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1. RESUMEN

Quitosano (QS) y microparticulas de quitosano (MQS) se obtuvieron a partir de
exoesqueletos de langostinos y cangrejos desechados por la industria pesquera de
crustaceos de la ciudad de Puerto Madryn. El quitosano se caracterizé determinan-
do el grado de desacetilacion por valoracién potenciométrica y por espectroscopia
infrarroja (FTIR); su peso molecular (Mv) se obtuvo mediante mediciones de vis-
cosidad intrinseca. Las microparticulas de quitosano fueron sintetizadas por geli-
ficacién i6nica del quitosano con tripolifosfato (TPP) y caracterizadas: segtin su
tamano y distribucién, por SEM y FTIR. El grado de desacetilacion del quitosano
fue de 90,2 % y del 86,2 %, segtin la materia prima utilizada; el Mv result6 del orden
de 2x10°Da. Las microparticulas de quitosano reticuladas con TPP resultaron del
orden de los 101nm para una relacién QS-TPP de 1,25¢g/L-1,5¢g/L.

Para ambos sistemas (QS y MQS) se estudié la eficacia de los mismos en la re-
mocion de cromo hexavalente en soluciones acuosas, a diferentes concentraciones de
cromo inicial, valores de pH y tiempos de contacto. El QS demostré ser mas eficaz a
pH 4 mientras que las MQS fueron mds estables y eficaces a pH <3, debido al proceso
de reticulacion. Se determinaron asimismo las isotermas de equilibrio y las cinéticas
de adsorcién. La isoterma de equilibrio de Langmuir y la cinética de adsorcién de

pseudo segundo orden, fueron las que mejores se ajustaron alos datos experimentales.
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2. INTRODUCCION

Un proceso productivo no solamente es reconocido por la calidad de sus produc-
tos, sino también por su calidad total, desde el ingreso de la materia prima hasta la
salida y tratamiento de sus desechos; la industria alimentaria se enfrenta al reto de
optimizar la gestion y el tratamiento de los residuos que se generan durante el pro-
cesamiento industrial. Los desembarcos de crusticeos en Argentina representan
varios miles de toneladas anuales siendo las ciudades de Puerto Madryn y Puerto
Deseado, (Patagonia-Argentina) los principales puertos de desembarco (SAGyP,
2013). El porcentaje de desembarcos de crustéceos en Puerto Madryn y Rawson
represento en el 2013 cerca de 45000 t/anuales. El mayor porcentaje de captura co-
rresponde al langostino, seguido por la centolla, el camarén y los cangrejos, indus-
trializados incipientemente por las flotas artesanales de estas ciudades. En el proce-
samiento de dichas especies, para el aprovechamiento del musculo comestible, se
generan residuos sélidos de dificil disposicién (exoesqueletos), que se acumulan
en basurales constituyendo un contaminante ambiental. En la industrializacién de
la carne del langostino, el exoesqueleto restante de la remocion de carne y visceras,
representa un 35 % de su peso total, mientras que en el proceso de cangrejos y cen-
tollas los valores de exosqueletos alcanzan entre el 45 % y 55 % (Dima, 2013 ). Estos
residuos tienen una composicion rica en componentes de gran importancia como
la quitina, de la que se obtienen derivados de gran interés como el quitosano, de va-
riadas aplicaciones industriales. El quitosano puede prepararse liquido, en escamas,
en polvo, o formando microparticulas (MQS), en funcién de su utilizacién.

En los tltimos anos las MQS estdn siendo investigadas en diferentes dreas cien-
tificas, ya sea como portadoras de firmacos, para mejorar la asimilacién de los mis-
mos (Hamamuray col., 2010), como sistema para liberacién de proteinas, mostran-
do una excelente capacidad de atrapamiento (Grenha y col., 2005), como agente
antibacteriano (Wei y col., 2009) o como adsorbente de metales dado su pequefio
tamano versus su gran superficie de contacto, que las haria presentar mayor capaci-
dad para atrapar iones metdlicos (Liu y col., 2009).

