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Resumen

Se realiz6 la extraccion de la a-quitina a partir de desechos de conchas de camaron a
través del tratamiento con &cido clorhidrico e hidroxido de sodio, obteniendo
rendimientos entre 24-26% a partir del material crudo seco. Adicionalmente, el
tratamiento con base concentrada resulté muy eficaz para el aislamiento del quitosano
con un grado de desacetilacién mayor al 90 % y porcentajes de rendimiento entre 70-
80%, a partir de la quitina extraida. Por otro lado, se realizo la modificacion del
quitosano empleando aldehidos aromaticos para la formacion de bases de Schiff con
piperonal, benzaldehido, vainillina y 4-nitrobenaldehido, tomando este ultimo como
material de partida para la evaluacion de la reaccion de copulaciéon con 8-
Hidroxiquinolina. Todos los compuestos sintetizados fueron caracterizados por FT-IR
y RMN H-1. Posteriormente, los derivados de quitosano obtenidos fueron evaluados
como material de empaque de minicolumnas analiticas para la preconcentracion en
linea de soluciones acuosas de plomo empleando analisis por inyeccién en flujo
acoplado a espectroscopia de absorcion atomica FIA-EAA. En este sentido, en
comparacion con el resto de los materiales obtenido, la base de Schiff de quitosano
con vainillina (BSQ-V) demostrdo tener la mejor linealidad en el rango de
concentraciones estudiadas siendo empleada para la evaluacién de las figuras de
mérito. Los resultados obtenidos demostraron que el sistema de preconcentracién en
linea por FIA-EAA es mas sensible (0,002 pg'L™) que el método de determinacion de
Pb?* por absorcién directa (30 pgL™?), aumentando hasta 10.000 veces la sensibilidad
del analito, con un valor de limite de deteccién de hasta 100 veces menor (1,5 pgL™)
con respecto al obtenido por absorcién directa (148 pg'L™). Adicionalmente, se obtuvo
una frecuencia de muestreo de 20 muestras h™ lo cual es favorable para ser
empleado como analisis de rutina. Por otro lado, la evaluacion de la exactitud del

meétodo demostrd valores superiores a 99,3 %, lo que demuestra la validez del mismo.

Palabras claves: Quitosano, bases de Schiff, FIA, EAA.



Agradecimientos

Gracias doy a dios por siempre acompafarme en este camino y nunca dejarme perder
la fe en los momentos mas dificiles. A mis padres Yngri y Ali porque me dieron la vida,
los valores y principios necesarios para alcanzar esta meta, los amo. A mis hermanos
Asli y Carlos por soportar todos mis cambios de humor, a mi tia Erika Unica e
incondicional, mis ahijadas bellas Valeria y Shantal por llenar de alegria mis dias en los

momentos que mas lo necesite, en fin gracias a toda mi familia.

A mis suegros, especialmente a mi suegro Luis Fernandez por adoptarme y ser como
un segundo padre para mi, sin tu apoyo no hubiera sido posible. Ademas, a mi familia

adoptiva tias, tios y primos que siempre me han brindado una mano amiga.

A mi compafiero de vida Luis Fernandez Jr. mi novio, mi amigo, mi compafiero y mi
futuro esposo, gracias a tu amor, respeto y paciencia soy una mejor persona y después

de tanto sacrificio alcanzamos esta meta juntos. Te amo mi amor.

A los amigos y hermanos que nos da la vida, José Luis Lugo por ser mi inspiracion en
esta formacioén, gracias por tus consejos. Mis amigas Johana, Estefania, Nairim, Iriadna,
gracias por esta alli y siempre escucharme. Asi mismo, a los que aun estando lejos

siempre me apoyaron, Yenifer, Fabian, Julieta.

A mis profesores por la formacién, en especial a Jairo Bermudez por ayudarme siempre
con su humildad y talento. A mis compaferos del Laboratorio de Productos Naturales y
del Laboratorio de Quimica Analitica del IVIC por toda la colaboracion para la

realizacién de este proyecto.

A mis tutoras Wendy Rondoén y Maria Rodriguez por su apoyo incondicional, por sus
consejos y guiarme en el desarrollo de este trabajo. A mi UCV por ser mi alma mater y
no solo brindarme conocimiento académico sino también de la vida siempre estaré
orgullosa de ser UCEVISTA.



INDICE GENERAL

L. INTRODUCCION . .. oot e e e e e e e e,

2. MARCO TEORICO . ... e e e

2.1 Contaminacion ambiental por metales pesados.................ccceveenns
2.2 Metales PESAUOS.......iu ittt et et e e e e e

2.3 ANALITOS DE INTERES Y SUS PROPIEDADES...........ccccceeuae.e.

2.3 ANAIOS . ..ot

2.4 TRATAMIENTO DE LAMUESTRA. ..o

2.5. PRECONCENTRACION. ...ttt e

2.6 ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)....c.oooiiiiiiiie e,

2.7 PRECONCENTRACION EN LINEA Y ANALISIS POR INYECCION
EN FLUJO .o et e e e e e e e e e

2.8 SISTEMAS FIA CON PRECONCENTRACION ACOPLADOS A
METODOS ESPECTROSCOPICOS. ..o e e,

2.9 QUITINA Y QUITOSANO ... ...ttt e,

2.9.1 Factores que afectan la calidad y las propiedades de adsorcion

el QUItOSAN0 ... ...ttt e e e e e e e e e e

Pag.

10

12

14

16

19



2.9.1.1 Cristalinidad y propiedades de hinchamiento...................

2.9.1.2 PESO MOICCUIAT. .. ..o e e e,

2.9.1.3 Grado de desacetilaCion..........oo v

3. QUITOSANO Y SUS MODIFICACIONES..........cooiii e,

3.1 Modificaciones fisicas del quItoSano.............cccveeve i i ieiiennnnn.

3.2 Modificaciones quimicas del quitosano............ccocvevieviiieninnenne.

3.3 Caracterizacion espectroscopica del Quitosano y sus derivados...

3.4 Quitosano modificado para preconcentracion en linea.................

5. PARTE EXPERIMENTAL ...t

5.1 MaterialeS y @qUIPOS. .. ....cuuieiie it it e e e

5.2 Origen de las muestras de conchas de camaron......................

5.3 Aislamiento de a-quUItina..........cooiii i

5.3.1 Desmineralizacién de las conchas de camarén..................

5.3.2 Desproteinizacion de las conchas desmineralizadas...........

5.4 Obtencion de qUItOSaNO0.......ovvivie i e e e e

5.4.1 Desacetilacion de la a-quitina aislada..............................

5.5 Modificacion quimica del quitoSano..........coovvveiieviiieiie e,

5.5.1 Formacién de la Base de Schiff de Quitosano con piperonal...

19

21

22

23

23
23
27
29

34

35

35

36

37
37

38

39

39

40
42



5.5.1.2 Acilacién de la base de Schiff de quitosano con piperonal....
5.5.2 Formacion de base de Schiff de Quitosano con benzaldehido,
vainillina y 4-nitrobenzaldehido...............ccc oo
5.5.3 Copulacién de la base de Schiff modificada de quitosano 4-
nitrobenzaldehido con 8-Hidroxiquinolina................ccoocve i
5.6 Determinacion de plomo en soluciones acuosas empleando derivados
de quitosano como material adsorbente mediante FIA-EAA.................
5.6.1 Configuracion de flujo empleada................ccccoiiiiiiiiii i,
5.6.2 Sistema de preconcentracion y elucién en la configuracion de flujo
BMPIEATA. .. .ot
5.6.3 Condiciones de trabajo para el sistema de preconcentracion en
linea acoplado a espectrometria de absorcion atomica ....................
5.6.4 Evaluacion de derivados de quitosano en el sistema FIA-EAA....
5.6.5 Caracterizacion analitiCa.............coovoviiiiiiiie i e

5.6.5.1 FIQUras de MeErit0..........ouuieiieiie e e s e e e e

6. RESULTADOS Y DISCUSION.......couvtiiiiiiiiieeii e

6.1 Extraccidn y caracterizacidon de a-quitina a partir de conchas de
(0= 1 =1 {0 o 1R P

6.2 Aislamiento y caracterizacidn de quitosano a partir de a-quitina.....
6.3 Modificacion quimica del quitoSano.............covvvvviiiiiiicie e e,
6.3.1 Formacion de base de Schiff de quitosano con piperonal........

6.3.2 Acilacion de la base de Schiff de quitosano con piperonal.......

6.3.3 Formacion de base de Schiff de quitosano con benzaldehido...

43

45

48

50
50

52

54
56
56
56

58

58

60

69

69

74

76



6.3.4 Formacion de base de Schiff de quitosano con vainillina.........
6.3.5 Formacién de base de Schiff de quitosano con
4-nitrobenzaldehido....... ...
6.3.6 Copulacién de la base de Schiff modificada de quitosano 4-

nitrobenzaldehido con 8-Hidroxiquinolina..............c.ccccvvvvv e,

6.4 Evaluacién de los derivados de quitosano en el sistema FIA-EAA..

6.5 Caracterizacion analitiCa. .. .....ooeueeee e

6.5.1 FIQUras de MeErit0.......c..veit et e e e e

7. CONCLUSIONES. ... e

8. RECOMENDACIONES.......ii i e

9. REFERENCIAS ... o e e

80

84

88

94

99

99

103

104

106

114



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema general de una configuracidon FIA...............coviiiiii e, 10

Figura 2. Movimiento de los flujos y formacion de la respuesta instrumental

dentro de un sistema FLA ... 11

Figura 3. Valvulas rotatorias de seis puertos en la etapa de

(o= o T W =TT 0} V/= o ox o o 12
Figura 4. Dispersion de la muestra poco después de la inyeccion................. 13
Figura 5. . Estructura de la qUItINa...........ooouuiniiei i e e e 16
Figura 6. Estructura del qUItOSaN0...........cccoiiiiei i i e e e ee e 17

Figura 7. Esquema de obtencién de la quitina a partir

de conchas de CrUSTACEO0S. .. ... vvvvi it e e e e e e, 18
Figura 8. Estructura a-quUItiNa..........cooiiiiii i e e e e e e e e 20
Figura 9. Estructura B-qQUItina..........cooi i e e e 20
Figura 10. Proceso de desmineralizacion de las conchas de camaron............ 37
Figura 11. Proceso de desproteinizacion de las conchas de camarodn............ 38
Figura 12. Proceso de desacetilacion de la quitina obtenida..................... 39

Figura 13. Esquema de modificacion sintética planteado....................c........ 41



Figura 14. Esquema de modificacion del quitosano con piperonal............... 43

Figura 15. Esquema de acilacion de la base de Schiff de quitosano

(o0 0 I o] 0= 0] o -1 I PP ¥

Figura 16. Esquema de modificacion del Quitosano con

Vainillina, Benzaldehido y 4-nitrobenzaldehido......................coooveinnn A7

Figura 17. Esquema de modificacion sintética de la base de

Schiff de quitosano con 4-nitrobenzaldehido......................coccoeieeiieen 049

Figura 18. Sistema de inyeccion en flujo continuo para la determinacién

de Pb®" empleando derivados de quitoSan0................cceeeeeeveeiieeeeeeinnnnnnn.51
Figura 19. Sistema de preconcentracion en linea FIA-EAA............ccoviiviennnn. 53
Figura 20. Espectro FT-IR de la muestra de quitina..............cccooviineiinannn, 60
Figura 21. Espectro FT-IR de lamuestrade Q-2..........cocviiiiiiiiiiiiiicie e e 63
Figura 22. Comparacion fisica entre Quitinay QuitoSano.............cc.eevvvnenne.. 63
Figura 23. Espectro FT-IR de los Quitosanos: Q-1, Q-2, Q-3,y Q-4................ 64
Figura 24. Espectro RMN H-1 del Q-2 en D;O/HCI 1%.......ccovvvviiiiiviiiiiianennn. 65

