INTRODUCCION

Algunos de los problemas mas alarmantes a los que hoy se enfrenta la
humamdad son los desastres ecologicos y ¢l deterioro del medio ambiente por la
ehminacidén de desechos toxicos hacia nuestros mares y suelos, asi como la
utilizacion excesiva de recursos no renovables como el petroleo para la produccion de
plasticos y combustibles, todo esto debido a los grandes avances en la tecnologia y a
un rapido incremento en la poblacion.

Pero jqué solucion se le podria proporcionar a dicha problematica? si el
crecimiento de la humanidad y sus necesidades de vivienda, asi mismo de trabajo y
alimentacion han aumentado drasticamente y con ello los niveles en la produccion de
residuos entre los cuales se encuentra una cantidad muy significativa en lo que a
plasticos, metales pesados y lodos provenientes de plantas de aguas residuales se
reficre.

En México la produccion de residuos es heterogénea, el tipo de residuos que
se generan en toda la localidad, depende entre otros factores, de su ubicacion, asi
como del nivel socioeconémico de la misma. De esta forma ¢l termitorio nacional,
para el sector de los residuos sélidos se ha dividido en cinco zonas: fronteriza, norte,
centro, Distrito Federal y sureste. La zona con mayor generacién de residuos s la
centro, alcanzando el 43% del total generado.

Para 1992, la generacién a nivel nacional de residuos solidos se estimd en
60,185 ton/dia, aumentando en 4% con respecto al afio anterior, del total de residuos

generados el 40% se estiman como residuos no biodegradables. De continuar con esta



tendencia se estim6 que para el afio 2000 se generarian 83,537 ton/dia de residuos
sOlidos.(The World Bank y Secretaria de Desarrollo Social, 1994) .

Por lo anterior, actualmente se trabaja en ¢l aprovechamiento de polimeros
biodegradables tanto de origen sintético como de fuentes renovables y gran
abundancia en el mundo, tal es el caso del almidén, celulosa, pectina, quitina y
quitosan a los cuales se les ha estado buscando aplicacion en diversas areas
biotecnologicas. Los polimeros biodegradables son aquellos productos que contienen
materiales que facilitan y potencian los procesos de foto y biodegradacion. La
biodegradacion es el rompimiento de materiales por la accion de organismos vivos.
Para la biodegradacion de los polimeros los organismos mas importantes son las
bacterias hongos y actinomicetos (Maddever & Chapman, 1989).

Los polimeros biodegradables como son los polisacaridos pueden ser
obtenidos de diversas fuentes como los microorganismos, plantas y animales.
Algunos ejemplos de polisacaridos de origen microbiano son las dextranas y
xantanas las cuales son de gran utilidad hoy en dia en la industria de los alimentos
entre otras; por otro lado entre los polisacaridos cuyo origen son las plantas
encontramos al acido alginico, celulosa, almidon, pectina, goma arabica etc. Asi
micmo existen polimeros naturales de origen animal como la heparina, glucogeno y
quitina.

Por otro lado una de las posibles aplicaciones para dichos polimeros es el
desarrollo de complejos polielectrolitos o polisales (CPE’s: son formados cuando
macromoléculas de cargas opuestas son dejadas a interactuar) los cuales no han sido
totalmente investigados teniéndose poca informacion sobre ellos y sus posibles

aplicaciones.



En el presente trabajo decidimos llevar a cabo la produccion de CPE's a partir
de pectina y quitosan que son consideradas fuentes renovables y abundantes en
nuestro pais.

La pectina es un es un polimero natural de acido D-galacturénico y éster
metilico de ac. D-galacturonico, el cual es obtenido como subproducto de la
industrializacion de la manzana y el limén (Walter, 1991) este polimero se puede
encontrar cargado negativamente debido a la presencia de grupos carboxilos en su
cadena molecular por lo cual es considerado como un polielectrolito anionico capaz
de captar metales pesados (Endress, 1998).

El quitosan es un copolimero que se obtiene como resultado de la
desacetilacion de la quitina la cual es obtenida a partir del caparazon de cangrejo y
camaron. El quitosan es un copolimero de N-acetilglucosamina y N-glucosamina lo
cual le confiere la posibilidad de estar cargado positivamente como un polielectrolito
catibnico. (Dinesh y Alok, 2000).

Por lo anterior esperamos obtener un CPE con buenas caracteristicas quimicas

y ademas que sea biodegradable, para su aplicacion en Tecnologia ambiental.



IMPORTANCIA

En la actualidad se reconoce a México como uno de los principales
exportadores y empacadores de productos del mar, entre los  productos que
sobresalen se encuentran el camaron y la langosta. Las empresas empacadoras de
estos dos productos desechan toneladas de caparazén como producto no util 6
contaminante, ignorando que en este desecho se encuentra una fuente rica en quitina,
y del cual puede ser obtenido el quitosan; en nuestre pais hoy en dia no se encuentra
ninguna industria que le esté otorgando algiin uso a estos desechos debido a que no se
les ha planteado alguna aplicacion para la rentabilidad de la obtencion de la quitina y
el quitosan.

Una problematica similar se presenta para la produccion de la pectina, la cual
es obtenida a partir de subproductos de la industrializacién de la manzana y la
naranja, en México estos subproductos son considerados un desperdicio y no una
fuente potencial en el area biotecnoldgica.

Por lo cual nosotros proponemos a demas de ayudar a eliminar grandes
volimenes de desechos tanto de la industria pesquera como jugiiera, obtener
productos que puedan ayudar a resolver la problematica ambiental ocasionada por
contaminacion con metales pesados y en el tratamiento de aguas residuales, esto es
debido a las propiedades que presentan estos polimeros (catidnico y anidnico), las
cuales pensamos se verian favorecidas al desarrollarse un CPE entre ambos
polimeros.

Lo novedoso de este proyecto es que se obtendrian Complejos

polielectrolitos(CPE's) biodegradables que tuvieran su aplicacidn en tecnologia



ambiental y que a demas fueran provenientes de recursos naturales no explotados en
su totalidad, asi como abundantes en nuestro pais, como son la pectina y el quitosan
los cuales tienen un menor costo que otros biopolimeros como: Polihidroxibutirato,
Polihidroxivalerato y Alcohol polivinilico.

No hay reportes del uso de estos polisacandos en forma de CPE’s y de su
aplicacion en Tecnologia ambiental.

En base a la problematica antes planteada se propuso la siguiente hipoétesis y

los siguientes objetivos para el presente trabajo.



HIPOTESIS

“Es posible la obtencién de complejos polielectrolitos utilizando polisacaridos

como Quitosan-Pectina™.

“Y que estos complejos polielectrolitos presenten propiedades fisicas y

quimicas que permitan su aplicacion en Tecnologia Ambiental™.

OBJETIVO GENERAL

Elaboracion de Complejos Polielectrolitos (CPE’s) a partir de Polimeros

Biodegradables.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Examinar las condiciones que favorecen la formacion del complejo Quitosan-
Pectina.

Elaboracién de los Complejos Polielectrolitos (CPE’s) bajo las condiciones
que permitan incrementar los rendimientos del mismo.

Medir las propiedades quimicas del Complejo Polielectrolito para su

aplicacion en Tecnologia ambiental.

Estudiar la velocidad y lo extenso de la degradacidn del CPE en el laboratorio

utilizando Serratia marscensens.
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ANTECEDENTES

POLIMEROS

El término polimero (del griego polys, “muchos”, y meros, “partes™) para
denotar las sustancias moleculares de alta masa molecular formadas por la
polimerizacion (uni6n) de mondmeros, moléculas de baja masa molecular.

Los polimeros, como cualquier otro compuesto organico, pueden tener grupos
funcionales y carbones quirales. Pueden formar puentes de hidrégeno y experimentar
interacciones dipolo-dipolo. A la composicién quimica de una cadena polimérica, se
le denomina estructura primaria. La disposicién de la cadena en relacion a si misma
y a otras cadenas, se denomina estructura secundaria. Esta estructura secundaria,
puede ser tan importante para determinar las propiedades de un polimero como su
composicién quimica.

Los polimeros pueden clasificarse en dos grandes grupos de acuerdo a su
origen:

1) Polimeros Naturales o Biopolimeros

2) Polimeros Sintéticos (Brown et al, 1998; Fessenden y Fessenden, 1983).

Los polimeros pueden ser clasificados de acuerdo a su uso final:

1)} Elastdmeros, son aquellos polimeros que tienen una masa de cadenas
continuas o cadenas ramificadas enredadas. El resultado es un sélido suave y amorfo

tal como ¢l hule blando, el cual tiene propiedades elasticas.
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Los polimeros que presentan cadenas continuas que se¢ mantienen juntas por
enlaces de hidrogeno o por otras atracciones dipolo-dipolo, son:

2) Fibras, polimeros que se pueden utilizar para tejido, como €l algodon, la
seda o el nylon,

3) Pldsticos, que pueden ser hojas delgadas (envolturas para la cocina),

sélidos duros y moldeables (tuberia, juguetes para nifios), © revestimiento (acabado

de coches, barnices).

POLIMEROS SINTETICOS

Durante los tltimos 60 afios, aproximadamente, los quimicos han aprendido a
crear polimeros sintéticos polimerizando monémeros mediante reacciones quimicas
controladas.

Los polimeros hechos por el hombre son casi tan variados como los polimeros
naturales. En la actualidad usamos ropa de poliéster, nos sentamos en sillas de vinilo
y escribimos sobre mesas de formica, ademas de poder adquirir alfombras hechas de
poliéster o polipropileno a un menor costo que las elaboradas con fibras naturales; un
gran numero de cosas que usamos y que son indispensables hoy en dia estan
elaboradas a partir de polimeros sintéticos.

Muchos de estos polimeros sintéticos tienen su columna vertebral en los
enlaces carbono-carbono. Los atomos de carbono tienen una capacidad excepcional
para formar enlaces fuertes y estables entre si.

Un polimero esta hecho de miles de pequeiias umdades repetidas: los

monomeros. En una reaccion de polimerizacién, los primeros productos son los
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dimeros (dos partes), después los trimeros, los tetrameros, y finalmente, después de
una serie de pasos de reaccion los polimeros.

El gjemplo mas sencillo de reaccion de polimerizacién es la formacion de
polietileno a partir de moléculas de etileno. En esta reaccion, el doble enlace de cada
molécula de etileno “se abre”, y dos de los electrones que originalmente participaban
en el enlace se utilizan para formar nuevos enlaces sencillos C-C con otras dos
moléculas de etileno. La polimerizacion que ocurre gracias al acoplamiento de
monomeros utilizando sus enlaces multiples se denomina pelimerizacion por
adicion. Existe otra reaccion para sintetizar polimeros de importancia comercial y es
por medio de la polimerizacion por condensacion en la cual dos moléculas se unen
para formar una molécula mas grande por eliminacién de una molécula pequefia,
como H;O. (Brown et al, 1998; Fessenden y Fessenden, 1983).

Desde hace varias décadas se ha estado trabajando en la obtencion y uso de

polimero sintéticos.

POLIMEROS NATURALES O BIOPOLIMEROS

Los polimeros naturales pueden clasificarse en tres categorias:
1)Proteinas (tales como la seda, las fibras de los miisculos y las enzimas).
2)Acidos nucleicos.

3)Polisacaridos (pectina, quitina, quitosan, almidon , celulosa, etc) (Brown et al,

1998)
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PROTEINAS

Las proteinas son sustancias macromoleculares presentes en todas las células
vivas. Alrededor del 50 % del peso seco del cuerpo humano se compone de proteinas.
Las proteinas son los componentes estructurales principales de los tepdos anmimales;
son parte fundamental de la piel, uiias, cartilagos y misculos. Otras proteinas
catalizan reacciones, transportan oxigeno, sirven como hormonas para regular
procesos corporales especificos y llevan a cabo otras tareas. Todas las proteinas se

componen de los mismos bloques basicos de construccién, llamados amino dcidos

(Brown et al, 1998).

ACIDOS NUCLEICOS

Los dcidos nucleicos son una clase de biopolimeros que son los portadores
quimicos de la informacién genética de un organismo. Los Aacidos
desoximmbonucleicos (ADN o DNA) son moléculas enormes cuyo peso molecular
(PM) puede ir desde 6 hasta 16 millones de uma. Los acidos ribonucleicos (ARN o
RNA) son moléculas mas pequeiias con PM del orden de 20,000 a 40,000 uma.

Los monomeros de los acidos nucleicos, llamados nucledtidos. (Brown et al,

1998)
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POLISACARIDOS O CARBOHIDRATOS

Carbohidratos son una clase importante de sustancias naturales que se
encuentran en la materia tanto vegetal como animal. El nombre carbohidrato (hidrato
de carbono) proviene de las formulas empiricas de casi todas las sustancias de esta
clase; se pueden escribir como C; (H;0),.

