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Resumen

RESUMEN
El desarrollo del presenta trabajo esta enfocado en el estudio de la accion del
biopolimero quitosano como adsorbente de proteinas hidrosolubles. Se realizaron
ensayos con muestras de proteinas comerciales, como gelatina y albimina. Ademas,
se aplico el método utilizado para estas proteinas, en una muestra real de proteinas
solubles de suero de sangre bovina.
La cuantificacién de proteinas antes y después del tratamiento con quitosano, se
realizdé por el método colorimétrico de Biuret. En el caso del suero de sangre, se
determino la cantidad total de proteinas por el método de Kjedahl. En los ensayos de
adsorcion se utilizé quitosano de grado de desacetilacion 79,3%.
Se optimizaron dos parametros de trabajo: pH y tiempo de contacto proteina-
quitosano. En cada caso se trabajo con 35 mg de quitosano y 10 ml de solucion de
proteina a diferentes concentraciones.
En la optimizaciéon de parametro pH, se fijo un tiempo constante de 4 horas y se
ensayo a tres pH: 3.1, 4.1 y 7,1. Los mejores resultados se obtuvieron a pH 3.1 con
69,6 % de retencion para gelatina y 38,14% para albumina. Para el pardmetro tiempo
se trabajo a tiempos 1, 4, 8, 12 y 18 h a un pH constante de 3.1. Los mejores
resultados se obtuvieron a tiempos de 4 h para gelatina y 18 h para albumina. En la
muestra de suero de sangre bovina se utilizaron los parametros optimizados para
albumina, ya que es esta proteina que presente en mayor proporcion en este medio.
Finalmente, se elaboraron isotermas de adsorcion para cada proteina con dos tipos de
quitosano de diferente grados de desacetilacion (Q; = 79,3% Y O, = 100%). Se
obtuvieron isotermas de tipo III en todos los casos, lo que reveld que la interaccion
del sistema quitosano—proteina corresponde a una adsorcion fisica, representada por

una curva desfavorable por su baja adsorcion.

IX



1. Introduccion

1.- INTRODUCCION

El desarrollo de las industrias ha llevado consigo ventajas indiscutibles para la
humanidad, aunque ligadas a efectos secundarios, como es la generacion de residuos
contaminantes y complejos, lo que a producido una alteracion el equilibrio ecoldgico,
afectando tanto a especies animales como vegetales.

El aumento de produccion industrial genera volumenes cada dia mas importantes de
residuos solidos, liquidos y gaseosos, los cuales llegan al medio ambiente por distintos
cuerpos receptores como suelo, agua, rios, mares y aire, generando contaminacion.

En nuestra region una de las industrias que no se escapa a esta gravedad es la frigorifica.
Las actividades asociadas a este rubro generan gran cantidad de residuos liquidos y
solidos, en donde sus fuentes generadoras lo constituyen las aguas de lavados y las
corrientes provenientes de los procesos de sangrado y eviscerado. Los residuos se
componen de estiércol, ufas, cascos, patas, restos de pelos, contaminantes solubles y
sangre. La sangre esta constituido por un 60% de plasma y un 40% de células
sanguineas. El plasma, por su parte, contiene agua, nutrientes como glucosa, grasas,
aminoacidos vitaminas, minerales y proteinas.

Las proteinas totales del suero se pueden separar en dos grandes grupos la alblimina y
las globulinas. La albumina es la proteina de mdas concentracion en la sangre
representando un 60% de las proteinas que contiene el suero y el resto son las globulina.
La sangre como principal contaminante, aporta una DQO total de 375.000 mg/It y una

elevada cantidad de nitrégeno, con una relacién carbono / nitrégeno del orden de 3:4.
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Ademas se estima que entre el 25- 55% del total de la carga contaminante medidas en
DBOs, son arrastradas por las aguas de limpieza.

La carga organica de las aguas de lavado contiene mayoritariamente proteinas, grasas y
otras sustancias como heparina y sales biliares; ademas de hidratos de carbono, (glucosa
y celulosa), y generalmente detergentes y desinfectantes. Cabe destacar que estas
corrientes presentan un contenido de microorganismos patdégenos importante.

En la tabla 1.1 se muestran las composiciones tipicas en mg/l de efluentes de algunos
mataderos chilenos" :

Tabla 1.1: Concentracion de contaminante en residuo liquido de algunos mataderos chilenos'

Componentes Matadero 1 Matadero II Matadero 11 Matadero IV
DQO 8000 6400 11950
DBO 1204 1700 1100 7000

SST 965 920 890 1100
Grasa y aceites 717 79 340 114
pH 10 7.9 7 7.2

De acuerdo al consumo de agua, los mataderos son de tipo I, II, IIl y IV. Estas
mediciones fueron efectuadas en Chile por INTEC-CHILE,

Matadero I: 16,8 m’/ton producto

Matadero II: 3,8 m’/ton producto

Matadero III: 9,8 m’/ton producto

Matadero IV: 9,5 m’/ton producto

Analisis realizados en varias muestras de vertidos de las zonas de sacrificio, tomados de

un matadero de tipo medio,(entre 50 a 99 trabajadores), muestran un promedio de DBO
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de 2000 ppm y un contenido total de nitrégeno de unas 500 ppm con un caudal de

19.000 litros diarios.

El contenido de los vertidos de los procesos individuales de una planta de preparacion de

carnes, esta caracterizado segiin se muestra en la tabla siguiente;

Tabla 1.2: Contenidos de los vertidos de los procesos individuales de una planta procesadora de

carne’

Procedencia Soélidos en suspension ppm | Nitrogeno organico ppm | DBO ppm | pH
Zona de sacrificio 220 134 825 6.6
Sangre y agua del 3690 5400 32000 9,0
tanque

Zona de escaldar 8360 1290 4600 9,0
Cortado de carne 610 33 520 7,4
Lavado de intestinos 15120 643 13200 6,0

1.1.- Parametros utilizados en la caracterizacion de efluente liquidos.

Como los efluentes liquidos son la principal fuente de contaminacién en la industria

frigorifica, a continuacion se hara una breve descripcion de los pardmetros cominmente

utilizados en la caracterizacion de efluentes liquidos;

» Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs): Es una medida de la cantidad de

oxigeno requerida por los microorganismos para asimilar los nutrientes

disponibles en los sistemas liquidos en 5 dias a 20°.

» Sélidos suspendidos (SS): Es una medida de los residuos totales no filtrables

que son retenidos en un filtro normalizado.

' Fuente: Comision Nacional de Medio Ambiente-Region Metropolitana. Santiago de Chile

? Fuente: Nemerow N., Dagsputa A
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» Grasas y aceites: Es una medida de las sustancias (grasas y Aceites) que se
obtienen con la extraccion con hexano o éter de petroleo.
» Nitrégeno total (Kjeldahl): Es una medida del nitrogeno total presente en la

muestra.

1.2. - Caracterizacion de los residuos liquidos.

Para que un residuo liquido pueda ser vertido ya sea a la colectora cloacal, conducto

pluvial o curso de agua, existen ciertas condiciones que tienen que cumplir los

vertidos, algunos se detallan a continuacion:

» Temperatura: La temperatura maxima aceptada es de 45°C, ya que por encima
de dicho valor se produce el aumento de la sedimentacion de sdlidos en
suspension en lugares no deseados; las grasas se funden pasando los filtros
destinados para retenerlas y por ultimo, la concentracion gaseosa en el liquido es
menor en general y en particular menor la cantidad de oxigeno disuelto.

» pH: Este parametro nos indica la acidez del medio y debe ser cercano a 7 (no
menos de 5,5 y no mayor de 10), para evitar las alteraciones quimicas con
formacion de sustancias toxicas o corrosivas y crecimiento inadecuado de la flora
microbiana.

» Solidos sedimentables: Su estimacion permite hacer una proyeccion de la
concentracion total de solidos del efluente, tanto organicos como inorgénicos, y
en la cual es aceptado un valor de 1 ml/dm’.

> Sustancias solubles: Su valor maximo es de 100 mg/dm’.
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» DBO: La demanda bioquimica de oxigeno representa indirectamente una medida
de la concentracién de materia organica biodegradable contenida en el agua. Es
la cantidad de oxigeno requerido para la respiracion de los microorganismos
responsables de la estabilizacion (oxidacion) de la materia orgéanica a través de
su actividad metabdlica en medio aerdbico. Se acepta valores promedio de 50 a
200 mg/1t.

» DQO: El valor de la DQO, es mayor que la DBO, ya que toma en cuenta
materia organica resistente a ser oxidada y es una medida de la materia
carbonosa contenida en los diferentes tipos de materia orgénica presentes en las
aguas residuales.

> Oxigeno disuelto: Son los niveles de oxigeno en forma de gas disuelto en un
medio acudtico, si estos estan por debajo de 3 ppm son estrésicos para la mayoria
de los organismos y por debajo de 2 o 1 ppm los organismos mueren. Se

requieren niveles de 5 a 6 ppm.*

1.3. - Depuracion y tratamiento de las aguas.