Figura 25. Ampliacion del espectro RMN H-1 del Q-2........ccooviiiiiiininnn. 66



Figura 26. Ampliacion del espectro FT-IRdel Q-2.........cccovvivviiiiiin i,

Figura 27. Estructura propuesta para el producto de la reaccion entre

PIPEroNal Y QUITOSAN0 ... ... it ittt et e e e e e e e e e

Figura 28. Espectro FT-IR de quitosano y base de Schiff de quitosano

(o0 ] I o] 0= 0] o -1 I

Figura 29. Espectro RMN H-1 de la base de Schiff de quitosano

(o0 ] I o] 0= 0] o -1 I

68

.70

71

72

Figura 30. Espectro RMN H-1 del piperonal/ acetona......................oeee. 73
Figura 31. Espectro FT-IR del producto de la reaccion de la BSQ-P

y cloruro de p-nitrobENZOII0. ... i e 75
Figura 32. Espectro RMN H-1 del producto de reaccion entre BSQ-P

y cloruro de p-nitrobeNZOIl0. ... ..o e 76
Figura 33. Estructura propuesta para el producto de la reaccion

entre el benzaldehido y qUItOSANO0..........ooiviiiiii i e e 77
Figura 34. Espectro FT-IR de quitosano y base de Schiff de quitosano

con benzaldehido..........ooiii 78
Figura 35. Espectro RMN H-1 de la base de Schiff de quitosano con
BenzaldehidO. ... ... 79
Figura 36. Espectro RMN H-1 del benzaldehido.................c.coooiiiiinn . 80



Figura 37. Estructura propuesta para el producto de reaccién

entre el quitosano y la vainillina.............coooiiii i, 81

Figura 38. Espectro FT-IR de quitosano y base de Schiff de quitosano

CON VAINIINGL. .. .o e e e e e 080

Figura 39. Espectro RMN H-1 de la base de Schiff de quitosano con
VaiNilliNa. .. .. e 82

Figura 40. Espectro RMN H-1 de la Vainillina/acetona............................ 83

Figura 41. Estructura propuesta para el producto de la reaccion
entre quitosano y 4-nitrobenzaldehido........................cc L0084

Figura 42. Espectro FT-IR de quitosano y base de Schiff de quitosano
con 4-nitrobenzaldehido...............ccoov i 208D

Figura 43. Espectro RMN H-1 de la base de Schiff de quitosano con

4-nitrobenzaldenido. ... ..o 86
Figura 44. Espectro RMN H-1 del 4-nitrobenzaldehido/acetona................ 87
Figura 45. Estructura propuesta para 1a BSQ-8HQ.............c.ooviiiiiiiiennn, 89
Figura 46. Espectro FT-IR de 1aBSQ-8HQ..........c.coo o289

Figura 47. Comparacion entre los espectros FT-IR de: el producto

de partida (BSQ-4NBz), el producto de reduccién con NaS,0,



(BSQ-Red) y el producto final (BSQ-8HQ)..........ccovviiiiiiiiieeeeen.90
Figura 48. A) Pruebas de solubilidad del producto de copulacion

Obtenido en solventes polares y B) Apariencia fisica del producto

(o L= oo o 101 F= Tox o] o 1 X I
Figura 49. Estructura del complejo formado entre el Plomo y el

Figura 50. Fiagramas obtenidos para altas y bajas concentraciones

[0 [N 111231 - VR 95

Figura 51. Estructura quimica de los aldehidos arométicos empleados
en la modificacion SINtEtICA..........ccoveiii i 97

Figura 52. Ensayos de solubilidad de las bases de Schiff de

QUILOSAN0 N AQUA. ... e i et et et e e ee et e e e e e e eenneene e e enenn 98

Figura 53. Hinchamiento de la base de Schiff de quitosano con
BenzaldehidO. ... ..ot 98



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales elementos considerados metales pesados..................... 5

Tabla 2. Sistemas de preconcentracion en linea de elementos

traza y su determinacion por diferentes técnicas espectroscoépicas................. 15

Tabla 3. Aplicaciones de algunos materiales de quitosano

modificado para la preconcentracion en linea de elementos traza................... 33

Tabla 4. Condiciones empleadas en la desacetilacion de la

a-quitina extraida a partir de conchas de camaron..............ccovvviiein i ieniennns 40
Tabla 5. Reactivos y condiciones de reaccion para la formacion de

Bases de Schiff de Quitosano con: Benzaldehido, Vainillina y

4-nitrobenzaldenido.........coi 46
Tabla 6. Condiciones de trabajo empleadas para la preconcentracion

en linea de Pb®*" empleando derivados de quitosano y FIA-EAA.................... 55

Tabla 7. Resultados y rendimiento de la extraccion de quitina a
partir de conchas de CamarON..........coooiiiii i e 58

Tabla 8. Resultados de la desacetilacion de la quitina...............ccooevviininn.n. 61



Tabla 9. Desplazamientos quimicos de los protones de (Q-2) en D,O/ HCI

Tabla 10. Porcentajes de rendimiento para cada derivado

(0 LI @ U] (0 17= 1 o 1 PP

.93



1. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas en la actualidad es la contaminacion de aguas por
metales pesados " El rapido desarrollo de industrias como: la mineria, la metalurgia, la
fabricacion de fertilizantes y baterias, papel, pesticidas, entre otros, son responsables
de la presencia de metales pesados en el ambiente . Estos, al no ser biodegradables
tienden a acumularse en los organismos vivos pudiendo alcanzar concentraciones
excesivas que causen efectos perjudiciales a la salud, por lo cual algunos de estos son
considerados como cancerigenos humanos ® . En vista de los hechos anteriores, la
determinacién de metales pesados en cantidades traza (mg L™) se ha convertido en
una necesidad para la solucién de problemas ambientales. Sin embargo, se presentan
dos dificultades principales para su determinacién como son: las bajas concentraciones
de los iones metalicos y los efectos de interferencia de matriz ® ®. Por tal motivo, se
hace necesario realizar procedimientos de pretratamiento de muestras selectivos y
confiables que involucren preconcentracion de los analitos en estudio y a su vez
extraccion de agentes interferentes ©. Para este propésito se han empleado varios
métodos entre los cuales se encuentran: extraccién en fase sélida (SPE) ("), extraccion
liquido-liquido ®, métodos cromatograficos @, métodos de membrana 2, electroforesis

capilar ®, intercambio iénico *®, punto de nube ¥, entre otros.

La SPE es considerada la técnica mas favorable y la mas cominmente empleada
debido a su simplicidad, tiempos de analisis cortos y altos factores de preconcentracion.
Es una técnica muy atractiva ya que no se necesita el uso de solventes organicos que
puedan causar potenciales efectos téxicos @ ®). Ademas, en comparacién con técnicas
de extraccion tradicionales la SPE permite obtener altos rendimientos analiticos, menos
contaminacion al ambiente y puede ser facilmente automatizada a sistemas como los

de flujo continuo @ @9,



La necesidad del control analitico se ha incrementado cada vez mas con el avance
cientifico y tecnoldgico, siendo una de las tendencias mas prometedoras en la
actualidad, el poder remplazar la participacion humana empleando métodos de analisis
automatizados . Entre las alternativas se encuentran la utilizacion de métodos
continuos los cuales se diferencian en la manera como transporten tanto los reactivos
como las muestras, como por ejemplo los de andlisis de flujo segmentado y los de

analisis por inyeccion en flujo continuo (SFA y FIA por sus siglas en ingles) ©.

El nombre de la técnica de FIA aparecié por primera vez en 1975 propuesto por
Ruzicka y Hansen ", cuyo sistema de flujo tiene entre sus ventajas fundamentales: la
facilidad de su implementacion, bajo consumo de muestras y reactivos, buena
reproducibilidad y el aprovechamiento de sistemas de deteccion usados comunmente
en los laboratorios tales como espectrofotometros, sistemas potenciométricos y
amperométricos, equipos de absorcion atémica entre otros “?. Recientemente los
sistemas de inyeccién en flujo equipados con minicolumnas SPE empacadas con
adsorbentes para la preconcentracion en linea son la gran promesa para los analisis de
rutina ya que con el empleo de los adsorbentes adecuados mejora significativamente la
selectividad y sensibilidad en la determinacion analitica de metales en cantidades
trazas (mg L™) y ultra trazas (ug L™) en muestras con matrices complejas © 9. Entre
los materiales de empaque para minicolumnas de preconcentracion se han usado:
resinas quelantes 4 @8 sijlica gel *, carbén activado “?, RP-C18 “Y, zeolitas *?, entre
otros, empleando como sistema de deteccion la espectroscopia de absorcion atémica
(EAA). También, se han empleado materiales como quitina y quitosano cuyas fuentes
principales son las conchas de cangrejo y camarén, aunque también se encuentra en
otras fuentes tales como biomasa flingica, cuticula de insecto y pluma de calamar () @3,
El quitosano, es un poliaminosacarido obtenido por desacetilacion de la quitina, la cual
es el segundo biopolimero mas abundante en la naturaleza. El quitosano es
biocompatible, biodegradable y no toxico, contiene un alto porcentaje de grupos amino

gue favorecen su modificacion, siendo estos los responsables de la captacion de iones



metalicos por diferentes mecanismos como quelacion, adsorcion y atraccion
electrostatica *¥ %, Las caracteristicas de adsorcién se deben a la estructura flexible
del biopolimero que lo hace adoptar una configuraciéon adecuada y su alta hidrofilicidad
se debe a la presencia de grupos hidroxilo ?¥. El quitosano es facilmente soluble en
soluciones &cidas por lo que ha sido necesaria la preparacion de derivados que
proporcionen su estabilidad quimica y preserven o mejoren su capacidad de adsorcion
® En este sentido, se han desarrollado sistemas automatizados de pretratamiento de
muestras incorporadas a minicolumnas empacadas con resinas sintetizadas a partir de
quitosano para la preconcentracion en linea de metales empleando como sistema de

deteccion la espectroscopia de absorcién atémica de llama EAA @9,

En esta investigacion se realizé la obtencion del quitosano por desacetilacion de la
quitina, la cual fue obtenida a partir de las conchas de camarén provenientes de
desechos industriales. La modificacion quimica del quitosano mediante la formacion de
bases de Schiff y reacciones subsecuentes permitieron evaluar derivados
funcionalizados de los cuales se seleccioné aquel que poseia las caracteristicas de
material adsorbente mas adecuadas. Luego de tener el material adsorbente se procedio
a construir un sistema FIA acoplado a un EAA segln el disefio de Rondén y col ©¢”,
constituido por una unidad de preconcentracion representado por una minicolumna
analitica elaborada en el Laboratorio y empacada con el quitosano modificado la cual
fue colocada en el sistema FIA para la separacién y preconcentracion en linea de

Plomo en muestras acuosas.



2. MARCO TEORICO

Este capitulo presenta la naturaleza del analito a determinar en diferentes matrices
ambientales, describiendo el estado actual de los métodos de determinacion para Pb.
Se incluye ademés una breve introduccion de los sistemas de flujo continuo,
herramienta necesaria que mejora el tratamiento de las muestras permitiendo en

muchos casos la automatizacion al ser acoplados a detectores espectrofotométricos.

2.1 Contaminacién ambiental por metales pesados y tratamiento de muestras

por extracciéon en fase sélida.

En sentido amplio la contaminaciéon es definida como la introduccion de agentes
biolégicos, quimicos, o fisicos a un medio al cual no pertenecen, o a las perturbaciones
producidas sobre los seres vivos como resultado de una modificacién o alteracién no
deseable de la composicién natural del medio ®®. La contaminacién ambiental puede
generarse debido a manifestaciones naturales (fuentes naturales) o debido a las
actividades diarias realizadas por el hombre (fuentes antropogénicas) necesarias para

el desarrollo productivo ©9.

Uno de los principales problemas en la actualidad es la contaminacion debido a la
presencia de metales pesados, los cuales son liberados al ambiente por emisiones no
controladas de industrias como: la fundiciébn del metal, la mineria, la metalurgia,
petréleo, pinturas, fertilizantes, papelera, textiles, entre otras %. Los metales pesados
debido a su alta solubilidad en ambientes acuaticos pueden ser adsorbidos por
organismos acuaticos y se desplazan facilmente de un lado a otro en el medio ambiente
por su alta reactividad, acumulandose en plantas y animales de la zona, lo que puede

resultar en enfermedades crénicas y dafios a la poblacién % @b,



2.2 Metales pesados

Se denominan metales pesados aquellos que poseen densidad mayor o igual a 5 g/cm?,
excluyendo generalmente a los metales alcalinos y alcalinotérreos 2 ©®_  Estos
elementos se pueden encontrar ampliamente distribuidos en el medio ambiente. En

general, tienen pesos atémicos entre 63,546 y 299,59 g/mol 2.

