
de la purificacién, por efectos de la alcalinidad, se haya depolimerizado parte de la cadena de
este polisacarido. Es importante mencionar que al momento de realizar los analisis en el equipo
de difraccion de rayos X el quitosano se encontraba en forma de gel y en medio alcalino. El
estado de la muestra y su alcalinidad afectan significativamente los resultados del analisis de
difraccion.

Las curvas TGA y DTG para los quitosanos extraidos de pupario de moscas macho y
hembra presentan una primera descomposicién a 85 — 90 °C, que corresponden a una pérdida
en masa de 5.67% y 5.10 % respectivamente. Esta es una pérdida por la evaporacion del agua
presente en la estructura de la molécula de quitosano. La segunda etapa y la mas significativa
tanto para la muestra de quitosano de hembra como de macho es a 373.39 °C y 368.75°C
respectivamente; con una pérdida de masa de 60.29% para el quitosano de macho y 60.11%
para el quitosano de hembra. Esta pérdida de masa es por la degradacion de los sacéridos en la
estructura molecular y procesos complejos de depolimerizacién, y descomposicién de las

unidades acetiladas y desacetiladas de los quitosanos.

Las temperaturas de descomposicién para los quitosanos estan por encima de lo reportado
por MiAo y Wu, para el quitosano extraido de mosca doméstica donde la temperatura fue de
270 — 320 °C (MiAo y Wu, 2011). En consecuencia, el quitosano extraido del pupario de
moscas hembra y macho Ceratitis capitata presenta mayor estabilidad térmica porque se
descompone a temperaturas mayores que el extraido de M. domestica. Ademas, el quitosano
analizado no estaba purificado; por lo que habia restos de proteinas y material organico que

interfirio y causé que la descomposicion se diera a mayor temperatura.

El porcentaje residual de masa obtenido después de Ilevar los biopolimeros extraidos hasta
600°C es del 34.64% para el quitosano extraido del pupario de moscas macho y del 34.79 %
para el extraido de hembras. Estos porcentajes dependen del origen, propiedades y condiciones
de obtencidn de la quitina y del quitosano; ya que, para la alta concentracion de la solucién de
NaOH utilizada (13 M), la viscosidad se incrementa y sumado a esto, las caracteristicas
estructurales de ambos biopolimeros facilitan la retencién de impurezas y generan mayores
productos de ignicién a temperaturas mayores a 600°C, tal como lo establecen Hernandez y

colaboradores (Hernandez et.al, 2009).



Los carboximetilquitosanos (CMC) sintetizados son sélidos cristalinos de color blanco
(Figura 55 y 56). Las condiciones de reaccion determinan la posicion en la cual se realizara la
corboximetilacién. En esta experimentacion se realizé la alquilacion directa del quitosano con
acido cloroacético en medio basico. Song y colaboradores confirman que el hidréxido de sodio
da lugar a que la alquilacién suceda en las aminas primarias; dando lugar a la formacién del N
— CMC. Sin embargo, las condiciones fuertemente basicas conducen a una baja selectividad de

reaccion (Song et.al, 2011).

Especificamente, la reactividad de los grupos OH es superior a los grupos NH,, por lo tanto,
el producto de carboximetilacion en medio basico es una mezcla de derivados N, O — CMC
con sustitucion en los grupos OH del carbono 6 y carbono 3, y también algunas sustituciones
en los grupos NH,. Chen y Park sefialan que los grupos carboximetilo se introducen
principalmente sobre los grupos OH con una pequefia cantidad en los grupos NH, (Chen y
Park, 2003).

Song y colaboradores determinaron que la cantidad de acido cloroacético afecta
significativamente la sintesis de CMC. Luego de una serie de experimentos, identificaron que
el grado de sustituciéon aumenta con la cantidad de acido cloroacético. Al mismo tiempo, el
aumento del tiempo de reaccion puede conducir a un grado de sustitucion mas alto, pero
cuando el tiempo excede 4 h, el grado de sustitucion aumenta lentamente y el producto se
convierte amarillo (Song et.al, 2011). En consecuencia, se recomienda hacer la sintesis de N, O
— CMC a partir de quitosano extraido de pupario de moscas Ceratitis capitata con las
condiciones de reaccidn: relacion de masa de NaOH a quitosano 1:1, relacion de masa &cido

cloroacético a quitosano 5:1, temperatura de reaccion 70°C, y tiempo de reaccion 4 h.

