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CHAPTER 12.4 EFECTIVIDAD DE LAS MICRO/NANOPARTICULAS DE
QUITOSANO OBTENIDAS DE RESIDUOS PESQUEROS EN LA
ADSORCION DE CROMO HEXAVALENTE

J. B. Dima (1,2) and N. Zaritzky *(1,3)

(1) Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA -CONICET- UNLP).
Calle 47 y 116 La Plata (1900) Argentina

(2) Centro Nacional Patagénico (CECIMAR- CENPAT -CONICET). Puerto Madryn, Chubut, Argentina

(3) Depto de Ingenieria Quimica, Facultad de Ingenieria. Universidad Nacional de La Plata. Argentina

RESUMEN

El procesamiento de crustaceos en la ciudad de Puerto Madryn genera residuos
sélidos, exoesqueletos, que son descartados en basurales constituyendo un
contaminante ambiental para la regiéon. El quitosano (QS) es un polisacarido lineal que
se obtiene por desacetilacién parcial de la quitina, componente principal de estos
exoesqueletos. Por sus propiedades funcionales y fisicoquimicas, el quitosano presenta
aplicaciones muy variadas, entre ellas la capacidad de adsorber metales. En una
primera etapa se obtuvo quitina a partir de desechos de exoesqueletos de langostinos
los cuales fueron despigmentados, descalcificados y desproteinizados. Para la
obtencién de quitosano, la quitina fue desacetilada con NaOH al 50%, determinandose
su peso molecular y el grado de desacetilacion (método potenciométrico y FTIR). El
rendimiento en quitina fue de 24.1%; el grado de desacetilacion del quitosano obtenido
fue del 90.2% y su peso molecular de 2x10°Da. Debido a la baja estabilidad del
quitosano a bajos pH, se sintetizaron micro/nano particulas de quitosano (MQS) por
gelificacion i6nica utilizando tripolifosfato de sodio como agente reticulante. Se
determind el efecto de las concentraciones relativas de los reactivos empleados en el
potencial Z y en el tamafio de las particulas. Para una relacion de QS-TPP de
1,25mg/ml y 1,50mg/ml se observaron tamanos de particulas menores a 140nm.

Las particulas de quitosano y las micro/nanoparticulas se aplicaron para la remocién de
Cr(VI), altamente téxico y cancerigeno. La concentracion de cromo total se determiné
por espectroscopia de absorcion atdomica. Se obtuvieron experimentalmente las
isotermas de adsorciéon de Cr(VI) en QS y MQS vy las cinéticas correspondientes. Se
analizaron los efectos del pH, el tiempo de contacto. Ademas, se determind el estado
de oxidacién del metal adsorbido. Tanto QS como MQS mostraron una buena eficiencia
en la adsorcion de Cr (VI), la cual varié significativamente en funcién del pH del medio;
el equilibrio se alcanzé después de1h de contacto para el QS y 3h para las MQS. Al
igual que en la adsorcion, el porcentaje de desorcion vario con el pH del medio y el
tiempo de contacto; el mismo fue mayor para QS que para MQS, sin embargo, los
analisis de oxidacion mostraron que el 66% cromo desorbido por las MQS fue cromo
trivalente. El quitosano y las microparticulas de quitosano fueron efectivas para la
remocién del C(VI), las MQS mejoraron la adsorcién del metal a bajos pH y
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disminuyeron el grado de toxicidad del mismo. El aprovechamiento de los desechos de
exoesqueletos de crustaceos patagonicos constituye un tema importante en la
revalorizacion econdmica de residuos para la region. Por otro lado, el desarrollo de
nuevos sistemas permitira realizar aportes originales en la obtencién de productos que
contribuyan al desarrollo de tecnologias ligadas al medio ambiente.

