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RESUMEN

REMOCION DE ARSENICO EN AGUA MEDIANTE
NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE FERRITA DE NIQUEL
CUBIERTAS CON QUITOSAN DE Aspergillus niger

POR

VANIA ISABEL MARTINEZ PENA

MAESTRO EN CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

TORREON, COAHUILA JUNIO 2018

Ph.D. VICENTE DE PAUL ALVAREZ REYNA -DIRECTOR DE TESIS-

La contaminacion del agua por metales pesados es una problematica cada vez mas
frecuente en muchas partes del mundo. La Comarca Lagunera es una region ubicada al
norte de México, que ha sido afectada desde hace algunas décadas por una patologia
provocada por la ingesta cronica de arsénico “HACRE” (Hidroarsenicismo Cronico
Regional Endémico). A pesar de que existen tratamientos para la remocién de arsénico
del agua, estos o de alto costo y por lo tanto dejan de ser rentables, 0 son muy exigentes
en las condiciones operacionales, o generan gran cantidad de residuo contaminado por el
arsénico. Por lo tanto, el desarrollo de métodos alternativos para remocion del arsénico
sigue siendo un reto en el &mbito cientifico.

En este trabajo de investigacion se describen procesos eficientes para la extraccion de
quitosan fangico por medio de un método &cido/alcalino. Se ha determinado que el
quitosan es un biopolimero que posee una propiedad quelante de iones metalicos.

Ademas, se desarrollé un procedimiento de co-precipitacion en una sola etapa factible

Vi



para la sintesis de nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel recubiertas con quitosan
fangico. Los sistemas magnéticos nanoestructurados (con y sin quitosan) mostraron la
capacidad para la remocién de arsénico presente en agua de la Comarca Lagunera
efectuando la recuperacion de éstas con un campo magnético externo. Se identificd que,
a un namero determinado de exposiciones, las nanoparticulas magnéticas de ferrita de
niquel recubiertas con quitosan en efecto son eficientes para la adsorcion de arsénico en

agua contaminada con dicho metaloide.

Palabras clave: contaminacion, arsenicismo, quitosan, biosorcion.
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ABSTRACT

ARSENIC REMOVAL IN WATER BY MAGNETIC NANOPARTICLES OF
NICKEL FERRITE COATED WITH Aspergillus niger CHITOSAN

BY

VANIA ISABEL MARTINEZ PENA
MAESTRO EN CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
UNIDAD LAGUNA

TORREON, COAHUILA JUNIO 2018

Ph.D. VICENTE DE PAUL ALVAREZ REYNA -ADVISOR-

Heavy-metal water pollution is an increasingly common problem in many parts of the
world. The Comarca Lagunera is a region located North of Mexico, That has been affected
for some decades by a pathology caused by the chronic intake of Arsenic "HACRE"
(Chronic Regional Hydroarsenicism Endemic). Although there are treatments for arsenic
removal from water, however, they are costly and therefore they are no longer profitable,
or demanding in the operational conditions, or generate large amount of waste
contaminated by arsenic. Therefore, the development of alternative methods for arsenic
removal is still a dare in the scientific area.

This research describes efficient processes for the extraction of fungal chitosan through
an acid / alkaline method. It has been determined that the Chitosan is a biopolymer which
possesses an chelator property of metal ions.

Also, it developed a process of coprecipitation in a single phase feasible for synthesis of
magnetic nanoparticles of nickel ferrite coated with fungal chitosan. Nanostructured
Magnetic Systems (with and without chitosan) demonstrating the capacity to remove
arsenic present in water of the Comarca Lagunera effecting to recovery them with an

external magnet.
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It was identified that, to a certain number of exposures, the magnetic nanoparticles of
nickel ferrite coated with fungal chitosan in effect are efficient for arsenic adsorption in

contaminated water with this metalloid.

Key words: pollution, arsenicism, chitosan, biosorption.



. INTRODUCCION

El arsénico tiene mas efectos nocivos sobre la salud que cualquier otro tdxico, las
evidencias de que la exposicion estd muy extendida en todo el mundo siguen en aumento
(Smith y Steinmaus 2011).

Alrededor de 30 paises en el mundo han reportado problemas de contaminacién de agua
por arsenico. Algunos de los paises con mayor incidencia en reportes de arsénico son:
Taiwan, Chile, India, México y Bangladesh (Moran y Garcia 2016).

En México a principios del afio de 1960, se reportaron problemas de salud en personas y
animales en la Comarca Lagunera, en los estados de Coahuila y Durango, México, debido
al consumo de agua subterranea con elevada concentracion de arsénico, esto fue
presentado ante las instituciones de salud en México. El agua provenia del acuifero aluvial
que representaba la principal fuente de abastecimiento para mas de dos millones de
personas que habitaban en la zona (Mejia et al., 2014).

La ingesta de arsénico inorganico aun en concentraciones muy bajas, puede causar a largo
plazo enfermedades como, cancer de piel, vejiga y pulmén. La ingesta de arsénico se ha
relacionado con otros efectos sobre la salud, incluso los efectos en el sistema reproductivo
y de desarrollo embrionario, enfermedades cardiovasculares, enfermedades pulmonares
no malignas, y lesiones de la piel (George et al., 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha realizado investigaciones de la calidad
del agua y ha llegado a la conclusion de que 1/10,000 habitantes tiene riesgo de adquirir
cancer de piel debido a la ingesta diaria de agua con concentraciones de 0.002 mg/L de
arsénico (llina et al., 2009).

Se han utilizado diversas tecnologias para eliminar el arsénico del agua subterranea. Las
tecnologias mas comdnmente utilizadas incluyen co-precipitacion con alumbre o hierro,
adsorcion sobre fléculos coagulados, resina de intercambio ionico, 6smosis inversa y

técnica de membrana (Parga et al., 2005).

Estas y otras tecnologias tienen sus deficiencias, por ejemplo, la vida util de algunas

membranas y resinas es muy corta, en algunos casos se necesita el reemplazo de estas



después de cuatro o cinco usos, aunado con que estas técnicas son muy costosas y
requieren operacion y mantenimiento de alta tecnologia (Parga et al., 2005).

Otra desventaja que presenta la mayoria de estas tecnologias es la alta produccion de
residuos toxicos, los cuales por su origen no pueden biodegradarse y presentan un
problema para su confinamiento (USEPA, 2000).

En los ultimos afos, el desarrollo de procesos de adsorcion han surgido como una
respuesta eficaz para eliminar iones toxicos (Zhang et al., 2013). En varias investigaciones
se ha descubierto que los materiales basados en Fe adsorben los compuestos de arsénico
en el agua con relevante eficiencia. Las ferritas son un grupo de materiales
Oxidos/magnéticos de gran importancia tecnoldgica. Dentro de este grupo se encuentran
las ferritas de niquel (NiFe204), utilizadas para la purificacion de agua, eliminacion de
iones inorganicos, eliminacion de contaminantes organicos y eliminacion de bacterias
(Brown et al., 2004). Una ventaja de los materiales de Fe es que no son tan costosos, son
faciles de producir y manipular.

Por otro lado, en algunas investigaciones se ha propuesto el uso de biopolimeros para la
captacion de contaminantes de iones metalicos en el agua (Johnston et al., 2001).
Biopolimeros tales como alginato, quitina y quitosan son un tipo de biomateriales que se
destaca por su alta capacidad de remover metales pesados.

En contraste con otros biopolimeros, el quitosan es un polimero hidréfilo que contiene
grupos bésicos débiles, que le dan caracteristicas especiales desde el punto de vista
biotecnoldgico. Las ventajas de tal material son, su abundancia en la naturaleza, no
toxicidad, afinidad al medio ambiente y rentabilidad (Babel y Kurniawan, 2003; Kyzas et
al., 2013).

La presencia de quitosan puede ser aprovechada en el disefio de los sistemas magnéticos
aptos para la adsorcion de arsénico. Este biopolimero tiene la funcién de estabilizar los
sistemas nanoestructurados, asi como ligar y/o quelar sobre la superficie de los 6xidos de
fierro, dando lugar a la biosorcion (Barkatta et al., 2009).

El objetivo del presente trabajo fue obtener nanoparticulas magnéticas recubiertas de
biomasa fungica obtenida de proceso biotecnologico “quitosan”, por medio de la técnica
de co-precipitacion donde fierro, niquel y quitosan fueron precipitados en una sola etapa,

para realizar ensayos de biosorcion de arsénico en agua de uso doméstico, tomando en



cuenta el tiempo de contacto, la concentracion inicial de arsénico y cantidad de
nanoparticulas aplicadas. Se considera que no hay antecedentes de obtencion de este tipo
de sistema mediante esta técnica la cual fue aplicada previamente para los sistemas con
magnetita (Osuna et al., 2012).



1.1 JUSTIFICACION

El presente estudio es una aportacion en la generacién de conocimiento acerca de la
obtencion de sistemas magnéticos recubiertos con quitosan considerando que no se
reportaban antecedentes de la sintesis por co-precipitacion in situ en una sola etapa.

El estudio se caracteriza por su importante impacto ambiental ya que se pretende definir
una ruta alternativa para aprovechamiento de residuo de biomasa generada en el proceso
biotecnoldgico.

Ademas, el estudio conduce a la obtencion de nuevo material apto para el desarrollo del
método de la remocion de arsénico de agua lo que actualmente presenta un problema

apreciable tanto para nuestro pais como otras regiones del mundo.

1.2. HIPOTESIS

Se puede extraer quitosan de biomasa flngica generada en un proceso biotecnoldgico para
aplicarlo en la obtencion de ferrita de niquel recubierta con este biopolimero en una sola
etapa.

Las nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel sin y con quitosan extraido de
Aspergillus niger dan lugar a la biosorcién de arsénico, mejorando la calidad del agua en

la region Lagunera.



1.3. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar la técnica de extraccion de quitosan de biomasa de Aspergillus niger obtenida
como residuo del proceso biotecnoldgico, aplicarlo en la sintesis de las nanoparticulas
magnéticas de ferrita de niquel recubiertas con este biopolimero, caracterizar el sistema
nanoestructurado y valorar la biosorcion de arsénico y otros iones del agua de la Comarca

Lagunera.

1.4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Obtener quitosan de la biomasa de la cepa Asperillus niger productora de la enzima
lipasa.
b) Obtener nanoparticulas de ferrita de niquel con y sin quitosan y realizar la
caracterizacion del sistema nanoestructurado.
c) Valorar la adsorcién de arsénico y otros iones presentes en agua de La Comarca

Lagunera de los sistemas magnéticos obtenidos.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. ARSENICO

El arsénico se clasifica quimicamente como no metal 0 metaloide y se encuentra dentro
de los «metales pesados», es uno de los principales contaminantes de los procesos
industriales, es toxico y ademas cancerigeno. En este elemento no metalico durante mucho
tiempo se ha observado una estrecha relacion con las actividades antropoldgicas, pero no
ha sido sino hasta apenas hace un par de décadas, que la comunidad cientifica esta en
busqueda de soluciones adecuadas para controlar o erradicar el problema sanitario que
aqueja a una gran cantidad de personas que estan en contacto con agua potable
contaminada con arsénico.

El dafio a la salud que se genera por el consumo de agua contaminada con arsénico es un

grave problema a nivel mundial (Morény Garcia, 2016).

2.1.1. Propiedades del arsénico

El arsénico es un elemento presente en la naturaleza en diferentes formas: cristalino,
amorfo, amarillo, sélido; el arsénico elemental con coloracidn gris acero es naturalmente
solido. Su simbolo quimico es As, con nimero atémico 33 y PM de 74.91. Tiene un punto
de ebullicion a 610 °C; la tensién de vapor de 1 mm Hg a 372 °C.; el is6topo estable 75
As, isotopos artificiales 74 As 'y 76 As. Punto de fusién a 817 °C a 38 at (Torricelli). Y su
densidad g/cm?: Cristalino 5.727/14 °C, amorfo 4, amarillo: s6lido 2.0 (Moran y Garcia,
2016).