Se determiné que los N, O — CMC sintetizados a partir de quitosanos extraidos del pupario
de moscas macho y hembra fueron solubles en agua destilada a pH 7 hasta 0.85g/10mL de
agua y 0.80g/10mL de agua, respectivamente. Al exceder estas cantidades de N, O — CMC en
el agua, se observaban precipitados en la solucion. Estos resultados estdn en acuerdo con lo
reportado por Song y colaboradores, donde reportan una solubilidad de 0.83 g /10 mL (Song
et.al, 2011). Comparado con el quitosano, la solubilidad del N, O — CMC en soluciones
acuosas se mejora notablemente debido a la introduccion del grupo carboximetilo. Se concluye
que el factor clave para la produccion de N, O — CMC soluble en agua a partir del quitosano
extraido del pupario de moscas Ceratitis capitata es la relacion molar entre al &cido
cloroacético y el quitosano. Se recomienda hacer un andlisis de la solubilidad de los

carboximetilquitosanos a diferentes pH’s.
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La sintesis de los carboximetilquitosanos (N, O — CMC) extraidos del pupario de moscas
Ceratitis capitata hembra y macho se confirmaron a través de los espectros infrarrojos que se
muestran en las Figuras 23 y 24, respectivamente. Después de la carboximetilacion aparecieron
bandas alrededor de 1686 — 1685 cm™, estas se atribuyen a la presencia del grupo — COONa.
Estos resultados son similares a los reportados por Kalliola y colaboradores, donde identifican
una banda a 1600 cm™ que se debe al sobrelapamiento del — COONa vy la sefial del — NH,
(Kalliola et.al, 2017). La banda del grupo carbonilo apareceria alrededor de 1720 cm™, pero
esta sefial no fue detectada. En consecuencia, se confirma que los productos se encuentran en
forma de sal sddica. Es valido mencionar que los espectros de las Figuras 23 y 24 presentan
interferencias de ruido electronico debido a que el equipo empleado no es capaz de realizar la

transformada de Fourier.

Las nanoparticulas de CMC — Ca fueron sintetizas por reticulacién iénica. Las fuerzas que
contribuyen a la formacion y estabilidad de las nanoparticulas son la interaccion entre los
grupos amida y carbonilo, la interaccion entre los grupos carboxilo, y los iones Ca®* vy las
interacciones hidrofobicas. Previo a la sintesis de las nanoparticulas fue necesario ajustar el pH
de la solucién de los carboximetilquitosanos, tanto del extraido de pupario de moscas hembra
como el de macho. Se ajusté a un pH 7 ya que Kalliola y colaboradores han reportado que las
nanoparticulas a este pH son mas estables y se alcanzan tamafios de hasta 200 nm (Kalliola,
2017).

La concentracion de CMC y cloruro de calcio afecta la formacion de las nanoparticulas. Al
aumentar la concentracion de carboximetilquitosanos, aumenta la concentracién de iones Ca®*
necesarios para formar las nanoparticulas (Shi et.al, 2006). Shi y colaboradores determinaron
gue a menor concentracion de carboximetilquitosano se obtienen menores tamafios de
nanoparticulas (Shi et.al, 2006). Calvo y colaboradores determinaron una tendencia similar al
sintetizar nanoparticulas de quitosano con TPP (Calvo et.al, 1997). Se recomienda disminuir la

cantidad del agente reticulante CaCl, para la sintesis de nanoparticulas de CMC — Ca.

Generalmente las nanoparticulas de quitosano se preparan en una solucién de acido acético
al 1 % (v/v). Sin embargo, como el quitosano presentd baja solubilidad en este acido orgénico
debido al porcentaje de desacetilacion, se utilizé una solucion de cido clorhidrico al 1 %(v/v).
Para asegurar la completa disolucién del quitosano se soniqued la solucién por 30 min y se
calenté a 35 °C. Sin embargo, Nasti y colaboradores, indican que se debe soniquear al menos
durante 40 min para lograr la disolucion del quitosano y luego calentar para eliminar residuos
de proteinas que interfieran en su disolucion. Por lo tanto, se recomienda purificar el quitosano

extraido para asegurar la eliminacién de contaminantes protéicos. Se pueden emplear técnicas



de precipitacion - redisolucidn. Asimismo, luego de agregar la solucién de TPP se debe agitar

por 30 min y, por dltimo, volver a soniquear por 40 min (Nasti et.al, 2009).