Palabras claves: micro/nanoparticulas de quitosano, remocién Cr (VI), residuos
pesqueros

INTRODUCCION

Los desembarcos de crustaceos en Argentina representan varios miles de toneladas
anuales siendo la ciudad de Puerto Madryn (Patagonia-Argentina) uno de los
principales puertos de desembarco’. La mayor captura corresponde a langostinos,
seguido por centolla, camardén y cangrejos. Durante su procesamiento, para el
aprovechamiento del musculo comestible, se generan residuos sélidos de dificil
disposicion (exoesqueletos), que se acumulan en basurales constituyendo un
contaminante ambiental. El exosqueleto descartado depende de la especie; en la
industrializacion de la carne del langostino, éste representa entre un 35% y 50% de su
peso total. Esta biomasa desechable tiene una composicion rica en quitina, de la que se
obtienen derivados de gran interés como el quitosano, polisacarido catidonico natural,
biodegradable y biocompatible de variadas aplicaciones industriales. El quitosano (QS)
puede prepararse en escamas, en polvo, disuelto en liquido o formando microparticulas
(MQS), en funcion de su utilizacion. En los ultimos afios las MQS estan siendo
investigadas en diferentes areas cientifico-tecnolégicas: como portadoras de
agroquimicos, farmacos, etc?3, como agente antibacteriano* o como adsorbente de
metales®, etc.

Los metales pueden provenir de efluentes urbanos o industriales. El uso de cromato
y dicromato tiene muchas aplicaciones industriales, tales como la industria textil, la
galvanoplastia, curtido de cuero, pinturas, pigmentos y metalurgia®. EI Cr(VI) es un
metal téxico para los seres humanos, ya que es cancerigeno y se debe remover de las
aguas residuales antes de ser descargadas. En Argentina las normas de descarga de
aguas residuales establecen un limite maximo permisible de 0,2mg/L en los cursos de
agua superficiales. El proceso de adsorcion es considerado una de las técnicas mas
adecuadas para su eliminacion, debido a sus ventajas como la alta eficiencia y menor
costo’. Es asi, que se ha estudiado la adsorcién en biopolimeros entre los que se
encuentra el quitosano, que se obtiene del residuo generado por la industria
procesadora de crustaceos. El mismo ha demostrado remover eficazmente metales
como cobre, mercurio y plomo, entre otros. Sin embargo, el QS resulta inestable a bajos
pH®; las modificaciones quimicas son adecuadas para evitar su disolucion en medios
acidos; de esta manera, las cadenas de quitosano pueden ser quimicamente
reticuladas con tripolisfosfato de sodio (TPP) y conducir amatricesestables?.
El objetivo del presente trabajo fue: a) desarrollar microparticulas de quitosano,
utilizando la técnica de gelificacion ionica, a partir del quitosano extraido de residuos de
exosqueletos de langostinos y caracterizarlo fisicoquimicamente; b) determinar el
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tamano y distribucion de las particulas obtenidas; c) evaluar la eficacia de las MQS en
la adsorcién de Cr(VI).

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y caracterizacion de quitosano de exoesqueleto de langostino. Se
recolectaron exoesqueletos de las plantas elaboradoras de langostino patagonico
(P.mulleri) en Puerto Madryn (Chubut, Argentina). Los mismos se secaron y molieron,
luego se descalcificaron con HCI 1,5M y por ultimo, se desproteinizaron con NaOH al
4,5%. El producto obtenido se lavdé con abundante agua destilada, se sec6 en estufa
por 24h obteniéndose quitina. Posteriormente, la quitina fue tratada con NaOH al 50% a
120°C, luego filtrada y lavada con abundante agua destilada, se secé en estufa por 24h
y se obtuvo quitosano (QS)°.ElI QS obtenido se caracterizé segin su grado de
desacetilacion y peso molecular viscosimeétrico. El grado de desacetilacion se determiné
por valoracidn potenciométrica utilizando la técnica original descripta por Broussignac'®
y por espectroscopia infrarroja (FTIR)(Equipo Bruker IFS 66); en este ultimo se usé el
método de correlacion propuesto por Brugnerotto et al'' de acuerdo a la ecuacion 1:

DD(%) = 100-[31,92*(A(1320cm")//A(1420cm")) -12,20] (1)

donde A(1320cm) y A(1420cm") son las absorbancias de los picos del espectro IR.