Los polisacaridos estian formados por la uniéon de muchos monosacaridos, de
11 a cientos de miles. Sus enlaces son O-glucosidicos con pérdida de una molécula de
agua por enlace, Estos polimeros pueden ser producidos por microorganismos
(xantanas y dextranas), por plantas (4cido alginico, goma arabiga, celulosa, almidon) ,
por mamiferos y crusticeos (heparina, glicégeno, quitina). Los polisacanidos mas
importantes son el almidén, el glucogeno y la celulosa, que estan formados de
unidades de glucosa que se repiten.

Los polisacaridos también llamados glucanos, difieren en la naturaleza por sus
unidades monosacaridas repetidas, la longitud de sus cadenas y el grado de
ramificacion.

Por lo cual estos polimeros pueden ser agrupados en:

» Homopolisacaridos: constituidos por un solo tipo de unidad monomérica.
Unidos por enlace a tenemos ¢l almidon y el glucdgeno.
Unidos por enlace B tenemos la celulosa y la quitina.

e Heteropolisacarido: esta clase de polimeros estan formados por mas de un tipo de
monosacarnido.

Unidos por enlace o tenemos a la pectina, goma arabiga y el agar.
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Las funciones bioldgicas de los polisacaridos peden ser de 2 tipos:
1.-Reserva energética (enlace a-Glucosidico).
Como el almidon, el glucdgeno y pectina (plantas)
2.-Estructurales (enlace B-Glucosidico).

Como la quitina (insectos) y celulosa.

Los polisacaridos estructurales sirven esencialmente de elementos
estructurales en las paredes y en las cubiertas de las células, en los espacios
intercelulares y en el tejido conjuntivo, en donde dan forma y confieren elasticidad o
rigidez a los tejyidos animales y vegetales, asi como proteccién y soporte a los
organismos unicelulares.

De igual forma los polisacaridos se encuentran constituyendo los compuestos
principales del exoesqueleto de muchos invertebrados. Por ejemplo, el polisacarido
quitina, que es un homopolimero de N-acetil-D-glucosamina, con enlaces B (1-4), es

¢l elemento organico principal en el exoesqueleto de los insectos y de los crustaceos

(L.ehninger, 1991).

PECTINA

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

La pectina es un polisacarido el cual se encuentra presente en la pared celular

de los tejidos de las plantas. Las sustancias pécticas presentes en este polisacando
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contribuyen a la adhesion entre las células y la fuerza mecanica de la pared celular,
conducta presentada en la manera como estabiliza los geles.

La pectina es un heteropolimero lineal cuyo componente principal de su
estructura es el acido D-galacturdnico, los cuales se encuentran unidos por enlaces
a(1-4) glucosidico; éste polimero presenta cantidades variables de L-ramnosa, D-
galactosa, L-arabinosa, y ocasionalmente trazas de otras umdades de azucar.
(Fogarty y Ward, 1972).

La Pectina presenta cerca del 75% de sus grupos carboxilos esterificados con

metanol ver Figura 1 (Whitaker, 1994).

o

Figura 1, Estructura de la Pectina. X es el H o CH;, con 75% de grupos carboxilos

esterificados con metanol.

Por otro lado, dependiendo del grado de esterificacion (GE) la pectina puede

ser caracterizada en:
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Pectina de baja esterificacionacion (PBE), en este tipo de pectinas, las
unidades de acido galacturdnico tienen un 50% de grupos carboxilos esterificados con
metanol.

Pectina con alto grado de esterificacion(PAE), dichas pectinas tienen

presente una gran cantidad de grupos carboxilos esterificados con metanol en las

unidades de acido galacturénico, aproximadamente 70% o mas.

Dentro de las propiedades que presenta la pectina se encuentra la solubilidad
en agua e insolubilidad en solventes organicos como el formaldehido. La solubilidad
en agua de la pectina es determinada por el niimero de grupos metoxil, su distribucion
y peso molecular (PM). Generalimente la solubilidad se incrementa con la
disminucién del PM y con el incremento de grupos metil-esteres; sin embargo el pH,
temperatura, tipo y concentracion de sales presentes juegan un papel muy importante
en la solubilidad.

La pectina en polvo al adicionarsele agua tiende a hidratarse muy rapido y a
permanecer como un cumulo de particulas parcialmente hidratas y suspendidas que
son dificiles de disolver; por lo cual la pectina requiere ser incorporada de manera
lenta y con una rapida agitacion.

Una propiedad importante que presentan las soluciones de pectina son la
viscosidad, la cual esta relacionada con el PM y el grado de esterificacion, la
concentracion, pH y la composicién de la solucion.

Se ha reportado que la adicién de sales de cationes monovalentes, como el
cloruro de sodio (NaCl) a soluciones de pectina causa la reduccion en la viscosidad;

este efecto es mas pronunciado con las soluciones de PBE.
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Para que la pectina se mantenga estable se requiere de condiciones mas o
menos acidas y temperaturas normales, debido a que a temperaturas altas y
condiciones muy dcidas sufre una despolimerizacidn. Pero si se controla la
temperatura, pH y el tiempo de reaccidn, e¢s posible producir acido péctico debido a
que la pectina sufre una desesterificacion y solo una ligera despolimerizacién. El
acido péctico es una pectina en la cual se han eliminado la mayor cantidad de grupos
metoxilos.

Una propiedad de la pectina a la cual se le ha encontrado su aplicacion
principalmente en la industria de los alimentos, es su capacidad de formar geles en
presencia de agentes deshidratantes a un pH cercano a 3 o en presencia de iones de
calcio,

La formacién de geles de pectina, se produce cuando las cadenas de pectinas
que originalmente se encuentran altamente hidratadas por moléculas de agua sufren
una deshidratacion al ser remplazadas las moléculas de agua con moléculas de soluto.

Los geles que se obtienen y la naturaleza de los mismos dependen
principalmente de el grado de polimerizacion y el grado de metilacion. Bajo
condiciones similares, el grado de gelacion de un gel de pectina es generalmente

proporcional al PM y es inversamente proporcional al grado de esterificacion ( Towle

y Christensen, 1980).

PRODUCCION DE PECTINA

El principal material de desecho para la obtencién de la pectina hoy en dia es

la cascara de los citricos, preferentemente la del limon, aunque la cascara de la
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toronja, lima y naranja también son utilizadas. La céscara utilizada para la obtencién
de la pectina proviene de la industria jugiiera. La cascara después de la extraccion del
jugo contiene del 2-4% de pectina y en forma seca del 20-40%.

Otra fuente importante de pectina son los residuos obtenidos del proceso de
extraccidn de jugo de 1a manzana, que de igual manera que la cascara de citricos
puede ser usada de forma fresca o seca. El contenido de pectina en los residuos de
manzana seca ¢s del 10-20%.

Para el aiio 2000/01* México esta considerado como uno de los principales
productores de citricos a nivel mundial, ocupando el quinto lugar con una produccién
de 4,594 toneladas, siendo la produccion mundial de 87,952 toneladas (FAQ,2001).

A nivel mundial en 1997 se produjeron 44.7 millones de toneladas de
manzana, del total de esta produccion China tiene el 41% siendo el principal
productor a nivel mundial, en cuanto a Meéxico, éste producto unicamente es
producido en las regiones frias como son Durango y Chihuahua, y la produccion
asciende a 440,000 toneladas.

La produccién en México de manzana y citricos, es utilizada entre un 25-30%
para uso industrial como lo son la industria jugiiera, concentrados y sidra, siendo en
ellas donde se concentran los desechos de las mismas (cascara) y donde se encuentra
¢l potencial de aplicacion para obtener pectina.

Un fruto mexicano como lo es el tejocote, es reportado como una fuente para
obtencion de pectina con rendimientos equiparables al de la manzana (Monroy et al,
1990).

Por otro lado la produccion de pectina esta relacionada con las zonas donde se

producen y procesan los citricos y la manzana. California tiene gran cantidad de
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industrias productoras de pectina proveniente de citricos. En otros paises como
Inglaterra, Francia, Alemania y Suiza se obtiene pectina de la manzana.

Dentro de la produccion de pectina podemos encontrar que se producen con
diferentes grados de metoxilacion.

La produccion de pectina en 1971 fue de 8000 tonelada métricas de pectina
de alta metoxilacion y 1000 toneladas métricas de pectina de baja metoxilacion, del
total de la produccion, Estados Unidos produjo entre 3000-3500 toneladas métricas y
el resto fue producido por paises de Europa. El costo aproximado por libra de pectina
de alta metoxilacion esta entre 1.40 y 1.50 dollar, mientras que la pectina de baja
metoxilacion se encuentra en 2.00 dollar la libra. En Paises como México constituyen
un factor muchas veces considerado de contaminacion del entorno ecolégico debido a

que no existe una explotacion total de estos residuos, México cuenta con un alta

produccion citricola. (Towle y Christensen).

APLICACIONES

La pectina inicialmente fue producida comercialmente como un extracto
liquido, actualmente se produce como un polvo refinado de alta pureza. Dicho
producto se ha considerado siempre como un constituyente de los alimentos
humanos.

La pectina es reconocida por la FAO como un aditivo seguro, el cual no tiene

restricciones de uso si se tienen buenas practicas de manufactura.
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La pectina es utilizada principalmente en la industria de los alimentos, para la
elaboracion de jaleas, mermeladas, jaleas instantaneas para pasteleria, bebidas,
cerezas artificiales, estabilizador de algunos productos lacteos y postres congelados.

Las aplicaciones mas recientes son en la industria farmacéutica donde la
pectina a jugado un rol muy importante. Hoy en dia la clasica aplicacion de la pectina
es en el tratamientos para la diarrea, muchos productos han incorporado a la pectina
como principal ingrediente para el tratamiento de este padecimiento, la forma de
administracion es via oral. La pectina administrada intravenosamente acorta el tiempo
de coagulacion de la sangre y es utilizada en casos de hemorragias.

Por otro lado investigaciones recientes muestran que la pectina administrada
de forma oral puede ayudar a disminuir los niveles de colesterol en la sangre, asi
mismo es utilizada en medicamentos para el tratamiento de ulceras gastricas y
duodenales..

Dentro de las aplicaciones que presenta este polisacarido encontramos que al
ser combinado con gelatina pudiera ser utilizado para el encapsulamiento de agentes
medicinales y su liberacién en el cuerpo. Tal es el caso de la mezcla elaborada con
pectina-aspirina, 1a cual no produce irritacion gastrica. (Towle et al,1980; Fogarty y
Ward, 1972).

Una de las propiedades de gran interés que mostré la pectina fue su capacidad
de atrapar metales pesados por medio de un mecanismo de acomplejamiento. Esto es
posible debido a que la pectina se encuentra como un polielectrolito cargado
negativamente y puede unirse a iones de metales pesados cargados positivamente. La

afinidad que presenta este polielectrolitos es de mayor a menor proporcion para los
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siguientes metales: Plomo (Pb) > Bario (Ba) > Cadmio (Cd) > Estroncio (Sr), sigue
decreciendo en su capacidad para atrapar iones alcalinotérreos y 1ones alcalinos.

Las pectimas con bajo grado de metilacion o esterificacion son un antidoto
para el envenenamiento con metales pesados, por un aumento en la excrecion de las
heces fecales y una disminucion en la reabsorcion. Sin embargo los metales pesados
han sido reportados con excrecion via urinaria.

El mecanismo de accion estd basado en los oligogalacturonidos, los cuales se
producen al ser degradada la pectina por microorganismos en ¢l colon y con la
reabsorcion en el cuerpo. Estos oligogalacturonidos catalizan la reaccion de excrecion
asi mismo su unton a metales pesados, resultando en una excrecion via urinaria. La
forma en que esto ocurre no ha quedado claramente entendida.

El producto que fue desarrollado con esta tecnologia es el Medetopekt, el cual
es una tableta consistente de pectina de manzana de baja metilacion con una
capacidad mejorada de unirse a metales pesados especialmente al plomo, a deméas

contiene polvo de manzana y fibra de las mismas, etc (Endress,1998).

DEGRADACION DE LA PECTINA

Existen muchas enzimas que pueden degradar la pectina. Basicamente existen

dos tipos de enzimas pécticas.

o Pectin esterasas las cuales anicamente hidrolizan el grupo metil ester de la pectina
produciendo formacion de metanol y moléculas libres de acido D-galacturonico.

¢ Transeliminasas o Pectatoliasa, las cuales degradan los enlaces «(1-4) por

transeliminacion.
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¢ Poligalacturonasas son aquellas enzimas que rompen los enlaces glucosidicos de

una manera hidrolitica.