La contaminacién de las aguas es uno de los aspectos mds preocupantes de la
degradacién de los medios naturales por parte de la civilizacion contemporanea.
Los principales agentes contaminantes son pesticidas, hidrocarburos y metales pe-

sados (Bhatnagar y Sillanpid, 2009). Los metales pueden provenir de efluentes ur-

INTERNATIONAL CONFERENCE ON FOOD INNOVATION - 2014 607



banos o de fuentes industriales. Para su eliminacion a partir de agua residuales se
han utilizado diferentes métodos; sin embargo, el proceso de adsorcion a menudo
se considerala técnica mas adecuada, debido a sus ventajas como la variedad de ma-
teriales adsorbentes, alta eficiencia y menor costo (Hena, 2010). Es asi, que se ha
estudiando la bioadsorcién en compuestos extraidos de organismos vivos, que son
abundantes y amigables con el medio ambiente. Entre estos ultimos se encuentran
el quitosano, que como se menciond, se puede extraer del residuo generado por la
industria procesadora de crusticeos. El quitosano ha demostrado remover eficaz-
mente metales como cromo, cobre, mercurio y plomo, entre otros (Hena 2010;
Schumul y col 2001; Liu y col, 2009).

El objetivo del presente trabajo fue: a) optimizar el proceso de obtencién de
quitosano a partir de exosqueletos obtenidos de la industria de procesamiento de
crustéceos (langostino y cangrejos) con el objetivo de generar valor agregado a la
cadena productiva; b) caracterizar el grado de acetilacién y peso molecular de los
quitosanos obtenidos; c¢) producir microparticulas de quitosano utilizando la téc-
nica de gelificacién i6nica; d) evaluar la eficacia del QS y las MQS en la adsorcién

de cromo hexavalente Cr (VI).
3. MATERIALES Y METODOS

OBTENCION Y CARACTERIZACION DEL QUITOSANO

La materia prima utilizada fue proporcionada por la empresa “Madryn Mariscos”
SRL de la ciudad de Puerto Madryn. Para la extraccidon de quitina y quitosano se
utilizaron caparazones de crusticeos: langostinos (Pleoticus muelleri argentine) y
cangrejos (Ovalipes trimaculatus).

Los exoesqueletos de crustdceos, molidos y tamizados, se sometieron a un pro-
ceso de despigmentacion quimica con una mezcla de agua y acetona. Posteriormen-
te, se sometieron a una descalcificacién con acido clorhidrico 1,5 M. Por ultimo, se
realizé el proceso de desproteinizacién, utilizando hidréxido de sodio (NaOH) al
4,5 %. El producto obtenido se lavé con abundante agua destilada, se lo secé en es-
tufa a 65 °C por 24 h y se lo denominé quitina. La quitina obtenida fue tratada con
NaOH al 50 % a 120 °C. Posteriormente, fue filtrada y lavada con abundante agua
destilada hasta eliminar la alcalinidad del medio. El producto se secé en estufa por

24 h y selo denominé quitosano.
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La determinacion del grado de desacetilacién (DD%) de los quitosanos obteni-
dos se realiz6 por valoracion potenciométrica, para ello se utiliz6 la técnica original
descripta por Broussignac (1968). Para ello se procedié a la disolucion de 0,5g de
QS, en 20ml de HC], que se titulé con una solucién de NaOH 0,1M. La valoracién
potenciométrica se llevé a cabo midiendo el cambio de pH cada 2ml de base afadi-
da. El valor de DD% del quitosano se obtuvo a través de la ecuacion propuesta por
Broussignac (1968) donde:

203Mgq
DD(%) = | ——— (1)
1+42Meq

siendo M -~ donde AV esla diferencia entre los dos puntos de inflexién del
w

grafico pH vs volumen de NaOH, N es la molaridad de la soluciéon de NaOH, w el
peso en gramos de la muestra seca de quitosano utilizada, 203 es la masa molar de
la glucosamina y 42 es la masa molar del grupo acetilo.