La evaluacién del peso molecular viscosimétrico (Mv) del QS se llevé a cabo
mediante la técnica de viscosimetria capilar utilizando un viscosimetro de Ostwald y la
ecuacion de Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS) donde [n] es la viscosidad
intrinseca y k, a parametros de la ecuacion.

[n] =k Mv@ (2)

Produccién de micro/nanoparticulas de quitosano reticuladas con tripolifosfato.
Debido a la toxicidad del glutaraldehido y otras moléculas organicas utilizadas en la
sintesis de geles con uniones covalentes, se propuso la utilizacion de la técnica de
gelificacion idnica que utiliza TPP como agente reticulante. Las MQS se prepararon
tomando como base el procedimiento reportado por Calvo et al®. En primer lugar, se
realizaron diversas pruebas con el fin de obtener el tamafio deseado de las particulas
en suspension, variando la concentracion y volumenes relativos de las soluciones de
QS y TPP bajo agitacion magnética constante y a temperatura ambiente. Las
microparticulas se recolectaron por centrifugacion a 10000rpm durante 20m. El tamafio
de la particula se determind por espectroscopia de correlacion de fotones utilizando un
equipo Delsa™NanoC Instrument (BeckmanCoulter) y por observacion en un
microscopio electrénico de barrido (SEM) Philips X-L 30.

Aplicacion de QS y MQS en la remocién de cromo hexavalente. Se estudio la
capacidad de adsorcion del QS y las MQS para eliminar el Cr(VI) de aguas residuales.
Los experimentos de adsorcion se realizaron bajo diferentes condiciones de:
concentracion inicial de Cr(VI) (50 a 400mg/L), tiempos de contacto (30min, 1h, 2h, 3h),
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y pH (2-6). Los experimentos de adsorcién se llevaron a cabo utilizando 80mg de QS y
40mg de MQS en 50ml de volumen de Cr(VIl).Los experimentos se llevaron a cabo en
ensayos batch a 25°C, bajo agitacion constante. Las concentraciones finales deCr(VI)
se determinaron por espectrometria de absorcion atémica de llama (Instrumental
Laboratorio 1L457). La capacidad de adsorcion de Cr(VI) en condiciones de equilibrio se
calculd segun la siguiente ecuacion:

_ (Ci-Ceq )V
w

Qe (3)

donde: Qe(mg/g) es la cantidad de iones metdlicos adsorbidos, Ci y Ceq son las
concentraciones de metal(mg/l) en la solucién a tiempo cero y después del equilibrio,
V(L) es el volumen de la solucion y w es la masa(g) del adsorbente.

Para la descripcibn matematica de las relaciones de equilibrio de los iones de
Cr(Vhen QS y MQS se utilizaron las isotermas de Langmuir, Freundlich y Temkin. Los
analisis cinéticos se determinaron usando los modelos de pseudo primer y segundo
orden y la ecuacién de Elovich. Los parametros de operacion fueron: T=25°C, pH=4 y
pH=2, tiempo=3h.