Algunos de estos metales son esenciales para la vida, tales como el cobalto, cobre,
hierro, manganeso, molibdeno, vanadio y zinc. Sin embargo, cuando su concentracion
sobrepasa la 6ptima para los organismos se convierten en metales toxicos. El cadmio,
cromo, mercurio, plomo, arsénico y antimonio entre otros son muy téxicos para el

organismo aunque estén presentes en cantidades trazas “®.

Los metales pesados que se encuentran en el ambiente pueden tener un origen natural
o antropico. Cuando se habla de origen natural, se entiende que no existe ninguna
influencia del hombre, por lo que depende de la composicion de la roca original y de los
procesos de erosion y meteorizacion sufridos por la misma. En cambio cuando se habla
de origen antrépico, se entiende que existi6 una intervencion del hombre mediante

actividades industriales, agricultura, ganaderia, o simplemente por actividad urbana ©2.

La contaminacién por metales pesados presenta tres particularidades que la hacen
especialmente peligrosa: toxicidad, persistencia y bioacumulaciéon, como cualquier otro
la cual se desarrolla rapidamente después del contacto con una dosis elevada, o

crénica por exposicion a bajas dosis de forma repetida por cortos plazos ®%.



2.3 ANALITOS DE INTERES Y SUS PROPIEDADES.
2.3.1 ANALITOS

En las Ultimas décadas se han multiplicado cada vez mas los trabajos de investigacion
en los cuales se determinan tasas elevadas de metales en aguas cuyas areas han sido
sometidas a una fuerte contaminacion debida a la gran cantidad de actividades
industriales que desarrolla el hombre ®. En este sentido, se hacen mas numerosos los
estudios en aguas subterraneas y superficiales que ponen en manifiesto la presencia de
elevadas concentraciones de metales como cobalto, cadmio, niquel, plomo entre
otros @ (% Estos metales son ampliamente téxicos y pueden causar grandes dafios
debido a la acumulacién en el organismo, al ser alterados de su estado natural, pueden
cambiar a formas que son mas facilmente asimiladas en los intestinos por los seres

humanos causando problemas de envenenamiento severo hasta la muerte 7.

Con el fin de contribuir con el analisis de metales pesados en cantidades trazas en este
trabajo se llevo a cabo la determinacion de plomo en soluciones acuosas mediante en
la técnica de analisis por inyeccion en flujo empleando preconcentracion en linea
acoplado a un detector de espectrometria de absorcion atomica (EAA). El Plomo es un
elemento de peso atomico 207,21 g/mol, se encuentra en el grupo 14 de la tabla
periodica. Es un metal gris azulado, blando y pesado. Los minerales mas ricos en plomo
son la galena, la cerusita y la anglesita. El plomo puede ser utilizado como un metal
puro, o combinado con otro metal para formar una aleacion, o en la forma de un
compuesto quimico. El plomo se utiliza principalmente en las baterias para automoéviles
de plomo-acido. Las aleaciones de plomo se encuentran tipicamente en las municiones,
tuberias, recubrimiento de cables, materiales, soldadura, proteccion contra la radiacion,
tubos plegables y en la construccién ©®. Por lo tanto, las aguas de desecho que
provienen de estas industrias son las principales fuentes de plomo en el ambiente. Esta

situacion ha causado gran preocupacion debido al los posibles efectos toxicos que



causa en los humanos, ya que no es biodegradable y tiende a acumularse en los tejidos
vivos causando varias enfermedades y desordenes en el sistema nervioso . El Pb (II)
se une a los grupos SH en enzimas o proteinas provocando la inhibicién de las mismas.
El plomo también puede afectar a los huesos, al interferir con los mecanismos
metabdlicos y homeostaticos, incluyendo la hormona paratiroidea, la calcitonina,
vitamina D y otras hormonas que influyen en el metabolismo del Calcio D ®®. Segun el
decreto 883 el nivel maximo de plomo en aguas de uso domestico e industrial, asi
como para aguas de riego es de 0,05 mgL™ 9. En cuerpos de agua (rios, estuarios,
lagos y embalses) el nivel maximo de plomo es de 0,5 mgL™ y en aguas de consumo el
nivel maximo se encuentra entre 10-50 ug'L™* ®%. Para la OMS el valor de referencia de
plomo en aguas de consumo es de 0,01 mgL™ “% . El envenenamiento leve puede
causar anemia, dolor de cabeza y dolor muscular mientras que el envenenamiento
agudo conduce a disfunciones en los rifilones, sistema reproductivo, sistema

cardiovascular, dafio cerebral y del sistema nervioso central, hasta la muerte ©® ©1),



2.4 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Debido a la importancia de los efectos perjudiciales ocasionados por la presencia de
metales pesados en el ambiente en cantidades trazas y ultra trazas y los grandes
efectos de interferencia de matriz, ha sido necesario el desarrollo de técnicas de
pretratamiento de muestras antes de su determinacion ?. Por otro lado, muchos de los
analisis de metales traza emplean sistemas de deteccion cuyos limites permisibles
impiden detectar ciertos elementos, y para lograr una mejor sensibilidad y selectividad
en el andlisis es necesario pre-tratar las muestras ©. Para este propdsito varias
metodologias de separaciéon y/o enriquecimiento se han desarrollado para la
determinacion de metales pesados entre las cuales se pueden mencionar la
preconcentracion ©®, extraccion ®, intercambio i6nico “?, procesos de adsorcion ©©,

digestion “?, entre otros.

La extraccion en fase solida es la técnica mas comunmente empleada para la
preconcentracion de muestras la cual consiste en hacer pasar una muestra problema a
través de un cartucho o columna que contiene el sorbente sélido, reteniendo los
analitos en los sitios activos del material. Después de la sorcién de los analitos, estos
son eluidos con un solvente adecuado para su recuperacion “®. Como puede
observarse, la SPE es una técnica confiable, rapida y precisa, en la cual tiene lugar un
mecanismo que involucra intercambio idnico, adsorcién-desorcion de los analitos en la
superficie del material activo, estableciéndose un equilibrio entre la concentracién del

analito en la fase estacionaria y la fase mévil “%.



2.5 PRECONCENTRACION

La tendencia a emplear menor cantidad de muestras y de buscar concentraciones cada
vez mas bajas ha obligado a introducir un paso llamado preconcentracion el cual se
basa en la separacion no cromatografica por extraccion en fase solida utilizando sorcién
en columna, el cual permite no solo incrementar la proporcion de analito de interés en la
muestra sino también la eliminacién de los interferentes presentes en la matriz “®. Las

medidas empleadas en las técnicas de preconcentracion son:

e El factor de preconcentracion (FP), el cual se define como la relacion entre la
pendiente de la curva de calibracién por medida directa del método convencional

y la pendiente de la curva de calibracion por el método propuesto.

e EI factor de enriquecimiento, tedricamente se basa en una relacion de

concentraciones del analito en el concentrado y en la muestra de interés.

Los métodos de preconcentracion se pueden emplear en linea (automatizados) y fuera
de linea (batch).Segun el mecanismo de retencién la preconcentracidbn se puede

clasificar como: adsorcion, intercambio i6nico y quelacion.
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2.6. ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO (FIA)

En el analisis por inyeccion en flujo, también conocido como FIA por sus siglas en
inglés, la muestra se inyecta en una corriente portadora por la cual fluye reactivo “©
(Ver Figura 1). La zona inyectada se desplaza en el sistema y la solucién de muestra se
mezcla con el reactivo formandose un producto en la interfaz entre la zona de muestra y
el reactivo.

Posteriormente, un detector registra un determinado parametro o0 respuesta
instrumental a medida que el producto se forma y pasa a través de la celda de flujo *”,
como se muestra en la Figura 2, donde podemos apreciar el grafico conocido como

fiagrama.

[II] 1.

Sistema de Propulsion

Sistema de inyeccion

Reactivo

Sistema de Reaccion Detector

Portador

Sistema de
Transporte

Figura 1. Esquema general de una configuracion FIA.
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Flujo a través del 1M

INYECCION detector Fiagrama

B P Reactivo |

)
C "% Reactivo g .

—

Figura 2. Movimiento de los flujos y formacion de la respuesta instrumental
dentro de un sistema FIA. R: respuesta instrumental, t: tiempo de elucién.

En FIA los flujos son de régimen laminar y no turbulento, lo que proporciona algunas
ventajas tales como: una zona de muestreo definida, caudales reducidos, poco
consumo de reactivos, alta frecuencia de muestreo y reduccion del peligro de mezcla de
una muestra con la otra (contaminacién cruzada) ® “”. Ademas, los métodos FIA
tienen la capacidad de automatizar una amplia gama de ensayos en quimica hiumeda
mediante el empleo de una configuracion experimental que permita tener un control
total en la manipulacién de la solucién de muestra “".

Estas configuraciones de manera general estdn integradas por: una unidad de
propulsién, un sistema de inyeccién de muestras, una unidad de reaccion, una unidad

de separacion y un sistema de deteccion.
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2.7. PRECONCENTRACION EN LINEA Y ANALISIS POR INYECCION EN FLUJO.

El principio de la técnica de preconcentracion en linea se basa en hacer pasar una
solucion de muestra a través de una columna empacada con un material que contiene
grupos funcionales activos, separando asi la matriz de la muestra y reteniendo los
analitos en columna “® @) Cada etapa de muestreo consiste en dos operaciones:
preconcentracion y elucion. Inicialmente la muestra y/o reactivos son propulsados hacia
una valvula de 6 puertos, la cual se encarga de inyectar un volumen definido de esta
mezcla y luego por medio de la propulsién con la bomba peristéltica, esta mezcla es
llevada hacia la columna. Luego al girar la valvula de inyeccion, se cambian las
posiciones para dar paso, por otro canal, a que un pequefio volumen de reactivo
eluente sea inyectado a la columna, liberando al analito preconcentrado al detector “9.
En la Figura 3 se muestran las valvulas de seis puertos empleadas en FIA durante la

etapa de carga e inyeccion.

Detector

Figura 3. Valvulas de inyeccion rotatorias de seis puertos en la etapa de Carga e
Inyeccion. P: portador, M: muestra, D: desecho, C: columna
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Durante el proceso de inyecciéon de la muestra y su viaje a través de la corriente de flujo
portadora hasta el detector, el analito y el reactivo se entremezclan para generar un
producto detectable y a su vez se produce una dilucién de la muestra “® ®9 Este
proceso se conoce como “dispersion” y se puede definir como la dilucion que sufre un
volumen de muestra inyectada en un determinado sistema de andlisis en flujo antes de
gue esta se retenga en la columna y se lleve a cabo el posterior paso de desorcion y
elucién ®Y. Debido a que en FIA el régimen de flujo es laminar se produce una zona
bien definida de la muestra inyectada produciéndose un gradiente de concentraciones a
lo largo de la misma, (Figura 4) y al tratarse de un sistema continuo se produce una
sefial transitoria cuyo maximo corresponde al punto de muestra menos diluido ©?.
Debido a esto, no se logra alcanzar el equilibrio quimico, sin embargo, el gradiente
transitorio es reproducible en el tiempo, permitiendo tener una medida analitica
relacionada con la concentracion de la muestra a diferentes tiempos de elucién

conocido como Fiagrama “9 ©2).

Seccion
Transversal

B

Figura 4. Dispersion de la muestra poco después de la inyeccion.
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La tendencia de las metodologias por analisis por inyeccion en flujo es disminuir las
etapas de pretratamiento de muestras y miniaturizar estas metodologias de forma
automatizada para disminuir los errores por manipulacion y aumentar la precision de
los resultados, debido a que se pueden realizar varios analisis de una misma muestra
en tiempos mas cortos por lo que disminuye el consumo de reactivos y la generacion de
desechos, lo que es una clave para mejorar el control de calidad de los métodos

analiticos ®2.