Se debe considerar que la relacion de TPP y quitosano afecta la formacion de
nanoparticulas. En las investigaciones de Nasti y colaboradores, se emplearon soluciones
altamente diluidas de quitosano y TPP, 0.035% y 0.0017% respectivamente; con el propdsito
de evitar la formacién de agregados. Asimismo, se determind que el pH de las soluciones de
quitosano y TPP afectan la formacién de nanoparticulas. Se recomienda tener el mismo pH en
ambas soluciones y que este sea entre 4.5 - 5, de este modo se evita la agregacion de quitosano
y se logran obtener nanoparticulas con tamafio promedio de 240 nm (Nasti et.al, 2009). En
consecuencia, la técnica empleada en esta experimentacion para la sintesis de nanoparticulas

de quitosano pudo afectar el tamafio y propiedades de las mismas.

La absorbancia a 550 nm en los Cuadros 12 — 14, tanto para la muestra de agua AF y DF,
disminuyen al aumentar la concentracion de nanoparticulas presentes en las muestras de agua.
Por lo tanto, se confirmé que las nanoparticulas de CS M, CMC — Ca M, y CMC - Ca H,
fueron capaces de remover el pigmento fluorescente de las muestras de agua residual.
Asimismo, se evidencidé que las muestras de agua AF presentaron mayor absorbancia que las
muestras de agua DF. Lo anterior indica que el proceso de filtracién realizado en la planta de
tratamiento actual disminuye la concentracion del pigmento fluorescente presente en el agua
residual. Se puede observar que las absorbancias reportadas al usar nanoparticulas de quitosano
son mayores a las absorbancias reportadas para las nanoparticulas de carboximetilquitosano,
tanto de hembra (CMC — Ca H) como de macho (CMC — Ca M). Las nanoparticulas de CSM
remueven menor concentracion del pigmento fluorescente presente en las muestras de agua AF
y DF.

Como se puede observar en los Cuadros 15 y 16, se comprob6 la hip6tesis porque las
nanoparticulas de carboximetilquitosano, extraidas de moscas Ceratitis capitata macho y
hembra, presentan mayores porcentajes de remocion en comparacién a los reportados para las
nanoparticulas de quitosano. Especificamente, las nanoparticulas de CMC — Ca extraidas del
pupario de moscas hembra presenta los mejores resultados, logrando un porcentaje de
remocion del 67.47% para las muestras de agua residual AF y del 62.00 % para las muestras de
agua residual DF. Mientras que las nanoparticulas de quitosano presentan un porcentaje de

remocion del 38.18% y 43.20% para las muestras de agua AF y DF respectivamente.

Se identificd que existe una diferencia respecto a la capacidad de remocion del pigmento
segun el sexo de la mosca, de modo que se recomienda hacer un andlisis elemental para

determinar si la cantidad del contenido total de carbono, hidrégeno o nitrdgeno afecta las
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propiedades de las nanoparticulas. Asimismo, es valido mencionar que se obtuvieron patrones
de difraccién diferentes segln el sexo de la mosca; determinando que la quitina de hembra
presenta mayor comportamiento amorfo. La morfologia del material adsorbente interviene en
la capacidad adsorbente del mismo, pues afecta directamente el area superficial y sitios activos
disponibles para el proceso de adsorcion. Por tanto, se recomienda realizar un estudio sobre la
morfologia y topografia de las nanoparticulas de quitosano y carboximetilquitosano, tanto de

hembra como de macho.

El porcentaje de remocion reportado para las nanoparticulas de CMC — Ca evidencia que la
presencia del grupo CH,COOH sobre el atomo de nitrégeno de la unidad de glucosamina del
quitosano hace que se forme una estructura similar a la glicina; y los pares solitarios de la
secuencia NCCO de glicina contribuyen a propiedades superiores de quelacion y adsorcién
(Mourya et.al, 210). Lo anterior lo confirman estudios realizados por Mourya y colaboradores
donde se afirma que estas altas capacidades de absorcion para iones metalicos y materiales
organicos pueden ser de gran uso para la recuperacion de metales valiosos o el tratamiento de
efluentes contaminados (Mourya et.al, 210).