Existen tres grupos principales de compuestos de arsénico, desde el punto de vista

bioldgico: compuestos inorganicos, organicos y arsenamina (un gas) (Weast, 1988).

2.1.2. El arsenico en el medio ambiente

El arsénico se encuentra distribuido considerablemente en la corteza terrestre con una
concentracion media de 2 mg/kg. Esta presente de forma natural y en cantidades bajas en
todo tipo de rocas, suelo, agua y aire (Garcia, 2011).

El arsénico se encuentra principalmente de forma inorganica, arsenito (1) y arseniato

(V). El arsenico inorganico se forma mediante la combinacion de elementos como el



oxigeno, cloro y azufre; el organico, mediante la combinacion del carbono o hidrgeno.
Muchos de los compuestos arsenicales se diluyen facilmente en el agua, por ello se
denominan como contaminantes comunes de lagos, rios o depdsitos de agua subterranea
(napas freaticas) (USEPA, 2009).

Las concentraciones oscilan entre 1 y 2 ug/L, en aguas naturales. Sin embargo, en las
aguas subterraneas, donde hay depoésitos minerales de sulfuros y sedimentarios derivados
de rocas volcanicas, las concentraciones pueden ser significativamente elevadas (WHO,
2011). Las aguas superficiales también son afectadas pero en menor medida.

Las fuentes contaminantes que afectan el agua son mdltiples, se presentan en forma de:
polvo, rocas, plaguicidas, procesos industriales, etc. (Moran y Garcia, 2016).

Al entrar en contacto el metaloide y el agua subterranea existen grandes posibilidades de
que dicha agua llegue hasta consumo humano, otra via de contacto es a través de la cadena
alimentaria ya que se tienen reportes de la acumulacion de arsénico en celulas de tejidos
vegetales, en donde el arsénico causa dafios genotoxicos en estos organismos (Prieto et
al., 2005).

Una vez que ha entrado en el ambiente este metaloide no puede ser destruido, sino que se
esparce y provoca efectos en la salud de los seres humanos y en los animales, lo cual

ocurre en muchas partes del mundo (Astolfi et al., 1982 ).

2.2. ARSENICISMO E HIDROARSENICISMO

Se designa como arsenicismo a la intoxicacién inveterada por arsénico; por otro lado,
cuando la fuente de exposicion es el agua de consumo se le denomina «Hidroarsenicismo
Crénico Regional Endémico» o HACRE (Astolfi et al., 1982 ). El tiempo de exposicién
y dosis, son caracteristicas totalmente correlacionadas con las manifestaciones clinicas de
un individuo, por ejemplo: cuando se consume de manera frecuente una concentracion de
250 pg/L, se espera que las alteraciones en la salud se inicien a los 10 afios; con una
concentracion de 10 pg/L, las alteraciones a la salud se presentaran al menos en 20 afios.
Los estudios han revelado que los dafios celulares y moleculares se presentan de manera

temprana cual sea la dosis que se ingiera.



La intoxicacion con arsénico tiene efectos negativos en la piel, sistema cardiovascular,
gastrointestinal, respiratorio, asi mismo afecta de manera neurotdxica y nefrotdxica. Otras
alteraciones que se desarrollan al haber mantenido contacto de manera cronica con
arsenico son: conjuntivitis, predominante en nifios (Kundu et al., 2010), se presentan
dafios en los linfocitos (Li et al., 2002 ), y en los neutréfilos (Binet et al., 2010). El
Alzheimer es otra patologia que tiene una probable relacion con el arsenicismo, sin
embargo se siguen haciendo investigaciones (Gong y O’Bryant, 2010). Es por ello que
tanto el arsenicismo como el Hidroarsenicismo cronico son problemas de salud publica

que disminuye la calidad y esperanza de vida (Albores et al., 1979).

2.2.1. Arsenicismo a nivel mundial

El arsénico se encuentra en el lugar nimero 11 en abundancia en la corteza terrestre, este
metaloide se ha utilizado como medicamento, en la agricultura, area electronica, e
industria.

Se sabe que el arsénico se encuentra de manera natural en el medio ambiente, pero cuando
éste excede los limites permitidos se determina como un contaminante, el cual afecta
suelo, aire y agua. La contaminacion del agua subterranea por el arsénico ha tomado gran
importancia, convirtiéndose en un problema primordial de la calidad del agua en muchas
partes del mundo. Los paises con mayor incidencia en reportes de arsénico son: Taiwan,
Chile, India, Argentina, Estados Unidos, Canada, Hungria, Nueva Zelanda, Alaska,
Polonia, Sri Lanka, Espafia, China, Bangladesh, Japén y México (Morény Garcia, 2016).
En el cuadro 1 se enlistan los niveles permisibles de arsénico reportados para algunos
paises afectados. En los Estados Unidos de Ameérica, la Agencia de Proteccion Ambiental
ha propuesto una modificacién en los limites maximos permisibles de Arsénico en agua
potable delimitando una concentracion de 50 a una reduccion de 10 pg/L, sin embargo, se
esta evaluando la viabilidad de esta norma.

En Europa la concentracion maxima aceptable para el arsénico en agua potable se fija en
10 pg / L, ésta presenta similitud con la establecida por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS).

Por otro lado, los paises en vias de desarrollo estan trabajando para definir y llevar a cabo
medidas para conseguir estandares de 50 ug / L (Berg et al., 2001).



Cuadro 1. Niveles méximos permisibles de la concentracion de arsénico en agua para
consumo humano segun algunas normas internacionales

Pais/Organizacion [As] mg/L
OMS 0.010 (WHO, 2004)
EUA 0.010 (USEPA, 2001)
Union Europea 0.010 (European Union, 1998)
Chile 0.050 (Diario Oficial de la Republica de
Chile, 1984)
India 0.010 (Mohan y Pittman, 2007)
México 0.050 (SSA, 1994)

Fuente: Organizacién Mundial de la Salud, 2006.

Algunas investigaciones puntualizan una estimacion global de 226 millones de personas

expuestas a la contaminacion causada por arsénico en agua potable y alimentos. En el

cuadro 2 se aprecia la estimacion de la poblacion afectada por arsenicismo en algunos

paises y niveles permisibles.

Las localidades en donde se reporta una mayor incidencia en la alteracion de la salud

publica, esta estrechamente relacionado con el Hidroarsenicismo (predominante), en la

siguiente tabla se presentan algunos sitios afectados por la contaminacion hidrica:

Cuadro 2. Paises con reporte de arsenicismo



Fuente (Murcott, 2012).
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Estandar de

Pais Estimacion de poblacion
expuesta (1000s) Arsénico (ug/L)
1.- Afganistan 500.0 10
2.- Argentina 2,000.0 10
3.- Bangladesh 57,000.0 50
4.- Chile 500.0 10
5.- China 8,237.0 50
6.- Estados Unidos de 9,058.6 10
América
7.- India 78,717.8 50
8.- Irdn 15.0 50
9.- México 2,000.0 25
10.- Vietnam 7,000.0 50

En el presente trabajo de investigacion se presentan solo algunos de los sitios a nivel

mundial con reportes de Hidroarsenicismo, sin embargo, existen muchas mas zonas

afectadas por esta condicion.

2.2.2. Arsenicismo a nivel nacional

En México, en los estados de Chihuahua, Coahuila, Durango, Hidalgo, Nuevo Ledn,

Puebla, Sonora y San Luis Potosi, se ha detectado la presencia de arsénico en cuerpos

subterraneos de agua potable que es utilizada para el abastecimiento de la poblacion, en

donde se han reportado concentraciones de arsénico hasta de 1.0 mg/L (Simeonova et al.,

2017).

En el cuadro 3 se muestra el panorama del problema nacional existente sobre los niveles

de arsénico tanto en suelo como en el agua.



11

Cuadro 3. Distribucién del Arsénico en México

Estado As en suelo mg As en agua Referencia
Kg-1 ug L1

Hidalgo 97.3 1090 (Espinosa, 2009)

San Luis Potosi 7.4 -1932 8 — 7165 (Jasso-Pineda, 2006)

Chihuahua 35.3 - (Armienta, 2008)

Sinaloa - 2-305 --

Baja California - 410 (Gutierrez, 2009)

Sur
Comarca Lagunera 11-113 8- 620 (Rosas, 1999)

(Morany Garcia, 2016).

2.3. PROBLEMA DE ARSENICO EN LA LAGUNA

La Comarca Lagunera o Zona Metropolitana de la Laguna, que se encuentra situada al
Norte Del Pais, entre los 103°26" y 102° de longitud oeste y entre los 25°32’ de latitud
norte, a una altura de 1,120 metros sobre el nivel del mar, abarca algunos municipios del
Estado de Coahuila y Durango.

Esta tiene un clima seco, templado la mayor parte del tiempo e invierno benigno. La lluvia,
deficiente en todas las estaciones, ha dado lugar a una vegetacion caracteristica de semi-
desierto (Albores et al., 1979; Viniegra, 1966; Viniegra et al., 1964). Alvarez citado por
Moran y Garcia (2016) determiné que para el afio de 1962 en tal territorio ya se
encontraban registros de acuiferos cuya concentracion de arsénico rebasaba los limites
establecidos por las normas mexicanas. Para esta misma fecha ya se habia notificado una
defuncién y al menos 40 casos graves de hidroarsenicismo que afectaban directamente al
sector urbano de la ciudad de Torredn, Coahuila (Viniegra, 1966).

El Hidroarsenicismo cronico endémico esta asociado con enfermedades emergentes en
esta region, asi se ha reportado en algunos estudios realizados por diferentes organismos
de salud y proteccion ambiental desde los afios de 1962 y 1963 (Rosas et al., 1999).

Uno de estos estudios evalu6 128 pozos de 11 municipios que mostraron concentraciones
de arsénico desde 0.008 mg/L hasta 0.624 mg/L, determinando que el 50% tenian

concentraciones mayores a 0.05 mg/L, destacando como dato importante que la mayoria
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de los pozos contaminados se encontraban en areas rurales (Albores et al., 1979). Algunas
investigaciones epidemioldgicas que se llevaron a cabo por el Sector Salud y Centros
educativos de la region (Facultad de Medicina de la UA de C), determinaron que el
nimero de habitantes con riesgo de intoxicacion era de aproximadamente 200,000
personas, las cuales ingerian agua con una concentracién promedio de 0.25 mg/dia (SS,
1999).

Garcia et al., (2010) llevaron a cabo un trabajo de investigacion en el cual se determind la
carga corporal de arsénico en muestras de tejido de pacientes fallecidos sometidos a una
autopsia médico legal, en la cual se encontrd que el arsénico se acumula en todos los
tejidos del organismo, por lo que la distribucion del depdsito de arsénico es
multicompartimental. EI cuadro 4 muestra los niveles de arsénico en los diferentes

organos de seres humanos.

No se pueden precisar las causas de origen del Hidroarsenicismo en la Comarca Lagunera,
pero cabe mencionar que esta region del pais fue una de las zonas mas importantes de
produccion de algoddn, y para antes de 1945 ya se incorporaban grandes volimenes de
plaguicidas organoarsenicales, pudiendo ser esta una de las posibles fuentes de
contaminacion que ha venido afectando al norte del pais, por ya varias décadas (Cebrian
et al.,1983).