2.8 SISTEMAS FIA CON PRECONCENTRACION ACOPLADOS A METODOS
ESPECTROSCOPICOS.

La combinacién de esta técnica ha adquirido una gran importancia debido a su facil
implementacién y los buenos resultados que se pueden obtener ®®. Como se ha
explicado en apartados anteriores, los sistemas de inyeccion en flujo permiten la
introduccidén de muestras y/o reactivos de forma continda. Por tanto se hace necesario
un detector que posea algunas caracteristicas tales como: consumo de pequefos
volimenes, bajo ruido, sefal independiente del caudal, sensibilidad y una respuesta

rapida y lineal en un amplio rango de concentraciones %

En la Tabla 2, se muestran algunos sistemas de preconcentracién en linea de

elementos traza y su determinacion por diferentes métodos espectroscopicos.



Tabla 2. Sistemas de preconcentracion en linea de elementos traza y su determinacién por diferentes técnicas

espectroscoépicas.

LD
Aguas naturales C-18 con NADDC 20 Etanol 22 0,036 EAAET (55)
Ni Alimentos Amberiita XAD-2 31 HCI 48 11 EAA (56)
con BTAC
Aguas de mar C-18 80 Metanol 30 10 EAA (57)
Espuma poliuretana _ 24 3,2 EAA 58
Aguas con TAC HCI (58)
Co Agua de mar C-18 con 5,7 80 Metanol 30 1,0 EAA (59)
dicloroxina
Aleacion de acero, C-18-silice con Etanol 90 3,2 EAA
mejillén, hojas de NN 17 acidificado (60)
tomate certificadas.
Muestras Reactor anudado 52 MIBK 19 1,1 EAA (61)
biolégicas con Ditizona
Muestras vegetales C-18-silice con
biolégicas DDTC 60-189 MIBK 24 3,2 EAA (62)
Pb certificadas
Sé’s"t‘;r'%gers C‘18|5°|’3"$§ con <1000 Etanol . 0,3-3,0 EAA (63)

NaDDC: dietilamonio dietilditiocarbamato de sodio, BTAC: 2-(2-benzotiazolilazo)-2-p-cresol, TAC: (2-(2-tiazolilazo)-p-cresol),
NN: 1-nitroso-2-naftol, DDTC: dietilditiocarbamato, EAAET: Espectroscopia de Absorcion Atomica Electrotérmica.
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2.9 Quitina y Quitosano

El quitosano es un polisacarido que se obtiene por desacetilacion de la quitina. La
quitina es el segundo biopolimero natural mas abundante después de la celulosa > ¢,
La quitina esta compuesta por unidades de N-acetilglucosamina conectadas entre si
mediante enlaces B (1,4) (Figura 5), y dependiendo de su fuente de extraccion se
presenta principalmente en dos formas polimorficas: a-quitina proveniente de los
camarones y conchas de cangrejo, la cual se refiere a la disposicién anti paralela a las
cadenas adyacentes y la B-quitina proveniente mayormente de la pluma de calamar con
disposicién paralela © ©9_ La quitina es blanca, dura, inelastica e insoluble en la
mayoria de los solventes mas comunes. Por ser un adsorbente de bajo costo
abundante y disponible en la naturaleza, el quitosano y sus derivados han recibido gran
atencion en la aplicacion para la adsorcion de iones metalicos debido a la alta relacion
de grupos hidroxilo y amino en su estructura ©®. Estas propiedades de sorcién se han
empleado ampliamente con fines ambientales, para procesos de separacién, remocién
de metales téxicos y como una etapa de preconcentracién antes de usar el analisis

espectrofotométrico o espectroscépico convencional .

H /
HO-\ FHZ EAKO\],I/ — {jf
H N H H CH,OH
=0
"Hs
|'\ )’I

Figura 5. Estructura de la quitina.
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Por su parte, el quitosano (Figura 6), no es nativo de fuentes animales pero se
encuentra como componente estructural de un pequefio nimero de hongos como
Mucor, especies de Absidia y Rhizopus ©®. Esta constituido por unidades de N-
glucosamina es insoluble en agua, pero es soluble en soluciones acidas diluidas debido
a la protonacioén de los grupos amino presentes en su estructura a pH 6,5. El quitosano
puede ser definido como una quitina lo suficientemente desacetilada en forma de sales
de amina solubles cuyo grado de desacetilacion esta entre 80-85 % o0 mas para ser

considerada soluble ©7.

NH,
0 o o
\ oy H |
H | ho
HO. VAN

H,
L H i H H

CH,OH

Figura 6. Estructura del quitosano.

En la Figura 7, se puede observar de manera esquematica el proceso de obtencion de
quitina y quitosano a partir de conchas de crustaceos. El primer paso es una
desmineralizacion para eliminar el carbonato de calcio, la cual se realiza con una
solucién diluida de HCI entre 0,2-2,0 mol'L™, luego una desproteinizacién en caliente
con NaOH diluido alrededor de 1 molL™?, y una decoloracién para la remocién de
pigmentos que se realiza con etanol, acetona o peréxido de hidrégeno ©®. Una vez
obtenida la a-quitina, el quitosano se puede obtener empleando el método de
desacetilacion de Kurita ©®, el cual permite obtener un quitosano con un mayor grado

de desacetilacion. En este método se puede emplear NaOH concentrado entre 40-50
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%, a una temperatura entre 80-100 °C en un tiempo de 6-12 horas. Después del
tratamiento con NaOH bajo condiciones dadas se lavan las muestras con agua
destilada hasta llegar a pH neutro, y el residuo se lava con metanol y acetona. Para
prevenir la degradacién del polimero durante la desacetilacion se han empleado NaBH,4

y tiofenol como reactivos en proporcion 1:1 con la a-quitina ©°.

Desmineralizacion con  _pDesproteinizacion con  .——pDecolorizacion
solucion de HCI diluida solucion de NaOH diluida

CH,
Desacetilacion en ' H /J.' -0 ’
y caliente con C\H OH o oy \1\ K
T_CHJIH " le NaOH conc. ~_I“]---"' o HOY e ~ T
R I S
Ly 1 HO™/ ~_ [,\ — | 1 r-'
I"\ E 11| \ f H ! v H“\L \{/J q/ 3\ .;--_
HOL\ 7 O T d Ho o\ H o H CHUH
T NH, T/ [ =0
H ® 4 j CHOH &
QUITOSANO \ QUITINA J

Figura 7. Esquema de obtencion de quitina y quitosano a partir de conchas de

crustaceos.

Los polisacaridos como quitina y quitosano son caracterizados por ser ampliamente
bioactivos '?. El potencial de aplicacién del quitosano es multidimensional, siendo
empleado en diferentes areas como: la industria alimenticia (preservativo y aditivo), la
agricultura (fertilizantes), tratamiento de aguas (remocidon de metales toxicos), la
industria del papel y cosméticos, entre otros ©®®. De la misma manera, los polimeros
modificados de quitosano al igual que sus precursores pueden tener propiedades
bioldgicas y quimicas muy atractivas tales como: biodegradabilidad, biocompatibilidad,

atoxicidad, alta reactividad quimica, capacidad de adsorcién y quelacion, entre otras 'V
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Los principales parametros para la caracterizacion del quitosano son la fraccion de
desacetilacion, el peso del polimero y la cristalinidad los cuales pueden influir
considerablemente en sus propiedades fisicoquimicas. Los grupos amino presentes en
la estructura del quitosano pueden reaccionar facilmente con cationes metalicos
mediante mecanismos de quelacion debido al par de electrones libres disponibles en el
nitrdgeno, o por atraccion electrostatica por la protonacion de estos grupos amino en
soluciones &cidas . El quitosano es un polimero lineal que debido a la presencia de
estos grupos reactivos puede ser facilmente modificado quimica o fisicamente para
obtener derivados mediantes distintos procesos que pueden ser empleados para tener

un control sobre la reactividad del polimero o mejorar la cinética de sorcién .

2.9.1 Factores que afectan la calidad y las propiedades de adsorcion del
Quitosano.

A continuacion se describen los parametros que controlan las propiedades
fisicoquimicas de la quitina y el quitosano como lo son el peso molecular, el grado de

desacetilacion y la cristalinidad.
2.9.1.1 Cristalinidad y propiedades de hinchamiento.

En estado sélido el quitosano puede formar hojuelas, peliculas, fibras, polvo entre otras.
Las propiedades del quitosano en este estado dependen del origen del material,
meétodo de procesamiento y obtencion, grado de desacetilacion y distribucion de masas
moleculares. La estructura cristalografica del quitosano esta necesariamente
relacionada con la organizacién cristalina de la quitina y se presenta principalmente en

las formas la a-quitina y B-quitina /2.
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La cristalinidad es un parametro que controla la disponibilidad de los grupos amino y
controla las propiedades de difusién y accesibilidad a los sitios internos de adsorcion.
Las proyecciones de la estructura cristalina de la a-quitina y la B-quitina se muestran en

las Figuras 8 y 9 respectivamente (.

Figura 8.Estructura a-quitina ™.

Figura 9. Estructura B-quitina ™.
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Las modificaciones quimicas que se realizan en el quitosano también influyen en la
cristalinidad , por ejemplo bajos niveles de entrecruzamiento incrementan la capacidad
de adsorcion y disminuyen el grado de sustitucion por nuevos grupos en el polimero,
debido a que impide que se creen cadenas que estén dispuestas muy juntas
disminuyendo a su vez la capacidad de hinchamiento ¥. El acceso a los sitios de
adsorcion incrementa con el caracter hidré6fobo. En otros estudios se determiné que
cuando el polimero es empleado en forma de perlas de gel el tratamiento de

entrecruzamiento afecta la eficiencia de adsorcion .

La cristalinidad puede ser determinada por difraccion de rayos X, pero se puede

obtener una buena estimacién empleando FT-IR para muestras de quitina .

2.9.1.2 Peso molecular

Una caracteristica importante que hay que tener en consideracion para estos polimeros
es el peso molecular y su distribucién, ya que, una de las dificultades que se encuentra
es la solubilidad de las muestras y la disociacion de los agregados presentes en las

soluciones del polisacarido ('®).

El peso molecular de una muestra de quitosano es un promedio sobre el conjunto de
distribuciones de pesos moleculares, esto puede deberse principalmente a que por
tratarse de un polisacarido este no se codifica en el ADN del organismo pero es
sintetizado a partir de enzimas polimerasa y durante el proceso de extraccion puede
sufrir depolimerizacion “”. La distribucién del peso molecular en el quitosano afecta
tanto las propiedades fisicas como las quimicas, y es un factor determinante en la

solubilidad y viscosidad del mismo.
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Existen diversas formas para su determinacién tanto en quitina como en quitosano,
entre los cuales se encuentran: viscosimetria, cromatografia de permeabilidad en gel y
dispersion de luz "®. Sin embargo, determinar el peso molecular de estos polisacaridos
de forma precisa resulta muy dificil debido al amplio rango de distribucion del peso
molecular, la diversidad estructural y las fuertes interacciones intermoleculares
presentes en el polimero. Esta propiedad, también afecta su funcionalidad para ser

empleado como espesante, regulador de de viscosidad, antifingico, entre otros ® (79

2.9.1.3 Grado de desacetilacion

El grado de desacetilacion (GD) representa el contenido de grupos amino libres
presente en la estructura del quitosano. De hecho, el quitosano se considera una
quitina desacetilada en un 60-75 % o mas, punto en el cual se vuelve soluble en acidos
organicos. Es un indice de mucha importancia que ademas, se encuentra directamente
relacionado con su viscosidad, habilidad de intercambio id6nico, floculabilidad, entre
otros. Se puede definir como la relacion de porciones de quitosano sin grupos acetilo de

todas las porciones de quitosano presentes /9.

En la actualidad se han empleado diversos métodos para la medicion del grado de
desacetilacion del quitosano tales como: titulacidn alcalimétrica, espectrometria
infrarroja, indice de refraccion, titracién con andlisis térmico, espectrometria UV- visible
entre otros. El mas comdn es el método de titracidbn acido- base seguido por la
espectroscopia infrarroja en donde el GD puede ser medido por el pico de absorcion de

grupos caracteristicos en el quitosano ©®.
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3. Quitosano y sus modificaciones

El quitosano debido a su alta solubilidad en soluciones acidas se dice que posee un 60
% de grado de desacetilacion ®®. En condiciones éptimas se puede obtener un
quitosano que posea entre un 90-95 % de grado de desacetilacion ®”. Ademas, debido
a sus propiedades mecanicas y de hinchamiento no es un material adecuado para ser
usado en SPE. Sin embargo, se puede hacer reaccionar mediante los grupos aminos
libres para obtener materiales que cumplan con las condiciones necesarias. Para ello
se realizan modificaciones tanto fisicas como quimicas a fin de mejorar sus propiedades

de sorcion @.