QUITINA

La quitina fue descubierta en hongos en 1811 por el frances Henn
Bracannot, quien la llamo fungina , para 1820 la quitina fue aislada de insectos. La
quitina es el segundo polimero mas abundante en la naturaleza después de la celulosa
y es el mayor polisacarido en exoesqueletos de insectos, pared celular de hongos y
caparazon de crustaceos, este polisacarido esta constituido por enlaces B(1-4) ligados
a unidades repetidas de N-acetilglucosamina (Nicol,1991; Xu et al, 1996; Dinesh et

al, 2000).

Se estima que un millén de toneladas de quitina son sintetizadas cada afio en
la naturaleza (Hennen,1996).

Entre los desechos de crustaceos se encuentra el caparazon, el cual esta
constituido principalmente de: 30-40% de proteina, 30-50% de carbonato de calcio,
20-30% de quitina. Estas proporciones varian dependiendo de la especie de
crustaceo.

La quitina es obtenida de la industrializacion del caparazén de cangrejo y
camarén, y se presenta como un polvo cristalino o amorfo insoluble en agua,
solventes organicos, acidos diluidos o alcalis. Se disuelve en 4acidos minerales

concentrados con la simultanea degradacion del polimero (Mathur,NK. y

Narang,C.K. 1990).
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La quitina es un biopolimero ampliamente utilizado en la industria de los

alimentos, agricultura, medicina, biotecnologia, etc.

QUITOSAN

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES

Un importante derivado de la desacetilacién de la quitina es el quitosan, este

producto fue descubierto en 1859 por el profesor C.Rouget ver Figura 2 (Hennen,

1996).
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Figura2. Quitosan con su grupo amino disponible.

El quitosan es un amino-polisacarido derivado de la quitina, la cual es
desacetilada al ser sometida a un tratamiento de hidrolisis con NaOH, posteriormente
se enjuaga, se ajusta el pH, se decanta y finalmente este polimero es sometido a un
tratamiento de secado en el cual se obtiene en forma de hojuelas y posteriormente el

quitosan en polvo. (Sanford, 1989 ; Singh, 2000).
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Las unidades de glucosamina presentes en el quitosan contienen un grupo
amino libre, el cual puede tomar una carga positiva que le proporciona propiedades
asombrosas (Hennen, 1996).

El quitosan es un polimero de alto peso molecular, natural, no toxico,
biodegradable, ampliamente producido y comercializado en Norte América.
(Sanford, P; 1989).

El quitosan [PB-(1—>4)-2-amino-2-deoxy-D-glucosa] generalmente es
considerado y presentado como un homopolimero, sin embargo el proceso de
desacetilacion raramente es completo, por lo cual el producto obtenido es un
copolimero que contiene 2-acetoamido-2deoxi-B-D-glucopiranosa y residuos de 2-
amino-2-deoxi-B-D-glucopyranosa. (Xu et al, 1996; Singh et al, 2000 ).

Sin embargo dependiendo del proceso que se haya utilizado para obtener el
quitosan y del tiempo de reaccion, se obtienen diferentes grados de desacetilacion

(GD) y propiedades fisicoquimicas del quitosan. Por lo cual el quitosan puede ser

caracterizado en base a su GD en;

Quitosan de bajo grado de desacetilacién , en él los grupos acetilo de la N-
acetilglucosamina fueron parcialmente eliminados (35%), quedando hasta un 65% de
las unidades como N-glucosamina.

Quitosan con alto grado de desacetilacion, este quitosan tiene presente una
gran cantidad de unidades N-glucosamina correspondiendo hasta a un 98% de la

cadena macromolecular y teniendo residuos acetilados como N-acetilglucosamina.
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El quitosan también puede caracterizarse de acuerdo a sus propiedades:

o Propiedades Quimicas y Cationicas

La mayoria de los polisacaridos comerciales son neutros o acidos, pero el
quitosan es un polisacarido basico. En condiciones de pH neutro o base (pK=6.5), el
quitosan contiene grupos aminos libres y es insoluble en agua, sin embargo a pH
acido, el quitosan es soluble en agua debido a la protonacion de sus grupos aminos
(NH;) (Sanford, 1989; Nicol, 1991). La solubilidad depende de la distribucién de los
grupos amino y N-acetil. Por lo cual el quitosan es un polielectrolito catiénico lineal a
pH acido y con una alta densidad de cargas, una carga por umdad de glucosamina.
Algunos materiales con cargas negativas (proteinas, polisacaridos aniénicos, acidos
nucleicos, etc) interactian con el quitosan en solucion acuosas acidas y reaccionan,
obteniéndose una neutralidad eléctrica y un Complejo Polielectrolito.

Dentro de las propiedades catidnicas del quitosan se encuentra su excelente
capacidad como floculante debido al gran nimero de grupos -NH; que pueden
interactuar con coloides de carga negativa.

A demas de poderse unir a polielectrolitos de carga opuesta también tiene la
capacidad de quelacion hacia metales como: Hierro (Fe), Cobre (Cu), Cadmio (Cd),
Mercuno (Hg), Plomo (Pb), Cromo (Cr), Niguel (Ni), Uramo (U), etc.

El quitosan forma soluctones muy viscosas en acido acético y acido formico

las cuales pueden ser utilizadas para elaboracion de membranas. (Sanford, 1989)
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o Propiedades Bioldgicas

El quitosan tiene propiedades de biocompatibilidad entre las cuales estd que es
un polimero no toxico, biodegradable y natural.

Dentro de su bioactividad el quitosan ha mostrado capacidad para facilitar la
cicatrizacion de heridas, asi mismo tiene la capacidad de reducir los niveles de
colesterol en la sangre y estimular el sistema inmune, (Sanford, 1989).

El quitosan y la quitina tienen un bajo grade de toxicidad; una LDsp para el
quitosan en ratones de laboratorio de 16g/kg de peso cuerpo, la cual es cercana a la

del azicar y la sal. (Singh et al, 2000).

PRODUCCION DE QUITINA Y QUITOSAN

La quitina es un producto de desecho de las industrias procesadoras de
alimentos del mar, la cual tiene aproximadamente 1.45 *10° toneladas métricas en
base seca de dichos desechos a nivel mundial y 1.2 *10° toneladas métricas de
produccion mundial de quitina (Knorr, 1991).

En USA, la quitina y el quitosan son comunmente producidos a partir de
camarén y cangrejo de Alaska y México (Muzarelli, 1982).

Al mismo tiempo la quitina es también producida por hongos como Mucor
rouxii, Aspergillus niger, Aspergillus phoemcis, Histoplasma capsulatum, etc; los
cuales producen anualmente 3.2 * 10 toneladas métricas de este producto. El total de
ventas de quitina/quitosan se esperan en 2 millones de US ddlar en los siguientes 10

afos, esto es debido al gran numero de aplicaciones de los mismos (Knorr,1991).
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La produccion de quitina y quitosan esta basada en caparazdn de cangrejo y
camaron de industrias ubicadas en Oregon, Washington, Virginia y Japén. Muchos
paises tienen fuentes de crusticeos sin explotar como Noruega, México y Chile.
(Arévalo, 1996).

A nivel mundial en 1996 se capturaron 3 millones de toneladas de camar6n de
los cuales 1.9 millones de toneladas fueron capturadas en el mar y 891,000 toneladas
fueron cultivadas, este producto es una de las principales fuentes para la obtencion de
quitina y quitosan (FAO, 1996). En México en 1999 se produjeron 95,611 toneladas
de camarén , de las cuales el 85% son desechos y son considerados como
contaminantes, por lo cual de la captura total solo se extrae el 1% de quitina del total
de toneladas de camarén (Arévalo,1996 ; INEGIL,1999). esto nos indica que en
México podrian producirse solo a partir de residuos de camarén 95.611 toneladas de
quitina y/o a su vez de quitosan, lo cual le daria un valor agregado a los desperdicios
de camardn y otros crustaceos, al mismo tiempo que un producto que podria ser
vendido y ampliamente utilizado en la industria de alimentos, tratamiento de aguas,
captacion de metales, drea médica, agricultura, elaboracion de complejos
polielectrolito ete. El kilogramo de quitosan grado alimenticio se cotiza alrededor de

20 US dollar, aproximadamente 200 pesos.

APLICACION

El quitosan es obtenido directamente de la quitina, y este biopolimero puede
encontrarse en el mercado en muy diversas formas: hojuelas, polvo, gel, fibras,

soluciones etc.
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El quitosan es un biopolimero con una gran cantidad de aplicaciones,
utilizandose éste en la industria de alimentos, cosméticos, agncultura, biotecnologia,
en la medicina e industria farmacéutica, tratamiento de aguas y captacion de metales.

El quitosan en la industria de los alimentos es utilizado como un agente de
precipitacion de material proteico, el quitosan no debe estar presente en alimentos a
concentraciones mayores de 0.1%, este polimero también se utiliza en la industria de
los jugos de frutas para la clarificacion de los mismos, es utilizado como cubierta
protectora de frutas, en la recuperacion de microalgas y purificacion de agua potable,
etc. El uso de este biopolimero en agua potable se encuentra reglamentado por la U.S.
Enviromental Protection Agency (Sanford, 1989 ; Knorr, 1991).

El quitosan en la industria de los cosméticos fue utilizado por primera vez en
Japon en 1986 (Mathur et al, 1990).

Este polimero de grandes propiedades es utilizado como un polielectrolito
cationico no toxico en el tratamiento y cuidado de la piel y el cabello. Las soluciones
transparentes de éste polimero forman peliculas que se adhieren al cabello y la piel,
en la actualidad este polimero y algunas modificaciones del mismo, como el N-
carboxibutil quitosan son utilizadas para enriquecer algunos productos para el
cuidado del cabello y uiias: spray, acondicionadores, shampoo y barnices de uiias. Las
industrias que estan comercializando estos productos se encuentran en Alemania,
Japon etc. (Sanford, 1989 ; Nicol, 1991).

El quitosan en la agricultura se ha utilizado aplicandolo en solucion al 0.4%
en forma de spray directamente sobre plantas de tomate eliminando la infeccion

ocasionada por el virus mosaico del tabaco (Muzzarelli, 1982),
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En la Biotecnologia el quitosan es utilizado ampliamente para la
inmovilizacién de enzimas y células, elaboracién de columnas empacadas y
biomembranas, etc (Mathur et al, 1990 ; Sing et al,2000).

El quitosan ha destacado por sus multiples usos en el area de la medicina y
productos farmacéuticos, donde cada dia se descubren nuevas aplicaciones. En la
actualidad se elabora a partir de quitosan un sin nimero de productos, entre los cuales
estan:

¢ Piel sintética.- la cual es utilizada para tratamiento de quemaduras, dlceras,
piel infectada, etc ( Allan et al, 1984; Mathur et al, 1990; Singh et al,2000).
e Suturas quirirgicas.- en ellas se utiliza también la quitina, y se obtiene un
filamento fibroso fuerte €l cual no necesita ser removido después de la
cicatrizacion de la herida ( Mathur et al, 1990 ; Dinesh et a/,2000).
Lentes de contacto.- los cuales tienen muy buenas propiedades de permeacion
y larga duracion (Mathur et al,1990).
e Membranas de rifion artificial.- lo cual ha hecho posible €] mantenimiento de
pacientes con problemas cronicos de nifidn, debido a que se llevan a cabo
repetitivas hemodialisis (Singh y Ray, 2000).
Agente reductor de colesterol.- el quitosan es ampliamente usado en la
actualidad como parte de una dieta, para eliminar grasa (Sanford, 1989 ;
Knorr,1991).
Nuevos productos del area médica y farmacéutica siguen desarrollandose cada

dia o perfecciondndose, utilizando como producto principal el quitosan.
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El quitosan es un polimero multifuncional y con grandes propiedades debido a
su estructura quimica y molecular lo cual le confiere diversas propiedades, entre las
cuales se encuentra la de agente coagulante / floculante, adsorbente y quelante, lo
cual le brinda utilidad a la industna de tratamiento de aguas.

El acumulamiento de metales pesados y pesticidas en el ambiente, ha creado
grandes daiios en las cadenas alimenticias, por lo cual se requiere de la depuracién de
aguas contaminadas con estos toxicos para su descarga y reutilizacion (Knorr,1991),

El uso de métodos convencionales para la remociéon de metales en aguas
provenientes de la industria como son la precipitacion quimica u oxidacion, filtracion,
tratamientos electroquimicos, intercambio i6nico, recuperacién por evaporacién
pueden ser no efectivos y costosos (Volesky, 1987).