Aunado a lo anterior, la region se encuentra en desventaja por caracterizarse como una
zona desértica, escasa de agua potable y las pocas reservas que quedan se estan abatiendo
aceleradamente y algunas de las razones pudieran ser, el mantenimiento de cultivos
altamente consumidores de agua, sobreexplotacion de los acuiferos por la demandante
industria agropecuaria, y ademas que no existe conciencia ciudadana en el uso racional de
tal recurso, siendo todo esto un cumulo de aspectos que acenttan el problema de

contaminacion por arsénico en las fuentes hidricas de la region.
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Cuadro 4. Concentracion de arsenico por absorcion atdbmica en 6rganos y tejidos de
habitantes de la Comarca Lagunera, México (ng/g de tejido himedo)

Sujetos no expuestos Sujetos expuestos
Organo Tejido n X S n X S
Ufas 30 523.70 234.40 32 2114.53 19.09
RifA6Nn 8 11.4 2.86 8 176.85 54.59
Pulmon 11 20.58 6.99 15 119.31 28.68
Bazo 12 11.46 5.92 13 59.45 18.50
Piloro 15 18.15 5.15 15 66.21 34.59
Cerebro 16 12.86 4.50 15 36.68 12.82
Sangre 12 8.39 3.18 9 60.83 19.75
Corazon 16 12.88 4.20 14 106.60 26.10
Higado 16 20.58 5.45 16 61.45 22.77
Pancreas 19 16.17 7.21 16 65.05 15.90
Vejiga 11 16.11 2.21 16 51.25 21.07
Arteria 8 23.60 5.08 6 239.15 36.41
mesentérica
Porta 13 25.22 12.92 12 369.57 99.98
Hipdfisis 17 55.06 17.52 13 205.81 22.28
Piel de térax 14 34.30 14.96 13 122.18 30.59
Testiculo 8 13.01 4.12 9 34.77 8.40
Vesicula 15 15.94 8.70 13 101.90 21.30

Fuente: (Garcia et al., 2010). N= muestra, X= media, s=desviacion estandar.

El andlisis de los datos de literatura establece la inminente necesidad de aplicacion de
métodos de tratamiento del agua para la eliminacion de arsénico lo que tiene un papel

importante para la poblacion mexicana de las zonas afectadas.

2.4. METODOS CONVENCIONALES DE REMOCION DE ARSENICO EN
AGUA
Actualmente existen distintos métodos de tratamiento para la remocién y/o reduccién de

niveles de arsénico presente en el agua de consumo humano, con el fin de mantener los
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parametros de calidad que exigen las Normas Oficiales Mexicanas, asi como también
alcanzar estandares de calidad internacional.

Estos métodos pueden ser tanto de origen natural como de origen antropogénico, no
obstante, la mayoria supone un alto costo, complicado uso y mantenimiento.

Los métodos convencionales de eliminacion de arsénico incluyen adsorcion (Zhang et al.,
2008), intercambio i6nico (Vagliasindi y Benjamin, 1998), dsmosis inversa,
nanofiltracion (Sato et al., 2002), coagulacion (precipitacion), destilacion de membrana

(Qu et al., 2009), métodos bioldgicos y oxidacion fotocatalitica, entre otros.

Algunos de los tratamientos describen diversos mecanismos, por ejemplo: mediante la
combinacion de los iones del arsénico con metales como el hierro, el aluminio,
principalmente, o el itrio y el lantano. Estos metales pueden adsorber el arsénico ya que
precipitan masivamente en forma de hidroxidos.

Tomando en cuenta que el As™ (arseniato) es mas facil de remover que el As*3, (arsenito)
el tratamiento se inicia con la oxidacion de As* (arsenito) a As*® (arseniato). Los
oxidantes mas utilizados son: hipoclorito de calcio, permanganato de potasio y cloro. Las
metodologias que pueden ser utilizadas para la remocion de arsénico se mencionan mas

adelante.

2.4.1. Coagulacién — Filtracién

La coagulacion y filtracion es una de las formas mas comunes de tratamiento de agua
potable con concentraciones considerables de arsénico. Esto implica una eliminacion
quimica / fisica, (Leiknes, 2009). El sulfato de aluminio (alumbre), sulfato ferroso,
cloruro férrico y clorosulfato férrico son coagulantes cominmente utilizados (Thornton y
Blanc, 1973). Sales de hierro proporcionan generalmente una mejor eliminacion que las
sales de aluminio.

La adicidon de estos cationes produce desestabilizacion coloidal, ya que interactian
especificamente con los coloides con carga negativa y los neutralizan.

Por ejemplo, una vez que el coagulante de Fe (I11) se ha agregado a la solucion a tratar,

los iones de Fe (I11) se hidrolizan rapidamente en una forma incontrolable, de manera que
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forman un rango de especies de hidrélisis que juegan un papel esencial en el proceso de
coagulacion.

Posteriormente estos coagulos pueden ser eliminados por sedimentacion o filtracion. La
desventaja del proceso radica en un volumen relativamente grande de lodo portador de

arsénico que debe ser descargado (Holl, 2010).

2.4.2. Alimina Activada

La adsorcion por alimina activada es un proceso fisico/quimico por el cual el ion en
solucidn (es decir, agua potable) se elimina por los sitios de adsorcidn disponibles en una
superficie de Oxido. La alimina activada generalmente se prepara a través de la
deshidratacion de Al (OH)s a alta temperatura y consiste en Oxido amorfo y gamma
alimina (Chen et al., 1987).

La alimina activada se utiliza principalmente en lechos compactos para eliminar
contaminantes como el fldor, arsénico, selenio, silice y materia organica natural (MON).
Para eliminar contaminantes, el agua de alimentacidn pasa continuamente a través de uno
0 més lechos de alumina activada.

Cuando todos los sitios de adsorcion disponibles estan ocupados, los medios de alimina
activada pueden regenerarse con una base fuerte, NaOH, o simplemente desecharse.
Muchos estudios han demostrado gque la alimina activada es una técnica de tratamiento
efectiva para la eliminacion de arsénico. Factores como el estado de oxidacion de arsénico,
el pH, los iones competitivos y EBCT afectan significativamente la eliminacién de
arsénico. Otros factores que afectan el uso del proceso de alumina activada incluyen la
practica de regeneracion, eliminacion de regenerantes usados y eliminacion de alimina
(Wang et al., 2000).

2.4.3. Osmosis Inversa

La dsmosis inversa es un proceso costoso que utiliza una membrana semipermeable para
eliminar las sustancias disueltas presentes en el agua. El proceso de 6smosis se establece
cuando pasa una sustancia o sales de una solucion de mayor concentracion hacia donde

hay una de menor concentracion, a través de una membrana semipermeable.
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Asi se eliminan los elementos no deseables. Una vez que es aplicada presion al liquido a
un lado de la membrana, es forzada el agua a pasar a través de la membrana a pesar de
que va en el lado que contiene la mayor concentracion de sales, estableciéndose por la
presion el proceso inverso de osmosis normal.

Se concentran las sales a un lado de la membrana, las que se eliminan en una salida que
se le ha llamado secundaria.

Al agua contaminada se le llama agua de alimento y al resultado de ello por osmosis
inversa se le llama agua de rechazo (de alto contenido de sales) y agua producto (con bajo
contenido de sales). Este proceso tiene una eficiencia de mas de 95 % de remocion de
arsénico disuelto, es efectivo para remover arsénico de aguas subterraneas. El rendimiento
del proceso con 6smosis inversa es afectado principalmente por la turbiedad, hierro,
manganeso y silice (USEPA, 1989).

2.4.4. Intercambio l6nico

El intercambio idnico tiene un gran potencial para la eliminacién de arsénico soluble. El
uso de resinas de intercambio aniénico ha sido investigada para la separacidn de especies
de arsénico en agua (Henry & Thorpe, 1980).

Existen dos formas bésicas de resinas de intercambio anidnico, son de base débil y base
fuerte. Muchos intercambiadores de aniones de base débil son capaces de adsorcion
significativa debido al enlace de London Van der Waals ademas del intercambio de iones,
lo que les da un mayor nivel de capacidad de adsorcion para el arsenito no iénico. Se ha
evaluado que las resinas de intercambio anidnico se activan con mayor eficiencia en la
forma hidroxilo. Cloruro y acetato también fueron probados. Las resinas de base débil
tienen mayor capacidad de carga que la base fuerte (6% frente a 4,8%), pero no tenian
eficiencias de eliminacion adecuadas (75 % frente a 99 % para la resina base fuerte). Las
resinas de intercambio aniénico también son propensas a la cromatografia debido a la
presencia de aniones en competencia en el agua tratada. Sin embargo, el intercambio de
iones es un area de intensa investigacion en la que el desarrollo de resinas de intercambio
guelante anidnico o polimeros de intercambio i6nico puede mejorar drasticamente la

tecnologia para el tratamiento con arsénico (Vance, 1995).
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Una de las desventajas de este proceso es el que se utilizan resinas anidnicas poco
accesibles por su escasez y alto costo (Clido et al., 2003).

2.4.5. Ablandamiento con Cal

Este método es usado para remover la dureza del agua, se lleva a cabo adicionando cal
(Ca (OH).) al agua. Este método es efectivo para remover As*3 y/o As™, el pH juega un
papel determinante en este proceso dependiendo de esto la eficiencia de remocion. Este
método tiene un alto rendimiento para remover concentraciones de arsénico de hasta 50
ppb.

Sin embargo, para reducir a 1 ppb se necesita de un tratamiento secundario. Cuando se
opera a un pH de 10.5 o mas la remocion de As*> es mayor al 90%, entonces se puede
determinar que el pH 6ptimo de operacion debe ser mayor de 10.5. Por debajo del rango
del pH 6ptimo la remocion disminuye a menos del 20%. Una posible desventaja es que el
sistema de ablandamiento con cal se llega a producir una considerable cantidad de lodo
(Ram et al., 1992). Segun Prasad et al. (2011), todas las técnicas anteriores no son

adecuadas ni para el campo ni econdmicamente aceptables para el hombre.

2.5. GENERALIDADES DEL FIERRO COMO ADSORBENTE

La adsorcion es un proceso de separacion o purificacion en el que los compuestos
organicos o inorganicos presentes en una soluciéon se adsorben, para su posterior
eliminacién, esto con frecuencia se hace con ayuda de sélidos porosos que cuentan con
una gran area superficial (Do, 1998). La adsorcion tiene un costo comparativamente bajo
y separa facilmente cantidades pequefias de elementos toxicos de grandes volimenes de
soluciones (Jeong et al., 2007).

Se han demostrado los beneficios de la adsorcion y esto ha llevado a algunos
investigadores a utilizar la adsorcion para la remocién/eliminacion de arsénico del agua
potable. Algunos de los adsorbentes mas cominmente utilizados para este proceso
incluyen alimina activada (ya descrita anteriormente), arena verde de manganeso,
hidroxido férrico granular, tierra y barro (Altundogan et al., 2002; Livesey y Huang, 1981;
Rosenblum y Clifford, 1983; Subramanian et al., 1997).
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Investigaciones realizadas han descubierto que los adsorbentes basados en Fe absorben
los compuestos de arsénico en el agua potable en gran medida. De éstos, hidrdxido férrico
amorfo (Pierce y Moore, 1982), dxido férrico (Dzombak y Morrel, 1990), éxido férrico
hidratado (Wilkie y Hering, 1996), ferrihidrita (Jain et al., 1999), hidroxido férrico
granular (Thirunavukkarasu et al., 2003), goetita y gibsita (Manning y Goldberg, 1996),

son mas frecuentemente reportados.

En la actualidad existen en el mercado una amplia gama de éxidos de fierro tanto naturales
como sintéticos, ambos pueden ser utilizados para la adsorcion del arsénico, donde la
seleccion de uno u otro dependera de las necesidades que exija el proceso, del objetivo de

uso y costos.

Por medio de la mineria se puede extraer el éxido de fierro natural, ya que es un producto
que se ha ido formando hace millones de afios en la tierra. Los compuestos mas conocidos
son la geothita (FeO(OH)), magnetita (FesOs), hematita (Fe20O3), akaganeita (formula
natural B-FeOOH), lepidocrocita (Fe2O(OH)), 6xido de fierro (FeO), hidroxido de hierro
(Fe (OHy)). En total existen alrededor de 16 éxidos de hierro, incluidos 6xidos, hidroxidos
y Oxido-hidroxidos. (Cornell y Schwertmann, 2006; Fernandez-Remolar, 2014;

Schwertmann y Cornell, 2008).