3.1 Modificaciones fisicas del Quitosano: El quitosano por su versatilidad puede
ser facilmente modificado fisicamente mediante la preparacion del polimero en
diferentes formas ®. La eficiencia de adsorcién depende principalmente de algunas
propiedades fisicoquimicas como la porosidad, el area superficial y el tamafio de
particula. El quitosano posee un area especifica baja entre 2-30 m? ‘g™ y debido a
gue sus particulas son muy pequefias se ha demostrado que presentan limitaciones
hidrodindmicas y causan obstruccién en los sistemas de columna @ ©®. E| uso de
perlas de gel mejora considerablemente la capacidad de adsorcion. La porosidad y
las caracteristicas relacionadas pueden ser manipuladas usando separacion de fase
criogénica, por la inclusién de hidrocarburos como nonanilcloruro para disminuir el
efecto hidrofébico y empleando el injerto de compuestos que contienen grupos

funcionales del quitosano ©.

3.2 Modificaciones quimicas del Quitosano: Las modificaciones quimicas del
guitosano son interesantes debido a que no producen cambios en el esqueleto
fundamental del polimero sino mas bien generan propiedades nuevas y mejoradas
®9  Estas modificaciones tienen dos objetivos principales: la mejora de las

propiedades de adsorcién y la prevencion de la disolucion del polimero en soluciones
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acidas . Para ello se han implementado diversos procesos de reticulacién usando
diferentes agentes como EDGE (etilenglicoldiglicidileter), reactivos de epiclorhidrina,
glutaraldehido y reacciones de base de Schiff. También, se ha utilizado el proceso de
incorporacion de grupos funcionales con el objetivo de mejorar la capacidad de
adsorcion de metales. Las sustituciones involucran las reacciones quimicas del grupo

amino en el C-2 y del grupo hidroxilo en el C-3 %),

La modificacion de biopolimeros como el quitosano ofrece un gran numero de
posibilidades ya que a través de reacciones quimicas como reticulacion y reacciones
de injerto de moléculas se pueden obtener macromoléculas superestructurales,
como: hidrogeles, resinas poliméricas, membranas, fiboras o materiales compuestos,

cuyos materiales, pueden ser empleados como adsorbentes ©%.

3.2.1 -Entrecruzamiento del Quitosano

La reticulacién (o entrecruzamiento) se lleva a cabo cuando un agente entrecruzante
introduce puentes intermoleculares y/o enlaces cruzados entre las macromoléculas del
polisacéarido. El agente entrecruzante puede reaccionar con macromoléculas de cadena
lineal o ramificadas (reticulacion/entrecruzamiento) y/o consigo mismo (polimerizacién),

dependiendo de su naturaleza y las condiciones de reaccion.

El proceso de entrecruzamiento disminuye drasticamente la movilidad de los segmentos
en el polimero, si el grado de entrecruzamiento es suficientemente alto el polimero
disminuye la capacidad de absorcién del agua (hinchamiento). Los dos factores mas
importantes que controlan la medida de las propiedades de adsorcion de materiales, a
base de polisacaridos, son la hidrofilicidad del polimero y la densidad de reticulacion.

Cuando el grado de entrecruzamiento es alto, el material es poco cristalino ¢ ©3,
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3.2.2 -Modificacion del Quitosano de tipo Bases de Schiff.

La reaccion de formacion de una base de Schiff ocurre debido a que el grupo amino del
quitosano puede atacar al carbono carbonilico activo de un aldehido. Esta reaccion es
catalizada en presencia de &cidos y se obtiene como un grupo imino (R-HC=N-). Las
iminas mas estables se forman cuando se utiliza un aldehido aroméatico o una arilamina;
en cambio, las iminas no sustituidas son inestables y polimerizan cuando se dejan en
reposo &Y. Esta constituye una reaccién de adicién-eliminacion la cual depende del pH,
debido a que la primera etapa es la adicién de la amina libre al grupo carbonilo, la cual
no debe estar protonada porque pierde su nucleofilidad, mientras que en la segunda
etapa se elimina el OH como agua, esta etapa se favorece al aumentar la concentracion
de &cido. Se puede obtener un pH 6ptimo (entre 4-5) donde la velocidad de la reaccion
es maxima, manteniendo la cantidad de acido suficiente para que la amina este

parcialmente protonada y los grupos NHz disponibles inicien la adicién nucleofilica .

La introduccion de grupos funcionales en la matriz del quitosano mejoran la capacidad
de interaccionar con iones metalicos por formacion de complejos, por lo cual, la
modificacién del quitosano para generar bases de Schiff proporciona un material
potencialmente acomplejante de especies metalicas, asi como, para ser empleados en

otras aplicaciones analiticas y ambientales ©® (9.

A continuacion se presentan algunos trabajos de investigacion en los cuales se han
realizado modificaciones quimicas al quitosano con diferentes aldehidos aromaticos a
fin de proveer la obtencion de nuevos materiales biodegradables que puedan ser

amigables con el ambiente.
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Dos Santos y col. ®®, realizaron la sintesis y caracterizacién de bases de Schiff de
quitosano y derivados del salicilaldehido. Para ello se partié de un quitosano purificado
el cual se disolvié en una solucién de &cido acético 0,1 mol'L™ y se colocé en agitacién
por 6 horas. Luego el salicilaldehido y sus derivados 5-Bromo, 5-Cloro, 5-Nitro y 5-
Metoxi disueltos en metanol (2:1, v/v) fueron afiadidos resultando una solucion viscosa
la cual se agito por 16 horas. La formacion de un gel amarillo oscuro indico la formacién
de la base de Schiff en la matriz del quitosano. Este gel se concentré en un rota vapor
bajo vacio y se lavo con etanol varias veces, filtrandolo y secandolo a temperatura

ambiente y en una horno al vacio a 60 °C por 15 horas.

Simionatto y col. ®”, estudiaron la influencia de algunos parametros de reaccién como:
relacion molar, tiempo y temperatura en el grado de sustitucion de bases de Schiff
biopoliméricas obtenidas a partir de quitosano y salicilaldehido. Para ello las bases de
Schiff se prepararon disolviendo 400 mg de quitosano previamente purificado con 25
mL de &cido acético 0,15 mol'L™. Luego de reaccionar por 12 h a 25 °C, se afiadi6 la
cantidad deseada de salicilaldehido disuelto en 10 mL de etanol a la solucion de
quitosano y se evaluaron diferentes condiciones de reaccion. El gel amarillo oscuro que
se obtiene revela la formacion de la base de Schiff en la matriz biopolimérica del
quitosano y este gel fue colectado por filtracién y lavado varias veces con etanol para
remover el exceso de aldehido y secado a 60 °C a presiéon reducida y colocado

posteriormente en un desecador.

Wang y col. ® realizaron la preparacién de un p-aminobenzoilo quitosano mediante la
esterificacion de una base de Schiff de quitosano con benzaldehido y estudiaron sus
propiedades antibacterianas. Inicialmente prepararon la base de Schiff disolviendo el
quitosano en una solucion de acido acético al 1% (m/m), posteriormente se le afiadié 20
ml de benzaldehido disuelto en etanol colocandolo a 60 °C, con agitacion por 5 horas,

luego realizaron lavados con etanol varias veces y lo colocaron a secar a 50 °C por 24
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h. Por otro lado, se empled cloruro de p-amino benzoilo para la esterificacion de esta
base de Schiff el cual fue obtenido a partir del acido p-amino benzoico y su respectiva
reaccion con cloruro de tionilo. La base de Schiff con benzaldehido se disolvié en una
mezcla de éter y piridina y se hizo reaccionar con el p-aminobenzoilo obteniendo el
derivado esterificado.

Singh y col. ®

, realizaron la sintesis en dos pasos de dos bases de Schiff de
quitosano aciladas y evaluaron la aplicacion de estos derivados como aditivos
biolubricantes multifuncionales. Para ello, en un primer paso prepararon la base de
Schiff de quitosano con 3,5-terbutil-4-hidroxi-benzaldehido disolviendo el quitosano con
una mezcla de metanol y acido acético diluido, posteriormente el aldehido disuelto en
metanol se afiadi6 gota a gota y con agitacion , colocandolo en reflujo por 10 horas. El
producto obtenido se seco a 50 °C al vacio. Luego una cantidad de la base de Schiff
obtenida se colocé en un balon con 10 mL de dimetilacetamida a 80 °C por 30 min
dejando enfriar luego hasta 50 °C. Posteriormente se afiadio cloruro de lauroilo en dos
proporciones diferentes (a fin de obtener dos derivados distintos) previamente disueltos
en dimetilaminopiridina gota a gota a la mezcla de reaccidn incrementando
gradualmente la temperatura hasta 90 °C con agitacién por 3 horas. El producto filtrado

y lavado con NaHCOj3 0,2 mol'L™ se dej6 secar a 60 °C toda la noche.

3.3 Caracterizacion espectroscopica del Quitosano y sus derivados.

Para la quitina y el quitosano es importante la determinaciéon de su estructura quimica
debido a que poseen un gran numero de actividades fisicoquimicas, biologicas y
mecanicas que estan intimamente relacionadas con el grado de acetilacién . De esta

manera, la caracterizacion espectroscopica por FT-IR (Infrarrojo con Transformada de
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Fourier) constituye una técnica rapida para la evaluacion cualitativa del grado de

acetilacion por relacién entre las bandas de absorcion 9.

El método empleado para cuantificar el grado de desacetilacion es el reportado por
Brugnerotto y col. ®», cuyo método consiste en la medicién de las areas en absorbancia
gue aparecen en los espectros FT-IR. En estos analisis se debe emplear transmision
con pastillas de KBr a fin de obtener la mejor resolucion. Para este analisis, se realiz6
una curva de calibraciéon empleando areas de las bandas de absorcién de 1420 cm™
(A1420, grupos C-H) y 1320 cm™ (A1320,grupos amida Ill), y la relacién entre ellas
A1320/A1420. La ecuacion obtenida se muestra a continuacion:

Aa1320/A1420= 0,3822 + 0,03133DA

Donde DA es el grado de acetilacion.

Del mismo modo, existen dos unidades repetitivas en el quitosano, en cada unidad
existen seis carbonos (C1-C6), ubicados en la unidad N-acetilglucosamina (GIUNAC) y
N-glucopiranosa (GIluNH;). Ademas, cada unidad del polimero tiene cuatro atomos de
hidrogeno que estan unidos con cuatro atomos de oxigeno formando grupos del tipo O-
H. Cada uno de estos enlaces ubicados en las unidades repetitivas poseen
caracteristicas propias que se modifican en diferentes ambientes quimicos
proporcionando distintos desplazamientos quimicos en Resonancia Magnética Nuclear
(RMN) (86) (92)

Asi mismo, el grado de acetilacién puede ser determinado mediante RMN H*
empleando la relacion entre la sefal del proton del grupo metilo en las unidades de 2-
acetamido-2-deoxy-D-glucan (Acnsz) y el proton del C-2 en las unidades de 2-amino-2-

deoxy-D-glucopiranosa (Ax-2), segun la ecuacion:

DA= (ACH3/ 3 AH.2) * 100 S .
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3.4 Quitosano modificado empleado para preconcentracién en linea

Las resinas de quitosano modificado se han empleado recientemente para la
separacion, preconcentracion y recuperacion de metales en quimica analitica. Para ello,
se han utilizado agentes acomplejantes a fin de mejorar las capacidades de sorcion del
material. El desarrollo de estas resinas quelantes para preconcentracion en columna
utilizando extraccion en fase sélida y la combinacion con técnicas de inyeccion en flujo
constituyen una alternativa para la determinacion de metales en niveles trazas y ultra

trazas usando sistemas de deteccion espectroscopicos.

A continuacion se muestran algunos trabajos de investigacion en los cuales se han
realizado modificaciones quimicas al quitosano a fin de evaluar su capacidad de

adsorcion de iones metélicos y otros elementos.