La interaccion de los metales con el quitosan es compleja, probablemente
dominadas por adsorcién, intercambio i6nico y quelacion (Onsoyen y Shaugrud,
1990). El quitosan es un excelente quelante de metales dafiinos (cobre, niquel,
cromo, cadmio, manganeso, cobalto, plomo, mercurio, zinc, uranio y plata) debido a
que presentan la capacidad sus grupos amino e hidroxi de actuar como donadores de
electrones. Esta capacidad ha sido confirmada con €l uso de técnicas instrumentales
avanzadas como EDAX (Energy Dispersive Andlisis of X ray) y ESCA (Electron
Spectroscopy for Chemical Analisis) (Muzarelh, 1983 ; Standford,1989).

Bassi ef al, en el 2000 llevaron a cabo experimentos para determinar la
capacidad de adsorcidn del quitosan bajo ciertas variables fisicoquimicas,
encontrando que las hojuelas de éste polimero tienen una maxima captacion para
iones Cobre. El orden de adsorcion de iones por el quitosan decrece de Cu®* a Zn**

de la siguiente manera: Cobre >Plomo >Cadmio >Zinc. Se observdé que la mayor
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absorcion de metales pesados estaba en funcion de la cantidad de quitosan, no
excediendo de 0.24 g en 25 ml, asi mismo que el pH no fuera mayorde 6 0 7.

Uno de los principales factores para la interaccion del quitosan con los
metales, es el grado de polimerizacion, desacetilacion y la distribucion de grupos
aceti] a 1o largo de la cadena polimérica (Onsoyen y Shaugrud, 1990).

Otros estudios se han llevado a cabo recientemente para evaluar la capacidad
del quitosan de remover iones de plata solubles, provenientes de aguas residuales de
la industria de la fotografia y electroplateado, dichos desechos son considerados
peligrosos y estan normados por la EPA a una concentracion no mayor a Sppm en
efluentes. El quitosan demostrd ser capaz de atrapar 42 mg de plata por gramo de
quitosan utilizandose una columna (Laske y Hurst, 1999),

Dentro de los estudios que se han llevado a cabo se ha observado la
preferencia del quitosan por captar iones de cobre, por lo cual se ha propuesto la
estructura y mecanismo de acomplejamiento de los mismos.

Se ha propuesto que el grupo amino en el quitosan es esencial para establecer
la razon [ NH; Y[Cu®, por otro lado la segunda interaccion entre el cobre y el
grupo hidroxilo del tercer carbdén es esperada. Otra posibilidad esta relacionada con
la participacion de dos mondmeros distintos del mismo, o diferentes, la cadena atrapa
el mismo cation para formar un complejo estable (Monteiro y Airoldi, 1999),

Se han llevado a cabo modificaciones quimicas del quitosan , dichas
modificaciones fueron para los grupos aminos y grupos hidroxilos primarios.
Algunos grupos funcionales como los grupos carboxilo (carboxyl), sulfuros y

fosforos fueron introducidos en el quitosan y probados para atrapar iones Cobre,
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Niquel, Cobalto, Manganeso, asi mismo s¢ ha comprobado que el quitosan no
solamente tiene una buena capacidad de adsorcidn, si no una alta selectividad cuando
se encuentra en presencia de varios metales. (Mitani et al, 1997; Tan et al, 1998).

Algunas investigaciones se han preocupado en medir la capacidad que tiene el
quitosan y el N-carboximetil quitosan (NCMC) en adsorber metales preciosos como:
iones de oro (III). Se ha demostrado que la adsorcion de iones Au** solo ocurre a
pH=4 y laremocion es de 30.95 mg/ g de quitosan y de 33.90 mg/g de NCMC a
pH=6 (Wan y Liang, 1999).

La capacidad del quitosan se ha probado en la captaciébn de Uranio a
concentraciones de 50 y 200 mg/l, en la cual se ha enfatizado, como en otros metales

la influencia del pH y se ha observado una mayor captacion a pH neutro (Park y

Woo, 1999).

DEGRADACION DEL QUITOSAN

La biodegradabilidad de la quitina y el quitosan esta basada en que ambos son
polisacaridos de origen natural.

Se considera que existe una gran variedad de microorganismos en suelo y
agua capaces de degradar la quitina y el qutosan. Algunos solamente degradan el
quitosan mientras que otros degradan ambos polisacaridos. Las microorganismos
degradadores de quitina son extremadamente comunes en el suelo (10° UFC por g de

suelo de jardin, bosque y muestras de suelos agricolas)(Arévalo, 1996).
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Se ha estudiado la degradacion de peliculas de quitosan al ser expuestas al
medio ambiente midiendo la perdida en peso del mismo, resultando esta una
degradacién mas rapida que la del celofan,

Asi mismo mezclas de quitina-polietileno y quitosan-polietileno a una razén
de 10:90, se observé que en ambas mezclas se presenté una perdida en peso de
quitina y quitosan en un 85% y 73% después de 6 meses de incubacion en suelo (Xu
et al, 1996)

Se ha demostrado que €l quitosan es degradado por quitosanasas producidas
por microorgamsmos como: Arthrobacter, Bacillus, Streptomyces, Aspergillus y
Pemicillum, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el ecosistema.

La quitina es degradada por quitinasas, las cuales se encuentran distribuidas
en la naturaleza y en el sistema digestivo de muchos animales. La bactenia Serratia
marcensces y Enterobacter liquefaciens son 10 veces mas activas que Aspergillus

Jfumigatus y Streptomyces. La quitinasa producida por Serratia marcensces puede ser

purificada facilmente.

POLIELECTROLITOS

Polielectrolitos este termmno denota una clase de compuesto macromolecular,
el cual cuando se disuelve en un solvente polar convemente (generalmente agua),
espontaneamente adquiere o puede ser que adquiera un gran nimero de cargas

elementarias distribuidas a lo largo de la cadena macromolecular (Nakajima y

Shinoda, 1976).
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©*Que son los polielectrolitos?
OOH H

Agua coo-

Figura3. Polimero disuelto en un solvente polar

El namero de cargas elementarias puede ser del mismo orden que ¢l mimero
de unidades monoméricas (grado de polimerizacién). En la mayoria de los casos las
cargas de los polielectrolitos son todas del mismo signo pero pueden existir
polielectrolitos con ambas cargas o ser preparado en el laboratorio (Mandel,1990).

Los polielectrolitos en la actualidad son de alta relevancia practica como:
estabilizadores, agentes engrosadores, agentes gelificantes, siper absorbentes,
floculantes, membranas de complejos polielectrolitos para procesos de separacién o

microencapsulamiento (Dautzenberg, 2001).
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CLASIFICACION DE LOS POLIELECTROLITOS
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Los polielectolitos pueden ser clasificados en diferentes formas:

Por su naturaleza -
Macromoléculas naturales (DNA4)
Macromoléculas sintéticas (dcido acrilico)

Biopolimeros quimicamente modificados (carboximetil celulosa)

Por su estructura;
Lineales
Ramificados

Entrecruzados

Por su composicion quimica:
Homopolimeros

Copolimeros

En cuanto a su capacidad electroquimica:
Polidcidos o Polianiones
Polibases o Policationes

Polisales (Mandel,1990).
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COMPLEJOS DE POLIELECTROLITOS (CPE’S)

Los CPE’s o polisales, son formados cuando macromoléculas de cargas opuestas se

dejan a interactuar ver Figura 4 (Nakajima y Shinoda, 1976 ; Izumrudov ef ai,

1998).

“Qué son los Complejos

Polielectrolitos (PEC’s)?

Figura 4. Reaccidn entre un polielectrolito aniénico y otro catiénico.

La interaccion usualmente envuelve a un acido polimérico o su sal con una
base polimérica o su sal.

Dependiendo de una variedad de factores se podria obtener la separacion del
sistema en 2 fases, una fase diluida y una fase concentrada del complejo coacervado,
esto podria resultar en un precipitado mas 0 menos compacto o un gel.

Coacervado: El termmo coacervado o coacervacion denota un fenémeno

fisico que suele producirse en las disoluciones acuosas de polimeros altamente



39

hidratados; se define como la separacion espontinea de una disolucién acuosa
monofasica de un polimero en dos distintas fases, una de las cuales tiene una
concentracion de polimero relativamente alta, mientras la otra la tiene relativamente
baja. La tendencia a experimentar coacervacion es funcion fundamental, del tamaiio
molecular del polimero y del grado de penetracion por el agua en sus intersticios
(Lehninger, 1991).

Gel-Un gel consiste en moléculas poliméricas entrecruzadas en forma
enredada, se podria decir que es una red interconectada inmersa en un medio liquido.
Las propiedades de los geles dependen de la interaccién compleja entre un solvente y
un soluto.

En la mayoria de los geles los enlaces de la malla no son punto de interaccion,
pero envuelven una gran cantidad de segmentos de dos o mas moléculas de
polimeros, usualmente estan bien definida las zonas de unién, las cuales estan bien
estabilizadas por una combinacién de fuerzas intermoleculares débiles.
Individualmente estas fuerzas no son suficientes para mantener la integridad de la
estructura de las zonas de union, pero conjuntamente, su efecto proporciona
estabilidad termodindmica a los geles (Walter, 1991).

Los CPE’s presentan como principal fuerza de atraccién las interacciones
electrostaticas; pero los puentes de hidrogeno, fuerzas dipolo e interacciones
hidrofébicas frecuentemente juegan un papel importante en ia determinacion de las
estructuras finales.

Los puentes de hidrdgeno son enlaces generalmente débiles por lo cual solo
cuando un buen numero de ellos coopera, podrian conferirle estabilidad

termodinamica a la red del gel.
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Por otro lado una gran variedad de métodos son empleados en el estudio de la
formacién de CPE’s , incluyendo nefelometria, conductancia, potenciometria,
electroforesis, medicion de pH y calorimetria.

Dentro de las investigaciones realizadas la estructura de los CPE’s ha sido

descrita como la de un huevo revuelto y una escalera.

Sin embargo la estructura de los CPE's depende de:
1) La estructura de los dos polimeros
2) Presencia de microsales
3) Naturaleza del solvente

4) Temperatura de formacién del CPE

La estructura y propiedades de los CPE’s pueden ser estudiadas por medio de
analisis elementales como: solubilidad e incremento de medidas, técnicas de

espectroscopia, microscopia electronica, etc (Smid y Fish, 1990).

Los CPE’s se ha observado pueden formarse de dos maneras:
1) Estequiométrica, en relacion 1:1 (por cada cation se une un grupo anionico)
2) No Estequiométrica, en relacion 1:2 (por cada grupo catidnico se unen dos

anionIcos O viceversa) etc.

En la mayoria de los sistemas donde los CPE’s son insolubles, la mezcla fue
hecha bajo condiciones adecuadas y a demas exhibe una estequiometria 1:1

independientemente del numero de cargas en la macromolécula y la estructura de sus



41

enlaces. Esto se observa especialmente en los polimeros lineales con facil disposicion
de sus grupos ionizables.

En algunos estudios de los CPE’s coacervados fueron utilizados biopolimeros
acido débiles o basicos. El numero de cargas de estos poliamfolitos dependia del pH,
sin embargo la coacervacion del complejo depende del pH y la razon de mezcla de
ambos polimeros. El grado de coacervacion obtiene su maximo cuando los poli-iones
estan presentes en cantidades eléctricamente equivalentes. Otra vaniable que se debe
tomar en cuenta para la formacion del coacervado es la heterogeneidad del peso
molecular (PM) de los poli-iones reaccionantes.

Reciente evidencia a sugerido que los puentes de hidrogeno y las

interacciones hidrofébicas son fuerzas importantes en la agregacion de las moléculas

de pectina.

Existen 3 tipos de Complejos Polielectrolitos:
¢ Los obtenidos a partir de interaccion de biopolimeros.
¢ Los que se formas por interaccion entre biopolimeros y macromoléculas
sintéticas.

¢ Los unicamente formados por la interaccidén de macromoléculas sintéticas.

ELABORACION DE COMPLEJOS POLIELECTROLITOS

Los primeros reportes acerca de la elaboracion y estudio de CPE’s se tienen

desde los afios sesenta. En Japon se elaboraron CPE's a partir de Sulfato Dextran de
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Sodio y Quitosan, estudidndose la razon de mezcla para la obtencion de dichos
complejos (Kikuchi y Fukuda, 1974).

Trabajos con polielectrolitos naturales se han enfocado en el desarrollo de
CPE's para filtracion y aplicaciones en el area médica como antitrombogénicos. La
formacion de CPE con biopolimeros en funcion del pH se han investigado con
polimeros cationicos incluyendo el glicol-quitosan y acido hialurdnico, sulfato de
condroitina A, sulfato de condroitina C, heparina o sulfato de celulosa como
componente polianiénico, se encontrdé que los CPE’'s se desarrollaron
estequiometricamente, excepto para el glicol quitosan-heparina, todos estos
resultados fueron analizados tomando en cuenta la conformacién molecular de la
cadena de los componentes poliméricos y la distribucién de los grupos iomizables a lo
largo de la cadena (Nakajima y Shinoda, 1976; Kikuchi y Fukuda, 1974).