En los graficos de las Figuras 32 y 33 se confirma que las nanoparticulas de
carboximetilquitosano extraidas de moscas hembra (CMC — Ca H) presentan los mejores
resultados de remocidn para el pigmento Fire Orange, en comparacion a las nanoparticulas de
CMC - Ca My CS M. En la Figura 33 se observa que no existe un cambio significativo en el
porcentaje de remocion al agregar 33 y 60 mg/0.5 L de nanoparticulas de quitosano y CMC —
Ca extraido del pupario de moscas macho. Puede que la solucién ya se haya encontrado
saturada y, en consecuencia, no se presentara un cambio significativo. Lo mismo ocurre con las
nanoparticulas de CMC — Ca extraidas del pupario de moscas hembra al aplicarse a las

muestras de agua AF (Figura 32).

En este trabajo se logré extraer por primera vez quitosano a partir de moscas Ceratitis
capitata macho y hembra. Se demostr6 que las nanoparticulas carboximetilquitosano — Ca son
Gtiles como adsorbentes en el tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, aln quedan varios
pardmetros por investigar respecto a esta extraccion. Especificamente las condiciones 6ptimas
de temperatura y concentraciones de NaOH y HCI para las reacciones de desmineralizacion,
desproteinizacion y desacetilacion. Las nanoparticulas de quitosano con FesO4 podrian
desarrollarse como un adsorbente econémico para tratar aguas residuales con pigmentos y ser
recuperadas convenientemente. Es necesario estudiar la degradacion enzimatica, con proteasas,
del quitosano; de modo que el pigmento pueda ser recapturado y reutilizado. En consecuencia,

se podrian ampliar las aplicaciones del quitosano extraido de moscas Ceratitis capitata.



VIIl. CONCLUSIONES

Se comprob6 que el precondicionamiento de harina del pupario de moscas Ceratitis capitata
con é&cido benzoico 0.02 M contribuye a reducir el tratamiento quimico subsiguiente y
minimiza la necesidad de productos quimicos. De esta manera, el quitosano se puede producir

a un coste mas bajo y de una manera mas consiente con el medio ambiente.

Se logréd extraer a - quitina de la harina de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y

macho con porcentajes de desacetilacion del 22.59 % y 16.70 % respectivamente.

Se obtuvo quitosano del pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho con porcentajes

de desacetilacion del 86.65 % y 87.32 % respectivamente.

Para que el quitosano extraido de moscas Ceratitis capitata sea soluble en &cidos orgénicos a

pH 6 es necesario purificarlo y obtener porcentajes de desacetilacion igual o mayores al 85 %.

Se obtuvieron patrones de difraccion de rayos X diferentes para cada biopolimero,
determinando que las quitinas presentan mayor estructura cristalina que los quitosanos y; los
biopolimeros extraidos del pupario de moscas macho presentan mayor naturaleza cristalina que

los de hembra.

Se logro sintetizar N, O — carboximetilquitosano, soluble en agua destilada a pH neutro, a
partir del pupario de moscas Ceratitis capitata hembra y macho por medio de alquilacién

directa utilizando acido cloroacético en medio bésico.
Se demostr6 que las nanoparticulas de carboximetilquitosano — Ca extraidas del pupario de

moscas Ceratitis capitata hembra logran remover hasta un 67.47 % del pigmento fluorescente

Fire Orange presente en aguas residuales.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda que para la desmineralizacién del pupario de moscas Ceratitis capitata hembra
y macho el tiempo de reaccion sea de 4 horas y para la desproteinizacion sea un tiempo entre 8

y 10 horas. De modo que se evite la depolimerizacion y desacetilacion de la quitina.

Se recomienda hacer un andlisis detallado de la composicién del pupario de moscas segin su

sexo0 y cémo cada componente afecta la calidad del producto final.

Se recomienda considerar el estudio y manejo de las proteinas aisladas luego de la

desproteinizacion de la harina de pupario de moscas Ceratitis capitata.

Se recomienda determinar las condiciones 6ptimas de temperatura y concentraciones de NaOH

y HCI para las reacciones de desmineralizacion, desproteinizacion y desacetilacion.

Se recomienda realizar la purificacion de los quitosanos extraidos a través de procesos de
disolucién — recristalizacion; para asegurar la ausencia de proteinas que puedan interferir en las

propiedades fisicoquimicas del quitosano como lo es su solubilidad.

Se recomienda realizar un estudio sobre la morfologia y topografia de las nanoparticulas de

quitosano y carboximetilquitosano, tanto de hembra como de macho.