Los métodos para la eliminacion de los contaminantes pueden basarse en fendmenos
fisicos o en procesos quimicos y/o biologicos.

Los tratamientos fisicos utilizan propiedades fisicas de sustancias contaminantes para
lograr su eliminacion total o parcial. Entre los mas usados estan: sedimentacion,
flotacion, filtracion, desorcion, y adsorcion.

La sedimentacion se basa en la separacion de los contaminantes sélidos por accion de la

gravedad.
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La flotacion se basa en la separacioén por diferencia de densidad de los contaminantes
solidos cuya densidad es menor que la del liquido. Esta flotacion puede ser natural o
provocada, como ocurre en el caso de introduccion de aire a presion.
La filtracion se fundamenta en la retencion de solidos provocada por la interposicion de
un medio poroso. Los sélidos quedan retenidos en la superficie o en el interior del medio
poroso. Como medios porosos se utilizan materiales como arenas, carbon activo, vidrio,
o membranas sintéticas. La filtracion puede realizarse a presion o sin ella.
La desorcion; se provoca una desorcion cuando una masa liquida se pone en contacto
con una corriente de aire al cual se transfiere el contaminante. Este proceso es tipico
para la eliminacion de amoniaco en aguas industriales con altas concentraciones del
mismo.
Por tultimo la adsorcion implica la fijacion fisica o quimica del contaminante en la
superficie de un sélido. A través de este ultimo proceso se logra concentrar una especie
en una interfase formada por adsorbente — adsorbato que interaccionan entre si. *’
Dependiendo del tipo de interaccion existente entre las especies, puede ocurrir una
adsorcion fisica (fisisorcion) o una adsorcion quimica (quimisorcion). En el primer
caso, las interacciones son débiles y de largo alcance. En el segundo caso, se forma un
enlace quimico entre adsorbato y adsorbente. La distinta naturaleza de estas
interacciones genera diferencias entre ambas adsorciones:

» La velocidad de adsorcion es mayor en el caso de la fisisorcion debido a que en

este caso la barrera energética es pequena.
» La mayor energia de interaccion en la quimisorcion implica una mayor entalpia

de adsorcion.
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» En la adsorcion quimica la formacion de enlaces quimicos limita a una capa de
adsorbato, mientras que en la fisisorcién es comun la presencia de multiples
capas. También es posible la presencia de una capa quimisorbida y capas
adicionales fisisorbidas.

» La adsorcidon quimica es, logicamente, muy selectiva, como cualquier reaccion
quimica, mientras que la adsorcion fisica no lo es. @

El proceso de adsorcion puede ser representada por isotermas de adsorcion, las cuales
relacionan la cantidad de sustancia adsorbida por un adsorbente y la concentracion
de equilibrio a temperatura constante.

Existen 5 tipos de isotermas®, las que se ilustran en la figura 1.1.
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Fig .1.1. Tipos de isotermas de adsorcion

En quimisorcién so6lo se encuentra isotermas de tipo I, en tanto que en adsorcion fisica

ocurren los cinco tipos.
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La variacion de la cantidad de adsorcion por unidad de masa con la concentracion puede
representarse por las ecuaciones de Freundlich y Langmuir®

La isoterma de Freundlich fue una de las primeras ecuaciones propuestas para relacionar
la cantidad adsorbida con la concentracion del material en la solucion. Su formulacion

matematica es:
X
—=KfCe), ecs (1)
m

donde x/m es la cantidad adsorbida por peso unitario de absorbente, Ce es la
concentracion de equilibrio del adsorbato en solucion después de la adsorcion, Kf'y n
son constantes empiricas que se determinan representando graficamente la relacion entre

(x/m) y C'y empleando la ecuacion 1 la cual queda reescrito de la siguiente forma:
X 1
log— =log Kf +—logCe ecs (2)
m n

Una grafica que representa esta ecuacion es la siguiente:

_ x/mC.=0,10glg

y.

x/im

0,01

~ Ce=325mg/l

0.001 ‘_.-/

Concentracion de equilibrio, Ca

Fig.1.2. Isoterma de Freundlich
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Una ecuaciéon que describe mejor la adsorcion con isotermas de tipo I fue deducida por
Irving Langmuir a partir de consideraciones teoricas. La isoterma de adsorcion de
Langmuir se basa en los siguientes supuestos: a) s6lo tiene lugar una adsorcion
monomolecular, b) la adsorcidn es localizada y ¢) el calor de adsorcion es independiente

del recubrimiento de la superficie.

La ecuacion de Langmuir se define de la siguiente forma:

L _abCe ecs (3)
m 1+bCe

donde x/m es la cantidad adsorbida por peso unitario de adsorbente, Ce es la
concentracion en equilibrio de adsorbato en solucién después de la adsorcion, a y b son
constante empiricas. Las constante se pueden determinar graficando C/(x/m) frente a C

empleando la ecuacion 3, expresada de la siguiente forma:

&:LJrlCe ecs (4)
(x/m) ab a

Una representacion grafica de la isoterma de adsorcion de Langmuir es la que se muestra

a continuacion;
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Fig.1.3. Isoterma de Langmuir



1. Introduccion

1.4.- Aplicaciones de adsorcion

Como aplicaciones” de la adsorcién de una solucion se pueden mencionar la
clarificacion de jarabes o licores de aztcar por carbon vegetal, la eliminacion de materia
colorante de otros tipos de soluciones y la recuperacion de tintes a partir de soluciones
diluidas. la adsorcion se ha utilizado también para la recuperacion y concentracion de
vitaminas y otras sustancias biologicas. Otra alternativa de adsorciéon hace uso de
polimeros naturales llamados biopolimeros.

Dentro de las aplicaciones de los biopolimeros como medio adsorbente, se puede
mencionar la eliminacion de contaminantes metalicos de efluentes mineros.

Su aplicacion provee una ventaja técnica y econdémica frente a otros; como el
intercambio i6nico o el uso de membranas, ya que estos polimeros presentan una baja
toxicidad convirtiéndose asi en una medida de descontaminacion sin efectos
secundarios, ya que son biodegradables. Algunos de ellos son derivados de algas como
los alginatos, poliamidas de cabellos, colageno de tejidos 6seos o quitina y quitosano
provenientes del caparazén de crustdceos. Estos ultimos han sido ampliamente

estudiados y cada dia son mas las aplicaciones que se estan desarrollando.

1.5.- Quitina ®

La quitina es el segundo polisacarido en abundancia después de la celulosa. Fue
descubierto por Braconnot en 1811 cuando estudiaba las sustancias derivadas del
Agaricus volvaceus y otros hongos. Posteriormente Odier en un articulo sobre insectos
reportd que habia encontrado en algunos insectos la misma sustancia que forma la

estructura de las plantas, llamandola “quitina” (del griego tunic, envoltura).
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Payen, en 1843, inicid una controversia que durdé mas de cien afos sobre las diferencias
entre la quitina y la celulosa; en parte porque se pensaba que la presencia de nitrogeno
reportada en algunas investigaciones se debia a residuos de proteinas que no podian ser
completamente eliminados de las muestras.

El nombre sistematico de la quitina es P(1-4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glucosa. Se
encuentra principalmente en las conchas de crusticeos y formando parte del
exoesqueleto de los insectos®, asi como también en las paredes celulares de muchos

hongos, levaduras y algas. Su estructura quimica es la siguiente:

Fig. 1.4. Unidad repetitiva de la quitina

Por su parte, el quitosano es también un polisacarido que se encuentra en estado natural
en las paredes celulares de algunos hongos; sin embargo, su principal fuente de
produccion es la hidrolisis de la quitina en medio alcalino, usualmente con hidroxido de
sodio o de potasio, a altas temperaturas.

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar quitina
con una solucion caliente de hidréxido de potasio se obtuvo un producto soluble en
acidos orgénicos; esta “quitina modificada”, como ¢l la llamo, se tornaba de color
violeta en soluciones diluidas de yoduro y acido, mientras la quitina era verde. Mas

tarde, en 1894, fue estudiada por Hoppe-Seyler, quién la denominé “quitosano”.
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En el siguiente esquema se aprecia los pasos elementales de la obtencion del

Quitosano"”:

1) Desproteinacion

Exoesqueleto —
de crustaceos P Quitina P> Desacetilacién ] Quitosano

2) Descalcificacion

Fig. 1.5. Esquema elemental de la produccion del derivado de la quitina, (Quitosano).

La desacetilacion completa de la quitina produce un material totalmente soluble en
medio acido. Sin embargo, cuando la deacetilacion del material de partida es incompleta
se crea una mezcla de cadenas que tienen distintas proporciones de unidades B(1-4)- 2-
acetamido-2-desoxi-D-glucosa y B (1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucosa, cuya relacion
depende de las condiciones de reaccidon y que, obviamente, genera “quitosanos”con
distintas propiedades. La diferencia en las propiedades de estos materiales puede llegar a
ser notable, como por ejemplo la distinta solubilidad en medio acuoso que pueden llegar

a tener. La estructura quimica del quitosano se muestra a continuacion:

Fig.1.6: Unidad repetitiva del quitosano.
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La presencia de grupos aminas en la cadena polimérica ha hecho del quitosano uno de

los materiales mas versatiles que se han estudiado por la posibilidad de realizar una

amplia variedad de modificaciones"”, tales como las reacciones de atrapar enzimas.