La interaccion entre polisacaridos , polisacaridos y macromoléculas sintéticas
son estudiadas debido a la importancia en sistemas biologicos, membranas y
aphcacion industrial (Fukuda y Kikuchi, 1976).

Por otro lado se han obtenido CPE’s con diferentes propiedades: agentes
antitrombogénicos y agentes de coagulacion sanguinea, fueron elaborados utilizando
biopolimeros modificados como el Sulfato Dextran de Sodio (polielectrolito
anionico) y Glicol Quitosan (polielectrolito catidnico) éste Gltimo disuelto en dos
diferente acidos (Fukuda y Kikuchi, 1976).

Otro complejo polielectrolito ha sido obtenido a partir de Sulfato Dextran de
Sodio y Dextran conteniendo grupos Dietilaminoetil, dichos complejos han sido

¢studiados y evaluados quimicamente (Kikuchi et al, 1976).
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Nakajima y Shinoda en 1977, estudiaron las propiedades de permeacion del
CPE Glicol-Quitosan-Sulfato de Condroitina C y del CPE Glicol-Quitosan-Heparina
obtenidos por el método de casting.

Asi mismo se han elaborado CPE’s utilizando Glicol-Quitosan como
componente catiénico y algunos polisacaridos como Carboximetil Celulosa, acido
poligalacturonico, acido alginico y Sulfato Dextran con sales de sodio como
componentes cationicos evaluando su razén de mezcla y obteméndose peliculas
delgadas las cuales se han utilizado para medir y evaluar sus propiedades dieléctricas
a diferentes temperaturas, asi mismo la conductividad eléctrica  (Srinivasan y
Kamalam, 1982).

Se han llevado a cabo la elaboracion de complejos utilizando quitosan y
celulosa, los cuales fueron probados en la captacion de colorantes en aguas
residuales, obteniéndose muy buenos resultados de dicho experimento (Muzzarelli,
1982).

En el area médica se ha obtenido la piel sintética al mezclar un polimero
anionico como las sales de amonio de queratina, y dos polimeros cationicos como el
acetato de quitosan y acetato de colageno, la interaccion de estos tres biopolimeros es
predominantemente 10nica (Mathur y Narang, 1990) .

Complejos polielectrolitos han sido elaborados mezclando soluciones de
carboximetil almidon y dietiletilamino almidon a diferentes razones de mezcla. Dicho
complejo es insoluble en agua (Willet, 1995).

Complejos de quitosan-polianién fueron utilizados como agentes de

coagulacion para tratamiento de queso chedar. ( Savant y Torres, 2000).
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En la actualidad se esta trabajando en la investigacion y aplicacion de los
CPE s naturales.

La formacion de CPE'’s sintéticos ha sido ampliamente estudiada, tal es ¢l
caso de la formacion de CPE's sintéticos insolubles en agua, entre un polianion débil
(sales de sodio de polimero de 4cido acrilico , copolimeros de 4cido acrilico con 4cido
itaconico o acido malico) y un polication fuerte (polielectrolitos catiénicos con
grupos de sales cuaternarias en la cadena principal). La formacion de estos CPE’s fue
seguida por variaciones en la conductividad, en la viscosidad especifica del medio de
reaccion y por titulacion potenciométrica, finalmente los CPE se caracterizaron por
analisis espectral comparandose con los polimeros complementarios. (Dragan et al,
1996).

Michael ef al, investigaron las propiedades de varios CPE’s sintetizados de
poli sulfonato de estireno y poli (vinil benzil trimetilamonio cloride) y sugirieron su

potencial de aplicacion de acuerdo a sus propiedades fisicas y quimicas (Nakajima y

Shinoda, 1977).



45

MATERIAL Y METODOS

CARACTERIZACION Y OBTENCION DE LOS POLIMEROS Y CPE’s

Para la obtencion y caracterizacion de los Polimeros y CPE’s se requirieron

los siguientes componentes.

Pectina (Cascara de citricos, alto grado de esterificacion)

Quitosan TM 756 98.6% desacetilacion (Carapacho de camaron)(Primex )
Apgua desionizada (CTR)

Acido acético glacial 99% pureza (Sigma Chemical Co.)

Acido Clorhidrico 37.3% pureza (Productos Qimicos Monterrey, S. A)
Cloruro de Sodio hojuelas 98% pureza (Productos Qimicos Monterrey, S. A)

Acetato de Sodio (Sigma Chemical Co.)

CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS

Para la caracterizacion de los polimeros se llevo a cabo la medicion de varios
parametros de importancia como: Humedad, pH de los polimeros, Grupos ionizables,
Ph dptimo de mezcla de los polielectrolitos catidnico y anidnico, Viscosidad relativa
¢ intrinseca, Peso Molecular, Caracterizacidn molecular por Espectroscopia de

Infrarrojo por transformadas de Founer (FTIR).
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Determinacion de Humedad

El contenido de Humedad de los diferentes polisacaridos {quitosan, pectina),
se determiné pesando en una balanza analitica (Mettler Toledo Modelo AB2049) 1 g
de cada uno de los polisacaridos en un vidrio de reloj a peso constante, O se
introdujeron las muestras en una estufa (Marsa Modelo HDP-334) a una temperatura
de 74°C por 24 horas (hrs). Se procedi¢ a transferir el vidrio de reloj a un desecador
hasta que este alcanzara la temperatura ambiente (de 15 a 30 minutos.) Pesar el
recipiente con la muestra desecada. Los experimentos fueron llevados a cabo por

triplicado para su validacion estadistica.

Porcentaje de Humedad (%)= (P; — P;) *100
M

P, = Peso del vidrio de reloj y la muestra humeda en gramos

Py = Peso del vidrio de reloj y la muestra seca en gramos .

M = Peso de la muestra en gramos.

Determinacion de pH

Se pes6é en una balanza analitica 1 g de muestra, la cual fue adicionada a
100ml de agua destilada a pH 7, la muestra fue agitada con una barra magnetica y una
placa de agitacion (Corning stirrer/ hot plate) hasta homogenizar, posteriormente se
determiné el pH en un Potenciometro (Beckman Mod ¢63). Los experimentos

fueron llevados a cabo por triplicado para su validacién estadistica.
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Determinacion de Grupos Inonizables

El contenido de grupos ionizables de los polimeros: quitosan (polielectrolito 6
polimero cationica) y pectina (polielectrolito o polimero amomico), se¢ determino
pesando | gramo de muestra dicha muestra fue disuelta con agitacién en 180
mililitros (ml) de agua desionizada pH=7, posteriormente la solucion fue separada en
3 muestras de a 60 ml, dichas muestras fueron tituladas de manera independiente con
soluciones de Hidroxido de sodio 0.1 Molar(M) para el polielectrolito catidnico y
anidnico respectivamente. Los cambios en el pH fueron seguidos durante la titulacion
con un potencidémetro Beckman Mod ¢63.

Para el polielectrolito cationico se realizd un disolucién previa con acido
clorhidrico 1 M. siendo utilizados menos de 5 ml para dicho fin.(Domszy et al,1985).

El volumen de agente titulante consumido durante la titulacton fue medido y
en base a su molandad fueron determinados los grupos ionizables para la pectina

(COO") y para el quitosan (NH3), en el caso de este se pudo determinar con el P.M.

Determinacion del pK de los polimeros

El valor del pH en el punto medio de la valoracion es numéricamente igual al
valor del pK del 4acido valorado. En el punto medio se hallan presentes
concentraciones equimolares de la especie dadora de protones (HA) y del aceptor de
protones (A” ). El pK de un acido puede calcularse en realidad, a partir del pH en
cualquier punto de la curva de valoracion del acido, siempre que se conozcan las

concentraciones de las especies dadoras y aceptoras de protones en dicho punto
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Determinacién de pH éptimo de los polimeros

El pH 6ptimo es el pH al cual se encuentra la mayor cantidad de grupos
ionizables para cada polimero y ese valor va a estar dado por el punto méximo de la
titulacion, que es aquel donde el agente titulado presenta un cambio brusco en el pH
por un exceso del agente titulante. Por otro lado se encuentra el valor de pK el cual es

el punto medio de la titulacion y se encuentran presentes el 50% de grupos ionizables

(Lehninger, 1991).

Determinacion de la Viscosidad intrinseca

La viscosidad intrinseca de los polimeros fue medida en un viscosimetro de
Oswald, sostenido en un bafio de temperatura a 30 +/- 2 °C en aceite de silicona

(Macossay, 1997)

Preparacion de la muestra:

La pectina fue disuelta en agua destilada a concentraciones de 0.25, 0.20,
0.15, 010 y 0.05 g por decilitro (dl). Igualmente ell qumtosan fue disuelto en un

buffer de acetato 0.1Molar (M) y ac. Acético 0.2M preparado en agua destilada, a

concentraciones de 0.25, 0.20,0.15,0.10 y 0.05 g /dl.

Procesamiento de la muestra:

Primeramente se llena ¢l viscosimetro con 10 ml de la solucion blanco

especifica para cada polimero y se llevan a cabo aproximadamente 5 mediciones del
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tiempo (cronometradas) que tarda en pasar el solvente del punto A al B del
viscosimetro. Posteriormente se lleva a cabo el analisis de las soluciones poliméricas
hiendo de Ia solucién de menor concentracién a la de mayor concentracion,

Dichos resultados fueron promediados y con ellos se obtuvo la viscosidad

relativa (Dr),. viscosidad especifica {(Dsp) , la viscosidad reducida(Dsp/c).y

Viscosidad intrinseca.

Viscosidad relativa:

Dr= D/ Do = t/to

1= tiempo que tarda en pasar la solucion de A a B.

to= tiempo que tarda en pasar €l solvente de A a B.

Viscosidad especifica: Viscosidad reducida:

Dsp=Dr -1 Viscosidad red=Dsp /¢

¢= concentracion del polimero

Viscosidad:

InDr/c=c¢' InDr

[Dl=InDr/c
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Para obtener la viscosidad intrinseca se grafica la viscosidad reducida contra
viscosidad y se realiza una regresion lineal si es necesario, posteriormente se lleva a
cabo una extrapolacion de los datos. En el eje de las X se presenta la concentracion

del polimero (g/dl) yenelejedelas Y la[Dj=c' InDr y Nsp/c.

Determinacioén del Peso Molecular (PM)

El peso molecular del polimero cationico fue determinado usando la ecuacion

de Mark-Houink (Wang et al,1991):

[N]=K * M*

K y o= constantes viscosimétricas de acuerdo al grado de desacetilacion del quitosan.

K (ml/g)

[N}= viscosidad intrinseca (ml/g) (obtenida de la extrapolacidn)

M = Peso molecular (daltons)

Caracterizacion de los Polimeros por FTIR

En un matraz con 50 ml de agua desionizada se adicionaron entre 0.5-1g de
polimero el cual fue disuelto con agitacion para obtener soluciones de polimero al 0.5
0 1%. Posteriormente en cajas petri de plastico se vertié aproximadamente 15 mi de

la solucion polimérica la cual fue dejada a secar a temperatura ambiente hasta secar y
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obtenerse una pelicula, dicha pelicula fue finalmente secada en una estufa (Marsa)
por 4 horas a 50°C.
Posteriormente la pelicula fue insertada un porta-muestras y leida en un

Espectrofotometro de Infrarrojo (Nicolet Modelo Impac 400D).

OBTENCION DE LOS CPE's

Formulaciones para la obtencion de los CPE’s

De acuerdo a los resultados obtenidos en la caracterizacion quimica de los
polimeros se establecieron 4 formulaciones en las cuales se conjugaron los valores de
pH 6ptimo y pK de los polimeros y los grupos ionizables disponibles indispensables
para conocer las concentraciones de mezcla de los polimeros. A las formulaciones se
les asignaron las sigmentes letras A, B, C y D, de acuerdo a la concentraciéon y pH's a

utilizar en la formulacion.

Composicién quimica de las diferentes formulaciones.

FORMULACION CONCENTRACION CONCENTRACION pli DEL ol DL
- {*+) POLIMERQ {*a) POLIMEROQ POLIFLECTROLITO . POLIELECTROL LTO
CATIKONICO (+) ANIONICO (-) A -
A 1% 1% 6.0 3.9
B 1% 1% 6.0 7.6
C 1% 1% 3.8 3.9

D 1% 1% 38 7.6
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El volumen de agua utilizado para preparar las soluciones poliméricas fue de

40 ml de H,0O desionizada.