Los dxidos de hierro sintéticos son el resultado de reacciones quimicas sometidas a ciertas
temperaturas y presiones, estos se pueden sintetizar facilmente en el laboratorio, se pueden
obtener por diversas condiciones de redox y pH. Ambos 6xidos de hierro son diversamente
empleados en la industria como pigmentos, recubrimientos, esmaltes, cementos entre
otros (Fernandez-Remolar, 2014).

Respecto a la propiedad que tienen los Oxidos de fierro como adsorbentes, se puede
determinar que son excelentes materiales para remover diversos contaminantes. Una vez
que los compuestos de fierro entran en contacto con una solucién acuosa se comportan
como coloides positivos, y como tales cuentan con la capacidad de fijar por adsorcién los
iones con carga negativa. Dentro de los ejemplos de especies quimicas peligrosas que

estos elementos adsorben con gran facilidad se encuentra el Cromo y Arsénico. Debido a
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esta gran capacidad, estos compuestos estan siendo ampliamente utilizados para depurar

aguas contaminadas con elementos toxicos como el arsénico.

2.6. FERRITAS

Algunas de las clases més utilizadas de 6xidos magnéticos son las ferritas, siendo el 6xido
ferroso o férrico el principal constituyente de las particulas magnéticas, aunque también
se emplean metales divalentes, tales como hierro, niquel, cobalto, etc. (Berry, 2009; Lee,
2000).

Las ferritas son un material suave importante debido a sus propiedades eléctricas y
magnéticas unicas y debido a su anisotropia magnetocristalina, alta resistividad eléctrica,

estabilidad quimica y dureza mecénica (Plaza et al., 2002).

Las ferritas tienen una amplia gama de aplicaciones como spoilers para espectroscopia de
resonancia magnética, almacenamiento magnético de alta densidad, separacion
magnética, procesos cataliticos y de separacion, para la recuperacion de metales de aguas
residuales, y mas recientemente en aplicaciones bioldgicas como terapia celular,
reparacion de tejidos, administracion de farmacos, etc. asi como en sensores magnéticos
para metabolitos y otras biomoléculas, biosensores, bioseparacidn, hipertermia,
ferrofluidos, recubrimientos absorbentes de radar, guias de onda en la region de
gigahercios, dispositivos biomédicos y clinicos, suspension repulsiva para sistemas
levitados, sensores de gas, para la fabricacion de nicleos magnéticos de cabezales de
lectura/escritura , para cintas digitales de alta velocidad o para grabacion de discos
(Brunsen et al., 2012; Chomouckaa et al., 2010; Marques et al., 2008; McCarthy y
Weissleder, 2008; Paivaa et al., 2009).

2.7.NANOTECNOLOGIA
Recientemente la nanotecnologia ha tomado gran importancia en el area cientifica y
tecnoldgica por los materiales con tamafio nanométrico. ElI campo de las ciencias

aplicadas dedicado al control y manipulacion de la materia en la escala entre 1 y 100
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nanometros ‘“Nanotecnologia”, promete solucionar un gran nimero de problemas de
distinta indole (Holister et al., 2003).

Los nanomateriales y sus propiedades Unicas han sido ampliamente estudiadas desde los
inicios vislumbrados por Richard Feynman en 1959 acerca de la sugestiva era de la
nanociencia, hasta hoy en dia cuando la nanotecnologia sigue creciendo (McCarthy y
Weissleder, 2008; Zhang y Webster, 2009).

La ciencia de los nanomateriales se expande en un campo infinito de investigacion y
aplicaciones practicas, es por ello que se esta invirtiendo gran cantidad de recursos
econdémicos para el desarrollo de nuevos nanomateriales con interesantes aplicaciones
potenciales. Se ha destacado la atraccion hacia las nanoparticulas llegando a extenderse al

campo de las nanoparticulas magnéticas.

2.7.1. Nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel

Las cualidades magnéticas de las nanoparticulas muestran una gran dependencia del
tamano, gran area superficial, forma y composicién quimica (Maeda et al., 2000; Vargas
y Zysler, 2005).

Las ferritas son un grupo de materiales magnéticos de gran importancia tecnoldgica.
Dentro de este grupo se encuentran las ferritas de niquel (NiFe20.), este material se utiliza
en gran medida en dispositivos eléctricos y electronicos, revestimientos absorbentes de
radar, ferro-fluidos, catalizadores (Zhong et al., 2005), transformacion y desintoxicacion
de una amplia variedad de contaminantes ambientales comunes tales como solventes
organicos clorados, pesticidas organoclorados, trinitrotoluenos, fenoles y herbicidas. La
facil separacion magnética ofrece ventajas a casi cualquier &ambito de la investigacion ya
que pueden ser empleadas para la purificacion de agua, eliminacion de iones inorganicos,
eliminacion de contaminantes organicos y eliminacion de bacterias (Brown et al., 2004).
La nanoparticulas se pueden aplicar en la resolucion de problemas relacionados con la
calidad del agua, siendo la sintesis de nanoparticulas una alternativa que se estudia hoy en
dia. Es posible proveer soluciones a problemas del agua mediante la remocion de

contaminantes tales como bacterias, virus, metales pesados o plaguicidas (Yean, 2008).
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Este tipo de alternativas en el tratamiento del agua se reconocen como economicas,

eficaces, eficientes y sostenibles.

Su uso permite que los procesos de tratamiento sean menos contaminantes en comparacion
con los métodos tradicionales; ademas, en general, se necesita menos mano de obra,
capital y energia. Especificamente, en las aplicaciones destinadas al tratamiento de agua
de consumo humano contaminada con arsénico se han utilizado nanoparticulas magnéticas
de Oxido de hierro como NiFe;O4 para adsorber el contaminante, posteriormente las
nanoparticulas son removidas aplicando campos magnéticos externos (Starbird y
Montero, 2015).

Normalmente, se han preparado nanoparticulas de ferrita de niquel a partir de una solucion
acuosa que contiene una proporcion de nitratos metalicos de 2:1. Nitrato de hierro (Fe
(NOs) 3), nitrato de niquel (Ni (NOs) 2) y agua desionizada utilizando un método de
tratamiento térmico seguido de calcinacion.

Este método ofrece las ventajas de simplicidad, bajo costo, temperaturas de reaccion
relativamente bajas, escasos efluentes de subproductos y alternativa ambientalmente
amigable (Gopal et al., 1999).

Las propiedades magnéticas dependen del tamafio del cristalito. Para la obtencion de
cristalitos mas finos, los métodos no convencionales son ampliamente estudiados, tales
como: co-precipitacion, hidrotermal, liofilizacion y auto combustion sol-gel (Barati et al.,
2008; Lee et al., 2004).

Otros métodos utilizados para obtener nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel son:
sonoquimica (Zhu et al., 2005), descomposicion a alta temperatura de precursores
organometalicos, micro emulsiones y métodos de aerosol/vapor (Tartaj et al., 2006).

Sin embargo, la co-precipitacion es la metodologia mas comdn y mas estudiada para
obtener ferritas de niquel por rutas organicas y acuosas (Plaza et al., 2002; Sugimoto y
Matijevié¢, 1980). Las ventajas de este método son: bajo costo, gran estabilidad en medios

acuosos, la sintesis se lleva a cabo a temperatura y presion ambiente (Roca et al., 2009).
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2.8. BIOPOLIMEROS Y BIOSORCION

Actualmente, la biosorcion se ha convertido en una técnica de tratamiento de agua residual
emergente y efectiva (Zhang et al., 2013).

En el proceso de biosorcion se involucran dos fases una solida (sorbente) y una fase liquida
(solvente, normalmente agua) la cual contiene las especies disueltas que van a ser sorbidas
(sorbato, por ejemplo: iones metalicos). Debido al vinculo del sorbente con las especies
del sorbato, este ultimo es atraido hacia el sélido y enlazado por diferentes mecanismos.
El sorbato disuelto y el sorbato enlazado al sélido llegan a un equilibrio que es el objetivo
del proceso.

En dicho proceso es incorporada biomasa viva 0 muerta, que a través de mecanismos
fisicos y/o quimicos se genera la adsorcion y el intercambio iénico (Sandoval, 2006).
Uno de los campos de investigacion mas activo es el estudio de los biocompuestos debido
a la biodegradabilidad y a su amabilidad con el medio ambiente (Wang et al., 2002). Los

biopolimeros son el constituyente basico de los biocompuestos.

Alginato, microalgas, quitina y quitosano son algunos de los biopolimeros que se han
estudiado para la eliminacion de metales pesados. Las ventajas de tales materiales son su
abundancia natural, su toxicidad, respeto al medio ambiente y rentabilidad (Zhang et al.,
2013).

El quitosan no es toxico, es biodegradable, cuenta con una gran actividad antibacteriana y
anti-fangica, también es un buen quelante de metales de transicion en efluente residuales
y tiene aplicacion cosmética y médica ya que es un material biocompatible. Estas

cualidades hacen importante el estudio del quitosan y su produccion.

El quitosan se encuentra de forma natural en la composicion de los exoesqueletos de
crustaceos como lo son, cangrejos, langostas, camarones, etc., sin embargo la obtencién
de quitosan a partir de crustaceos es heterogénea y con propiedades fisicoquimicas
inconstantes, afiadiendo que se requieren procesos en donde se involucran tratamientos
fuertemente alcalinos que constituyen una fuente de contaminacién ambiental.

Es importante establecer alternativas para la obtencion de quitosan, una de ellas son los

insectos, pero recientemente los hongos muestran muchas ventajas desde la facilidad de
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obtencion como materia prima hasta la estandarizacion de métodos de extraccion del
polisacérido. Especies de hongos como Mucor sp., Aspergillus niger, Rhizopus orizae y
Penicillium sp., son objeto de estudio en la produccion y obtencion del quitina que gracias
a algunos tratamientos se convierte en quitosan. La pared celular fungica esta constituida
por algunos polisacaridos en donde se encuentra la quitina ya que ésta se encarga de darle
una linealidad y grosor a la célula, asi como conferir fuerza mecénica a la pared celular.
La quitina fungica es uno de los objetos de investigacion del presente estudio,
considerandolo como precursor de quitosan que puede ser utilizado en disefio de material

para la adsorcion de arsénico.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. ETAPA I. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE QUITOSAN DE A.
niger

3.1.1. Manejo del cultivo fungico

Para la experimentacion se empled una cepa de Aspergillus niger — productora de la
enzima lipasa, de la coleccion fungica del CA de Nanobiociencia de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Coahuila, Unidad Saltillo. La cepa fue

conservada en agar Papa-Dextrosa-Agar (PDA) en tubos inclinados.

La obtencién de cultivo de la cepa se llevd a cabo segun el protocolo desarrollado por
Smith (1991). La cepa de Aspergillus niger se inoculé por asada y se proliferd hasta la
esporulacion (aproximadamente por 7 dias) en un medio sélido de Papa-Dextrosa-Agar
(PDA). EIl procedimiento se realizd por triplicado en cajas Petri, con el propdsito de
obtener colonias individuales. Se obtuvo un cultivo monoespérico. Este cultivo fue
transferido para su crecimiento a cajas Petri con Papa-Dextrosa-Agar (PDA) (Reyes et al.,
2013). Al final del séptimo dia, utilizando un sacabocado de 5 mm de diametro, se
obtuvieron los discos con micelio en estado de esporulacion que se utilizaron como

indculo en el proceso de proliferacion de hongo en la fermentacion sumergida.