A continuaciodn se presenta una clasificacion por area sobre las aplicaciones que se le ha

dado;

>

Quimica analitica: Aplicaciones cromatograficas, intercambiadores de iones,
absorcion de iones de metales pesados y absorcion de acidos?, fabricacion de
electrodos especificos para metales, entre otros

Biomedicina: Membrana de hemodidlisis, suturas biodegradables, sustituyentes
artificiales de la piel, agente cicatrizante en quemaduras, liberadores sistematicos
de farmacos™, liberacion de insulina, transporte de agentes anticancerigenos,
tratamiento de tumores (leucemia), control del virus del SIDA.

Agricultura y ganaderia: Recubrimiento de semillas para su conservacion'?
durante el almacenamiento, sistemas liberadores controlados de fertilizantes,
aditivo para alimento de animales, formulaciones de pesticidas.

Cosmeéticos: Espumas de afeitar, cremas para la piel y el cuerpo.

Dietéticos: Productos adelgazantes que actian como atrapador de grasas en el
estomago.

Industria: Del papel, textil, alimentaria.

Tratamiento de agua: Agente floculante, agente coagulante, tratamientos de

flotacion para la remocion de aceite de pescado en agua®, agentes filtrantes para

piscinas, remocion de metales"”, remocion de surfactantes.
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En un trabajo reportado por Cardenas et al ¥, se estudi6 la capacidad de retencion sobre
quitosano de especie idnicas como cobre y mercurio. El quitosano se obtuvo de las
cascaras de langosta rojas (monodon de pleuroncodes), con un peso molecular de 54.000
g/mol y con un grado de saturacion del 80%. Los datos obtenidos fueron estudiados en
base a los modelos de Freundlich y Langmuir, obteniéndose asi las isotermas de
adsorcion de las especies de Cu(Il) y Hg(Il); Ademas, se probaron la retencion de estas
especies a diferentes pH (2,5 y 4,5).

Las isotermas de Langmuir revelaron valores de ¢, para Hg de 0,0018 mol/g a pH =
2.5y 0.0023 mol/g a pH = 4.5. Para el caso del cobre el valor de g4 fue de 0.0023
mol/g a pH =2.5y 0.0041 mol/g a pH =4,5.

Los estudios mostraron que el quitosano atrapa mejor cobre que mercurio siendo el pH
mas efectivo 2,5. Esta diferencia puede ser explicada por el caracter basico de los grupos
NH; del quitosano. El grupo amino es una base dura y permite la mejor retencion de
acidos duros como es el caso del Cu(II) no asi el Hg(II) el cual es un acido suave.

La influencia del pH en la retencion se explica por la mayor presencia de iones cloruro a
pH 2,5 en comparacion a pH 4,5 y por consiguiente la mayor posibilidad de que el anion

cloruro actiie como puente para formar complejos.

1.6.- Nueva perspectiva de utilizacion del Quitosano.

Dentro de la dindmica actual de minimizacién de residuos producidos por las actividades
industriales, se hace necesario potenciar métodos que ayuden a eliminar el problema

ambiental producido por efluentes liquidos industriales. Por ello se propone, en este
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trabajo un estudio de la accion de “Quitosano”, como adsorbente de proteinas solubles,
la cual podria ser una alternativa efectiva para el problema de la contaminacion de agua
por este tipo de sustancia en desechos liquidos proveniente de industrias procesadora de
carne.

Para tal efecto, dicho estudio consistird en la realizacion de ensayos de Quitosano sobre
muestras de proteinas tales como albimina, gelatina y suero de sangre de bovino, para la
optimizacion de pardmetros de trabajo como pH y tiempo de contacto, ademas se

realizara un analisis de modelos isotérmicos de adsorcion.
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1.7.- OBJETIVOS

1.7.1. - Objetivo general
Estudiar la capacidad y uso potencial del polimero natural “Quitosano” como

adsorbente de proteinas.

1.7.2. - Objetivos especificos.
Disefiar un sistema a escala de laboratorio para realizar pruebas de la accion del
quitosano como adsorbente sobre proteinas solubles como gelatina, albumina y

suero de sangre de bovino.

Optimizar parametros de trabajo, como pH y tiempo de contacto, tendiente a

obtener una maxima adsorcion de proteinas sobre Quitosano.

Evaluar el comportamiento cinético de adsorcion de proteinas solubles sobre

quitosano a través del estudio y andlisis de isotermas de adsorcion o curvas de

equilibrio.

Estudiar en forma comparativa la accion de dos tipos de Quitosano con

diferentes grados de desacetilacion.
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» Proponer un modelo general a escala real, que permita utilizar quitosano como
agente adsorbente de proteinas solubles contenidas en efluentes liquidos

industriales

17



2.Equipos, materiales y reactivos

2.1.- EQUIPOS, MATERIALES, REACTIVOS Y METODOS DE ANALISIS

En el desarrollo del trabajo experimental, se utilizé el material y equipos disponibles en
los laboratorios de docencia y laboratorio de investigaciéon bioinorganica del
Departamento de Ciencias Biologicas y Quimicas de la Universidad Catolica de

Temuco.

Los métodos empleados para la determinacion de proteinas fueron los de Biuret y
Kjeldhal. En cada uno se utilizaron materiales, reactivos y equipos que se detallan a

continuacion;

» Instrumentacion para el método de reaccion de biuret.
a) Equipos y Materiales;
e Espectrofotdometro UV-VIS, Cecil 2000, con celdas de cuarzo.
e Centrifuga: Heraeus Sepatech, 5000 rpm max.
e Tubos de ensayos, pipeta parcial de 5 ml, matraces de aforo de 100 ml,
agitadores magnéticos, embudos analiticos, pH-metro, papel filtro 692 DE 45

x 45 cm Macherey.

b) Reactivos:

e Reactivo de Biuret; Consistid en una solucion diluida de sulfato de cobre en

un medio alcalino (NaOH).
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» Instrumentaciéon para el método de Kjeldhal:

a) Equipos y materiales;

e Digestor Biichi

e Unidad de destilacion Kjeldhal

e Tubo de digestion

e Instrumentacion para titulacion; bureta de 50 ml, pipeta total de 10ml, matraz

enlermeyer de 500ml

b) Reactivos

e NaOH estandar 8M

e Acido Sulfrico concentrado

e Acido Clorhidrico estandar 0,14675N

e Acido Boérico con indicador mixto; (verde bromo cresol, rojo de metilo)

e (Catalizador; sulfato de cobre y sulfato de potasio 1:10

» Material biolégico para los ensayos de la accion de quitosano como
adsorbente de proteinas:

e Albumina; “ albumin bovine fraccién V”

¢ Gelatina para microbiologia

e Sangre de bovino: Obtenida del matadero de Temuco, IX region
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e Quitosano (Q;); — Especificaciones: Peso molecular

63.000 g/mol

Grado de saturacion = 79.3%

Cenizas = 0.38%
Hierro = 153 mg/Kg

e Quitosano' (Q,); — Especificaciones: Peso molecular = 57.600 g/mol

Grado de saturacion = 100%
Humedad = 9,31%
Cenizas = 0,84%
Viscosidad = 18,6 cps

" El Quitosano fue proporcionado por el Dr. Galo Cardenas de la Universidad de Concepcién
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2.2.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental se llevo a cabo, realizando pruebas preliminares de Quitosano
sobre dos muestras de proteinas; gelatina y albumina de bovino para finalmente realizar
analisis sobre muestras de sangre de bovino ya que es aqui en donde radica el mayor
interés del estudio.

Los ensayos se desarrollaron en dos etapas, 4 y B. En la primera (4) se prepararon las
soluciones de gelatina y albimina para las pruebas con quitosano.

La determinacion cuantitativa del contenido de proteinas antes y después del tratamiento
con quitosano, se realizé por el método de Biuret', el cual es un método colorimetrico
para cuantificar proteina a través de la interpolacion de valores de absorbancia en una
curva de calibracion, esta grafica relaciona la absorbancia de una muestra con la
concentracion de ésta.

Las curvas de calibracion se construyeron midiendo absorbancia de soluciones a
diferentes concentraciones y a la longitud de onda de méxima de absorcion y con el cual
se determind la concentraciéon de soluciones desconocidas luego de las pruebas con
quitosano.

Los ensayos se llevaron a cabo optimizando dos parametros: pH y tiempo de contacto;
manteniendo constante la cantidad de quitosano y el volumen de solucion.

La segunda etapa (B), consistioé en pruebas de adsorcion sobre quitosano de proteinas de
suero de sangre de bovino, para ello la proteina soluble de la muestra de sangre se separ6

de los componentes s6lidos por centrifugacion.