Estudios de desorcion para determinar el estado de oxidacion de las especies de
cromo adsorbido. Con el fin de determinar el estado de oxidacion de los iones de
cromo adsorbidos en QS y MQS se llevaron a cabo experimentos de desorcion a
temperatura ambiente segun lo propuesto por Baneshwari et al'?. La concentracién de
Cr(Vlhresultante en Ila solucion desorbentese determind mediante analisis
espectrofotométrico por la reaccién del Cr(VI) con 1,5-difenilcarbazida en solucién
fuertemente acida'. ElI complejo coloreado se midi®6 a 540 nm usando un
espectrofotometro Hewlett-Packard HP 8452a. La concentracion de Cr(lll) se calculd a
partir de la diferencia entre las concentraciones de Cr(VI) y Cr total. Para determinar la
concentracion total de Cr [Cr (III) + Cr (VI)], la solucion de desorcidn se oxido primero a
Cr(VI) con persulfato de amonio 98%, en condicion acida a 100°C, utilizando AgNO3
como catalizador. Las concentraciones totales de cromo también se determinaron por
espectroscopia de absorcion atomica de llama para verificar los resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del quitosano obtenido. El rendimiento y propiedades del quitosano
varian de acuerdo a la materia prima (exoesqueleto de origen) y al tratamiento
empleado para su obtencion. El rendimiento en quitina en funcion del peso del material
triturado fue de 24,9%. El quitosano represent6 el 76,8% de la quitina inicial. El grado
de desacetilacion fue de 90,2% (por la técnica potenciométrica) y de 88,6% (por FTIR)
(Figura 1). El peso molecular viscosimétrico se determind a partir de la Ec. (2) de
MKHS utilizando los parametros hallados por Rinaudo'#; K=0,074 y a=0,80 donde Mv
resulté de 2,39x10° Da.
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FIGURA 1. Determinaciéon del grado de desacetilacion del quitosano obtenido por: a)
técnica potenciométrica b) FTIR

Resultados de la obtencién y caracterizacion de las MQS reticuladas con TPP. Se
identificaron visualmente cuatro sistemas diferentes: solucion clara, suspension
opalescente clara, suspensidbn opalescente y agregados. Las suspensiones
opalescentes corresponden a la presencia de microparticulas (Figura 2). Las MQS se
formaron espontaneamente, en una suspension estable, tras la incorporacion de una
solucion de TPP de concentracion 1-1.5g/L a una solucion acida 1.25g/L de QS, en
proporcion volumétrica 1:3
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FIGURA 2. ( ¢) Solucion clara, (¢) Soluciéon levemente opalescente, (¢) Solucién
opalescente y (A) Agregados

El tamafio medio de las MQS obtenidas para ese rango de concentraciones relativas
fue de 101nm (P10=88nm; Pgo=145nm) y con una distribucion de tamafio estrecha
(polidispersidad<1). El tamafo de las MQS determinado por el equipo Coulter Beckman
(Figura 3a) coincidi6 con el observado por microscopia SEM (Figura 3b)
encontrandose en el rango de las nanoparticulas™®.

Distribucion del tamafo de particulas
- 83888828

FIGURA 3. Distribucion del tamafo de las microparticulas de quitosano y micrografia
SEM para una relaciéon QS-TPP 1.25-1.5g/L, pH=4

La potencial zeta (PZ) la distribucion y tamafo de particula en funcion de la
concentracion de TPP anadido, se observa en la Figura 4. En la Figura 4c, la linea
llena representa el PZ para QS en AcH (0,125%) versus el agregado de diferentes
concentraciones de TPP. Por otro lado, la linea punteada muestra el PZ de las
particulas obtenidas con diferentes concentraciones de TPP, centrifugadas y re-
suspendidas en agua, para eliminar exceso de QS o TPP que pudiera tener la
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suspension original. La potencial zeta de las MQS disminuy6 con la cantidad de TPP
afiadido. Cuando el TPP anidnico se utiliza como agente reticulante del QS con carga
positiva, el PZ de las MQS dispersas en solucion acuosa disminuye. Por lo tanto, cuanto
menor es la fraccién de TPP presente en las particulas mayor es el PZ'6. La interaccion
entre el TPP y el QS da lugar a particulas cuyo comportamiento electrocinético puede
modularse tanto a través de las condiciones propias de la formacion de las MQS (como
el agregado de TPP) como modificando las condiciones del medio de sintesis
(presencia o ausencia de acido o QS en exceso). Es importante notar que el proceso de
lavado de las MQS es esencial a la hora de disefar un sistema para aplicaciones
basadas en estas particulas. Por ejemplo, si se pretende utilizar a las MQS como
adsorbentes de contaminantes, las especies remanentes de la sintesis deben
eliminarse cuidadosamente previo a la preparacion de sistemas batch o columnas.
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FIGURA 4. Efecto del porcentaje de TPP anadido en: a) Distribucion de tamanos de
particula, b) tamaio medio de particula y c) Potencial Z en solucion original (linea llena) y
en solucién acuosa (linea punteada)