3.1.2. Proliferacion de la cepa en medio liquido

La fermentacion se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 2 L que contenian 500 mL de
medio Czapek-Dox (cuadro 5). En calidad de in6culo se utilizaron 20 discos con el
micelio en estado de esporulacion. El crecimiento se llevé a cabo durante 120 h a 25 °C.
Después de 24 h de proliferacion al medio de la fermentacion se adiciono el aceite de olivo

a 2% como inductor de la sintesis de lipasas.
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Cuadro 5. Contenido de medio Czapek-Dox

Reactivo Concentracion
Fe SO4. 7TH20 0.1g/L
KClI 0.5 g/L
Na NOs 3g/L
K2 HPO4 1g/L
MgSOs. 7H20 0.5¢/L
CcCMC 5g/L
H.0 1000 mL

3.1.3. Aislamiento de quitosan

En esta etapa se llevo a cabo el ensayo para definir la metodologia que permitiera lograr
un mayor rendimiento de extraccion de biopolimero basandose en metodologias
reportadas previamente (Kumaresapillai et al., 2011; Mufioz et al., 2015; Pochanavanich
y Suntornsuk, 2002).

Al finalizar la fermentacion sumergida, el micelio fungico se recuperé por filtracion. El
filtrado se lavd con agua destilada hasta que en el filtro se obtuvo un filtrado claro que fue
sometido al proceso de secado a 65°C hasta un peso constante.

De acuerdo a los datos presentados en literatura (Kumaresapillai et al., 2011; Mufioz et
al., 2015; Pochanavanich y Suntornsuk, 2002), el método de extraccion de quitosan
comprende los siguientes pasos:

1) Labiomasa seca se sometio a un tratamiento alcalino, afiadiendo 30 mL de NaOH
en autoclave para romper las células fangicas y precipitar la fraccion que contiene
quitina y quitosan. En el presente trabajo se aplicaron 3 diferentes concentraciones
de NaOH: 1 M,5M y 2 M.

La suspension se sometid en autoclave a 121 °C por 15 min. La fraccion insoluble
a pH alcalino que contiene el quitosan, se precipita mediante la centrifugacion a
12 000 rpm por 15 min. Se efectia el lavado del precipitado con agua destilada
adicionando 30 mL y centrifugando. El procedimiento de lavado se repitio 6 veces.
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2) La hidrolisis de quitina y extraccién de quitosan del precipitado se realizo
mediante un tratamiento con &cido acético al 2% adicionando para cada gramo 40
mL de éste. Se aplicaron las siguientes condiciones de tratamiento: para ensayo 1:
las muestras se mantuvieron por 18 h en agitacion constante en placa de
calentamiento a 40 °C, ensayo 2: 12 h a 40 °C y ensayo 3: 3 h a 95 °C.

El precipitado se separdé mediante la centrifugacion a 12000 rpm por 15 min. El
sobrenadante se filtrd por fibra de vidrio.

3) EIl pH de la solucién del sobrenadante se ajusté a 10 utilizando NaOH 2 M. El
quitosan se precipita mediante la centrifugacion a 12 000 rpm por 15 min. El
quitosan precipitado se lavo con agua destilada, etanol 95% y acetona adicionando
20 mL de solvente para cada gramo de precipitado y aplicando la centrifugacion a
12000 rpm por 30 min. Posteriormente se efectud el secado a 60°C, hasta peso

constante.

Los ensayos de extraccion se realizaron por cuadriplicado.

La eficiencia del método de extraccion de quitosan que se evalué comparando el
rendimiento de extraccidn calculado para cada replica de ensayo como el porciento % de
peso correspondiente a biomasa seca utilizada en la extraccidn y su desviacion estandar

correspondiente. Estos valores fueron sometidos a procedimiento estadistico de ANOVA.

3.2. CARACTERIZACION DE QUITOSAN

3.2.1. Ildentificacion de hidratos de carbono en extractos de quitosan por
cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccion
amperométrica pulsada (HPAEC-PAD)

La muestra de quitosan obtenida de hongo Aspergillus niger en el presente estudio fue
sometida a la hidrolisis 4cida, tomando 3 mg de muestra, adicionando 1 ml de TFA (Acido
Trifluoroacético) 2 M, posteriormente se llevé a autoclave por 4 horas a 120 °C,
condiciones descritas por Saeman (1945).

Los monosacaridos de quitosan fueron analizados por cromatografia de intercambio
anionico de alto rendimiento con deteccidbn amperométrica pulsada (HPAEC-PAD)

(Dionex 1CS-5000, Modelo ED40) con una columna analitica de resina anién-
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intercambiador Carbopac PA1 (250x4 mm) y una columna de proteccién PA Carbopac
(25x3 mm).

La muestra hidrolizada se filtr6 a través de filtros de 0.45 um. El filtrado se inyectd
manualmente. La cromatografia se llevé a cabo con un caudal de 0.1 pl/min a temperatura
ambiente con un sistema de gradiente de hidréxido de sodio 5-200 mM como a
continuacion se describe. Los extractos hidrolizados se eluyeron isocraticamente con
hidroxido de sodio 5 mM durante 15 min. Luego se aumentd la concentracion de eluyente

a 200 mM en 5 min, y se mantuvo a este nivel durante 5 min.

Bajo las condiciones similares se procesaron los estandares de azucares y aminoazUcares
(glucosa, D-glucosamina y N-acetil glucosamina) a una concentracion de 100 ppm para
definir los tiempos de retencion de los picos detectados en los cromatogramas de las
muestras. Tiempo de corridas fue de 25 min. El volumen de inyeccion para cada muestra
fue de 100 pL.

3.2.2. Ensayos colorimétircos para deteccion de concentracion de azucares
reductores, glucosa, grupos amino primarios y proteinas en las muestras de quitosan
En el ensayo se utilizaron 3 diferentes muestras de polisacarido quitosan: A) quitosan de
la marca KiOtransmine, B) quitosan de Sigma —Aldrich, C) quitosan de hongo Aspergillus
niger obtenido experimentalmente en el presente estudio. Las muestras fueron sometidas
a una previa hidrdlisis acida, tomando 3 mg de cada muestra, adicionando 1 ml de TFA
(Acido Trifluoroacético) 2 M, posteriormente se llevé a autoclave por 4 horas a 120 °C,

condiciones descritas por Saeman (1945).

3.2.2.1. Método Somogyi-Nelson
El contenido de azucares reductores de las tres muestras hidrolizadas se determind por el
método Somogyi-Nelson (Nelson, 1944; Somogyi, 1952). Como estandar para la curva de

calibracion se uso la glucosamina. Se tomaron 100 pL de muestra, y se agregaron 100 puL
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de reactivo Somogyi. Posteriormente se realizo la agitacion en vortex para después
someter la mezcla a tratamiento con calor en agua a punto de ebullicion por 10 min.
Después la mezcla se enfrio en bafio de hielo. Cuando la temperatura de los tubos bajo, se
les agregd 100 pL de reactivo Nelson. Los tubos se dejaron en reposo por 15 min en
oscuridad. Posteriormente, se le agregaron 2 mL de agua desionizada. La absorbancia de
las muestras se leyo en el espectrofotometro — lector de microplacas a 660 nm.

3.2.2.2. Método para la determinacion de grupos amino primarios por
interaccion con genipina
El procedimiento se llevé a cabo utilizando el calentador de microplaca con un ciclo de
30 min a 95 °C. Durante calentamiento se lleva a cabo la reaccidn entre los grupos animo
primarios de la muestra (si los hay), con el anillo de la genipina formando un cromoforo.
La curva de calibracion se realizé con glicina (a partir de 400 ppm) como estandar. Se
utilizaron 100 puL de muestra y 100 ul de la solucién de genipina. Una vez terminado el

ciclo de reaccion, se determind la absorbancia a 589 nm en un lector de microplacas.

3.2.2.3. Método de evaluacion de glucosa en la reaccion de kit con glucosa-
oxidasa
El estandar que se utiliz6 para la curva de calibracion fue glucosa. La reaccion se realizd
utilizando 50 pL de muestra y 200 pL de reactivo de kit con glucosa-oxidasa. La mezcla
se incubd por 15 min a temperatura ambiente. La absorbancia se ley6 a 500 nm en el lector
de microplaca (Dobrick, 1958; Meyer y Isaksen, 1995).

3.2.2.4. Método de Lowry
Es un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas, con un
fundamento en la técnica Lowry (Lowry et al., 1951), basado en una reaccion de los
grupos aromaticos (de proteinas) con los reactivos aplicados para formar un croméforo.
La reaccion se realizo en microplaca de la siguiente forma: a 100 uL de la muestra

(albumina bovina concentrada y respectivas diluciones en el caso de la curva de
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calibracion) se adicionaron 25 pL del reactivo “D”, la mezcla se dejo en reposo por 10
min. Posteriormente, a cada pocillo se le agregd 10 uL de reactivo Folin [1:1]. Después
de 30 min de incubacion a temperatura ambiente, se leyé la absorbancia a 630 nm en lector

de microplaca.

3.2.3. Espectrometria infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR)
En el ensayo se analizaron siete muestras de quitosan de A. niger, asi como la muestra de
quitosan de Sigma- Aldrich (control) en un espectrofotometro Magna IR 550 de Nicolet

de acuerdo a procedimiento estandar.

3.3. ETAPA IlI. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
MAGNETICAS DE FERRITA DE NIQUEL RECUBIERTAS CON QUITOSAN
DE A. niger

3.3.1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas

La sintesis de las nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel (NiFe2Oa4) se realizo
mediante el método de co-precipitacion (Dehghan et al., 2008; Maaz et al., 2009).

En la reaccion se utilizd una relacion 2:1 de cationes Fe3* y Ni?*, respectivamente.
Primeramente, se hizo una disolucién de FeClz-H20 0.3 M y de NiCl>-H20 0.15 M en 100
mL de agua destilada. Posteriormente, se adicionaron 0.125 g de quitosan comercial
(Sigma-Aldrich). De manera paralela se realizé la sintesis de las nanoparticulas de
NiFe.O4 utilizando la misma cantidad de quitosan de A. niger. Una vez disueltos los
componentes, se llevd la temperatura de la disolucion a 50 °C en agitacion constante.
Posteriormente se agregaron por goteo 10 mL de una solucién de NaOH 8 M. Después de
finalizada la dosificacion de la solucion de NaOH, se dej6 reaccionar el sistema durante
30 min a la misma temperatura y agitacion. Al precipitado obtenido se le realizaron cuatro
lavados con agua destilada mediante centrifugacién a 10,000 rpm por 10 min. Finalmente
se sometieron las nanoparticulas a un tratamiento hidrotérmico por 8 h en autoclave de
vapor a 121 °C y 1 atm de presion. El material obtenido se separ6 con un magneto y se

llevd a secar a 100 °C por 24 h.
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3.3.2. Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel
recubiertas de quitosan (NPM-Q)
3.3.2.1. Difraccion de rayos X (XRD)

El andlisis fue llevado a cabo en un difractometro marca Rigaku modelo Ultima 1V, el
intervalo de barrido fue de 10 a 80° en la escala 26, la velocidad de barrido fue de 0.02°/s,
la radiacion que se empleo fue la del cobre Ka con un valor de longitud de onda de 1.54056
A. Se utilizaron valores de 25 mA y 35 kV para intensidad de corriente y voltaje,
respectivamente. Mediante esta técnica se identificaron las fases cristalinas presentes en
los diferentes materiales obtenidos y el diametro de particula por medio de la ecuacion de

Scherrer.

3.3.2.2. Magnetometria
Para medir las propiedades magnéticas de las nanoparticulas sintetizadas se utilizd un
magnetémetro de muestra vibrante (VSM) marca Lakeshore modelo 7300. Las muestras
se analizaron a temperatura ambiente y el campo méaximo aplicado fue de 20,000 Oe. Las

muestras se analizaron en polvo y sin tratamiento previo.