! La teoria del método se detalle en el anexo 1
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El analisis cuantitativo del contenido total de proteinas en la sangre de bovino se realizo
mediante el método estandarizado de Kjeldhal. Esta técnica analitica consistio
basicamente en la determinacion del contenido de nitrogeno de la muestra, tras la
eliminacion de la materia orgdnica con &cido sulfurico, mediante los métodos de
destilacion, digestion y valoracion.

Posteriormente, el valor de la concentracion fue determinada por la siguiente expresion

matematica;

Proteina (ppm) = (mg * N )* 6.25° ecs (2.1)

Determinada la concentracion de proteinas, se determin6 la maxima absorcion utilizando
una muestra de proteina soluble y un blanco, posteriormente se prepararon disoluciones
para elaborar la curva de calibracion por el método de Biuret de la misma forma que
para el caso de la albumina y la gelatina.

Finalmente se realizaron las pruebas de adsorcion de las muestras de suero sobre
quitosano midiendo absorbancia antes y después de su accion, para luego establecer el
contenido de proteina considerando la ecuacion que caracteriza la curva de calibracion
correspondiente.

Por ultimo, se realizaron los correspondientes estudios cinéticos de isotermas de
adsorcion para cada muestra de proteina, (gelatina, albiumina y suero de sangre).

La ruta experimental esta detallado en el esquema 2.2

22



2.2 Desarrollo Experimental

Polimero natural
“QUITOSANO

Aplicacion
) —» “Gelatina”
Adsorcién de Preparacion de Meétodo Curva de
proteinas soluciones iuret calibracion
—» “Albimina”
Optimizacion de parametros
v Tiempo de
pPH contacto
Sangre de bovino |
Extraccion por l
centrifugacion . .
Gelatina y Albimina
Suero de sangre Bj
Meétodo de Kjedahl
A 4
Determinacién )
de proteinas Método > Curva de calibracion
totales Biuret Pruebas de adsorcion

h 4

Isotermas de adsorcion

Fig.2.2. Ruta experimental de la accion de Quitosano como adsorbente de proteinas

? Factor considerado segun tabla A.2 del anexo 2
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2.2.1.- Preparacion de soluciones de gelatina y albumina.

» Solucion patrén de gelatina.

Se prepar6 una solucion de gelatina al 1% p/v de acuerdo a la siguiente especificacion:

1 gramo de gelatina fue masado y suspendido en aproximadamente 15 ml de agua
destilada. La mezcla fue agitada y dejada en reposo por aproximadamente dos minutos.
Posteriormente, fue trasvasijada a un vaso precipitado que contenia aproximadamente 10
ml agua caliente. Una vez fria la solucion se trasvasijo a un matraz de aforo en donde se

afor6 a 100 ml con agua destilada

» Solucion patron de Albtumina.

La solucion de albumina fue preparada al 1 % p/v. El procedimiento seguido se describe
a continuacion:

1 gramo de albumina fue masado y adicionado en un vaso el que contenia agua destilada
fria y fueron dejadas en reposo a temperatura ambiente hasta la total disolucion del
solido. Finalmente se trasvasijé a un matras de aforo de 100 ml en donde se afor6 con

agua destilada.

2.2.2.- Determinacion de la longitud onda de trabajo para gelatina y albimina de
bovino y curva de calibracion.

La longitud de onda de trabajo se obtuvo del espectro de absorcién de soluciones de
cada proteina. Esta se determin6 mediante un barrido en el espectrofotometro entre un
rango de longitud de 300 a 600 nm utilizando un blanco y una solucién estandar de cada

proteina. Se seleccion¢ la longitud de onda de absorbancia maxima.
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El procedimiento practico consistid en lo siguiente;

En dos tubos con tapa rosca, se adicion6 1 ml de gelatina al 1 % y 1 ml de agua
respectivamente, posteriormente se le agregé 3 ml de reactivo de Biuret. De igual forma
se procedio en el caso de la albimina. Las mezclas se homogenizaron y fueron dejadas
en reposo por un tiempo de 20 minutos. Se realizaron medidas de absorbancia a
diferentes longitudes de onda (A) para cada muestra y se determind la longitud de onda
maxima de absorcion.

Los resultados fueron: 508 nm para gelatina y 305 nm para albiumina

2.2.3.- Curva de Calibracion para albimina y gelatina

Para la elaboracion de las curvas de calibracion, se prepararon diferentes disoluciones a
partir de una soluciéon de concentracién conocida y se determinaron su valor de
absorbancia por el método de Biuret.

Los resultados obtenidos se representaron en una grafica de absorbancia v/s
concentracion, (mg/lt), caracterizada por su correspondiente ecuacion.

El procedimiento consistio en dos protocolos experimentales detallado en la tabla 2.1 y
2.2.

Tabla 2.1: protocolo experimental para la curva de calibrado de gelatina

Muestra | V gelatina (ml) | Agua (ml) | Biuret (ml) | Proteinas (ppm) | Absorbancia (nm)
X y
1 0.5 2.5 3 1666.66 0.132
2 1.0 2 3 33333 0.258
3 1.5 1.5 3 5000 0.390
4 2.0 1.0 3 6666.66 0.524
5 2.5 0.5 3 8333.3 0.658
Blanco - 3 3 - -
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Tabla 2.2: protocolo experimental para la curva de calibrado de albumina

Muestra |V alblimina| Agua (ml) | Biuret (ml) | Proteinas (ppm) | Absorbancia (nm)
(ml) X y
1 0.5 2.5 3 1666.66 0.536
2 1.0 2 3 33333 1.072
3 1.5 1.5 3 5000 1.610
4 2.0 1.0 3 6666.66 2.120
5 2.5 0.5 3 8333.3 2.691
Blanco - 3 3 - -

Con los datos obtenidos de concentracién y absorbancias se elaboraron las curvas de

calibracion las que se muestran a continuacion;

Fig. 2.3. Curva de calibracion de gelatina construida a 508 nm

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 -
0.2
0.1

Absorbancia

R? =0,9998

1666.6 3333.3 5000 6666.6 8,333,3

Concentracion (ppm)

Absorvancia

2.5

1.5

0.5

R?=0,999

1666.6 3333.3 5000 6666.6 8,333,3

Concentracion (ppm)

Fig. 2.4. Curva de calibracion de la albimina construida a 508 nm
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2.2 Desarrollo Experimental

Cada curva esta caracterizada por su correspondiente ecuacion; para la gelatina es;
Y =7.9x10°X — 2.99x107 ecs (2.2)
Y para la albamina la ecuacion es:

Y =3.21x10*X - 1.59x107 ecs (2.3)

2.2.4.- Estudio de la accion del quitosano como adsorbente de proteinas.
Optimizacion de parametro; pH y tiempo de accion.

La optimizacion de parametros de trabajo, pH y tiempo de contacto, se inici6 empleando
soluciones de gelatina y albumina a diferentes concentracion; las que se prepararon por
dilucién de una solucion de concentracion conocida.

Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente, procediendo de acuerdo a los
siguientes pasos experimentales.

Se dispuso de un set de muestra de un volumen de 10 ml, las que fueron tratadas sobre
35 mg de quitosano (Q; =79.3% grado de saturaciéon ) contenidos en un frasco de vidrio
con tapa plastica de 20 ml de capacidad. El pH de cada solucion fue ajustado
adicionando acido sulfurico hasta pH 3,1; 4,1 y 7,1 y agitadas durante 4 horas. El

sistema experimental se muestra en la figura 2.4

Fig. 2.5: Montaje experimental para el estudio de la accion de quitosano como
adsorbedor de nroteinas 27



2.2 Desarrollo Experimental

Concluida la agitacion, se filtro6 la mezcla, y el sobrenadante fue analizado por el
método de Biuret, obteniendo valores de absorbancia en cada caso y con los cuales se
determinaron las concentraciones de proteinas, considerando la ecuacion
correspondiente a la curva de calibracion de cada proteina. (ver ecuaciones 2.2 y 2.3)

En la optimizacion del tiempo de contacto, el procedimiento practico consistid en el
desarrollo de pruebas similares a las descritas anteriormente, manteniendo constante la
cantidad de quitosano (35 mg), volumen de muestra (10ml en cada caso) y variando el
parametro de tiempo de contacto

Se realizaron pruebas a dos pH 3.1 y 4.1, tomando en cuenta los datos obtenidos en los
experimentos anteriores como tiempo de contacto y pH, se pudo estimar valores 6ptimos
de trabajo que luego fueron aplicados en una muestra problema de sangre de bovino.

La muestra de sangre de bovino fue tratada previamente antes de realizar las pruebas con
Quitosano, para ello se determin6 la fraccion soluble de proteina contenida en dicha
muestra, la que se obtuvo centrifugando a una velocidad de 5000 rpm por un tiempo 15
minutos. La fraccioén soluble, que llamamos suero de sangre, se extrajo por filtracion
corriente para ser finalmente analizada por el método de Kjeldhal en la determinacion
del contenido total de proteinas.