La caracterizacién del quitosano por espectroscopia infrarroja (FTIR) fue reali-
zada en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Procesos Cataliticos, utilizando
un Espectrémetro Infrarrojo por Transformada de Fourier (Bruker IFS 66). Para
esta determinacién, 2mg de QS se mezclaron con 100 mg de bromuro de potasio,
y se comprimen en pastillas para su lectura en el FTIR. En este trabajo se us6 el
método de correlacién propuesto por Brugnerotto y col. (2001 ), donde el grado de
acetilacion del quitosano fue calculado a partir de la integracién de bandas caracte-

risticas a 1320 cm™ y 1420 cm™ de acuerdo a la Ecuacion 2.
DD(%)=100-[31,92*(A(1320cm™)/A(1420cm™))-12,20] (2)
donde A(1320cm™) y A(1420cm™) son las absorbancias de los picos del espectro IR.

La evaluacién del peso molecular promedio viscosimétrico de los quitosanos,
se llevd a cabo mediante la técnica de viscosimetria capilar descripta por Rinau-
do y col. (1993) utilizando un viscosimetro de Ostwald y la ecuacién de Mark-
Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS). Las viscosidades se obtuvieron de diferentes
diluciones de QS en buffer dcido acético 0,3 M /acetato de sodio 0,2M, en un bano
termostatico a 25 C° y midiendo el tiempo de caida para la soluciéon buffer y las

diferentes soluciones de quitosano.
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Se calcul$ el peso molecular viscosimétrico (Mv) del QS a partir de la Ecuacién
de MHKS (Ec. 3), que plantea la dependencia de [1] con el peso molecular pro-

medio:

[n]=k Mv* (3)

donde ky a son constantes empiricas que dependen de la naturaleza del polime-

ro, del sistema disolvente utilizado y la temperatura.

ELABORACION DE MICROPARTICULAS DE QUITOSANO CON
TRIPOLIFOSFATO (TPP)

Debido a la toxicidad del glutaraldehido y otras moléculas orgdnicas utilizadas en la
sintesis de geles con uniones covalentes, se propuso la utilizacion de la técnica de ge-
lificacion idnica, utilizando tripolifosfato como agente reticulante. Las microparticu-
las de quitosano se prepararon tomando como base el procedimiento reportado por
Calvo y col,, (1997). Para ello se realizaron diversas pruebas con el fin de obtener el
tamano de las particulas en suspension deseado, variando la concentracién de QS y
de TPP. Luego, bajo agitacién magnética constante y a temperatura ambiente, se agre-
g6 gota a gota, con ayuda de una jeringa insulinica, 1 mL de solucién acuosa de TPP
a 3 mL de la solucién quitosano. Durante la obtencién de las MQS se identificaron
visualmente tres sistemas diferentes: una solucion clara, una suspension opalescente
y agregados. En la suspension opalescente se observo la presencia de microparticulas.
Las mismas se recolectaron por centrifugacién a 10000rpm durante 20m. El tamano
de la particula se determiné por espectroscopia de correlacion de fotones utilizando
un equipo Delsa™Nano C Instrument (Beckman Coulter) y por observacién en un
microscopio electrénico de barrido (SEM) Philips X-L 30, del Servicio de Microsco-
pia Electrénica de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de La Plata.

Uso pE QS Y MQS EN LA REMOCION DE CROMO HEXAVALENTE CR (VI)

Se estudié la capacidad de adsorcién del QS y las MQS, obtenido a partir de los
caparazones de langostinos patagénicos, para eliminar el Cr (V1) de aguas resi-
duales. Los experimentos de adsorcién de Cr (VI) se realizaron bajo diferentes
condiciones de: concentracidn inicial de Cr (VI) (50 a 400 (mg /L), tiempos de
contacto (30min, 1h, 2h, 3h), y pH (2.5-6). Los experimentos de adsorcién se lle-
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varon a cabo utilizando 80 mg de QS y 40 mg de MQS en 50 ml de volumen de Cr
(VI) a diferentes concentraciones iniciales. Todos los experimentos se llevaron a
cabo en ensayos batch a 25 °C, bajo agitacion constante. Las concentraciones fina-
les de Cr (VI) se determinaron por espectrometria de absorcién atémica de llama
(FAAS-Instrumental Laboratorio IL457). La capacidad de adsorcién de Cr(VI)

en condiciones de equilibrio (Qe) se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacién:

(4)

donde Qe (mg /g) es la cantidad de iones metélicos adsorbidos por el QS o las
MQS, Ci y Ceq son las concentraciones de metal (mg/1) en la solucién a tiempo
cero y después del equilibrio, respectivamente, V (L) es el volumen de la solucién y
w es la masa (g) de adsorbente utilizado.