3.3.2.3. Determinacién de grupos amino
Los grupos amino contenidos presentes en las nanoparticulas magnéticas de ferrita de
niquel recubiertas de quitosan fueron determinados realizando la prueba con ninhidrina,
tomando en cuenta la técnica descrita en el manual de practicas del laboratorio de
Nanobiociencia de la Facultad de Ciencias Quimicas UA de C. Para realizar las
mediciones, 0.1 g de las nanoparticulas magnéticas fueron dispersadas en 1 mL de agua
desionizada. Posteriormente se le afiadi6 0.6 mL de una solucién de ninhidrina al .2 %
disuelta en etanol al 70 %. La mezcla fue llevada a ebullicién durante 10 min y después
se dejé enfriar por 2 h. Finalmente, en la solucion se evalud la absorbancia en el
espectrofotometro UV-visible Cary-50 a 570 nm. La curva de calibracion se realizo

utilizando glicina en un rango de concentraciones de 0 a 2 mM.
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3.4. ETAPA |1l. PRUEBAS DE REMOCION DE ARSENICO DE AGUA DE LA
COMARCA LAGUNERA CON NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE
FERRITA DE NIQUEL

3.4.1. Caracterizacion quimica de las muestras de agua

Las muestras de agua fueron proporcionadas por el Sistema Municipal de Aguas y
Saneamiento (SIMAS Torreén). Estas fueron extraidas de la bomba # 75, que suministra
agua a la colonia Senderos y Ampliacién Senderos en Torreon, Coahuila.

Antes del analisis de la eficiencia de remocion de arsénico con las nanoparticulas
magnéticas de ferrita de niquel, se llevo a cabo la caracterizacion quimica de las muestras
de agua a utilizar (Richards, 1969; Loveday, 1974). Los métodos aplicados se describen
en el manual de précticas que se utiliza en el Laboratorio de Suelos de la UAAAN Unidad
Laguna, para calidad de agua por medio de analisis volumétricos.

La caracterizacion de agua se efectudé antes y después de tratamiento con sistemas

nanoestructurados.

3.4.2. Ensayos de remocion de arsénico de agua con nanoparticlas magnéticas

En el disefio de los ensayos se considerd que el equipo Digital Arsenator Wagtech (Codigo
EN15-502) permite medir el arsénico a una concentracién no mayor a 0.1 ppm. Por lo
tanto, el agua extraida del pozo fue diluida en dos veces. Para cada prueba se prepararon
50 mL de muestra, de la cual 25 mL eran de agua y 25 mL de agua desionizada.

El procedimiento de remocién de arsénico se realizd utilizando tres sistemas
nanoestructurados: las nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel, las nanoparticulas
de ferrita de niquel recubiertas con quitosan comercial (Sigma-Aldrich) y las
nanoparticulas recubiertas con quitosan extraido de biomasa de A. niger.

Los ensayos de remocion de arsénico se llevaron a cabo agitando los sistemas
nonoestructurados en agua contaminada con arsenico y separando la fase acuosa después
de precipitacion del sistema magnético con el campo magnético externo de un iman. En
todos los ensayos se aplicaron 0.2 g de sistema magnético para 50 mL de agua. Las
condiciones de incubacion fueron: a temperatura ambiente y agitacién constante en un

Shaker (Modelo: Thermolyne Big Bill shaker) a 250 rpm. Inicialmente se realiz6 el ensayo
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cinético durante el cual el muestreo de agua se realizé alas 6 h, 12 h 'y 24 h. Posteriormente
se selecciono un tiempo fijo de 6 h para los muestreos siguientes.

Se propuso evaluar la posibilidad de aplicar las mismas nanoparticulas magnéticas en
ciclos repetidos de eliminacion de arsénico utilizando cada vez muestras de agua con
mismo nivel de arsénico. En estos ensayos, después de la separacion de las nanoparticulas
con el iman, la fase acuosa fue retirada y sometida a la evaluacidn de arsénico en arsenator.
Las nanoparticulas se utilizaban en otro ensayo de remocion de arsenico bajo las mismas
condiciones.

Algunas muestras de agua tratada fueron sometidas al anlisis por absorcion atomica para
corroborar los resultados de niveles de arsénico determinados en el arsenator.

Para el analisis de datos se utilizd estadistica descriptiva, considerando que los ensayos de
adsorcion y evaluacion de arsénico se realizaron por triplicado calculando respectivas

desviaciones estandar.

3.4.3. Medicion analitica de arsénico en el equipo Digital Arsenator Wagtech
Las mediciones de las concentraciones de arsénico en las muestras de agua sin y con
tratamiento se efectuaron en un equipo Digital Arsenator Wagtech (Codigo EN15-502) de

acuerdo a la técnica estandar.

3.4.4. Andlisis por Absorcion Atémica

Para corroborar los datos obtenidos en el Digital Arsenator Wagtech (Codigo EN15-502),
en algunas muestras de agua se realizd la deteccion de arsénico mediante la técnica de
absorcién atémica, utilizando el Atomic Absorption Spectrophotometer Modelo Buck 210
VVGP, marca Buck Scientific. Se efectu6 el método descrito en la Norma Oficial Mexicana
NOM-117-SSA1-1994 para cuantificacion de arsénico.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. ETAPA |. EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE QUITOSAN DE A.
niger

4.1.1. Comparacion de rendimientos de extraccion del quitosan de Aspergillus niger
Los resultados de la extraccion de quitosan se presentan en el cuadro 6. Se definen los
parametros de los tres ensayos efectuados para la extraccion de quitosén de A. niger. La
extraccion se efectud aplicando en cada ensayo 13 g de micelio seco (peso inicial). Se
demuestra (cuadro 6) que el mayor rendimiento fue obtenido en el ensayo 1 en el cual la
extraccion se efectu6 utilizando NaOH a 1 M y el tratamiento de &cido acético fue llevado
a cabo a una temperatura de 40 °C por un tiempo mayor de 18 h. Estas condiciones fueron
seleccionadas para ser aplicadas en todas otras etapas del trabajo.

Cuadro 6. Resultados de rendimientos de extraccion de quitosan en diferentes ensayos

Tiempo de Temperatura

Peso Tratamiento . d . Peso dimi
Ensayo Inicial con NaOH tratarpl_ento e trata,\rr_uento final Rendimiento
@ (M) con acido con acido @) (%)
(h) Q)
1.53
1 13 1 18 40 0.20
*(+/- 0.007)
1.06
2 13 5 12 40 0.13
*(+/- 0.06)
0.63
3 13 2 3 95 0.08
*(+/-0.01)

*Desviacion estandar

El rendimiento de extraccion de quitosan obtenido en el presente trabajo es
significativamente inferior a lo reportado por otros autores. Mufioz et al. (2015) reportaron
un rendimiento de extraccion de quitosan a partir de cultivo de hongo A. niger de 6.81 %,
es decir 5 veces mayor que el obtenido bajo las condiciones seleccionadas como mejores
en el presente estudio.

Kumaresapillai et al. (2011) lograron un rendimiento de extraccion de quitosan de A. niger
en un nivel de 26.1 %, superando significativamente ambos los rendimientos ya
mencionados previamente. Cabe mencionar, que en ambos trabajos reportados las etapas

de extraccion de quitosan fueron similares a las aplicadas en el presente estudio.
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Los niveles de rendimiento de extraccion de quitosan pueden ser diferentes, por un lado,
debido a que las distintas subespecies de A. niger pueden contener en su pared celular
diferentes cantidades de quitina. A pesar de que en los estudios reportados y en el presente
estudio se utilizo el hongo A. niger, es evidente que subespecies de hongos son diferentes
debido a su diferente proveniencia. Asi, el hongo aplicado en el presente trabajo fue
aislado de las condiciones del semi-desierto de Coahuila, por lo tanto, es capaz de
sobrevivir bajo niveles de humedad y relevantes cambios de temperaturas.

El quitosén se obtiene a partir de quitina - biopolimero precursor de quitosan. La quitina
se precipita bajo las condiciones de pH alcalino y se solubiliza a pH &cida, debido a que
se lleva a cabo la hidrdlisis acida de grupos acetilamino (desacetilacion) formando de esta
manera el biopolimero quitosan, el cual, de manera parecida a la quitina, es soluble en

fase acuosa a pH &cido y se precipita bajo pH alcalino.

En la pared celular de los hongos la quitina se sintetiza a partir de N-acetil glucosamina
por la enzima quitin sintasa, que deposita los polimeros de quitina en el espacio
extracelular proximo a la membrana citoplasmica. El contenido en quitina de la pared
fangica varia segun tipo de hongo. La quitina representa el 1-2% del peso seco de la pared
celular de las levaduras mientras que en los hongos filamentosos puede llegar al 10-20%
(Ponton, 2008). El contenido de quitina en la pared de las hifas de Candida albicans es
tres veces mas alto que el de otras levaduras (Pontén, 2008) mientras que el contenido en
quitina de las fases miceliales de Paracoccidioides brasiliensis y Blastomyces
dermatitidis es 25-30% del de la fase levaduriforme (Pontén, 2008).

Por otro lado, los rendimientos de quitosan pueden variar debido a que el contenido de
quitina en la pared celular puede diferir en funcion de las condiciones de la proliferacion
de hongo. En el presente estudio se tomaron las condiciones de proliferacion del hongo
apropiadas para la sintesis de lipasas.

La biomasa de hongo se consider6 como material residual del proceso de la sintesis de
lipasa. Probablemente, llevando a cabo la suplementacién del medio con algunos
aminoéacidos y/o vitaminas, se puede estimular la sintesis de quitina y asi incrementar la

cantidad del precursor de quitosan.
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4.2. CARACTERIZACION DE QUITOSAN

4.2.1. ldentificacion de hidratos de carbono en extractos de quitosan por
cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccion
amperométrica pulsada (HPAEC-PAD)

En la Figura 1 se presentan los cromatogramas obtenidos de los estandares glucosamina,
glucosa y N-acetil-glucosamina. Los tiempos de retencién son 15.50, 18.02 y 19.48 min,
respectivamente. La concentracion de cada uno de los estdndares fue 100 ppm. Los
tamafios de picos correspondientes a esta concentracion son de Cn 250. 349 y 465,
respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos (Fig. 2) se aprecia alto contenido de glucosa al
comparar con glucosamina y N-acetil-glucosamina. La glucosa es comdn para
biopolimeros tipo glucano. La concentracion de glucosamina que se asocia con la
presencia de quitosan, se encuentra en menor medida en la muestra analizada (figura 2).
N-acetil-glucosamina se asocia con la presencia de quitina que a diferencia de quitosan
contiene grupos acetilados. Esto permite considerar el extracto obtenido a partir de
biomasa de A. niger como quitosan-glucano, por su alto contenido de glucosa.

Das et al. (2006) reportan la extraccion de quitosan a partir de Entamoeba. Sin embargo,
no logran distinguir entre N-acetil-glucosamina y glucosamina, al aplicar la técnica
cromatografica, explicando esto por una digestion incompleta de los quito-oligosacaridos
analizados.

Cao et al. (2016) aplicaron HPAEC-PAD método para la detecciébn de N-acetil-
glucosamina en polisacaridos. El tiempo de retencion reportado fue muy similar a lo
observado en el presente trabajo. Sin embargo, la concentracion de éste fue de 75 ppm
(con nC de 150), es decir, mayor a lo detectado en el presente estudio. Martens y
Frankenberger (1990) caracterizaron los sacaridos en los extractos de muestras de suelo.
Ellos reportan la deteccion de glucosa, lo que corresponde a la presencia de glucanos.

La caracterizacion de extracto realizada por el método de HPAEC-PAD debe ser

confirmada por otros métodos, por lo que se realizaron otros ensayos.
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Figura 1. Perfil cromatografico obtenido para estdndares: - N-acetil-glucosamina (nC
465, 19.48 min), segundo de arriba, - glucosamina (nC 250, 15.50 min), segundo de abajo,
- glucosa (nC 349, 18.02 min), abajo, - linea base de eluyente.