2.2.5.-Método kjeldhal3 para determinacion de proteinas totales en suero de sangre.
El método Kjeldahl consiste en el desprendimiento del amoniaco de una muestra

contenida en un matraz, mediante la destilacion de la disolucion fuertemente

? El fundamento teérico del método Kjeldhal se encuentra detallado en el anexo 3
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2.2 Desarrollo Experimental

alcalinizada con NaOH. El NHj se recoge sobre acido boérico y el borato formado, se
valora con acido sulfurico.

En el procedimiento se dispuso de 5 ml de muestra recogidos en un balon Kjeldhal de
500ml. Se le agregd aproximadamente 15 ml de agua, 10 ml de acido sulftrico
concentrado y se adicion6 catalizador. La muestra fue digerida a ebullicion hasta que se
obtuvo un aspecto cristalino transparente. Terminada la digestion, y una vez frio se
adicion6 10 ml de agua destilada para iniciar la destilaciéon con 30 ml de NaOH 40 %.
Terminada la destilacion la fraccion de destilado fue colectado en un matraz enlermeyer
de 500 ml que contenia 100 ml de acido boérico con indicador mixto. Finalmente, las
muestras fueron valoradas con acido sulfurico 0,14675N previamente estandarizado con
un patrén secundario (hidroxido de sodio).

Al realizar los céalculos pertinentes se obtuvo una concentracion de proteinas totales de

844.613 ppm contenidas en 5 ml de una muestra de suero de sangre de bovino

2.2.6.- Determinacion de la longitud onda para proteinas del suero de sangre y
curvas de calibracion.

En la determinacion de la longitud de onda de trabajo para la muestra de suero de
sangre, se empled una porcion de muestra para realizar un barrido obteniéndose un

maximo de absorcion a los 420 nm.

2.2.7.- Curva de calibracion de suero de sangre de bovino.

La curva de calibracion se elabor6 siguiendo el protocolo experimental que se muestra

en la tabla 2.3.
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2.2 Desarrollo Experimental

Tabla.2.3: Protocolo experimental para el desarrollo de la curva de calibrado de suero de sangre

Muestra| V suerode | Agua (ml) | Biuret (ml) | Proteinas (ppm) | Absorbancia (nm)
Sangre (ml) X y
1 0.2 1.8 3 0.3378 0.0003
2 0.5 1.5 3 0.8445 0.012
3 1 1 3 1.689 0.026
4 1.5 0.5 3 2.5335 0.038
Blanco - 2 3 - R

Cada tubo se dejoé en reposo por 20 minutos y luego se leyé a 420 nm. Con los datos

obtenidos se construy¢ la curva de calibracién que se muestra en la figura 2.6.

Absorvancia

0.04
0.03
0.02
0.01

0 T

R=0.99989

0.3378 0.8445 1.689 2.5335

Proteina (ppm)

Fig. 2.6: Curva de calibracion de suero de sangre

La ecuacion correspondiente a la curva de calibracion de suero de sangre es la siguiente;

Y =-0.00843 +0.01372X

ecs. (2.4)
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2.2 Desarrollo Experimental

2.2.8.- Experimentos de adsorcion; “Isotermas de adsorcion”

Los experimentos de adsorcién consistieron en un estudio cinético de isotermas de
adsorcion para cada especie en estudio.

En la elaboracion de las isotermas para cada muestra de proteina, se consideraron un
conjunto de soluciones de diferentes concentraciones preparadas a partir de soluciones
de concentraciones conocidas. En cada caso se determinaron las concentraciones de
proteina por el método de Biuret antes y después del tratamiento con quitosano,
considerando el correspondiente valor de longitud de onda de trabajo Durante los ensayo
se tomaron volumenes de muestra de 10 ml, las que fueron tratadas con 35 mg de
quitosano a dos pH; 3.1 y 4.1. Las mezclas se agitaron por 4 horas para gelatina y 18
horas para albumina y suero de bovino de acuerdo al sistema que muestra la figura 2.5.
Finalizada cada agitacion, el quitosano fue separado de las soluciones de proteinas
mediante filtracion corriente y fueron determinadas sus absorbancia por el método de
Biuret

Obtenidos los valores de absorbancia, se determinaron las concentraciones de cada
especie de acuerdo a las ecuaciones que caracterizaron las curvas de calibracion
correspondiente a cada proteina.

Con los datos de concentracion se construyeron las isotermas de adsorcion considerando

la siguiente relacion matematica;

o LGCIV
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2.2 Desarrollo Experimental

donde g(M) son los miligramos de proteinas adsorbidos por miligramos de quitosano
utilizados, Ci es la concentracion inicial de proteina (ppm), Ce es la concentracion en
equilibrio de proteina (ppm). V es el volumen de muestra (L) y finalmente m es la
cantidad de quitosano utilizados en cada prueba (g).

Obtenido los valores de ¢, se representaron las isotermas de adsorcion graficando g v/s

Ce.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

En relacion con las experiencias realizadas en los ensayos de adsorcion de muestras
de proteinas solubles sobre quitosano, se obtuvieron resultados que se describen a

continuacion:

3.1.- Accion de quitosano en funcion del pH. Determinacion del pH de maxima
adsorcion.

Como se describi6 en la parte experimental, (2.2), las soluciones de proteinas fueron
tratadas con quitosano a tres pH diferentes durante un periodo constante de tiempo de
4 h. Las concentraciones iniciales C;, (antes del tratamiento), y finales Cy (después
del tratamiento), de cada solucién de proteina soluble, fueron determinada por el
método de Biuret, midiendo las absorvancias 4; y A, antes y después del tratamiento
respectivamente, y considerando las ecuaciones que caracterizan las curva de
calibracion para cada especie en estudio (ver ecuaciones 2.2 y 2.3) Se trabajo a la
longitud de onda de maxima absorcion previamente determinada para cada solucion
de proteina (seccion 2.2.2.). A saber: Solucion de Gelatina, 508 nm; solucion de
albumina, 305 nm.

En cada procedimiento se utilizé quitosano de grado de desacetilacion 79.3% (Q).

Los resultados referidos a los andlisis realizados en cada ensayo se presentan a

continuacion:
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3. Resultados y discusion

> Gelatina:

Tabla.3.1. Resultados experimentales obtenidos para gelatina, antes y después del
tratamiento con quitosano a diferentes pH, por el método colorimétrico de

Biuret. Longitud de onda de trabajo 508 nm.

pH A; C; (ppm) Ay Ct (ppm) | % de adsorcion
3,1 0.020 291 0.004 88.4 58.3%

4,1 0.020 291 0.018 265.69 31%

7,1 0.020 291 0.020 291 0

> Albdmina:

Tabla.3.2. Resultados experimentales obtenidos para albumina, antes y después del
tratamiento con quitosano a diferentes pH, por el método colorimétrico de

Biuret. Longitud de onda de trabajo 305 nm.

pH Ai Ci (ppm) % Cr(ppm) | 9% de adsorcion
3.1 0.055 176.29 0.02 67.25 38.14%

4,1 0.055 176.29 0.049 157.6 10.6%

7,1 0.055 176.29 0.055 176.29 0

En las figuras 3.1 y 3.2 se comprime graficamente los resultados de las tablas 4.1 y

3.2

350 -
300 -
250 |
200 @ C(inicial)
150 + m C(final)
100 |

50 -

C(ppm)

3.1 4.1 71
pH

Fig. 3.1.Accion del Quitosano sobre gelatina a
diferentes pH,(tiempo de agitacion 4 horas)
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200 -

150
€ @ C(inicial)
Q i
g 100 m C(final)
(8]

50 |
[
3.1 4.1 7.1
pH

Fig.3.2. Accion del Quitosano sobre albimina a
diferentes pH, (tiempo de agitacion 4 horas)

Los resultados obtenidos indican que para ambas proteinas, a pH 3,1 se logra la
maxima adsorcion sobre quitosano. Ademas, la gelatina presenta una adsorcion
notablemente mayor que albimina bajo las mismas condiciones de pH. A pH 4,1, en
el caso de la gelatina, la retencidon disminuye a la mitad y para albimina, a un tercio
de los valores obtenidos a pH 3,1. A pH 7,1, en ambos caso no se observo retencion.

Debido a la tendencia mostrada en los resultados obtenidos, no se trabajé a pH

intermedios.

3.2.- Optimizacion del parametro tiempo de contacto quitosano-proteina.

En el desarrollo de los experimentos para optimizar el tiempo de contacto, se trabajo
de forma casi similar como en la optimizacion del pH, la diferencia radic6 en que en
este caso se vario el tiempo de accion del quitosano manteniendo constante el pH a
3.1, por ser la condicién de maxima adsorcion.

Los resultados obtenidos en cada caso se detallan a continuacion.
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> Gelatina:

Tabla.3.3. Resultados experimentales obtenidos para gelatina, antes y después del
tratamiento con quitosano a diferentes tiempos, por el método colorimétrico

de Biuret. Longitud de onda de trabajo 508 nm.