Para la descripcién matemdtica de las relaciones de equilibrio de los iones Cr
(VI) en QS y MQS se utilizaron las isotermas de Langmuir, Freundlich y Temkin.
Los anélisis cinéticos se determinaron usando los modelos cinéticos de pseudo pri-
mer y segundo orden y la ecuacion de Elovich. Los pardmetros de operacion fue-

ron: T =25 °C, pH =4, tiempo = 3 horas.
4. RESULTADOS Y DISCUSION

RENDIMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS QUITOSANOS OBTENIDOS
Elrendimiento en quitina en funcion del peso del material triturado resulté de 15,7
%, 25,9 % para cangrejo y langostino respectivamente. El quitosano obtenido en
todos los casos represent6 en promedio el 76,8 %+ 1.1 % de la quitina inicial.

El grado de DD% alcanzado se determiné segtn la Ec. (1). Los resultados de
las titulaciones para las muestras de QS de cangrejos y langostinos se muestran en
las Figura 1. En todos los casos se produce una curva de titulacion con dos puntos de
inflexién cuyos valores se determinaron segun el criterio de la primera derivada. La
diferencia entre los dos puntos de inflexion en la curva de titulacién corresponde a la
cantidad de 4cido requerido para protonar los grupos amino del quitosano. El grado
de desacetilacién obtenido fue de 90,2 % para langostino y de 86,2 % para cangrejo.
Usualmente, para el quitosano de uso comercial, se establece que el grado de desace-

tilacién se encuentre comprendido entre el 60 y 95 % (Rinaudo y col, 1993).
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Para la determinacién del peso molecular promedio viscosimétrico, se obtuvo
la viscosidad intrinseca [1n)], aplicando la ecuacién de Huggins que relaciona la vis-

cosidad reducida (n,,/c) con la concentracién (c):

($)

A partir de la graficas de la Ec. (5) de Huggins se obtuvieron los valores de la vis-
cosidad intrinseca (Figura 2). El peso molecular viscosimétrico (Mv) se determiné
a partir de la Ec. (3) de MKHS utilizando los parametros hallados por Rinaudo y
col (1993); K= 0,082 y a = 0,76. Mv result6 de 2,39x10°Da y 3,10 x10°Da, para

quitosano de langostino y cangrejo respectivamente.

RESULTADOS DE LA OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LAS MQS
RETICULADAS CON TPP

Las microparticulas se forman espontdneamente tras la incorporaciéon de 1 ml dela
solucién acuosa de TPP a 3 ml de la solucién dcida de QS. Un buen tamanio de par-
ticula con una suspension estable se encontré para una concentracion final de 1-1,5
g/LdeTPPy1,25g/LdeQS;aesta concentracion, el tamafio medio de las MQS
fue 101 nm (P, = 88nm; Py, = 145nm) con una distribucién de tamaifio estrecha
(indice de polidispersidad <1). El tamafio de las MQS determinados por el equipo
Coulter Beckman (Figura 3a) estuvo de acuerdo con el observado por microscopia
SEM (Figura 3b). Siendo el didmetro medio de las particulas cerca de 100 nm, estas

podrian ser consideradas como nanoparticulas (Qu y col, 2013).