La figura 2 muestra el cromatograma correspondiente a muestra de hidrolizado de
quitosan extraido de la biomasa de A. niger generada durante la obtencién de lipasa.
Comparacion de los perfiles cromatograficos permite identificar los picos
correspondientes a glucosamina, glucosa y N-acetil-glucosamina, asi como cuantificar su
concentracion. Asi, el pico de glucosamina se caracteriza por pico de 15.70 miny 19 nC.
La concentracién de glucosamina se estima como 7.6 ppm. En caso de la glucosa el pico
correspondiente al tiempo de retencion de 18.20 min se caracteriza con 527 nC, lo que, al
comparar con el estandar, permite estimar la concentraciéon a 151 ppm. En el caso de N-
acetil-glucosamina se considerd el pico con el tiempo de retencién de 19.35 min con 115

nC, estimando la concentracion como 25 ppm.
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Figura 2. Perfil cromatogréfico correspondiente al hidrolizado del quitosan de Aspergillus
niger.

De acuerdo con los resultados obtenidos (figura 2) se aprecia alto contenido de glucosa al
comparar con glucosamina y N-acetil-glucosamina. La glucosa es comuln para
biopolimeros tipo glucano. La concentracion de glucosamina que se asocia con la
presencia de quitosan, se encuentra en menor medida en la muestra analizada (figura 2).
N-acetil-glucosamina se asocia con la presencia de quitina que a diferencia de quitosan
contiene grupos acetilados. Esto permite considerar el extracto obtenido a partir de
biomasa de A. niger como quitosan-glucano, por su alto contenido de glucosa.

Das et al. (2006) reportan la extraccion de quitosan a partir de Entamoeba. Sin embargo,
no logran distinguir entre N-acetil-glucosamina y glucosamina, al aplicar la técnica
cromatografica, explicando esto por una digestion incompleta de los quito-oligosacaridos
analizados.

Cao et al. (2016) aplicaron HPAEC-PAD método para la deteccién de N-acetil-
glucosamina en polisacaridos. El tiempo de retencion reportado fue muy similar a lo
observado en el presente trabajo. Sin embargo, la concentracion de éste fue de 75 ppm
(con nC de 150), es decir, mayor a lo detectado en el presente estudio. Martens y
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Frankenberger (1990) caracterizaron los sacaridos en los extractos de muestras de suelo.
Ellos reportan la deteccion de glucosa, lo que corresponde a la presencia de glucanos.
La caracterizacion de extracto realizada por el método de HPAEC-PAD debe ser

confirmada por otros métodos, por lo que se realizaron otros ensayos.

4.2.2. Ensayos colorimétricos para deteccion de concentracion de azucares
reductores, glucosa, grupos amino primarios y proteinas en las muestras de quitosan
En el cuadro 7 se presentan los resultados obtenidos en los ensayos colorimétricos
aplicados para comparar la caracterizacion de las tres muestras diferentes de quitosan: A)
quitosan comercial 1, B) quitosan comercial 2, C) quitosan de Aspergillus niger.

La comparacion de las propiedades de quitosan extraido de biomasa de A. niger (cuadro
7) demuestra que no contiene las proteinas a diferencia de las muestras comerciales de
bioplimero. En el caso del quitosan comercial de Sigma-Aldrich el contenido de proteina

se estima en un 57 %.

La cantidad de grupos amino es mayor que en el caso de muestra A y menor que en el

caso de la muestra B.

La cantidad de azucares reductores y glucosa es mayor en el caso de la muestra C —
quitosan obtenido de la biomasa fungica. Esto puede significar que el peso molecular de

polisacarido es mayor que en el caso de otras muestras.

Cuadro 7. Resultados de los ensayos colorimétricos para cuantificacion de grupos amino
(Genipina), azucares reductores (Nelson, 1944; Somogyi, 1952), proteinas (Lowry et al.,
1951) y glucosa (Kit GOXx) contenida en muestras de quitosan (mg g2).
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Azlcares Proteinas Grupos amino
Muestra Azlcares Glucosa (%) (%0)
reductores
A 305 349 154 (15.4) 5 (0.5)
B 141 38 570 (57) 10 (1.0)
C 678 445 - 7(0.7)

(A,- quitosan de la marca KiOtransmine; B, -quitosan de Sigma —Aldrich; C,- quitosan de hongo
Aspergillus niger obtenido experimentalmente en el presente estudio).

En el polisacarido de la muestra A todos azucares reductores corresponden a la glucosa.
Esto conduce a la duda en que el polisacarido comercial es quitosan. (La diferencia
negativa se explica por ciertos errores de los métodos aplicados).

En el caso de muestra B, solo 27% corresponde a glucosa, lo que significa que mayor
parte de polisacarido no es glucano, sino algun polisacarido que contiene otros azucares
reductores que de acuerdo a nombre comercial debe ser quitosan. Esto también se
confirma por la presencia de grupos amino (cuadro 7).

La muestra C contiene 66% de glucosa, lo que confirma la conclusion obtenida en el
ensayo cromatografico de que biopolimero obtenido es un qutino-glucano libre de la

presencia de las proteinas.

4.2.3. Espectrometria infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR)

La espectrometria infrarroja por transformadas de Fourier, permitio obtener los espectros
de tres muestras de quitosan de A. niger y un control interno (Sigma -Aldrich) (Figura 3).
Los espectros indicaron la presencia de grupos hidroxilos ya que se pudo apreciar el
estiramiento —OH a 3,414 cm™ aproximadamente. Cabe mencionar, que el procedimiento
aplicado es cualitativo y no cuantitativo debido a las condiciones del ensayo. Las bandas
a 2,927 cm™* corresponden a una tension del enlace C—H.

La banda a 1,664 cm™ esta probablemente relacionada con la tension del C=0, a 1,574

cm se ve la frecuencia correspondiente a la torsion de —~NHa, a 1,423 cm™ a la torsion —
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CHy-, el estiramiento simétrico C-O aparece a 1,074 cm?, la banda a 1,423 cm
corresponde a la torsion —CH,- y la banda a 1,316 cm™ se relaciona con la vibracion de
C-N que solo se aprecia en el espectro de la muestra control. Cabe mencionar que la
Muestra 1 fue tratada siguiendo las especificaciones del ensayo # 1, previamente descrito,
siendo ésta la que muestra mayor similitud al control de Sigma - Aldrich (quitosan de

quitina).

Control

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm')

Figura 3. Espectrometria Infrarroja (FTIR) de muestras de biomasa fungica y control.

Los espectros infrarrojo obtenidos con el extracto de biomasa fungica son muy similares
a los reportados por Balanta et al. (2010) para el quitosan de A. niger habiendo una ligera
diferencia en el estiramiento del grupo —OH y C=0. Alzate et al. (2015) y Boonsongrit
et al. (2008) también reportan resultados de espectros infrarrojo para muestras de quitosan
que tienen la gran similitud a los obtenidos en el presente trabajo de investigacion.

Por lo tanto, el extracto obtenido de la biomasa de A. niger generada, como residuo del
proceso fermentativo, muestra las caracteristicas de quitosan, de quitina y de acuerdo a la

caracterizacion realizada puede ser considerado como quitino-glucano.
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4.3. ETAPA I11. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS
MAGNETICAS DE FERRITA DE NIQUEL RECUBIERTAS CON QUITOSAN.
4.3.1. Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel recubiertas

de quitosan obtenidas en el proceso de sintesis

4.3.1.1. Difraccién de rayos X (XRD)

Las nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe2O4) fueron analizadas por difraccion de
rayos X con la finalidad de identificar su composicion, su fase cristalina y tamafio
promedio de la cristalita. En la figura 4 se presentan los difractogramas correspondientes
a las muestras de NiFe204, de NiFe2Os sintetizada en presencia de quitosan comercial y
de NiFe2O4 obtenida en presencia de quitosan fungico. Se puede observar para las tres
muestras que todas las reflexiones presentan en sus bases un ancho medio significativo y
una intensidad aceptable en los picos, indicando lo anterior una excelente cristalinidad y
un tamafio pequefio del material obtenido. Los principales picos de difraccion observados
en el patron de rayos X son 30.2, 35.5, 43.2, 57.2 y 62.8 grados en la escala 260,
correspondientes a los planos de difraccion (220), (311), (400), (511) y (440),
respectivamente, y pueden ser asociados a la fase cubica de ferrita de niquel, como se
puede comparar con el patron de difracciéon (lineas verticales). Lo anterior indica la
formacion de ferrita de niquel por medio del método de co-precipitacion en presencia de
quitosan en un solo paso, ademas de que la presencia del quitosan in situ durante la sintesis
de las nanoparticulas no afecta la formacion de la fase cristalina de ferrita de niquel.

A partir de los espectros de difraccion de rayos X se pudo determinar el tamafio de la
cristalita de los materiales sintetizados. Por medio de la ecuacién de Scherrer se pudo
determinar este parametro.

D= kA
~ PBcos@

Donde:

D es el tamafio promedio del cristal, B es el ancho a la altura media del pico de difraccion
de la muestra, 6 es la posicion del pico de difraccion, A es la longitud de onda de la
radiacion utilizada y k es el factor de forma del cristal. En este trabajo se realizo el calculo

para la obtencion del diametro promedio a partir del analisis de la reflexion de mayor
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intensidad, la cual corresponde al plano (311). En la muestra de NiFe.O4 se obtuvo un
didmetro de 24.8 nm, para la muestra de NiFe,O4/quitosan comercial 21.0 nm y para la de
NiFe O4/quitosan fungico se obtuvo un didmetro de 23.9 nm. Se puede apreciar que por
la técnica seleccionada para realizar la sintesis de los nanomateriales se obtuvieron
particulas en el orden de nanémetros y la presencia del quitosan no altera el tamafio de las
nanoparticulas obtenidas.

NiFe,O, / quitosan fungico

N . W OV S

NiFe,O, / quitosan comercial

J*m»-uu~ww-~umukmwﬂJ&~nmunﬁwuwuu~»uﬁwuﬁmunwﬂu*nmuwwwwmuum«»

NiFe,O,

WWMW

(440)
(511) COD 100-6116

| | | |
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Grados (26)

Intensidad (u.a.)

(220)

Figura 4. Difractogramas de las muestras de NiFe2Oy4 sintetizadas.

Carpenter et al. (2015) obtuvieron particulas de NiFe204 con un tamafio promedio de
26.38 nm. Maaz et al. (2009) reportaron resultados de XRD para nanoparticulas de ferrita
de niquel demostrando un tamarfio de particula de 28 nm.

Sivakumar et al. (2011) reportaron un tamafio de particulas de NiFe204 de 30 nm. Por lo
tanto, los nanomateriales obtenidos en el presente trabajo se caracterizan por un diametro
menor de particula en orden de nanémetros. Ademas, la presencia del quitosan conduce a

una ligera disminucién del tamafio de las nanoparticulas obtenidas.
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4.3.1.2. Propiedades magnéticas
La magnetometria de muestra vibrante (VSM) permitié analizar las propiedades
magnéticas de las nanoparticulas de NiFe2O4 obtenidas. La figura 5 muestra las curvas de
histéresis magnética perteneciente a las muestras de NiFe2Oa, de NiFe.O4 sintetizada en
presencia de quitosan comercial y de NiFe>O4 obtenida en presencia de quitosan flngico.
Como se puede observar en el cuadro 8, los valores de coercitividad para las tres muestras
se encuentran entre 25 y 54 Oe, y la remanencia magnética esta entre 1.5y 3.1 emu/g. Lo
anterior es indicativo que las nanoparticulas sintetizadas presentan un comportamiento
superparamagnético. La saturacion magnética presente en las muestras fue de 19 a 23
emu/g, lo cual indica que las nanoparticulas pueden ser atraidas con facilidad a un campo

magnético externo.