Tiempo (h) A; C; (ppm) Ay Ci(ppm) | % de adsorcion
1 0.053 708.73 0.047 632.78 10.7%
2 0.053 708.73 0.041 556.83 21.4%
4 0.053 708.73 0.02 291 58.9%
6 0.053 708.73 0.02 291 58.9%

> Albumina

Tabla.3.4. Resultados experimentales obtenidos para AlbUimina, antes y después del
tratamiento con quitosano a diferentes tiempos, por el método colorimétrico

de Biuret. Longitud de onda de trabajo 305 nm.

Tiempo (h) A; C; (ppm) Ay Ci(ppm) | % de adsorcion
1 1.176 3668.5 1.062 3313.36 9.68%
4 1.176 3668.5 1.046 3263.52 11.03%
8 1.176 3668.5 0.950 2964.40 19.19%
12 1.176 3668.5 0.774 2416.16 34.13%
18 1.176 3668.5 0.49 1531.43 58.2%
21 1.176 3668.5 0.537 1677.85 54.26%
25 1.176 3668.5 0.611 1908.38 47.97%

Si se compara la accion del Quitosano sobre la gelatina y la Albumina a diferentes
tiempos de contacto se puede observar que la retencion de la gelatina es mas efectiva

que para el caso de la Albumina, segiin lo demuestran las figuras siguientes:
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Fig.3.3. Accion de gelatina sobre quitosano a diferentes tiempos
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Fig.3.4. Accion de albimina sobre quitosano a diferentes tiempos

En la figura 3.3, se representa graficamente la adsorcion de gelatina por quitosano a
diferentes tiempos de contacto, se observa que luego de un tiempo de 4 horas, la
accion de gelatina sobre quitosano es mucho mads efectiva con un porcentaje de
58.9% comparada con albimina. Por otro lado en la figura 3.4, donde se muestran
los porcentajes de adsorcion quitosano — albumina, se observa que luego de 18
horas, la albumina retiene un 58.2% de proteina semejante a la obtenida a las 4 horas
para gelatina.

Este comportamiento pudiera estar asociado en que ambos especies tienen diferentes
masas moleculares, en el caso de gelatina oscila en los 35000 daltons y para

37



3. Resultados y discusion

albumina es de 69000 daltons lo que se traduciria en una mayor facilidad de contacto
entre el quitosano sobre gelatina, quien tiene un peso molecular menor, en
comparacion con la albimina quien presenta un mayor peso molecular. Por otro lado
se observd que pasado las 21 horas de agitacion, en el caso de la albumina, se
producia un aumento en el valor de adsorbancia Una posible explicacion a esto
podria ser que estuviese ocurriendo un fenomeno de desorcion debido a que ya no
existirian sitios activos en donde se enlace la proteina con el quitosano es decir se
encontraria saturado. Con este resultado se podria establecer como tiempo maximo

de contacto del sistema quitosano — proteina antes que comience la desorcion.

3.3.- Isotermas de adsorcion.

Las pruebas de adsorcion a temperatura constante de cada muestra de proteina se
realizaron a dos pH, (3,1 y 4,1) obteniéndose los mejores resultados a pH 3,1.
Ademas se trabajo con dos tipos de Quitosano que se diferenciaron en su grado de
saturacion: A saber, Q; = 79.3% grado de saturacion y Q, = 100% grado de
desasetilacion.

Las concentraciones iniciales C;, (antes del tratamiento), y finales Cy (después del
tratamiento), de cada solucion de proteina soluble, fueron determinada por el método
de Biuret, midiendo las absorbancias 4; y 4, antes y después del tratamiento con
quitosano.

Los datos anteriormente descritos ademas de los valores calculados para el parametro

q(mg de proteina/g de quitosano) se resumen en las tablas siguientes;
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»  Gelatina: Tiempo de agitacion 4 horas

e ApH41(Q)

Tabla.3.5. Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de

adsorcion de gelatina a pH 4,1 (Q,)

Ai Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,035 0,032 480,80 442.9 10,82

0,04 0,33 544 17 455.56 25,31
0,052 0,043 696,07 582.15 32,54
0,075 0,058 987,21 772.02 61,48

0,1 0,074 1303,6 974.55 94,01
0,139 0,099 1797,34 1292 144,66
0,188 0,143 480,80 1847.97 10,82

e ApH41(Q)

Tabla.3.6. Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de

adsorcion de gelatina a pH 4,1 (Qy)

A Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0.026 0.023 366,96 328.98 10,35
0,032 0,028 442,91 392.27 14,46
0,04 0,032 54417 442 .91 28,93
0,052 0,04 696,07 544.17 43,4
0,075 0,055 987,21 734.05 72,33

0,1 0,059 1303,67 784.68 148,28
0.139 0.075 1797,34 987.21 231,46
0.188 0.087 2417,59 1139.11 365,28
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e ApH3,1(Qn)

Tabla.3.7.Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de adsorcion

de gelatina a pH 3,1 (Q)

Ai Ay Ce (ppm) Cr(ppm) q
0,026 0,013 366,96 202.4 47,01
0,032 0,018 442,91 265.69 50,63

0,04 0,022 544,17 316.32 65,1
0,052 0,03 696,07 417.59 79,56
0,075 0,045 987,21 607.46 108,5

0,1 0,049 1303,67 658.10 184,44
0,139 0,065 1797,34 860.63 267,63
0,188 0,077 2417,59 1012.53 401,44

e APpH3,1(Q)

Tabla.3.8.Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de adsorcion

de gelatina a pH 3,1 (Q»)

A; Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,023 0,008 328,98 139.11 54,24
0,032 0,015 442,91 227.72 61,48
0,041 0,020 556,83 291.01 75,94
0,053 0,027 708,73 379.62 94,03
0,075 0,041 987,21 556.83 122,96

0,1 0,045 1303,67 607.46 198,91
0,139 0,059 1797,34 784.68 289,33
0,188 0,061 2417,59 810 459,31

40




3. Resultados y discusion

» Albimina de bovino: Tiempo de agitacion 18 horas

e ApHA4,1(Q)

Tabla.3.9.Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de adsorcion

de albumina a pH 4,1 (Q))

A; Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,239 0,096 7495 304 127,28
0,247 0,1 774 42 316.47 130,84
0,272 0,115 8523 363.2 139,74
0,29 0,12 908,38 378.7 151,33
0,32 0,124 1001,8 391.2 174,45
e APpH3,1(Q)

Tabla.3.10. Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de

adsorcion de albumina a pH 3,1(Q,)

A; Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,239 0,023 749,5 76.6 192,25
0,247 0,027 774,42 89.06 195.8
0,272 0,043 852,3 138.9 203,82

0,29 0,047 908,38 151.37 216,26
0,32 0,051 1001,8 163.83 239,42
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» Suero de sangre de bovino: Tiempo de agitacion 18 horas

e ApH41(Qn)

Tabla.3.11.Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de

adsorcion de suero de sangre a pH 4,1 (Q,)

Ai Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,016 0,015 178,06 170,77 2,08
0,024 0,021 236,37 214,5 6,24
0,042 0,032 367,56 294,67 20,8
0,058 0,039 484 345,69 39,51
0,091 0,061 724 506 62,28

e ApH41(Q)

Tabla.3.12.Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de

adsorcion de suero de sangre a pH 4,1 (Q,)

A; Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,016 0,014 178,06 163,48 4,16
0,024 0,019 236,37 199,92 10,41
0,042 0,029 367,56 272,8 27,07
0,058 0,036 484 323,83 45,76
0,091 0,053 724 4477 78,94

e ApH3,1(Q)

Tabla.3.13.Datos experimentales y calculados para la elaboracion de la isoterma de

adsorcion de suero de sangre a pH 3,1 (Q))

A; Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,016 0,012 178,06 148.,9 8,33
0,024 0,017 236,37 185,34 14,58
0,042 0,027 367,56 258,23 31,23
0,058 0,035 484 316,54 47,84
0,091 0,051 724 433,16 83,09
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e ApH3I

Tabla.3.14.Datos experimentales y calculados para la elaboracion

adsorcion de s

(Q2)

uero de sangre a pH 3,1 (Q»)

de la isoterma de

A; Ay C. (ppm) Cr(ppm) q
0,016 0,008 178,06 119,7 16,67
0,024 0,013 236,37 156,19 22,9
0,042 0,023 367,56 229 39,5
0,058 0,03 484 280 58,2
0,091 0,047 724 404 91,4
El proceso de adsorcion a temperatura constante se puede representar

matematicamente mediante una serie de expresiones de origen fundamentalmente

empirico denominadas isotermas empiricas de adsorcion. Al graficar g(mg de

proteina /g de quitosano) v/s Ce (concentracion final de proteina en ppm) se obtiene

isotermas del tipo I11. Estas isotermas se muestran en las figuras 3.5 a .3 14.

q(mg de proteina/g de quitosano)
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Fig.3.5- isoterma de adsorcion de

gelatina a pH 4,1 (Q))

Fig. 3.6. isoterma de adsorcion de
gelatina a pH 3,1 (Qy)
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Este tipo de isoterma revela que las interacciones de estas especies (quitosano-
proteina), corresponde a una adsorcion fisica, ya que no existe posibilidad de enlace
quimico, es por ello que se puede hablar de fisisorcion, la cual es una interaccion en
multiples capas entre el adsorbente y el adsorbato. En el caso de tratarse de adsorcion
quimica pura, al ser una adsorcion monocapa, la grafica tiende asintdticamente a un
limite (Fig.1.1 tipo I), correspondiente a ¢4, €l llamado limite de adsorcion,
independiente de la concentracion. En una adsorcion fisica pura no existe este limite
y el nimero de gramos adsorbidos aumenta de forma continua con la concentracion.
Con los resultados obtenidos de los ensayos de retencion y de las isotermas de
adsorcion, es posible intentar comprender el comportamiento del sistema quitosano-
proteina.