Hosoba y col. ®® sintetizaron una novedosa resina de quitosano reticulado

funcionalizado con histidina para la preconcentracién de trazas de plata en muestras
acuosas. En primer lugar colocaron 5 g del quitosano reticulado con EDGE en una
mezcla de agua ultra pura y etanol (50:50), a la cual también le afadieron
clorometiloxirano como brazo espaciador y la mezcla la colocaron en reflujo por 3 horas.
El producto obtenido fue filtrado y lavado tres veces con agua y etanol. Luego el
producto y 10 g de L-histidina fueron suspendidos en una mezcla de dioxano y NaOH 2
mol'L?, colocandose en reflujo por 6 horas. El producto final fue filtrado y lavado con
agua y etanol tres veces. A una cantidad de la resina humeda le afadieron acido nitrico
2 mol'L™ para remover cualquier impureza metalica, con agitacién por 6 horas a baja
velocidad. Finalmente el producto fue filtrado y lavado con agua ultra pura. Esta resina
sintetizada fue empacada en minicolumnas (2mm d.i. x 40mm longitud) para ser
empleada en un sistema triple de pretratamiento automatico acoplado a un detector de

espectroscopia de emision éptica con plasma inductivamente acoplado (ICP-OES por
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sus siglas en inglés). El factor de enriquecimiento para 20 mL de muestra fue de 73 %.
La curva de calibracion fue lineal para Ag (l) a niveles de concentracion de sub-ppb
obteniendo un coeficiente de correlacion de 0,999 con un limite de deteccion (LD) de
0,03 pgL™ (en comparacién con el obtenido por medida directa del ICP-AES 1 pgL™).
La frecuencia de muestreo fue de 18 muestras h™, usando 5 mL de solucién de
muestra. Ademas, los autores mostraron que el material tiene una buena adsorcion de
plata en regiones de pH entre 5-9.

Sabarudin y col.

, modificaron quimicamente un quitosano reticulado con 2-
propanolamina a través de un brazo de clorometiloxirano para ser empleada en una
columna para SPE para la adsorcion de algunos elementos. Inicialmente los autores
sintetizaron el quitosano reticulado con el brazo de clorometiloxirano, luego el producto
obtenido fue suspendido en dioxano con 2-propanolamina (DPA). A esta suspension se
le afiadi6 NaOH 1 mol'L™? y colocado en reflujo por 3 horas a fin de acoplar el grupo
amino de la DPA con el cloro terminal del quitosano modificado con clorometiloxirano.
El producto final fue filtrado empleando un filtro de vidrio y lavado con tres porciones
pequeinas de agua y etanol. La resina obtenida por los autores fue agitada por 6 horas
con &cido nitrico 2 mol'L™ para remover cualquier impureza metélica y posteriormente
lavado con agua ultra pura. Ellos observaron que la resina mostr0 una excelente
capacidad de adsorcion para germanio entre pH 6-9, demostrando su aplicabilidad para

la separacién y preconcentracion de germanio en muestras ambientales.

Dai y col. ), sintetizaron una nueva base de Schiff de quitosano (S-CS) con nanotubos
de carbono de pared mudltiple injertados (S-CS-MWCNTSs) para ser empleado como
adsorbente para la preconcentracién y determinacion de metales pesados en muestras
ambientales y biologicas y deteccion por ICP-MS. Para ello, disolvieron 1000 mg de
quitosano obtenido mediante procedimientos previos en 80 mL de acido acético al 0,2

% (p/p), La solucién se dejo reposar durante la noche, y luego le afiadieron lentamente
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4 ml de 4-metilbenzaldehido en metanol (2:1, v/v). Después de agitar durante 24 h a
temperatura ambiente, la mezcla resultante fue lavada con etanol varias veces, filtrada y
secada en un horno de vacio a 40 °C durante 8 h. El polvo amarillo obtenido fue de S-
CS. Luego prepararon un cloruro de acilo modificado con los nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNTs-COCI) y mezclaron 50 mg de este con 400 mg de la base de
Schiff de quitosano (S-CS) en 30 mL de dimetilformamida. Una vez obtenido el
adsorbente modificado, optimizaron las variables de las cuales depende Ila
preconcentracion tales como pH, flujo de muestra, concentracion y volumen de eluente.
Bajo las condiciones Optimas empleando una minicolumna empacada con 40 mg de
material adsorbente los factores de enriquecimiento obtenidos para V (V), Cr (VI), Cu
(1N, As (V), y Pb (Il) alcanzaron 111, 95, 60, 52, y 128, respectivamente, y los limites de
deteccion oscilaron entre 1,3 y 3,8 ng'L™. El método desarrollado fue aplicado con éxito
para la determinacion de iones de metales traza en el arenque, la espinaca, agua de

rio, y agua del grifo con buenas recuperaciones que variaron entre 91% y 105%.

(14), mediante una reaccion de diazotacion realizaron la modificacion

Carletto y col.
guimica del quitosano con 8-Hidroxiquinolina (8-HQ) para ser empleado como resina
guelante en una micro columna para la preconcentracién en linea de Zn (ll) y su
determinacion en muestras acuosas. Para ello, prepararon una muestra de solucion
gelatinosa de quitosano al 5% (m/v) mediante la gelificaciéon de quitosano comercial en
polvo en una solucion al 5% (m/v) de acido acético. Después de completarse la mezcla,
precipitaron la solucion gelatinosa con una solucién de NH; 20% (v/v), usando una
bomba peristéltica para gotear la suspension coloidal, las microesferas obtenidas se
colocaron en un matraz sellado a 50 °C con 300 mL de una solucién de cloroformo que
contenia p-nitrobenzaldehido y 10 mL de trietilamina para promover la reaccion. Las
microesferas se lavaron vy filtraron y luego el quitosano benzoilado fue reticulado con

glutaraldehido al 10% (m/ v) y luego realizaron la reduccion del grupo -NO, a -NH; con
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300 ml de ditionito de sodio al 5% (m/v) y las microesferas se vertieron lentamente en
un matraz sellado a 45 °C. Este derivado aminofenil fue diazotado durante 40 min a O
°C con 200 mL de nitrito de sodio al 3% (m/v) en acido acético 10% (v/v). Después de la
filtracion y lavado, el gel de quitosano benzoilado modificado fue mezclado con 100 mL
de 8-HQ 3% (m/v), disuelto previamente en una solucion de NaOH al 5% (m/ v) en
alcohol etilico. El derivado de quitosano fue lavado con 100 mL de HNO5; 1 molL? y
luego con agua destilada para eliminar la solucién de acido. Por otro lado, el sistema de
preconcentracion fue lineal entre 2,5 y 75 pg'L™, con un factor de preconcentracion de
17,6, frecuencia de muestreo de 18 muestras por hora, limites de detecciéon y
cuantificacién de 0,8 y 2,5 ng'L™ respectivamente para 100 mg de material sorbente

empleado y los resultados para los estudios de recuperacion oscilaron entre 85y 95%.

En la Tabla 3 se muestran la aplicacion de algunos materiales modificados del
quitosano para la preconcentracion en linea de algunos elementos y su determinacion

por diferentes técnicas espectroscopicas.



Tabla 3. Aplicaciones de algunos materiales de quitosano modificado para la preconcentraciéon en linea de

elementos traza.

Elementos Matriz Adsorbente FP Eluente LD (Mg L™ | peteccion Ref.
Cd, Cu Agua Natural Quitosano modif_icado 24-25 HNO, 0,1-0,4 EAA (18)
con 8-HQ (oxina)
Quitosano modificado
Cu Muestras acusas | con acido 5- sulfénico- 19,1 HNO; 0,3 EAA (24)
8-HQ
Quitosano modificado
Zn Muestras acuosas con 17,6 HNO; 0,8 EAA (14)
8-HQ
. Quitosano modificado i
ég’ ﬁ: ﬁg Muestras acuosas con acido 3,4- 8 --12 HNO; 0.07-0,90 EEA (94)
I\ii U vV ' ambientales dihidroxi-
T benzoico
Ag, Be Quitosano
. Cd, funcionalizado
Co, Cu, Ni, | Muestras acuosas | con acido 2-amino-5-
Pb, U, V,y ambientales hidroxibenzoico HNO; 0,002-0,930 | ICP-AES (93)
un brazo —
de clorometiloxirano




34

4. OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL: Emplear un quitosano funcionalizado obtenido de un
desecho organico como las conchas de camaron, como material adsorbente en la
separaciéon y preconcentracion de trazas de plomo mediante una configuracion de
flujo continuo acoplado a un espectrofotometro de absorcién atbmica como sistema

de deteccion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extraccion de la a-quitina de las conchas de camarén por tratamiento con HCI
y desproteinizaciéon con NaOH diluido.

2. Aislamiento del quitosano a partir de la a-quitina por tratamiento con base.

3. Sintetizar derivados del quitosano por modificacion quimica mediante
formacion de base de Schiff empleando aldehidos aromaticos y reacciones de
diazotacion empleando quinolinas como agentes quelantes.

4. Caracterizar los quitosanos funcionalizados a través de FTIR, RMN H-1.

5. Construir la configuracion de flujo continuo a utilizar.

6. Realizar la preconcentracion y determinacion de trazas de Pb.

7. Determinar la presencia de Pb en muestras ambientales acuosas.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Materiales y equipos utilizados:

e Los reactivos utilizados en la obtencién de quitosano y sus derivados tales
como: NaOH, NaBH4, HCI, CH3COOH, Dimetilformamida, Piridina, Cloruro
de p-nitrobenzoilo, Piperonal, Benzaldehido, Vainillina, p-
nitrobenzaldehido, NaNO,, 8-Hidroxiquinolina, fueron de las marcas
Merck, Aldrich, Riedel de Haen y Scharlau.

e Los solventes empleados fueron de grado técnico y en algunas ocasiones
solventes destilados tales como: cloroformo, metanol, etanol.

e Se empleo un rotavapor marca Buchi, un ultrasonido marca Sonicar
modelo AA253.

e Los espectros de infrarrojo se tomaron en su mayoria por pastillas de KBr
en un espectrofotometro de Infrarrojo medio (FT-IR) marca Nicolet, modelo
380 operado en modo de Transformada de Fourier.

e Equipo de resonancia magnética nuclear: BRUKER, modelo AM500, de
600 MHz para RMN H-1 (IVIC).

e Equipo de resonancia magnética nuclear marca JEOL, modelo Eclipse de
270 MHz.

En cuanto a los utilizados en el sistema de analisis por inyeccion en flujo

acoplado a espectrometria de absorcién atomica (FIA-EAA) se encuentran:

e Espectrometro de Absorcion Atdmica de Llama Perkin-Elmer, modelo
5100 PC. La longitud de onda y corriente de lampara empleada fue 217
nm y 10 mA respectivamente.

e Patron de Plomo 1000 ppm 99,9 % pureza, Merck.

e APDC: pilorridintiocarbamato de amonio para analisis, 99% Sigma
Chemicals.

e MIBK: metilisobutilcetona, 99% Riedel de Haen.
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Derivados de quitosano obtenido mediante la modificacion quimica con
aldehidos aromaticos.

Acetileno AGA Gas.

Una bomba peristaltica GILSON Miniplus 3 de cuatro canales.

Lampara de catodo hueco de Plomo, Varian.

Dos valvulas de inyeccidon manuales Rheodyne.

Una botella de desplazamiento para desplazar el solvente organico.
Cronometro.

Material volumétrico de vidrio.

Agua desionizada, purificada en un sistema Barnstead Nano pure-infinity,

para obtener agua 18 MQ.cm
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5.2 Origen de las muestras de conchas de camardén.

Las muestras de conchas de camarén fueron donadas por la empresa PROCAM
S.A, la cual es una empresa procesadora de camarones y alimentos del mar ubicada
en Barcelona, estado Anzoategui- Venezuela. Como para muchas empresas a nivel
mundial para PROCAM S.A las conchas de camardon constituyen un desecho
bastante abundante, representando entonces una fuente disponible y econémica de
a-quitina. Estas muestras fueron colocadas en bolsas de propileno y refrigeradas a
(4,0 °C £ 0,1 °C). En el laboratorio estos desechos fueron lavados con agua de grifo
y con agua destilada extrayendo el material carnico posible que aun estaba presente
en las muestras. Luego estas se dejaron secar en un horno a (100,0 °C + 0,1 °C) por
12 horas aproximadamente. Una vez secas estas fueron trituradas a fin de obtener

un tamafio de particula mas pequefio.