Preparacion de las soluciones poliméricas

Se peso la cantidad requerida de pectina para tener una solucion al 1% de
concentracion en agua desionizada, la pectina fue disuelta en 40 ml de agua
desionizada al ser sometida a agitacidon con una barra magnética sobre una placa
(Comning stirrer/ hot plate) de agitacion, se procedio a ajustar el pH de la solucion en
un potenciometro (Beckman Mod ¢63) con soluciones de NaOH y HCI 1 y 0.1M de
acuerdo a la formulacion por elaborar.

Las soluciones del polimero catidnico se elaboraron de manera diferente
debido a que el polimero catidnico no es soluble en agua, por lo cual se agrego 1%
volumen a volumen (v/v) de acido acético al agua desionizada y posteriormente se
procedio a solubilizar el polimero por medio de una agitacion continua con una barra
magnética sobre una placa de agitacion (Coming stirrer/ hot plate) asi mismo se

ajusto el pH con soluciones de NaOH y HCl1 1 y 0.1 M de acuerdo a la formulacion

por elaborar.

Formacion del CPE

Una vez preparadas las soluciones de polielectrolitos, se procedio a obtener el
CPE al mezclar de manera homogénea la solucién catidnica con la aniénica. Una vez

llevada a cabo la mezcla se procedid a agitar por espacio de 15 minutos en un shaker
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(Lab-line Incubator Shaker Orbit) a 150 revoluciones por minuto (r.p.m.). El CPE
obtenido fue separado del sobrenadante con una espatula y pinzas de diseccion, para
seguidamente ser pesado en una balanza (Mettler Toledo PB 3001) y obtener el peso
humedo de dicho complejo.

Para obtener el peso seco del CPE se procedid a tratar de eliminar la mayor
cantidad de agua retenida por el complejo, por lo cual el CPE fue pesado y puesto en
botes de 500ml para centrifuga (Beckman Modelo J2-21), el rotor utilizado fue el JA-
10 y las condiciones de centrifugacion fueron de 10,000 r.p.m. durante 25 minutos a
10°C. Posteriormente a la centrifugacion se decanto el liquido liberado y el CPE fue
puesto en cajas petri para ser secado a temperatura ambiente por 24 horas (hrs).

Una vez transcurridas las 24 hrs se peso ¢l CPE en una balanza (Metter
Toledo PB3001). Todas las formulaciones se repitieron 4 veces para poder llevar a
cabo el andlisis estadistico de las mismas.

Los resultados de los rendimientos en la formacion del CPE fueron analizados

estadisticamente y de acuerdo a ello se procedié a seleccionar el o los CPE’s con

mejores resultados.

OPTIMIZACION DEL POLIMERO CATIONICO

De acuerdo a los resultados obtenidos para la formacion de complejo, fueron
seleccionadas las formulaciones B y D, a partir de dichas formulaciones se procedié a
optimizar el vso del polimero catidnico. La razén de dicha optimizacion se debe a que

el polimero presenta un costo mayor que ¢l de el polimero aniénico.
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Una vez seleccionadas las formulaciones se procedié a fijar las

concentraciones del polimero cationico con las cuales se pretendia obtener una buena

formacion del CPE.

Se fijaron 4 concentraciones las cuales iban reduciendo del orden de 1% a

0.25% de manera homogénea. Para la formulacion B se elaboraron 4 formulaciones

diferentes asi mismo para la formulacién D.

Composicién quimica de las formulaciones del grupo B:

FORMULACION ~CONCENTRACIO CONCENTRACION i Dii. PUDEL
i N % POLIMERO % POLIMERO ~ PUMELECIROLIO MOLEIICTROLIG
| CATIKONICO(+)  ANIONICO () i Y

Bl 1% 1% 6.0 39
B2 0.75% 1% 6.0 7.6
B3 0.5% 1% 38 39
B4 0.25% 1% 38 7.6

Composicién quimica de las formulaciones del grupo D:

|FORMULA("ION CONCENTRACION  CONCENTRACION

(*«) POLIMERO

(*=} POLIMERO

i

POLIEEECTROLITO

i+

P

POLEELECTROLFI

| CATIONICO (+) ANIONICO () -
D1 1% 1% 6.0 39
D2 0.75% 1% 6.0 7.6
D3 0.5% 1% 38 39
D4 0.25% 1% 38 7.6
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Se prepararon las soluciones de los polimeros de acuerdo al % de
concentracion requerido, asi mismo se ajustaron los pH como se menciono
anteriormente, y se procedio a elaborar las formulaciones con 4 repeticiones
midiendo los mismos parametros que para las formulaciones iniciales ( peso humedo
y seco del CPE).con el fin de poder seleccionar la formulacion que requiere menos
polimero catiénico y que sigue presentando un buen rendimiento en cuanto a la
formaci6n del CPE.

La seleccion se hizo por medio de un analisis varianza comparando las
formulaciones B y D entre ellas misma y de igual manera se compararon la

formulacion B contra la D.

APLICACION DE LOS CPE’S EN TECNOLOGIA AMBIENTAL

RETENCION DE METALES PESADOS

Capacidad de Retencion de metales del CPE a nivel Laboratorio.

Las formulacién seleccionada para este trabajo fue evaluada en cuanto a su
captacion de metales de manera independiente bajo diferentes condiciones que
consideramos de importancia como lo son: el pH de la solucion de metales,
Concentracion del metal, Temperatura de las soluciones (metales).

Se utilizo 1 formulacion ya conocida: D3
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Preparacion de las soluciones de Polielectrolitos y Metales Pesados

Se prepararon soluciones del polielectrolito catidmico y anionico con
concentracion y pH conocido, disolviendo el polimero en agua desionizada y
ajustando e] pH con una solucion de NaOH 6 HC11 y 0.1M.

Se prepararon soluciones estandar de Plomo (Pb), Cobre (Cu), Niquel (Ni) y
Zinc (Zn) a 1000 p.p.m. para luego hacer las diluciones de los mismos a 30 partes por
millon (p.p.m). respectivamente. Las soluciones de metal fueron ajustadas a pH 3, 4.5
y 6 con NaOH y écido sulfurico (H.SOy), las temperaturas fueron ajustadas a 20°C y
35°C con la ayuda de un potenciémetro y una placa de calentamiento.

Se utiliz6 para evaluar la retencion de metales del CPE D3 un volumen fijo de

muestra de 7.5 ml para ambos polielectrolitos y para la solucion de metales.

Capacidad de retencién de metales para las formulacién D3

Una vez preparadas las soluciones de los polielectrolitos y de los metales
estas fueron mezcladas de acuerdo al pH de la solucién de metal y con el volumen de

muestra establecido.

. FORMULACION  pH DE LA  TEMPERATURA pH DEL pH DEL '
SOLUCION  SOLUCIONDE  POLIELECTROLITQ POLIELECTROLITO

DE METAL METAL °C. (+) =)
D3,Znl 3(1) 20 3.8(2) 7.6(3)

D3,Zn2 45(1) 20 3.8(2) 7.6(3)




- FORMULACION  pH DE LA  TEMPERATURA pH DEL  pH DEL |

' SOLUCION  SOLUCION DE  POLIELECTROLITO POLIELECTROLITO |

DE METAL METAL.C (+) ) |
D3,Zn3 6(1) 20 3.8(3) 7.6(2)
D3,Zn4 3(1) 35 3.8(2) 7.6(3)
D3,Zn5 4.5(1) 35 3.8(2) 7.6(3)
D3,Zn6 6(1) 35 3.8(3) 7.6(2)
D3,Cul 3(1) 20 3.802) 7.6(3)
D3,Cu2 4.5(1) 20 3.8Q2) 7.6(3)
D3,Cu3 6(1) 20 3.8(3) 7.6(2)
D3,Cud 3(1) 35 3.8(2) 7.6(3)
D3,Cus 4.5(1) 35 3.3(2) 7.6(3)
D3,Cué 6(1) 35 3.8(3) 7.6(2)
D3 Nil 3(1) 20 3.8(2) 7.6(3)
D3Ni2 4.5(1) 20 3.8Q2) 7.6(3)
D3,Ni3 6(1) 20 3.8(3) 7.6(2)
D3,Ni4 3(1) 35 3.8Q2) 7.6(3)
D3,Ni5 4.5(1) 35 3.8Q2) 7.6(3)
D3,Ni6 6(1) 35 3.8(3) 7.6(2)
D3 Ni$ 4.5(1) 35 3.8(2) 7.6(3)
D3,Ni6 6(1) 35 3.803) 7.6(2)
D3,Pbl (D 20 3.8(2) 7.6(3)




“ FORMULACION

J
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pH DE LA  TEMPERATURA pH DEL pH DEL
SOLUCION  SOLUCION DE  pOLIELECTROLITO POLIELECTROLITO

| DE METAL  METALC ) (-) ‘
D3,Pb2 4.5(1) 20 3.8(2) 7.6(3)
D3,Pb3 6(1) 20 3803) 7.6Q2)
D3 Pbd 3(1) 35 3.802) 7603)
D3 Pb5 4.50) 35 3302) 7603)
D3.Pb6 6(1) 35 3.803) 76Q2)

(1) Solucion metalica base a la cual se le agregaran los polielectrolitos.

(2) Solucién de policlectrolito adicionada de manera homogénea sobre la solucién

metalica,

(3) Solucion de polielectrolito adicionada al final para la formacion y retencién del

CPE.

Una vez realizada la mezcla fue dejada a interactuar por espacio de 15

minutos bajo agitacion en un shaker (Lab-line Incubator Shaker Orbit) a 150 r.p.m.

Finalmente para su analisis el CPE fue removido utilizando una espatula y

pinzas de diseccion, posteriormente se procedi6 a analizar la cantidad de metales que

fueron atrapados en el complejo y el remanente presente en la fase acuosa. La

captacion de metales fue medida con un espectrofotometro de emision de plasma.
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Medicion de Metales

Debido a que dentro de la formulacion para remocion de metales se
presentaron 2 fases, fue requerido analizar las fases por separado, esto con el fin de
conocer la cantidad de metales retenidos por el CPE y los remanentes de los mismo
presentes en el sobrenadante.

El CPE debido a que presento muestras elevadas de compuestos organicos,
fue necesario aplicar una combustion seca como medio de tratamiento de estas
muestras (APHA,1992), por lo anterior el CPE fue puesto a calcinar en una mufla a
300°C hasta obtener las cenizas, posteriormente los crisoles fueron retirados de la
mufla y puestos al desecador para reducir la temperatura de [a muestra.

Las cenizas del CPE fueron digendas con 7.5 mi de acido nitrico concentrado
(HNOs) y toda la muestra se calenté a 100°C por 10 minutos 6 hasta que se
disolvieran todas las cenizas dentro de la solucion.

Finalmente una vez disueltas las cenizas el contenido del crisol se deposito en
un matraz de aforacion de 25 ml y se diluyo hasta la marca con agua bidestilada, para
posteriormente ser analizada la muestra en el ICP. Estas diluciones a 25 ml a partir de
los volimenes obtenidos de las muestras se realizaron con ¢l fin de proporcionar una
medicion dentro de los rangos establecidos por el espectofotometro.

El sobrenadante debido a que presentaba residuos del CPE que no pudieron
ser eliminados, fue filtrado utilizando un embudo bushner, un matraz kitazato una
bomba de vacio y un papel filtro No.1 esto con el fin de eliminar los residuos de CPE
que pudieran interferir con la medicion de los metales; las soluciones una vez libres

de residuos organicos fueron analizadas en el espectofotometro de emision de plasma.
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Las soluciones filtradas no requirieron ser diluidas debido a que se esperaban
concentraciones dentro de los rangos de operacion del espectofotdmetro de emision

de plasma.

RETENCION DE SOLIDOS

Elaboracion de soluciones

Se prepararon las soluciones de polielectrolito catidnico y anidnico de las
formulaciones B2,B3,D2,D3 con concentracion y pH conocido, disolviendo el
polimero en agua desionizada y ajustando el pH con una solucion de NaOH 6 HCl 1 y
0.1M.

A demas para poder evaluar cada uno de los polielectrolitos de manera
independiente, se prepararon 5 blancos de 50 ml cada uno, dichas soluciones
correspondientes a los diferentes polielectrolitos cationicos y anionicos. De las 5
formulaciones 4 fueron soluciones catiénicas y 1 anionica a los diferentes pH's y
concentraciones de las formulaciones B2 B3,D2,D3.