CARACTERIZACION DEL QS YLAS MQS POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA
La Figura 4 muestra FTIR del quitosano obtenido para exosqueleto de langostino
y las MQS reticuladas con TPP. Aplicando la Ec. (2) se determiné el grado de des-
acetilacion del QS, el cual result6 del 86,9 %. Dicho resultado es congruente con el
obtenido previamente por titulacién potenciométrica. En la Figura 4, las intensida-
des de banda-CONH, a 1650cm-1y-NH,a 1598cm ™, que se observan claramente
en el quitosano puro, no son nitidas en el IR de las microparticulas de quitosano y
aparecen dos nuevas bandas caracteristicas a 1635 cm™ y 1559cm™, que muestran

que los grupos aminos fueron reticulados con las moléculas de TPP.
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RESULTADOS DE LA REMOCION DE CR (VI) EN FUNCION DEL TIEMPO DE
CONTACTO, PH DE MEDIO Y CONCENTRACION DE CROMO INICIAL

Las curvas cinéticas de adsorcion de Cr (VI) (CI=100 mg/L) para QS y MQS se
observan en la Figura S. El equilibrio se alcanz6 después de aprox. 1h de contacto
con el QS y 2h con las MQS; a dicho tiempo el porcentajes de adsorcién de Cr (VI)
en referencia a las cantidad maxima de Cr (VI) adsorbido fue del 99 %.

La Figura 6 a, b muestra el efecto simultdneo de la concentracién de cromo VI
inicial y el pH sobre el porcentaje de eliminacion de Cr (VI) para QS y MQS res-
pectivamente. La concentracién inicial posee un efecto considerable en la remocién
del Cr (VI), en especial para MCH. La capacidad de remocién se redujo en un 13
% para QS (Figura 6a) y en un 41 % para MQS (Figura 6b), cuando Ci aumenté de
50 2400 mg/1. Por otro lado, se puede observar que el pH 6ptimo para la adsorcién
de Cr (VI) fue de 4 para el QS y 3 para las MQS, debido al proceso de reticulacién.
Es interesante observar que, para el QS de langostino obtenido sélo 1,6 g/L de QS
fue necesario para eliminar el 99 % y el 90 % de soluciones de Cr (VI) con Ci de 50
mg/L y 400 mg/L, respectivamente, mostrando una muy buena eficiencia del QS

obtenido en comparacién a otros autores (Schmuhl y col, 2001; Hena, 2010).

RELACIONES DE EQUILIBRIO Y ESTUDIOS CINETICOS
Los datos de equilibrio se analizaron utilizando las expresiones de las isotermas de
Langmuir, Freundlich, y Temkin (Sag y Aktay, 2002).

La isoterma de Langmuir estd dada por la ecuacion:

(6)

donde Qe esla cantidad adsorbida por unidad de peso de adsorbente en el equilibrio
(mg/g); Ceq es la concentracién de equilibrio del adsorbato en solucién después de la
adsorcién (mg/L). Ky esla constante de Langmuir (g/L) relacionada con la afinidad de
los sitios de unién y Qm es la méxima capacidad de adsorcién en la monocapa (mg/g).
La isoterma de Freundlich es una ecuacién empirica que supone que el proceso
de adsorcion tiene lugar en superficies heterogéneas, y la capacidad de adsorcion esta

relacionada con la concentracién de Cr (VI) en el equilibrio. Se puede definir como:

(7)
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donde Kf constante de Freundlich (mg / g) y n es el factor de heterogeneidad
relacionado con la intensidad de adsorcion.

La isoterma de Temkin en su forma lineal estd dada por la ecuacién:

(8)

La isoterma de Temkin asume que el calor de adsorcién de todas las moléculas
en la capa disminuye linealmente con la cobertura dada por las interacciones adsor-
bente-adsorbato. El pardmetro Bt, se relaciona con el calor de adsorcién y Kr es la
constante de unién de equilibrio.

Los modelos y parametros obtenidos de las ecuaciones de adsorcion se mues-
tran en la Figura 7 yla Tabla 1. Elmodelo de isoterma de Langmuir mostré una me-
jor correlacion de los datos, lo que indica la naturaleza homogénea del adsorbente.