Resultados de la remocion de Cr(VI) sobre QS y MQS. La Figura 5 muestra el efecto
simultaneo de la concentracion de Cr(VI) inicial y el pH sobre el porcentaje de remocién
de Cr(VI) para QS y MQS vy el tiempo de adsorcion de equilibrio para cada sistema. El
pH del medio posee un efecto considerable en la remocién de Cr(VIl); cuando el pH
disminuyo de 4 a 2 la remocion se redujo en un 29% para QS(Fig.5a) y aumenté en un
80% para MQS(Fig. 5b). Los datos de equilibrio se analizaron utilizando las expresiones
de las isotermas de Langmuir, Freundlich, y Temkin®.
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FIGURA 5. Efecto simultaneo de la concentraciéon de Cr(VI) inicial y el pH sobre el
porcentaje de remocién de Cr(VI) para QS(a) y MQS (b). Tiempo de contacto necesario
para la remocion de Cr(VI) para QS(c) y MQS(d)

La isoterma de Langmuir esta dada por la ecuacion:

Ceq:Ceq+ 1 4)
Qe Qm K Qm

donde Qe es la cantidad adsorbida por unidad de adsorbente en el equilibrio (mg/g);
Ceq la concentracion de equilibrio del adsorbato después de la adsorcion (mg/L), KL la
cte de Langmuir(g/L) y Qm la maxima capacidad de adsorcién en la monocapa (mg/g).

La isoterma de Freundlich es una ecuacion empirica que supone que el proceso de
adsorcion tiene lugar en superficies heterogéneas. Se puede definir como:

InQe = InK¢ + (1/n) InCeq (5)

donde Kses la cte de Freundlich (mg/g) y n el factor de heterogeneidad relacionado a la
intensidad de adsorcion.
La isoterma de Temkin en su forma lineal esta dada por la ecuacion:

Qe =Byn K }*Byn (Ceq) (6)

La isoterma de Temkin asume que el calor de adsorcion de las moléculas en la capa
disminuye linealmente con la cobertura dada por las interacciones adsorbente-
adsorbato. Bt, se relaciona con el calor de adsorcion y Kres la constante de unién de
equilibrio.
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Los parametros obtenidos de las ecuaciones de adsorcion se muestran en la Tabla 1.
El modelo de Langmuir fue el que mejor se ajusté a los datos experimentales, lo que
indica la naturaleza homogénea del adsorbente.

TABLA 1. Parametros de las isotermas de equilibrio para Cr (VI) adsorbido en quitosano
(QS) y micro/nanoparticulas de quitosano (MQS)

Langmuir Freundlich Temkin

mga)  (img R N (ngg R B limg) F
QSapH=4 250 0.018 0999 043 4470 0941 4501 276 0997
2’:?:843 68.9 0.014 0990 036 7.02 0983 1395 176  0.989
%stza 124 0.086 0990 012 6042 0977 2255 146  0.939

Por otro lado, se requiere de un analisis cinético para obtener la velocidad de
adsorcion y la etapa limitante del mecanismo de transporte, que se utiliza en el disefo
del proceso. Las ecuaciones cinéticas de pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden
y la ecuacionElovich® se ajustaron a los datos experimentales.

El modelo cinético de pseudo primer orden, conduce a la siguiente ecuacion:

Qe
| =kt
”(QG_QJ 1 (7)

donde Q es la cantidad de metal adsorbido en el momento t(mg/g), Qe es la
cantidad de metal adsorbido en el t de equilibrio(mg/g) y K1 es la constante de velocidad
(min):
La cinética de pseudo- segundo orden, se representa en forma integrada por:

1 1

+—t 8
2 Qe (®)

t
Q k,Qe
donde kz es la constante de velocidad de pseudo segundo orden.