Haciendo un andlisis simple de la estructura del Quitosano y de las posible
interacciones moleculares involucradas entre quitosano y las proteinas, se observa
que se pueden establecer diferentes interacciones moleculares debido a la presencia

de grupos nucleofilicos como OH, NH, y a enlaces heteroatomos-hidrogenos
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3. Resultados y discusion

polarizado (un ejemplo lo muestra la figura 3.15). Entre las interacciones mas
importantes esta la de tipo de enlace hidrogeno, como por ejemplo:
» Entre dos grupos hidroxilo (HO—HO)
» Entre el hidrogeno del grupo amina y los oxigenos de los grupos hidroxilo
(HO—HN)

» Entre el hidrogeno sobre el nitrogeno de la amina y el grupo carbonilo

(C=0—HN).
(I:O
CH,OH OH NH
AT
N
yﬁ/o o N\
X__NH CH,OH
H Hw
—H
N=H o
~Cc—Cc=0 P Proteina
|

Fig.3.15. Posibles interacciones de enlace de hidrégeno entre Quitosano y proteina

Considerando los graficos 3.3 y 3.4, que muestran la adsorcion de las proteinas sobre
Quitosano partiendo de soluciones de igual concentracion y a diferentes pH, se puede
observa que la mayor adsorcion resulté ser a un pH de 3,1. La razoén podria
encontrarse en el hecho de que el exceso de proton en el medio, producto del acido

para el ajuste de pH, actuaria de enlace entre los grupos nucleofilicos (OH, NH,
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C=0) y el proton del acido. Una forma grafica de representar esto ultimo, se muestra

en la figura 3.16.

> Proton del acido

Grupo +
nucleofilico . \\\ H/,

5 H

Fig.3.16. Interaccion entre proton del 4cido y grupos nucleofilicos de quitosano y
proteina

3.4.- Analisis comparativo entre dos tipos de Quitosano de diferente grado de
saturacion.

Una de las propiedades que caracteriza al quitosano extraido de la quitina, es su
grado de saturacion, el cual esta directamente relacionado con el proceso de
hidrolisis de los grupos acetamido de la quitina (CH3;CONH-) hasta grupos aminos
(NHy), la cual lleva en definitiva a la obtencion del quitosano. De acuerdo a esto se
puede esperar un comportamiento distinto en lo que se refiere a los posibles enlaces
que ocurre con la proteina, si comparamos dos tipos de quitosano de diferente grado
de desacetilacion.

En la elaboracién de las isotermas, se utilizaron dos tipos de quitosano de diferente
grado de desacetilacion, uno 79,3% (Q,) y el otro 100% (Q;) desacetilado. Esta
diferencia indica que para el caso de Q, existe la desaparicion de grupos carbonilo ya
que la desacetilacion es completa, en cambio Q; la desacetilacion es parcial por lo

tanto existen tanto grupos aminos como grupos carbonilos.
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Para el primer caso (Q;) hay un niumero menor de enlaces hidrogeno posible en los
que intervienen los grupos carbonilo (C=O—OH y C=0—NH), los cuales son mas
fuertes que cualquiera de los otros enlaces hidrégeno, sin embargo el grupo acetilo
de la Q; puede presentar un impedimento estérico para la formacion de enlaces
hidrégeno en los que intervenga el grupo hidroxilo vecino o el hidrégeno aminico, lo
que resulta en una desventaja relacionada con la adsorcion de la proteina.

Si observamos los resultados nos podemos dar cuenta que la diferencia no es tan
marcada esto se debe a la diferencia de masas moleculares del quitosano Q; y Q; .
Como sabemos el quitosano es una gran estructura y su tamafio esta directamente
relacionada con su masa molar por lo tanto a mayor masa molar existe mayor
cantidad de grupos aminos o acetilos disponibles para enlazarse con la proteina. En

el caso de Q) su masa molar es de 63.000 g/mol y para Q, es de7.600 g/mol.

3.5.-Proyeccion y estudios futuros

A pesar que los resultados obtenidos en este estudio no arrojaron favorables
resultados ya que se pudo establecer una capacidad de adsorcion de s6lo un 50% de
proteinas sobre quitosano, el uso de este polimero tiene otras ventajas comparativas,
como es el de ser no toxico y biodegradable por ende no dafia el medio ambiente,
ademas se obtiene de un polisacarido (quitina) ampliamente distribuido en la
naturaleza y que constituye el segundo polimero mas abundante, esto lo hace ser
favorablemente econémico.

El quitosano se puede modificar quimicamente para convertirlo en un material mas
versatil para asi obtener mejores resultados. Dentro de este contexto existen métodos

de cuaternizacion de los grupos aminos primarios y secundarios, algunos de los
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cuales ya se han aplicado con éxito al quitosano, obteniéndose diferente derivados
alquilados.

Uno de los métodos mas usados para realizar esta modificacion hace uso de la
preparacion de intermediarios monoalquilados tipo base de Shiff's para su posterior
alquilacion exhaustiva usando yoduro de metilo. La reaccion para dicho efecto es el
siguiente;

- . & _e -
R—NH, + 3CH;—Ilt ——— R—N(CH;);«la + 3 H—I1

Cuando la amina primaria ataque al yoduro de metilo se formara una amina
secundaria, que es mas nucleofilica que la amina primaria. La amina secundaria
competird con la amina primaria en el ataque al yoduro de metilo y formara una
amina terciaria, que a su vez atacard al CH3;l y formard una sal de amonio. El
resultado de la reaccion sera una mezcla de aminas y de la sal de amonio.

La alquilacion de la amina esta representada por la siguiente sintesis:

CH-
R . CHa-l . CHaal R X CHul 3
\;N—H —*-R\/N—CHa ——  NCHy T, REI]J—CH--_; °
H.C |
H H : H:.;C
amina primaria amina secundaria amina terciaria sal de amonio

Fig.3.17 Sintesis de alquilacion de una amina primaria
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A través de esta sintesis se podria extender el intervalo de pH donde se pueda utilizar

dicho biopolimero en solucion, para darle una mayor aplicabilidad.

3.5.1 Disefio de un modelo a escala real para llevar acabo la accion de quitosano
como adsorbedor de proteinas solubles.

Con los datos obtenidos en el trabajo experimental realizado, se puede hacer un
acercamiento estimativo para aplicar la accion de Quitosano como adsorbedor de
proteinas en efluente industriales liquidos. Es posible disefiar un reactor de facil
manejo y control como por ejemplo un adsorbedor de tanque agitado de flujo

continuo como lo muestra la figura 3.18

Fig. 3.17. Modelo de un tanque agitado

El tratamiento consistiria en afadir quitosano en forma manual o mecanica al tanque
para que est¢ en contacto con el efluente por un tiempo determinado y
posteriormente pueda separarse el quitosano por sedimentacion o filtracion.

El diseno de ingenieria del tanque agitado depende de factores tales como flujo del
efluente y tiempo de contacto, con estos datos se puede calcular el didmetro del

tanque, aplicando la siguiente ecuacion

Tr{hr)=Vr{it|F (It / hr)
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en donde 77 es el tiempo de retenciéon en horas, Vr es el volumen del reactor

representado por la ecuacion; Vr = zD,*L/4 y finalmente F es el flujo del efluente
expresado en It/hr.

El calculo final del diametro del reactor depende del valor de la altura que se le de,
por lo tanto a mayor altura mayor sera el diametro.

Por otro lado un factor que se debe considerar es el tamafio de particula del quitosano
ya que si este es muy pequefio tenderia a empaquetarse dificultando el contacto con
el efluente y su posterior separacion.

Queda claro que hace falta un trabajo mas exhaustivo para llegar a completar un
disefio optimo, sin embargo esto da pie para comenzar una nueva investigacion el

cual tenga un nuevo protagonista.
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4.- CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo referido a la retencion de quitosano sobre proteinas
biosolubles como lo son gelatina, albimina y proteinas de suero de sangre de bovino se

pudo llegar a las siguientes conclusiones:

» El Quitosano, presenta propiedades adsorbente frente a proteinas tales como;
gelatina, albimina y proteinas suero de sangre de bovino. De esta manera este
estudio se convierte en una interesante opcion para la purificacion de efluentes

contaminantes por ejemplo las que provienen de industrias procesadoras de carne.