Se recomienda probar concentraciones mayores a 60mg/0.5L de nanoparticulas de CMC — Ca
extraidas del pupario de moscas Ceratitis capitata hembra; y determinar el porcentaje de
remocion maximo para el pigmento Fire Orange presente en muestras de agua residual AF y
DF.

Se recomienda investigar acerca de la sintesis de nanoparticulas de quitosano magnéticas con
Fe;04; ya que estas podrian desarrollarse como un adsorbente econémico y alternativo para

tratar aguas residuales con pigmentos y ser recuperadas convenientemente.

Se recomienda estudiar la posible degradacion enzimética, con proteasas, del quitosano
utilizado para remocién del pigmento; de modo que el pigmento pueda ser recapturado y

reutilizado.
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XI.  ANEXOS

Figura 34 Proceso de produccion de la mosca Ceratitis capitata estéril
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Figura 35 Planta de tratamiento de agua residual
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Figura 36 Agua residual después del tratamiento y proceso de filtracion realizado en la planta




Figura 38 Muestras de agua residual antes (AF) y después (DF) de la filtracion realizada en la

planta de tratamiento actual.

Figura 39 Muestras de agua residual antes (AF) y después (DF) de la filtracion realizada en el

laboratorio.
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Figura 41 Pupa de moscas Cerati




Figura 42 Harina de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra luego de
precondicionamiento con &cido benzoico 0.02M

Figura 43 Harina de pupario de moscas Ceratitis capitata macho luego de
precondicionamiento con acido benzoico 0.02M
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Figura 44 Harina de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra luego de desmineralizacion
con HCI 1M

Figura 45 Harina de pupario de moscas Ceratitis capitata macho luego de desmineralizacion
con HCI 1M




Figura 39 Sistema de reflujo empleado para las reacciones de desacetilacion de quitinas

Figura 40 Harina de pupario de moscas Ceratitis capitata hembra luego de desproteinizacion
con NaOH 1M
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Figura 48 Harina de pupario de moscas Ceratitis capitata macho luego de desproteinizacion
con NaOH 1M

F




Figura 50 Quitina de pupario de moscas Ceratitis capitata macho
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Figura 52 Quitosano de pupario de moscas Ceratitis capitata macho
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Figura 43 Carboximetilquitosano sddico de pupario de moscas Ceratitis capitata macho

Figura 44 Pruebas de remocion del pigmento Fire Orange de agua residual utilizando
nanoparticulas de quitosano.
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Figura 45 Pruebas de remocion del pigmento Fire Orange de agua residual utilizando
nanoparticulas de carboximetilquitosano de hembra.
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Figura 57 Pruebas de remocion del pigmento Fire Orange de agua residual utilizando
nanoparticulas de carboximetilquitosano de macho.
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XIl. GLOSARIO

Absorcién: Proceso mediante el cual una sustancia retiene en su estructura moléculas,

gaseosas o liquidas, de otra especie quimica.

Adsorcion: Separacion de sustancias (liquidas, gaseosas, coloides) suspendidas en un

medio, por adherencia a la superficie o a los poros de un solido.

Coloide: Impurezas, compuestos o sustancias que se dispersan lentamente en un liquido.
Poseen un tamafio de 10 a 100nm. Pueden ser particulas independientes o agruparse y formar

estructuras complejas.
Coagulacion: Desestabilizacion de un coloide al neutralizar fuerzas que los mantienen
separados, por medio de la adicion de los coagulantes quimicos y la adicion de energia

cinética.

Floculacion: Agregacion de particulas sélidas en una dispersién coloidal, por adicion de

algln agente coagulante; facilita la decantacion y filtracion del liquido.

Glucopiranosas: Forma ciclica (6 carbonos) de la glucosa, generada por la reaccién

intramolecular de un grupo alcohol con el carbono carbonilico.

Enlace glucosidico: Unidn entre glicido y otra molécula a través de un 4tomo de oxigeno

formando un éter.
Reticulacion idénica: Reaccion quimica de los polimeros donde se forma una red
tridimensional por la unién entre diferentes cadenas poliméricas homogéneas por efecto de un

ion.

Epitelio: Tejido constituido por células intimamente unidas, planas o prisméticas, que

recubre la superficie externa del cuerpo y de ciertos 6rganos interiores.

Insectos holometabolos: Insectos que sufren un desarrollo por las fases de embrion, larva,

pupa y adulto.

Queratdlisis: Disolucién de la epidermis.

97