La ecuacion de Elovich, se expresa como:

Q =BIn (ap )+ BInt (9)
donde Q es la cantidad de metal adsorbido en un tiempo t, a es la velocidad de
adsorcion inicial (mg g'h"), y B es la constante de Elovich.

Los parametros cinéticos obtenidos se muestran en la Tabla 2. El modelo cinético de
pseudo segundo orden fue el que mejor ajustd a los datos experimentales.
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TABLA 2. Parametros cinéticos para Cr(VIl) adsorbido en quitosano y microparticulas de

quitosano
Pseudo-Primer Pseudo-Segundo Elovich
Orden Orden
ki(h') R? k2 (g/mgh) R? B (g/mg) o (mg/gh) R?
QS 2.71 0.871 0.76 0.999 0.37 6.0x10"°  0.750
MQS 1.94 0.932 0.078 0.946 0.10 116.8 0.877

Resultados del estado de oxidacion del cromo adsorbido. La medicion del estado
de oxidacion de las especies de cromo adsorbidas indico que cuando se utilizé QS
como material adsorbente del Cr(VI), en el proceso de desorcibn no se detectod
presencia de Cr (lll), es decir el cromo adsorbido permanecia como Cr (VI).Por el
contrario, utilizando quitosano reticulado (MQS), mas del 60% del cromo adsorbido se
redujo a Cr(lll) que no es toxico; por lo tanto las MQS reducen Cr(VI) a Cr(lll). Estos
resultados son muy importantes desde el punto de vista toxicolégico. El estudio del
mecanismo de reduccion de las MQS debe ser estudiados en profundidad para futuras
aplicaciones.

CONCLUSION

Se estudid el uso de biopolimeros como el quitosano y quitosano reticulado
(micro/nanoparticulas) en la efectividad de remocién del cromo (VI) altamente téxico y
cancerigeno. Para ello, se obtuvo quitina y quitosano de exoesqueletos proveniente de
desechos de la industria pesquera del langostino patagénico (P. muelleri). Se
determinaron los rendimientos del proceso y se lo caracterizO segun su grado de
desacetilacion y peso molecular Los valores obtenidos se encontraron dentro de los
reportados para ser considerado quitosano. Por otro lado, dada la inestabilidad del QS a
bajo pH, se sintetizaron microparticulas de quitosano utilizando tripolifosfato de sodio
como agente reticulante. El tamafio medio de particula fue de 101nm para una relacién
de QS-TPP de 1,25¢g/L-1,5g/L.

Se realizaron estudios de adsorcién de Cr(VI) en QS y MQS bajo diferentes condiciones
de pH, tiempo de contacto, y concentracion Cr(VI) inicial. Asimismo, se evaluo el estado
de oxidacion del cromo adsorbido. La cantidad de cromo adsorbido varié notablemente
con el pH de la solucion inicial. La isoterma de equilibrio de Langmuir y el modelo
cinético de pseudo-segundo orden proporciond la mejor correlacion de los datos
experimentales. El presente trabajo demostré el QS y las MQS fueron efectivas para la
remocion del Cr(VI), aunque las nanoparticulas mejoraron la adsorcion del metal a
bajos pH (<3), disminuyendo adicionalmente la toxicidad del sistema acuoso, ya que el
cromo adsorbido sobre MQS era, en un porcentaje mayor al 60%, cromo (lll). El
aprovechamiento de los desechos de exoesqueletos de crustaceos patagdnicos
constituye un tema importante en la revalorizacion econdmica de residuos para la
region. Por otro lado el desarrollo de nanoparticulas permitira realizar aportes originales
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en la obtencion de productos que contribuyan al desarrollo de tecnologias ligadas al
medio ambiente.
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