» Los experimentos de adsorcion revelaron que la accion del quitosano es mas efectiva
a pH dcidos. De acuerdo a los pH considerados en este estudio el orden seria, 3,1 >
4,1 > 7,1. La razon pudiera centrarse a que el proton del acido para el ajuste de pH

actuaria con enlace con los grupos nucleofilicos del quitosano y la proteina.

» La adsorcion de proteinas sobre quitosano se ajustaron a isotermas de adsorcion del
tipo III en todos los casos, lo que reveld que el sistema Quitosano — proteina
presenta interaccion fisica. Este tipo de isoterma de forma concava hacia arriba
recibe el nombre de desfavorable debido a que se obtiene de material adsorbido en

cantidades bajas
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» Los analisis realizados para la optimizacion del tiempo de accion para el sistema
quitosano — proteina, demostraron que se requirié un menor tiempo de contacto para
gelatina en comparacion con albimina. Se obtuvieron resultados Optimos a tiempos
de contacto de 4 horas para la gelatina y 18 horas para la albumina en donde el
porcentaje de adsorcion fue de un poco mas del 50%. Esta diferencia se puede deber
a que la albimina presenta un mayor masa molar en comparacion a gelatina lo que

resultaria en una menor capacidad de contacto entre ella y el quitosano.

» En el analisis comparativo de dos tipos de quitosano cuya diferencia radica en su
grado de saturacion (Q; = 79,3% y Q2 = 100%) se tradujo en diferencias en lo que se
refiere a su capacidad de adsorcion de quitosano sobre las muestras de proteinas.

Los resultados obtenidos demostraron que el quitosano 100% desacetilado presentd
una mayor adsorcion en comparacion al quitosano 79,3% desacetilado.

En el caso Q; existe grupos carbonilos y aminos no asi en Q; quien al ser 100%
desacetilado solo presenta grupos aminos. Esta caracteristica favorece la adsorcion
ya que la presencia de grupos carbonilos produciria un efecto estérico con el cual se

ve desfavorecido la formacion de puente de hidrogeno.
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ANEXO 1

>  Reaccion del Biuret. ?”

La reaccion del biuret esta basada en la formacion de un complejo azul-parpura entre
los enlaces peptidicos y el Ion Cu®" en medio alcalino. Este complejo absorbe luz en el
espectro visible (A = 540 nm).

El reactivo reacciona con compuestos que tienen dos grupos -CO-NH- unidos a un
mismo atomo de N ¢ C. Por lo tanto, no es una reaccion especifica de proteinas. La
intensidad del color, azul-violaceo, es proporcional a la concentracion proteica del
medio. El color se debe a la formacion de un complejo de coordinacion del cation

cuprico con cuatro nitrégenos. Esto se observa en la figura siguiente;

O:R f:O
H/N\ /,N\H
R—CH > - HC—R
\ _cut /
oz/c JPtas TSl C\:O
HN\/ \/NH
R—CH HC—R

Fig. A.1 Complejo de coordinacion que se forma entre el cobre y 4 nitrogenos
de una proteina

Este método tiene la ventaja de que es poco influenciado por la composicion

aminoacidica de las proteinas presentes en la muestra ya que es una reaccion en la que

interviene directamente el enlace peptidico. Sin embargo, se trata de un método que,
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comparado con otros métodos disponibles, resulta poco sensible, ya que cada ensayo
requiere una cantidad de proteina superior a 0.1 mg. Ademas, son numerosos los

compuestos que interfieren; entre otros, sacarosa, Tris, glicerol, EDTA.
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ANEXO 2

Método kjeldahl

» Determinacion de nitrogeno por el método Kjeldahl. "

Las proteinas son compuestos altamente polimerizados, que estan formados por
aminoacidos. También se unen a componentes no proteicos. Las proteinas se encuentran
entre los nutrientes mas importantes, junto con los lipidos y los carbohidratos. Ademas
de su funcion energética (1 g de proteina proporciona 4,1 Kcal al organismo), dada su
naturaleza nitrogenada, son necesarias para la sintesis de compuestos propios del
organismo implicados en la estructura de las membranas junto con los lipidos, como
glicoproteidos en funciones de lubricacion y como nucleidos que posibilitan la sintesis
de las proteinas propias del organismo, asi como la formacion de los cromosomas y la
division celular.

El valor nutritivo de las numerosas proteinas alimentarias existentes depende de su
digestibilidad, que depende a su vez de la estructura, es decir, de su composicion
aminoacidica. El contenido de aminoacidos esenciales (de los aproximadamente 30
aminoacidos 8 son esenciales para el hombre dado que éste no es capaz de sintetizarlos)
determina el valor bioldgico, es decir, el mayor aprovechamiento fisiologico de una
proteina por parte del organismo. Rige la ley del minimo, esto es, si la oferta de
aminodcidos esenciales es demasiado limitada, el conjunto del rendimiento de las
reacciones de sintesis dependera del aminoacido que esté presente en menor cantidad
(aminoacido limitante). Los aminoacidos limitantes mas importantes son la lisina

(cereales y patatas) y la metionina (carne y leche).
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En el analisis de alimentos, el método de kjeldahl es el que ha alcanzado mayor
importancia. Como consecuencia de su estructura a base de aminoacidos individuales, el
contenido de nitrogeno de las proteinas varia solo entre unos limites muy estrechos (15 a
18% y como promedio 16%). Para la determinacion analitica del contenido en proteina

total o “proteina bruta”, se determina por lo general el contenido de nitrogeno

.CH NH
\ C / \ cH” + |O|
| o—=s—o
(0]
(0}
T ||
o — |S:O
.CH NH
NN

tras eliminar la materia orgénica con 4cido sulfurico (método de kjeldahl que data de
1883), calculandose finalmente el contenido de proteina con ayuda de un factor (en
general 6,25). se asume que el trioxido de azufre que se forma durante el tratamiento a
altas temperaturas se adiciona como acido de Lewis al grupo NH del enlace peptidico
(base de Lewis) de la proteina, formandose el correspondiente 4cido amidosulfonico. El
acido amidosulfénico es resistente a una posterior oxidacion y se transforma en sulfato
amonico por degradacion. El sulfato amonico se determina a continuacion, tras

liberacion del NH; y destilacion, por medio de una valoracion acido-base.
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La degradacion oxidativa acelerada cataliticamente de compuestos organicos con acido
sulfurico a temperaturas comprendidas entre 360 y 410 °C se denomina tratamiento

kjeldahl. Las transformaciones quimicas que tienen lugar son:

CH,ON,,.,..+2n+m/2-1-15a+2,5b)0 - nCO, +(m/2-1,5a-0,50)H,0+aNH, +
+bHNQO, +c/2N,

La degradacion de grupos nitrogenados organicos funcionales tiene lugar dependiendo
del compuesto que forme el nitrogeno a través de muchas etapas intermedias a sulfato
amonico, acido nitrico o nitrégeno elemental. Los grupos funcionales nitrogenados de
moléculas orgdnicas y sus correspondientes productos de degradacion estan
representados en la tabla A.1

Tabla.A.1 :Grupos funcionales de moléculas organicas y su producto de degradacion

Grupo funcional Nombre Producto de degradacion
-CONH- grupo peptidico
-CONH, carbamico (amida)
-OCN oxocianato
-NCO isooxocianato
-SCN tiocianato
-NCS isotiocianato NH;
-CN nitrilo
-NC isocianida
-NH, amino
=NH 1mino
=N- nitrégeno heterogéneo sin
enlaces N-N
-NO nitroso
-NO, nitro
-NOOH isonitro NHO;
-NHOH hidroxilamino
=NOH oxima
-NHNH, hidrazina
=N-NH-R hidrazona
-N=N- azo N,
=N-N= azino
N= diazonio
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» Fundamento teorico del método de Kjeldhal.

La sustancia a investigar se somete a un tratamiento oxidativo con acido sulfurico
concentrado en presencia de un catalizador (sulfato férrico), un oxidante (peroxido de
hidrégeno) y un elevador del punto de ebullicion del sulfurico (sulfato potésico). Del
sulfato amonico formado se libera el amoniaco por tratamiento alcalino y éste se
transporta con ayuda de una destilacion en corriente de vapor a un recipiente con acido
borico y se realiza su valoracion con una disolucion valorada de 4cido clorhidrico. El
contenido de proteina en la muestra se calcula teniendo en cuenta el contenido medio de
nitrogeno en la proteina en cuestion.

Para expresar el contenido en proteinas de la muestra analizada es necesario multiplicar

la cantidad de nitrogeno por un factor de acuerdo con la tabla siguiente:

Tabla.A.2 Factor de multiplicacion para determinar el contenido

de proteinas en una muestra, segtin el tipo de alimento

Alimentos Factor
gelatina 5,55
leche, productos lacteos 6,38
carne, pescado, huevos 6,25
frutos secos y semillas oleaginosas 5,4
verduras, frutas y derivados cereales 6,25
maiz, leguminosas 6,25
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