5.3 Aislamiento de a-quitina.

5.3.1 Desmineralizacién de las conchas de camaroén.

El tratamiento de las muestras se realiz6 segun la metodologia planteada por Kurita
©8) Para el primer ensayo se pesaron (10,0450 + 0,0001) g de las conchas de
camaron secas en una fiola de 250 mL y se les afiadio 150 mL de HCI 5% (relacion

1g/15 mL) y se colocé en agitacion a temperatura ambiente por 2 horas.

Figura 10. Proceso desmineralizacion de las conchas de camaron.
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Luego el residuo se filtr6 y se lavd hasta la neutralidad y se coloc6 en una capsula
de porcelana para secarlo en la estufa a (50 °C = 0,1 °C) alrededor de 8 horas. Sin
embargo, fue necesario dejarlo 8 horas mas a una temperatura de aproximadamente

de (74 °C £ 0,1 °C). El residuo seco se saco de la estufa y se peso.

5.3.2 Desproteinizacion de las conchas desmineralizadas.

El residuo desmineralizado se coloco en un balén de reaccion de 250 mL y se
sometié a un proceso de desmineralizacion con NaOH 5% en relacion aproximada
de 1g/15 mL, para lo cual se montd un sistema de reflujo con agitaciéon empleando
bafio de arena, la metodologia plantea colocar el sistema a temperaturas entre (100-
110 °C). Luego de 4 horas de controlar la temperatura se alcanzé (92°C+ 0,1°C) vy
se dej6 en reflujo a esta temperatura aproximadamente 3 horas. Se filtré6 por succién
y se lavo hasta pH neutro colocandolo en la estufa alrededor de 15 horas a (50 °C +
0,1°C).

. FEXRIRT I
— g\ T S N

Figura 11. Proceso de desproteinizacién de las conchas de camaron.

Una vez seca la muestra tenia un aspecto rosa palido por lo cual se realizaron

tratamientos con etanol para eliminar restos de pigmentos, proteinas y trazas
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metalicas, montando un sistema de reflujo con etanol. Se dej6 secar el residuo
nuevamente obteniendo una muestra de aspecto mas claro la cual se peso.
Esta metodologia de obtencion de la quitina se repitio tres veces mas partiendo de

cantidades variables de conchas de camaron.

5.4 Obtencidon de Quitosano
5.4.1 Desacetilaciéon de la a-quitina aislada.

El tratamiento de desacetilacion de la quitina se realizé por el método de Kurita y la
metodologia planteada por Tolaimate y col. ®°. Para ello se pesé 1,0145 g de la a-
quitina obtenida y se pesO 1,0030 g de NaBH, para evitar la degradacion del
polimero, estos se afadieron en un balon de reaccion con 60 mL de NaOH 50%
empleando atmésfera de nitrogeno y sistema de reflujo con agitacién a fin de
mantener la mezcla de reaccién a (100 °C + 0,1 °C) durante 3 horas.

Figura 12. Proceso de desacetilacion de la quitina obtenida.

Una vez finalizadas las tres horas el residuo se dej6é enfriar, se filtré y se repitié

nuevamente el proceso ya que el método recomienda repetir el proceso en dos
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pasos de 3 horas cada uno para obtener una a-quitina con un mayor grado de
desacetilacion. El residuo obtenido se filtré y se lavé hasta pH neutro, luego se seco
en el horno aproximadamente a (50 °C + 0,1 °C) por tres horas y se peso,
obteniendo finalmente la primera muestra de quitosano (Q-1). El procedimiento se
realizo tres veces mas (Quitosano: Q-2, Q-3 y Q-4 respectivamente) bajo las mismas
condiciones partiendo de cantidades variables de a-quitina. En la Tabla 4 se pueden

resumir las condiciones empleadas para el proceso de desacetilacion de la a-quitina.

Tabla 4. Condiciones empleadas en la desacetilacion de la a-quitina extraida a

partir de conchas de camaroén.

SOLVENTE NaOH 50 %( m/v)
TEMPERATURA (90-110) °C

6 Horas (3-3), con reflujo bajo

TIEMPO DE AGITACION ,
atmosfera de N

NaBH, (en cantidades
estequiometricas de quitina)

FILTRADO Al vacio

Agua destilada hasta pH neutro, y
secado a 50 °C.

NUMERO DE CICLOS 4

AGENTE ANTIOXIDANTE

LAVADO Y SECADO

5.5 Modificacion Quimica del Quitosano.

Para este trabajo de investigacion se obtuvieron cuatro quitosanos diferentes
correspondientes a los procesos de desacetilacion de la a-quitina: Q-1, Q-2, Q-3 y
Q-4 respectivamente. Sin embargo, debido a que de Q-1 se obtuvo poca cantidad y
esta fue empleada en ensayos fallidos en donde se perdid muestra, se emplearon
los quitosanos Q-2, Q-3 y Q-4 para la modificacion sintética planteada (Figura 13)

basandonos en Dai y col. (", y Carletto y col. 4.
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Figura 13. Esquema de modificacion sintética planteado.
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En este esquema se propone inicialmente la formacion de Bases de Schiff de
quitosano con aldehidos aromaticos como piperonal y p-hidroxibenzaldehido con la
posterior acilacion del grupo hidroxilo empleando un cloruro de benzoilo. En vista de
los resultados obtenidos en esta primera etapa de la reaccion, y de la disponibilidad
de reactivos en el laboratorio se emplearon tres aldehidos mas tales como:
benzaldehido, vainillina y p-nitrobenzaldehido para la modificacion sintética del tipo
base de Schiff con los cuales se realizo un ensayo a microescala de la reaccion de
acilacion. A partir de los resultados obtenidos, se tomo la decision de emplear la
Base de Schiff de Quitosano con p-nitrobenzaldehido para evaluar la reaccion de
copulacion con 8-Hidroxiquinolina. La descripcion de la metodologia empleada se

muestra a continuacion:

5.5.1 Formacion de Base de Schiff de Quitosano con Piperonal (BSQ-P).

Se empled la metodologia planteada por Dos Santos y col. ®® y por Simionatto y

col. @&

para la obtencion de bases de Schiff de quitosano con aldehidos
aromaticos. Para la base de Schiff de quitosano con piperonal (BSQ-P) se
disolvieron 0,5020 g de quitosano obtenido a partir del segundo proceso de
desacetilacion (Q-2) con 30 mL de CH3;COOH 2% y posteriormente se colocé en
agitacion por 6 horas, posteriormente a esta mezcla se afadié 10 mL de una
solucion de Piperonal en metanol (1g/10mL) dejando la mezcla en agitacion hasta
el dia siguiente. Luego esta mezcla de reaccion se trasvaso a un balon de reaccion
extrayendo el gel con metanol para colocarlo en un rota vapor por 20 minutos,
luego se realizaron lavados con etanol y se colocé nuevamente en el rota vapor por
alrededor de dos horas, se dejo secar y se pes0. En el esquema que se muestra en

la Figura 14 podemos observar esta sintesis.
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Figura 14. Esquema de modificacién del quitosano con piperonal.

5.5.1.2 Acilacién de base de Schiff de quitosano con piperonal.

A partir de los resultados obtenidos de la reaccion de formacion de la base de Schiff
de quitosano con piperonal (BSQ-P), se realizé una prueba para continuar con la
modificacion sintética planteada (Figura 13). Para ello se pesaron 80 mg de la BSQ-
P y 20 mg de cloruro de p-nitrobenzoilo disuelto previamente en 20 mL de
dimetilformamida (DMF), colocandolo bajo atmosfera de nitrégeno, con sistema de
reflujo con agitacion y manteniendo la temperatura entre (108-112) °C por 48 horas.

Una vez culminadas las 48 horas el sélido obtenido se filtr6 por succion empleando
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un embudo de placa porosa de 0,2 um y se lavo con CH3COOH 2% y etanol. Luego
de varios lavados se coloco el sélido en una capsula de porcelana en un desecador
al vacio para su posterior analisis. Este proceso se repiti6 nuevamente bajo las
mismas condiciones empleando cantidades variables de los reactivos. Asi mismo, se

empleo la metodologia de Wang y col. ®®

, colocando 51,6 mg de la BSQ-P en
agitacion con 15 ml de piridina por 1 hora. Posteriormente y con agitacién se afiadio
gota a gota cloruro de p-nitrobenzoilo disuelto en piridina (150mg/15 mL) y se dejo
en reaccion 4 horas a (30 °C + 0,1 °C), se realizaron lavados con NaCO3 1% y
etanol. La modificacién propuesta basandonos en Dai y col. (") es el que se muestra

en la Figura 15.

~

KUV":P’ |
{
o lﬂ’ OH c=<
N NH
HO Q HO
o | ) OHCI o (8] ©
N
OH )I\ .
Lv,,ﬁ_ﬂ

Base de Schiff de quitosano con piperonal

}

l Cloruro de p-nitrobenzoilo/CrF

Base de Schiff de quitosano con piperonal acilada con
cloruro de p-nitrobenzoilo.

Figura 15. Esquema de modificacién de BSQ-P con Cloruro de p-nitrobenzoilo.
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5.5.2 Formacion de Base de Schiff de Quitosano con Benzaldehido,

Vainillinay 4-nitrobenzaldehido.

El procedimiento general para la formacion de la Base de Schiff de Quitosano con:
Benzaldehido (BSQ-Bz), Vainillina (BSQ-V), y 4-nitrobenzaldehido (BSQ-4NBz) se
realiz6 siguiendo la metodologia de Wang y col. ®® en donde inicialmente se disolvio
el quitosano obtenido a partir de los procesos de desacetilacion anteriormente
descritos en 30 mL de CH3COOH 2%, y se agité a temperatura ambiente por 30
minutos, luego se le afladié 10 mL de etanol a la mezcla y se afiadié lentamente y
con agitacion el aldehido correspondiente disuelto en metanol en relacién 2:1, se
colocé en agitacion y se dej6é en calentamiento a (60 °C = 0,1 °C) por 5 horas. Una
vez culminado el tiempo de reaccion se dejé enfriar y se lavo con etanol colocandolo
en ultrasonido para posteriormente filtrar el producto y dejarlo secar en un horno
entre (50-80) °C. Las proporciones de los reactivos, asi como, las condiciones de
reaccion se resumen en la Tabla 5. El esquema de modificacion del quitosano se
muestra en la Figura 16.
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Tabla 5. Reactivos y condiciones de reaccion para la formacion de Bases de Schiff de Quitosano con: Benzaldehido, Vainillina

y 4-nitrobenzaldehido.

Derivado Quitosano (g) CH3;COOH 2% | Aldehido/metanol | Temperatura y tiempo de | Lavado Secado
(mL) (mL) reaccion
BSQ-Bz 0,5120 (Q-3) 5 Rota evaporador y
horno 50 °C
BSQ-V 0,209 (Q-3) 30 5 (60°C+£0,1°C) ETANOL
por 5 horas
Horno

0,1534 (Q-3 50°C-80°C
BSQ-4NBz Q3) S

2,7485 (Q-4) 50
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Figura 16. Esquema de modificacion del Quitosano con Vainillina, Benzaldehido y

4-nitrobenzaldehido.
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5.5.3 Copulacion de la base de Schiff modificada de quitosano 4-
nitrobenzaldehido con 8-Hidroxiquinolina.