Al mismo tiempo se elaboraron soluciones poliméricas a una concentracion de
2.5 g/l de los polimeros floculantes marcados con los nimeros C-492 y C-494 los
cuales son utilizados para el espesamiento y secado de lodos en el proceso de
tratamiento de aguas residuales. Dichos polimeros fueron proporcionados por
Servicios de Agua y Drenaje de Monterrey para su estudio comparativo en nuestros
laboratorios.

Se tomo una muestra de 5 litros (1) de lodo provenientes de los digestores de

la planta de tratamientos de Agua y Drenaje de Monterrey con el fin de observar y
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poder evaluar las propiedades de retencién de sdlidos y clarificacion que presentan
las soluciones de los CPE's B2,B3,D2.D3 al formar el CPE dentro de un lodo
proveniente de digestores.

Se utilizé para evaluar la retencion de sélidos del CPE B2,B3,.D2.D3 un

volumen fijo de muestra de 50 ml para ambos polielectrolitos y para los lodos.

Capacidad de retencién de sélidos para las formulaciones B2,B3,D2 y D3

Una vez preparadas las soluciones de los polielectrolitos y medido el
volumen de las 3 muestras, estas fueron mezcladas poniendo la muestra problema (
en este caso los 50 ml de lodo) en un matraz y agregando primeramente de manera
homogénea el polielectrolito con pH mas cercano a la muestra, para posteriormente
agregar el polielectrolito restante.

Seguidamente los matraces fueron introducidos a un shaker (Lab-line
Incubator Shaker Orbit) con agitacion por 15 minutos y 150 r.p.m.,.se retiraron los
matraces del shaker y se procedio a separar evaluar la retencion de sélidos.

Los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado para su validez
estadistica, asi mismo dichos experimentos son preliminares.

Para poder evaluar los blancos simplemente se tomaron 50 ml de la solucion
de policlectrolito y fue mezclada con los 50 ml del lodo y llevada a agitacion por 15
minutos a 150 r.p.m.

En el caso de los polimeros C-492 y (C-494 fueron disueltos en agua

desionizada a una concentracién de 0.25%, utilizando una barra magnética y placa de
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agitacion. Los polimeros fueron aplicados utilizando 50ml de solucién sobre 50 mi de

lodo, posteriormente fueron agitados por 15min a 150 r.p.m.

Formulaciones evaluadas:

B2 727 7.6 6
B3 727 76 6
D2 727 76 3.8
D3 727 76 38
C-492 727
C494 727
Blancos 727 7.6 6y3.8

Evaluacion de la retencion de sélidos

Una vez mezcladas y agitadas las soluciones, se procedid a filtrar el
sobrenadante en un embudo con una fina malla metélica, posteriormente se procedid
a pesar los s6lidos retenidos en el filtro. con una balanza analitica Se utiliz6 la misma

metodologia para los 3 diferentes tipos de mezclas.



BIODEGRADACION DEL CPE SELECCIONADO

Prueba a nivel Laboratorio

Microorganismo
El microorganismo utilizado en este trabajo fue: una cepa de Serratia
marscensens proporcionada por el Laboratorio de Bacteriologia Basica del

Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad de Ciencias Biologicas

delaUANL

Mantenimiento de la Cepa

Las cepas fueron activadas en caldo nutritivo y se mantuvieron por medio de

resiembras periddicas en tubos con agar nutritivo, pH 7.0 en refrigeracién

Indculo

A partir de los cultivos en agar nutritivo se tomaron dos asadas y se
transfirieron a2 matraces Erlenmeyer de 250ml con 50 ml de caldo nutritivo. Después
de 16 horas (h) de ncubacion en agitacion en un agitador Lab-Line a 150 rpm y 35
°C, se procedié a inocular 6 matraces nefelométricos que contenian 50 ml de caldo
nutritivo, cada matraz fue inoculado en 1%v/v (0.5ml) posteriormente fueron
introducidos en un agitador Lab-Line a 150 r.p.m y 35°C hasta obtener el nimero de
células aproximadas a 1*10%cel/ml en cada matraz nefelométrico.

Para poder conocer el numero de células en crecimiento se realizé un

monitoreo cada 2 horas utilizando los estandares nefelométricos de MacFarland.
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Se realizo la preparacion de los estandares nefelométricos de McFarland:

. Se tomaron 12 tubos limpies y con tapén.

. Se prepararon 135ml de caldo nutritivo en un matraz al 1%v/v de ac.sulfiirico
en agar nutritivo.

. Se prepararon 20 ml de caldo nutritivo en un matraz al 1%v/v de Cloruro de
Bario(0.164g de BaCl,)

. Se llevaron a cabo las diluciones en tubos para poder leer en el

Fotocolorimetro de Klett-Summerson.

'TUBO  Ac.sulfiirico 1% BaCl Densidad

Bacterias . ml (1*10%)

[0’ 10 ml 0 0
1 9.95 0.05 15
2 9.9 01 3
3 08 0.2 6
4 9.7 03 9
5 96 04 12
6 9.5 0.5 15
7 94 0.6 18
8 93 0.7 21
9 92 08 24
10 |91 0.9 27
1 9.0 1.0 30
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5. Cada dos horas se introducian los estandares en el fotocolorimetro y se
llevaba a cabo la medicion de las células en crecimiento en los matraces

nefelométricos, hasta obtener el nimero de cel/ml deseado.

Una vez obtemdo el numero de cel/ml deseadas en cada matraz se procedio
vaciar frente a mechero el contenido de 3 matraces en cada bote de centrifuga esténl
se llevo a cabo la centrifugacion a 4,000 r.p.m con un rotor JA-14 y una centrifuga
Beckman (Modelo J2-21), una vez centrifugadas las muestras se procedi¢ a decantar
en condiciones estériles y se llevo a cabo un lavado de las células con 150 ml de
solucion isoténica, se repito una vez mas el procedimiento de centrifugacion,
decantado y lavado, y se centrifugo una vez mas para resuspender las ¢élulas y poder
llevar a cabo la transferencia de Iml a cada matraz Erlenmeyer de 250 ml de
capacidad los cuales contenian 100 ml del medio de cultive denominado 838
modificado, una mezcla de sales y vitaminas:

KH,PO, , 04g.; K;HPO, , 0.1g.; MgCl-7TH,0, 0.2g.; NaCl, 0.1 g.; CaCl, 0.02 g.
FeCls, 0.01 g.; NaMo, 0.002 g.; NH,Cl, 1.5 g.; Solucién Vitaminica, 1.5 g.; Agua
Destilada 1000 ml.; pH 7.310.1(Arevalo Katiushka,1996); y las muestras obtenidas

de los formulados.

Preparacién de las muestra

A partir del CPE D3 elaborado, se obtuvieron aproximadamente 40 gramos

del CPE centrifugado a 10,000 r.p.m por espacio de 20 minutos, cada muestra del
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CPE fue pesada en una balanza analitica para obtener el peso de 1 gramo de muestra
inicial.

Las muestras se esterilizaron por tratamiento con Luz Ultravioleta (UV) con
una lampara (Modelo UVGL-25) durante 30 minutos. Se colocd 1g de muestra en
cada matraz con el medio de sales y €l inoculo sumando un total de 7 matraces para
cada fecha de muestreo, Estos matraces se incubaron a 35°C y 150 rpm..

Se introdujeron 5 muestras blanco dentro del medio de sales sin el indculo,
con el fin de evaluar la perdida en peso provocada por la accién mecanica a la que el
CPE fue sometido, se llevo a cabo el muestreo de 1a misma forma que los anteriores.

De 1gual manera se realizé una perdida en peso para el tiempo cero (t=0), el
cual fue evaluado dejando 5 minutos la muesira de 1g en el medio de sales sin
agitacion y secando después en una campana de flujo laminar por 10 minutos.

Para cada fecha de muestreo se recuperaron 8 matraces, las fechas de

muestreo fueron a los 7,14,19,34 y 60 dias de incubacidn.

Determinacion de Pérdida en Peso

El CPE que se recupero de 4 matraces con la ayuda de una pinza, fueron
pesados en una balanza analitica y llevados a secar en una campana de flujo laminar
por espacio de 1hora, una vez eliminado el exceso de liquido se procedio a pesar de
nuev en una balanza analitica para obtener el peso final. El porcentaje de pérdida en
peso se obtuvo restando el peso final al peso inicial de cada muestra del complejo

polielectrolito y muitiplicando por 100. Cada muestra sera considerada una

Tepeticion.
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Después de ser obtenidos los datos de pérdida de peso, las muestras restantes

de los matraces fueron utilizadas para medir otros parametros.

Determinacion de Crecimiento Bacteriano

Este parametro se midid por medio de cuenta viable en placa al inicio del
experimento y en cada fecha de colecta. Se prepararon diluciones decimales del
medio de cultivo y se sembraron en placas de petri con agar nutritivo, para la muestra

de la fecha de colecta.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LOS POLIMEROS

Se llevo a cabo la caracterizacion fisica y quimica de la pectina y el quitosan,
con el fin de poder conocer los polimeros mas a fondo y asi elaborar las
formulaciones adecuadas para la mejor formacidn de los CPE’s.

Las propiedades fisicas que presentaron estos polimeros se describen en la
(Tabla 1).

Asi mismo los resultados obtenidos de la caracterizacién quimica, como
Grupos ionizables, pK de los polimeros y pH 6ptimo para la mezcla, se presentan en
la (Tabla 2), junto con las (Figuras 1 y2).

Por otro para la determinacion de la Viscosidad intrinseca de los polimeros,
asi como el P.M del polimero catiénico requiri¢ llevar a cabo la determinacion de la
viscosidad relativa, viscosidad especifica, viscosidad reducida y de la viscosidad por
lo cual los datos se presentan en la (Tabla 3 y 4), en la (Figura 3 y 4) se presentan
los datos ajustados por medio de una regresion lineal y la extrapolacion de los
mismos hasta el eje de las “Y™ con el fin de encontrar el punto de interseccion,
obteniéndose asi la viscosidad intrinseca.

La viscosidad intrinseca calculada para la pectina fue de 110.5ml/g y para ¢l
quitosan de 169.5 ml/g.

Peso Molecular promedio calculado con la ecuacion de Mark-Houink para el
quitosan se presenta en la (Tabla 5), asi mismo la determinacion de los G.1. con éste

ultimo parametro ver (Tabla § a).
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Los analisis de Infrarrojo de los polimeros utilizados para la formacion de
CPE's se muestran en la (Figura Sy 6).

La pectina mostré la banda de absorcion caracteristica del grupo C-O a 1023
em”, del grupo OH a 3400 cm' y para el grupo COOH a 1746 com™
aproximadamente. E] quitosan a demas de presentar la banda de absorcion del grupo
OH a 3411 y las bandas de absorcion en la region de la huella digital
correspondientes al grupo C-O, presenté una banda de absorcién a 1654 c¢m’

correspondiente al grupo amina L.

OBTENCION DE LOS CPE’s

Se prepararon un total de 4 formulaciones, de acuerdo al numero de
combinaciones posibles al tener 2 variables para cada uno de los polimeros cationico
y anionico; el pK y el pH 6ptimo obtenidos de las titulaciones potenciométricas.

De las 4 formulaciones elaboradas A, B, C y D, los resultados del rendimiento
en la formacion del CPE en gramos de peso himedo y peso seco se muestran en la
(Tabla 6, Figura 7 a,b y ¢ ,8 ¥9). La formulacién B con un rendimiento promedio de
CPE de 75.133g en peso himedo fue la que mejor rendimiento obtuvo seguida por la
formulacidon D con 64.166g y por ultimo las formulaciones A y C respectivamente.

En cuanto a los rendimientos de CPE en peso seco la formulacion D con
10.433g fue la que mejor rendimiento en la formacion de CPE presento, seguida por
la formulacién B con 8.66g y las formulaciones A y C.

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente por medio de un

anglisis de varianza, los resultados arrojados por dicho analisis demostraron una alta
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diferencia significativa entre las diferentes formulaciones tanto para el rendimiento en
peso humedo (F=290.324; g.1=12; P< 0.01) como para el rendimiento en peso seco
respectivamente (F=12.412; g1=12; P<0.01).

Se llevo a cabo la prueba de rango multiple de Tukey a un mivel de
significancia de 0.05, para los experimentos del rendimiento promedio del CPE en
peso hitmedo y en peso seco, mostrandose 4 diferentes grupos de homogeneidad para
los rendimientos en peso himedo y 3 grupos de homogeneidad para los rendimientos
en peso seco ver (Tabla 7y 8).

En base a los resultados estadisticos obtenidos, fueron seleccionadas las
formulaciones B y D para optimizar el polimero catiénico el cual tiene mayor costo

que el polimero anidnico que a demas es facil de conseguir en el mercado mexicano.