Cuadro 8. Valores de remanencia, coercitividad y saturacion magnética de las
nanoparticulas de NiFe2O4

Remanencia Saturacion
Muestra Coercitividad (Oe) (emulg) (emu/g) @ 12,000
g Oe
NiFe204 27.7 1.7 19.7
N|FezO4/qu_|tosan 537 31 20.7
comercial
N|FezQ4/qU|tosan 25 1 15 93.9
fungico

Los resultados son muy similares a los reportados por Joshi et al. (2014), quienes
describen una saturacion magnética de 20.1-35.5 emu/g, tomando en cuenta que el

tratamiento de sus muestras de ferrita de niquel fue por calcinacion.

Sin embargo, Habibi y Fakhri (2017) reportaron valores de saturacion magnética mas altos
de 50-51 emu/g para muestras de NiFe204 con un tratamiento de calcinacion de 1100 y
600 °C, respectivamente. Es evidente que a estas temperaturas tan elevadas no es posible
mantener la presencia de biopolimero. Sin embargo, las nanoparticulas de ferrita de niquel

sintetizadas en el presente trabajo con y sin quitosdn mostraron un mayor valor de
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saturacion magnética en comparacion con lo reportado por Karakas et al. (2014), quienes
detectaron 1.73 emu/g para una muestra tratada a temperatura ambiente. Por lo tanto, el
tratamiento en autoclave efectuado en el presente trabajo es una alternativa viable para
lograr la cristalizacion de la ferrita de niquel. Cabe destacar que las distintas condiciones
de sintesis y tratamiento como la calcinacion, pueden ser razon de la variacién en las

propiedades magnéticas observadas.
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Figura 5. Curvas de histéresis de las muestras de NiFe2O4 obtenidas.

4.3.1.3. Determinacion de grupos amino
La presencia de quitosan en los sistemas nanoestructurados magnéticos se comprobd
mediante la evaluacion de la presencia de los grupos amino. La evaluacion se realizo

mediante el método espectrofotométrico que implica la reaccién con ninhidrina.

Este método permitié estimar que un gramo de nanoparticulas magnéticas de ferrita de

niquel recubiertas de quitosan de Aspergillus niger contiene 0.195 mmoles de grupos
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amino. Aln no se sabe si todos o sélo una fraccion de los grupos amino se localiza en la

superficie de las nanoparticulas magnéticas.

Kuo et al. (2012) reportan un total de 0.116 mmoles de grupos amino por cada gramo de
particulas, mientras que Filipe-Santana (2011) demuestra la presencia de 0.189 mmoles
de grupos amino por gramo de particulas. Los resultados obtenidos del contenido de
grupos amino en el sistema magnético obtenido en el presente trabajo es mayor a lo
reportado en estudios previos.

De esta manera, se logré obtener las nanoparticulas magnéticas de ferrita de niquel
recubiertas con quitosan de A. niger en una sola etapa de la co-precipitacién simultanea.
Cabe mencionar, que, segun nuestro conocimiento, no hay publicaciones que describen
este tipo de procedimiento desarrollado para la obtencion de este tipo de nanomaterial

funcionalizado con grupos activos de quitosan.

4.4. ETAPA 111. PRUEBAS DE REMOCION DE ARSENICO DE AGUA DE LA
COMARCA LAGUNERA CON NANOPARTICULAS MAGNETICAS DE
FERRITA DE NIQUEL

4.4.1. Caracterizacion quimica de las muestras de agua

En el cuadro 9, se aprecian los resultados obtenidos de la caracterizacion quimica del agua
de la Comarca Lagunera que fue utilizada en los ensayos de la remocidn de arsénico.

Cuadro 9. Caracterizacion quimica del agua de la Comarca Lagunera utilizada en los
ensayos de remocion de arsénico
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Parametro  Niveles permitidos Niveles agua de
quimico por OMS. mg/L pozo, mg/L

Na® 200 59.8
Ca™ 100 24.8
Mg** 70 1.9
€O, 500 24
HCO,? 500 305
Cl 5 305
5042 250 222
As (total) 0.01 0.1
pH 6.5-8 7.6

Al comparar los niveles de iones presentes en el agua, con lo establecido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cual determina los limites permisibles de
éstos para definir la calidad de agua de consumo humano, se observé que la concentracion
de iones de cloro, asi como de arsénico se encuentran en 6 y 10 veces por encima de las
normas establecidas.

La presencia de diferentes iones puede afectar negativamente la adsorcion de arsénico
(llind et al., 2009), asi como el pH. En este caso el pH es de 7.6 que permite clasificar el
agua como ligeramente alcalina.

La caracterizacion realizada es importante para definir las condiciones bajo las cuales se

aplica el adsorbente nanoestructurado.

4.4.2. Ensayos de remocion de arsénico de agua con nanoparticulas magnéticas

La remocion del arsénico del agua de la Comarca Lagunera se efectu6 mediante la
adsorcion en los tres materiales magnéticos nanoestructurados. El procedimiento fue
realizado a la temperatura ambiente (25 °C) bajo la agitacion a 250 rpm.

En el ensayo cinético se demostro (cuadro 10) que los tres tratamientos magnéticos

aplicados conducen a la remocién de arsénico hasta los niveles no detectables por el
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método aplicado, después de 6 h de incubacion. Este tiempo fue seleccionado para

posteriores ensayos realizados con los mismos materiales y diferentes muestras de agua.

Cuadro 10. Cinética de cambio de la concentracion de arsénico en el agua bajo diferentes
tratamientos aplicados

) Concentracion de arsénico, pg/L
Tratamiento

Oh 6h 12 h 24 h
NPM sin quitosan 50 0 0 0
NPM con quitosan comercial 50 0 0 0
NPM con quitosan fangico 50 0 0 0

El mismo comportamiento se observé en 14 ciclos mas de tratamientos tanto para NPM
con quitosan como para NPM sin quitosan. En cada tratamiento las NPM fueron retenidas
con el campo magnético externo, el agua se recuperaba para el analisis y posteriormente
se le adicionaba mismo volumen de agua (50 mL con 0.2 g de NPM).

Asi que, después de 6 h de incubacidn, la concentracion de arsénico disminuia hasta

niveles no detectables.

Las muestras de agua tratada en 14° y 15° ciclos de aplicaciones repetidas se sometieron
en analisis de arsénico por adsorcion atomica. El resultado obtenido comprob6 que los
niveles de arsénico no son detectables y por este método también.

Considerando la concentracion de arsénico (0.05 mg/mL) en 15 tratamientos de 50 mL, el
material nanoestructurado adsorbi6é 37.5 mg de arsénico. Por lo tanto, considerando que
se aplicaron 0.2 g de material, en cada gramo se adsorbié 187.5 mg/g de arsénico.

Por lo tanto, se logré 100% de la remocién de arsénico en 15 ciclos de aplicacion de NMP.
Pokhrel y Viraraghavan (2006) reportaron 95% de remocion del arsénico del agua al
aplicar la biomasa fangica. Montero et al. (2010) describen una eficiencia de remocion de
arsenico del 87% utilizando el tratamiento con quitosan. Segun Muzzarelli et al. (1980),
uno de los mejores quelantes de iones metalicos se considera el sistema quitosan-glucano.
Ademas, se conoce que los compuestos de hierro son capaces de interactuar con iones de
As (I11'y V) (llind et al., 2009).
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De esta manera, se explica la eficiencia de remocion de arsénico que se presenta en este
trabajo de investigacion por NPM con y sin quitosan.

Las muestras de agua obtenidas después de 15 ciclos de tratamiento con materiales
nanoestructurados, se sometieron nuevamente a la caracterizacion quimica. En el cuadro
11 se presentan los resultados obtenidos. Se demostré que ademéas de As el tratamiento

conduce a la disminucion significativa de aniones de carbonato y bicarbonato.

El tratamiento con NPM recubiertas con quitosdn comercial y fangico conduce a una
mayor disminucion de la concentracion de los cationes de sodio y aniones de sulfato. En
el ultimo caso, el efecto mayor se observd con NPM recubiertas con quitosan fungico.

La remocidn de cationes de calcio se observo solo en el caso de tratamiento con NPM-

quitosan fangico.

Cuadro 11. Proporcion (%) de la remocién de componentes del agua después de
tratamiento con NPM de ferrita de niquel sin y con quitosan
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Después de contacto, mg/L

Parametro NPM sin NPM quitosan NPM quitosan
quimico quitosan comercial A. niger

Remocion (%a)

Na* 3 (95) 0 (100) 0 (100)
Ca™ 24 (3.2) 32 16 (35.4)
Mg+2 14.5 8.2 (91)* 4.8 (95)*
CO,2 0 0 0

HCO,2 0 0 0
cl 28.4 (6.8) 28.4 (6.8) 21 (31.1)
SO, 12.3 (44.6) 10.1 (54.5) 9.4 (57.6)
As (total) 0 0 0
pH 7.34 7.23 7.29

La respuesta inesperada fue observada para los cationes de magnesio: la concentracion se
incremento, sin embargo, el incremento es menor en presencia de quitosan y entre dos
muestras con quitosan en el caso de quitosan fangico — es significativamente menor.
Este aumento puede ser relacionado con la presencia de los iones de magnesio en NPM
como co-ion contaminante que se precipita bajo pH alcalinos. (De acuerdo al
difractograma obtenido por el método de Rayos X se observan unos picos no
identificados).
El quitosan puede actuar como quelante de iones divalentes durante el proceso de los
tratamientos y después de 15 ciclos se inicia su liberacion. También es probable que la
cubierta de quitosan controle la liberacion de magnesio de NMP.
Los resultados obtenidos demuestran que las nanoparticulas de ferrita de niquel
recubiertas con quitosan fungico pueden considerarse como un tratamiento para eliminar
los iones de arsénico, asi como también para la disminucién de la dureza del agua que
presenta un problema en las aplicaciones industriales de flujos acuosos.
V. CONCLUSIONES
1. Es posible utilizar la biomasa de A. niger generada como residuo en el proceso

biotecnoldgico como fuente de quitosan-glucano.
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Se definieron las condiciones adecuadas para su extraccion.

El polisacérido obtenido contiene los grupos amino y posee las caracteristicas de
quitosan.

El material magnético de ferrita de niquel se sintetizdé en un solo paso de co-
precipitacion. La caracterizacion del material demostro que el material contiene
particulas de tamafio nanométrico y poseen grupos amino detectados por FTIR y
por la técnica con ninhidrina.

Las nanoparticulas magnéticas de ferrita niquel sin y con quitosan poseen las
caracteristicas de adsorbente de arsénico en agua de pH ligeramente alcalino que
contiene otros iones comunmente presentes en el agua.

Los materiales magnéticos se pueden aplicar hasta en 15 ciclos repetidos, logrando
una adsorcion de por lo menos 187.5 mg de arsénico por gramo de material
magnético nanoestructurado.

Altas concentraciones de cloro no afecta la remocion de arsénico.

Las nanoparticulas magnéticas recubiertas con quitosan ayudan a controlar la
dureza de agua disminuyendo la concentracion de varios iones. El mayor efecto se

observéd con quitosan fungico al comparar con quitosan comercial.

Recomendaciones

1. Estandarizar el método de extraccién de quitosan.
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2. Estudiar el efecto de suplementacion del medio de crecimiento fungico para
estimulacion de produccién de quitosan.

3. Evaluar el efecto de pH de solucion sobre la remocion de arsénico del agua.

4. Evaluar la afinidad de materiales nanoestructurados a As (I1l) y As (V) y
optimizar el proceso de remocion.

5. Disefiar el proceso de purificacion a nivel piloto e industrial y evaluar la
efectividad econdmica del proceso.

6. Evaluar remocion de otros iones metalicos problematicos en la region.

7. Tomar en cuenta el post-tratamiento (confinamiento) de las nanoparticulas

después de adsorcion de arsénico.
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