Por otro lado, se requiere de un analisis cinético para obtener una vision de la
velocidad de adsorcion y de la etapa limitante del mecanismo de transporte, que
se utiliza principalmente en el modelado, y en el disefio del proceso. Las ecuacio-
nes cinéticas correspondientes a pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden y
la ecuacion Elovich (Sag y Aktay, 2002) se ajustaron a los datos experimentales. El

modelo cinético de pseudo primer orden, integrado, estd dado por:

(9)

donde Q es la cantidad de metal adsorbido en cualquier momento t (mg/g),
Qe es la cantidad de metal adsorbido en el tiempo de equilibrio (mg/g) y K es la
constante de velocidad (min-1):

Los datos cinéticos de adsorcion pueden ser analizados mediante una cinética

de pseudo- segundo orden, que se representa en forma integrada por:

(10)

donde k; es la constante de velocidad de pseudo segundo orden.
La ecuacién de Elovich, se cumple en los procesos de adsorcion quimicos y es
adecuada para sistemas con superficies adsorbentes heterogéneas. Esta ecuacion

se utiliza en las cinéticas de adsorcién que describen mecanismos en la naturaleza.
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Generalmente se expresa como:

(11)

donde Q es la cantidad de metal adsorbido en un tiempo t, a es la velocidad de
adsorcién inicial (mg g-1h-1),y B es la constante de Elovich.

La Figura 8 y la Tabla 2 muestran los modelos y los pardmetros cinéticos de
pseudo primer orden, pseudo-segundo orden y Elovich para la adsorciéon de cromo
utilizando el QS y las MQS obtenidos. Para el QS obtenido, los estudios cinéticos
indicaron una rdpida eliminacién de cromo de las soluciones acuosas. El analisis de
la cinética de la adsorcién mostré que el modelo cinético de pseudo segundo orden

fue el que mejor se ajusto a los datos experimentales.
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7. TABLAS Y FIGURAS

F1Gura 1. Curvas de titulacién del quitosano obtenido: a) Cangrejo; b) Langostino. En
las graficas de la derecha se muestran los picos médximos que corresponden a los puntos de

inflexién de la curva de titulacién
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FIGURA 2. Ecuacién de Huggins aplicada a soluciones de quitosano de langostino (a) y
cangrejo (b) para la obtencién de la viscosidad intrinseca y su aplicacion en la ecuacién de

MKHS

F1Gura 3. Distribucién del tamafio de particula (a) y micrografias de nanoparticulas de

quitosano (b) para una relacién quitosano- TPP de 1,25 mg/ml:1,5mg/ml
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F1GURA 4. Espectros infrarrojos (FTIR) de: a- quitosano obtenido de langostinos (QS) y b-
microparticulas reticuladas con TPP (MQS)

FIGURA $. Efecto de tiempo de contacto en la remocién de cromo (VI): a) QS; b) MQS
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FIGURA 6. Porcentaje de Cr(VI) removido en funcién del pH y de la concentracién inicial de

cromo hexavalente inicial: a)QS; b) MQS

FIGURA 7. Isotermas de equilibrio: a,b) Langmuir, c,d) Freundlich, y e,f) Temkin para quito-

sano (QS) y microparticulas de quitosano (MQS)
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F1GURA 8. Cinéticas de equilibrio: a) Pseudo primer orden, b) Pseudo segundo ordeny c)

Elovich para quitosano (QS) y microparticulas de quitosano (MQS)

TABLA 1. Pardmetros de las isotermas de equilibrio para Cr (V1) adsorbido en quitosano

(QS) y micriparticulas de quitosano (MQS)

Langmuir Freundlich Temkin
Qm Ky 5 K¢ 5 Kt 5
R 1/n R B R

(mg/g) | (1/mg) (mg/g) ¢ | (1/mg)

Quitosano 250 0.018 099 | 043 199.52 | 0.94 | 45.01 2.76 0.99

Micropar-

ticulas de 68.9 0.014 | 099 0.36 86.12 098 | 13.95 1.76 0.98
quitosano

TABLA 2. Pardmetros cinéticos para Cr(VI) adsorbido en quitosano y microparticulas

de quitosano

Pseudo-primer Pseudo-segundo Elovich
orden orden
ki (h™) R? k, (g/mgh) R? b (g/mg) | a(mg/gh) | R?
Quitosano 2.71 0.87 0.76 0.99 0.37 6.0x10'° | 0.75
Micropar-
tlc'ulas de 1.94 0.93 0.078 0.95 0.10 116.8 0.88
quitosano
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