OPTIMIZACION DEL POLIMERO CATIONICO

De las 2 formulaciones seleccionadas: B v D, se elaboraron 4 formulaciones
por cada grupo, donde el rendimiento en la formacién de CPE fue medido de igual
manera que en las formulaciones iniciales en base a peso himedo y peso seco en
gramos ver (Tabla 9y 10).

En las formulaciones del grupo B: se observo mejor rendimiento de CPE en
peso humedo en la formulacion B1, con la cual se obtuvieron un promedio de
75.133g del complejo, estd formulacién fue seguida en rendimiento por la
formulacién B2 con 71.133g y finalmente las formulaciones B3 y B4 ver (Figura
10). En las formulaciones del grupo B donde el rendimiento fue medido en peso seco

de CPE, el rendimiento encontrado fue mayor en la formulaciéon B2 con 13.975g |
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seguida por muy poca diferencia en peso de la formulacién B3 y finalmente por las
formulaciones Bl y B4 ver (Figura 11).

Para las formulaciones del grupo D el rendimiento promedio en peso himedo
de CPE presento un mayor rendimiento en la formulacion D3 con 64.35g seguida por
muy poca diferencia en peso de las formulaciones D1 y D2 y por idltimo la
formulacion D4 ver la (Figura 12). No obstante en cuanto al rendimiento en peso
seco la formulacion que presento mejor rendimiento fue la D1 con 10.433g seguida
por la D2 y las formulaciones D3 y D4 ver la (Figura 13).

Se llevo a cabo un analisis varianza donde se evalué la diferencia de
rendimiento promedio del peso hiitmedo y el peso seco, entre las formulaciones del
mismo grupo (B1, B2, B3 y B4) y D1, D2, D3 y D4).

Los resultados obtenidos del analisis de varianza, arrojaron una alta diferencia
significativa entre las formulaciones del grupo B, esta alta diferencia significativa se
presento para el rendimiento de CPE en peso humedo y en peso seco respectivamente
(F=762.809; g1=14; P <0.01, F=42.10; g.1=14; P < 0.01).

La prueba de rango multiple de Tukey a un nivel de significancia de 0.05,fue
llevada a cabo para los experimentos de rendimiento promedio de CPE en peso
himedo y en peso seco de las formulaciones del grupo B y D.

Para el grupo de la formulacién B, se presentaron 4 diferentes grupos de
homogeneidad para los rendimientos en peso himedo y 3 grupos de homogeneidad
para los rendimientos en peso seco ver (Tabla 11 y 12).

Del anilisis de varianza llevado a cabo para las formulaciones del grupo D, se

obtuvo una alta diferencia significativa entre estas formulaciones, esta alta diferencia
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significativa se presento para el rendimiento de CPE en peso humedo y en peso seco
respectivamente ( F=15.937; g.1.=14; P < 0.01, F=6.887; g1=14, P < 0.01).

En el grupo de la formulacién D, se presentaron 2 diferentes grupos de
homogeneidad para ambos rendimientos al llevar a cabo la prueba de rangos
multiples de Tukey, ver la (Tabla 13 y 14).

Para poder tener un mejor conocimiento de la capacidad de formacion de CPE
de las formulaciones, se llevo a cabo un analisis de varianza donde se compar6 al
grupo de la formulacion B con el grupo de la formulacion D evaluando su
comportamiento para €l rendimiento en peso humedo y seco.

El analisis estadistico realizado para comparar ambos grupos de
formulaciones nos presento, una alta diferencia significativa entre las formulaciones
para ambas medidas de rendimiento ( Peso Himedo: F=65.446; g.1=29; P<0.01 y
Peso Seco: F=27.732; g.1=29; P<0.01).

Se llevo a cabo la prueba de rango multiple de Tukey a un nivel de
significancia de 0.05, para los experimentos de rendimiento promedio del CPE en
peso himedo y peso seco entre los grupos de formulaciones B y D, mostrandose 6
diferentes grupos de homogeneidad para el rendimientos en peso himedo y § grupos

de homogeneidad para los rendimientos en peso seco, ver (Tabla 15y 16).
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APLICACION DE LOS CPE’'S EN TECNOLOGIA AMBIENTAL

RETENCION DE METALES PESADOS

Las pruebas de retencion de metales donde se utilizé la formulacién D3 para
evaluar dicha capacidad, presentd resultados preliminares satisfactorios debido a que
se observo que la formulacion D3 a concentraciones de metal de 30 p.p.m. tiene una
retencion de hasta un 86.9% para el Zn a 35°C, los valores de retenciéon de Pb, Cu y
Ni obtuvieron buenos resultados de remocion los cuales vanaron al 1gual que el del
Zn, dependiendo de la temperatura de la solucion de metal y del pH de la misma, los
valores de metal no retenidos por el CPE también fueron evaluados y se pueden ver

de igual manera en la (Tabla 17,18,19 y 20) y (Figuras 14 ,15,16 y 17).

RETENCION DE SOLIDOS

Dentro de las pruebas como una posible aplicacién de los CPE’s, se llevaron a
cabo estudios preliminares sobre la capacidad de retencion de solidos, al llevarse a
cabo la formacion del CPE en lodos provenientes de aguas residuales. Los resultados
obtenidos variaron de acuerdo a la formulacién de CPE utilizada.

Las soluciones de polielectrolitos o blancos, fueron utilizadas y evaluadas a
diferentes concentraciones y pH's para medir su capacidad de retencion de sélidos ,la
solucion de lodo no fue afectada al ser aplicada la solucién de el polielectrolito, con
lo cual se pudo comprobar que de manera independiente los polielectrolitos no

retienen solidos, en el caso del polielectrolito catidénico ocurria una ligera floculacién.
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Los polimeros C-492 y C-494 aplicados en la solucion de lodos, produjeron
una clarificacién y retencion de solidos, estos polimeros son el punto de comparacion
para nosotros, en cuanto a retencion de sélidos y clarificacion del agua.

Se pudo observar que al llevar a cabo la aplicacion de soluciones de
polielectrolitos en el lodo, la formacién del CPE si se producia dentro de este tipo de
lodos y que a su vez los solidos eran atrapados dependiendo de la formulacion
utilizada en el tratamiento, lo cual provocaba una clarificacion de el liquido.

Los resultados fueron evaluados en cuanto a peso de CPE obtenido y la
claridad del agua. Las formulaciones que se evaluaron y compararon entre si, fueron
la formulacion B2, B3, D2 y D3.

La formulacion que mayor rendimiento en formacion de CPE presento fue la
formulacion D2 seguida de la formulacion B3 y la D3 ver la (Tabla 21).

Se llevo a cabo un analisis de varianza el cual nos presento una alta diferencia
significativa entre las formulaciones al ser aplicadas sobre lodos (F= 14.544, g1 =11,
P<0.01).

Se llevo a cabo la prueba de rangos multiples de Tukey, en la cual obtuvimos
2 grupos diferentes de homogeneidad, ver la (Tabla 22).

De las formulaciones evaluadas las que presentaron una mejor claridad en el

liquido sobrenadante fue la formulacion D2 y D3, ver (Figuras 18 a, b, ¢ y d).
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BIODEGRADACION DEL CPE SELECCIONADO

La biodegradacion del CPE fue evaluada a nivel laboratorio utiizando una
cepa de Serratia marscensens, de la cual se estandarizd el nimero de indculo a
1.66*10” cel/ ml en cada matraz.

La perdida en peso para el tiempo cero (=0) fue nula, debido a que el CPE no
gano ni perdio peso.

De los blancos que fueron introducidos a incubacién sin el microorganismo lo
que se pudo observar, fue una perdida en peso provocada por la accion mecanica a la
que el CPE fue sometido al estar en agitacion. En el pnimer muestreo realizado a los 7
dias de agitacion la perdida en peso fue del 20%, a los 14 dias la pérdida en peso
habia alcanzado el 30%, la siguiente muestra fue tomada a los 22 dias teniendo una
pérdida en peso del 50%.

La perdida en peso del CPE fue evaluada a los 0, 7, 14,19,34 y 60 dias,
observandose una disminucion hasta de un 50% a los 7 dias, posteriormente la
perdida en peso fue paulatina incrementandose del dia 19 al 34 ver la (Figura 19, 20
a y b), después de esta fecha la muestra ya no se podia recuperar, pero su presencia se
podia observar en pequefios fragmentos distribuidos en el medio.

Se llevo a cabo una cuenta viable en placa durante las mismas fechas de
muestreo de la perdida en peso del CPE, observandose un aumento en el numero de
células/ml a los primeros 7 dias de incubacién, posteriormente se observo una
disminucién en el nimero de células, sin embargo el niimero de éstas no era inferior
al numero de células imciales, se llevo a cabo el monitoreo hasta los 35 dias ver la

(Figura21,22ayh).
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Tabla 1.- Propiedades Fisicas de los Polimeros

POLIMERO % DE HUMEDAD
PECTINA 3.20 7.16
QUITOSAN 8.54 2.31

Tabla 2.- Propiedades Quimicas de los Polimeros, obtenidas por Titulacién

Potenciométrica.

POLIMERO 1. ' pH OPTIMO
PECTINA 8.1*10 3.9 1.6
QUITOSAN 6.32*107 6.0 3.8

G.1.= grupos ionizables disponibles por gramo de muestra.
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Curva de Titulacion de la Pectina ]
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Figura 2.- Curva de Titulacién Potenciométrica del Quitosan
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Tabla 3 .- Determinacién de la Viscosidad Intrinseca de la Pectina.

PECTINA x Dsp VISCOSIDAD Inlx/c=¢"

REDUCIDA InDr

0.025 1.0155 0.055 1.1 1.0708
0.05 1.1224 0.1224 1.224 1.1546
0.075 1.1946 0.1946 1.2973 1.1854
0.1 12733 0.2733 1.3665 1.2080
0.125 1.3653 0.3653 1.4612 1.2454
0.15 1.4251 0.4251 1417 1.1808

Dr = viscosidad relativa
In Dr / ¢ = viscosidad

Dsp = viscosidad especifica

Tabla 4.- Determinacion de la Viscosidad Intrinseca del Quitosan.

QUITOSAN ] Dsp VISCOSIDAD InDr/c=c"

REDUCIDA Inir

0.025 1.0866 0.0866 1.732 1.6610
0.05 1.1933 0.1933 1.933 1.7672
0.075 1.3133 0.3133 2.0886 1.8169

0.1 1.4333 0.4333 2.1665 1.7998
0.125 1.5866 0.5866 2.3464 1.8463
0.15 1.7366 0.7366 2.4553 1.8397

Dr = viscosidad relativa

In Dr / ¢ = viscosidad

Dsp = viscosidad especifica
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Figura 3.- Viscosidad Intrinseca de la Pectina
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Figura 4.- Viscosidad Intrinseca del Quitosan
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Tabla 5.- Determinacion del Peso Molecular del Quitosan utilizando la ecuacién de

Mark-Houink.

| POLIMERO  %D.D.

QUITOSAN| 969  [14*10°mlig| 0.83 169.5 82,985

%D.D. grado de desacetilacién del quitosan
P.M. = Daltons

Tabla 5a.- Determinacién de la cantidad de Grupos Ionizables utilizando el Peso

Molecular (P.M.) del Quitosan obtenido con la ecuacién de Mark-Houink.

POLIMERO  %D.D. P.S.Q. MOLES N- Gl

QUITOSAN . 6.22*10

G.1.= grupos 1onizables por gramo de quitosan. P.S.0.=Peso de la subunidad de quitosan.

Moles de N-= moles de N-aceti
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Figura 5.- Espectro de Infrarrojo de la Pectina
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Figura 6.- Espectro de Infrarrojo de Quitosan
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Tabla 6.- Resultados obtenidos en la formacion de CPE de las formulaciones A,B,C,

el MEDIA

DI CION ERROR |
ESTANDAR ESTANDAR
(th-)
PESO HUMEDO A 3 | 57.5067 2759 1593
B 3 | 751333 5774 3333
c 4 | 24.3000 2.6319 1.3159
D 3 | 64.1667 4.0079 2.3140
Total 13 | 52.8938 20.9225 5.8029
PESO SECO A 3 | 6.9667 4041 2333
B 3 | 8.6667 1528 8.819E-02
C 4 | 5.9750 1.4221 7111
D 3 | 104333 1.1930 6888
Total 13 | 7.8538 1.9940 5530
g.1.= Grados de libertad g=gramos

Figura 7 a y b.- Complejo Polielectrolito obtenidos a partir de Quitosan-Pectina.

Peso Hiimedo
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Formulaciones
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Figura 8.- Rendimiento en Peso Humedo (g) del CPE de las Formulaciones A,B,C y

D.

Formulaciones
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Figura 9.- Rendimiento en Peso Seco (g) del CPE de las Formulaciones AB,Cy D.