Se realizaron varios intentos para funcionalizar el grupo de hidroxilo de las bases de
Schiff de quitosano obtenidas empleando cloruro de p-nitrobenzoilo. Sin embargo,
esta modificacién no fue posible bajo las condiciones de reaccion utilizadas segun
los resultados obtenidos del espectro FT-IR en donde no se aprecidé la banda
caracteristica del grupo carbonilo del cloruro de benzoilo alrededor de 1700 cm™. En
este sentido, tomando como reactivo de partida la base de Schiff de Q-4 con 4-
nitrobenzaldehido se ensayé la modificacion sintética que se muestra en el esquema

de la Figura 17 siguiendo la metodologia de Martins y col. %
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Figura 17. Esquema de modificacién sintética de la base de Schiff de quitosano con 4-nitrobenzaldehido.
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En este esquema puede observarse que el segundo paso de la modificacion
consiste en una reduccion del grupo nitro presente en la base de Schiff formada
inicialmente. Para ello, se peso inicialmente 2,3715 g del producto de la reaccion
entre Q-4 y el 4-nitrobenzaldehido y se colocd en reaccion con 300 mL de NaS204
5% (m/v). La reaccion se mantuvo a (60 °C £ 0,1 °C) por aproximadamente 4 horas.
Posteriormente el residuo se filtr0 y se sec6 en una estufa a (80 °C = 0,1 °C). El
siguiente paso de la modificacién consiste en una reaccién de diazotacién del
producto de reduccién obtenido, para ello se peso 0,9083 g y se afiadid en una fiola
con 50 mL de CH3COOH 10%, manteniendo la mezcla en bafio de hielo. Por otro
lado, se preparé 100 mL de solucién de NaNOz2 al 3% (m/v) en CH3COOH 10% y se
coloco en bafio de hielo. Estas dos soluciones se mezclaron y se mantuvo la mezcla
a 0 °C por 40 minutos. Posteriormente, el gel de quitosano modificado fue mezclado
con una solucion de 8-Hidroxiquinolina al 3% (m/v) en NaOH 5% (m/v). El gel
gelatinoso obtenido se dejo secar a temperatura ambiente y de aqui se tomo una
porcion y se le realizaron pruebas de solubilidad en agua, dimetilformamida (DMF), y
tetrahidrofurano (THF).

5.6 Determinacion de plomo en muestras acuosas empleando derivados de
Quitosano como material adsorbente mediante Analisis por inyeccion en

flujo acoplado a Espectrometria de Absorcién Atomica (FIA-EAA).

5.6.1 Configuracion de flujo empleada.

Se empleo una configuracion de flujo mostrada en la Figura 18, partiendo del disefio

de Rondén y col. ¢

, la cual fue construida en el Laboratorio de Quimica Analitica
del Centro de Quimica del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas

(IVIC).
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Carga de la
columna

Carga del coil de MIBK

Desecho

Botella de
desplazamiento

Muestras APDC H; 0

A) Etapa de Preconcentracion.
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complejo
metalico
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Bomba Peristaltica
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Muestras APDC H, 0

B) Etapa de Elucién.

Figura 18. Sistema de inyeccién en flujo continuo para la determinacion de
Pb?* empleando derivados de quitosano en sus etapas de: a)

Preconcentraciéon y b) Elucién.
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5.6.2. Sistema de preconcentracion y elucion en la configuracién de flujo

continuo empleada.

En la configuracion de flujo Figura 18 se puede apreciar que ocurren dos etapas:
una de preconcentracion y otra de elucion. En la etapa de preconcentracién también
denominada etapa de carga, la muestra (0 estandares) se hace pasar
continuamente durante un tiempo de preconcentracion al sistema mediante la
propulsion de la bomba peristaltica. En esta etapa, la muestra se mezcla con el
reactivo quelante (APDC), en donde se forma un quelato con el metal que es
retenido en la minicolumna empacada con el material adsorbente que en nuestro
caso son los derivados de quitosano, la cual se encuentra localizada en el bucle de
la valvula de inyeccion V1, mientras que la matriz de la muestra es enviada al
desecho, y a su vez a través de la valvula de inyeccién V1 hasta V2 se hace pasar
una corriente de agua para alimentar al detector. Posteriormente para pasar a la
etapa de elucion, se procede a girar las valvulas de inyeccion V1 y V2 al mismo
tiempo, por lo cual se cambian las posiciones para dar paso a través de la valvula
de inyeccion V2 al solvente organico (MIBK) hacia V1, de forma tal de eluir el
complejo metalico formado en la columna, liberando al analito preconcentrado al
detector. En la Figura 19 se muestra el sistema de preconcentracion en linea FIA-
EAA.
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Figura 19. Sistema de preconcentraciéon en linea FIA-EAA.
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5.6.3 Condiciones de trabajo para el sistema de preconcentracion en linea

acoplado a espectrometria de absorcion atdmica de llama.

En la Tabla 6, se muestran las condiciones de trabajo empleadas en el sistema de
flujo continuo las cuales fueron optimizadas para plomo y otros metales por Rondén
y col. ", De esta manera, se parti6 de unas condiciones éptimas reportadas en la
literatura que han sido utilizadas con otros materiales sorbentes tales como: zeolitas,
a fin de evaluar si existia la necesidad de optimizaciones adicionales para obtener
una sefal reproducible en el tiempo, cuando se empleara como material de
empaque los derivados de Quitosano descritos anteriormente. Por la naturaleza
quimica de los derivados obtenidos fue necesario trabajar a pH del agua desionizada

con soluciones acuosas de plomo de 100 pgL™.
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Tabla 6. Condiciones de trabajo empleadas para la preconcentraciéon en linea

de Pb?, utilizando derivados de quitosano y un sistema de flujo continuo

acoplado a un espectrometro de absorcion atomica.

Sistema Parametro
Longitud de onda (nm) 217
Llama Corriente de ldmpara (mA) 10
(AAS) Ancho de rendija (nm) 0,7
Relacion de aire/acetileno ( L min™) 10/2
Quimico pH de muestra/estandar 6,5
Concentracion de APDC (%m/v) 0,1
Flujo de muestra (ml/min™) 2,5
Flujo Flujo de reactivo acomplejante APDC (ml min™) 0,4
Continuo Flujo del portador H,O (mL min™) 3
Volumen de reactivo eluyente, MIBK (ul) 100
Longitud del serpentin de reaccion (cm) 172
L Tiempo de preconcentracion (min) 2,4
Tiempo de elucion (s) 30
Al Dimensiones de la columna: longitud (cm) x 0,3x4
diametro interno (mm)
Cantidad de material (derivados) mg 20




56

5.6.4 Evaluacién de derivados de Quitosano en el sistema FIA-EAA.

Como se describié en secciones anteriores se realizé la modificacion de la estructura
del Quitosano obtenido a partir de conchas de camardén empleando aldehidos
aromaticos con la finalidad de obtener derivados del tipo base de Schiff los cuales
fueron caracterizados para determinar si su formacion fue efectiva o no, y de esta
manera poder evaluarlos como material de empaque de minicolumnas analiticas
empleadas para preconcentracion en linea de soluciones estandares acuosas de Pb
en sistemas de flujo continuo. El primer derivado a evaluar consistié en el obtenido
de la reaccion de Quitosano con Vainillina (BSQ-V), posteriormente se evaluaron los
derivados obtenidos de la reacciéon de Quitosano con: Benzaldehido (BSQ-Bz),
Piperonal (BSQ-P), y 4-nitrobenzaldehido (BSQ-4NBz) respectivamente. Para los
estudios de precision y exactitud se selecciond aquel derivado que tuviera el mejor

comportamiento lineal en el rango de concentraciones estudiadas.

5.6.5 Caracterizacion analitica.

5.6.5.1 Figuras de Merito.

Una vez conocidas las condiciones de trabajo en el sistema de flujo continuo
mostrado en la Figura 18, se realizo el estudio de las curvas de calibracion
para la preconcentracion de soluciones estandares acuosas de plomo,
usando para ello minicolumnas empacadas con BSQ-V, BSQ-P y BSQ-4NBz
respectivamente. Por otra parte, para la evaluacion de las figuras de mérito se
empleé el material que presentdé el mejor ajuste lineal en el rango de
concentraciones estudiadas. En este sentido, se evaluaron las figuras de
merito como: a) sensibilidad, que es obtenida por la pendiente de la curva de
calibrado; b) limite de deteccion, el cual se define como la sefial del blanco
mas tres veces la desviacion estandar de la absorbancia correspondiente a

los picos obtenidos para 5 inyecciones consecutivas del blanco; c¢) la
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precision, expresada como la desviacion estandar relativa, se verifico con dos
soluciones estandares diferentes conteniendo cada una concentraciones
iguales del analito e inyectandolas por triplicado; d) el factor de
preconcentracion, el cual se obtiene de la razén de las pendientes de las
curvas de calibrado por el sistema FIA (ug'L™) y por aspiracién directa ( mgL
h: y finalmente e) la exactitud, la cual se evalud a través de los estudios de
recuperacion, tomando para ello muestras de agua de mina provenientes del
Parque Nacional General Juan Pablo Pefaloza, ubicado en la parte alta de la
montafa, a 2500 m.s.n.m., Sector Las Minas, Aldea Las Tapias, Bailadores,
Municipio Rivas Davila, estado Mérida, las cuales fueron facilitadas por el
laboratorio de Quimica Analitica. Estas muestras fueron fortificadas con una

concentracion conocida de iones Pb** y evaluadas con el sistema FIA-EAA.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Extraccidén y caracterizacion de quitina a partir de las conchas de

camaron.

La metodologia empleada se realiz6 segun el método de Kurita, para lo cual se
realizaron cuatro ensayos con cantidades variables de la fuente natural. En la Tabla
7, se muestran las cantidades empleadas de materia prima, asi como, el rendimiento

de la extraccion.

Tabla 7. Resultados y rendimiento de la extraccién de quitina a partir de

conchas de camaron.

Muestra Masa conchas (g) '\élﬁsciﬂir?:sitg? %S)L:]igr?gsen
1 10,045 2,305 22,943
2 10,014 2,613 26,088
3 40,021 9,967 24,904
4 69,941 17,277 24,702

Se puede observar que el rendimiento del procedimiento de extraccion de quitina a
partir de conchas de camaron esta entre 24 % y 26 %. Estos valores se encuentran
dentro del rango reportado en la literatura para este tipo de muestras el cual esta
entre 14% y 33% . Como ya se menciond anteriormente este procedimiento
involucra tres procesos principalmente los cuales son: desmineralizacion,

desproteinizacion y despigmentacion.

En la etapa de desmineralizacion se produce una efervescencia (CO,), debido al
consumo de los minerales que en su mayoria son carbonatos de calcio y de

magnesio. Segun la reaccion:
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CaCO3z;+ 2 HCI > COzT + CaCl, + H,O

El tiempo de exposicion al acido fue entre 2-3 horas en una sola etapa a temperatura
ambiente, empleando acido diluido, debido a que concentraciones muy altas pueden
causar la degradacion de la quitina por ruptura de los enlaces 1-4 glucosidicos en la
cadena polimérica, siendo necesario realizar lavados con agua para eliminar el

exceso de acido.

Durante la etapa de desproteinizacion se tratan las conchas desmineralizadas en
medio alcalino a altas temperaturas a fin de romper los enlaces de hidrogeno que
mantienen unidas a las moléculas de las proteinas, haciendo que estas se separen y
se dispersen en la solucién acuosa, esto produce una solucién marrén oscura como
sobrenadante la cual fue desechada por filtracion y este filtrado se lavo hasta la
neutralidad con abundante agua a fin de eliminar restos del sobrenadante y del
NaOH en exceso. El producto obtenido tenia un leve color rosa producto de la
presencia de pigmentos como astaceno, astaxantinas, cantaxantinas y [-caroteno
en el material crudo, por lo cual se someti6 a una despigmentacion con etanol,

obteniendo un producto de color blanco hueso.

La Figura 20 muestra el espectro FT-IR obtenido para la quitina en donde se
observa una banda intensa a 3418 cm™ la cual corresponde al estiramiento del
enlace—-OH de los grupos presentes en las aminoglucosas. Adicionalmente, se
observan bandas entre 2890 cm™ y 2690 cm™ correspondientes a la vibracién de
alargamiento de los grupos —CH y —CH.,. En la zona de la huella dactilar se puede

-1

apreciar una banda en 1637 cm = correspondiente al enlace C=0O de la amida

(amida 1) y en 1555 cm ™ deformacién angular del enlace N-H (modo amida 11), las
bandas entre 1000-1150 cm™ corresponden a las vibraciones de estiramiento del
enlace -C-O en los enlaces B (1-4) de los glucésidos. Los datos obtenidos son

(96)

coincidentes con valores reportados en la literatura *, por lo cual se garantiza la
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efectividad durante el proceso de extraccidon de la quitina. Una ampliacién de este

espectro se muestra en el apartado de Anexos 1.

Tramitancia (%)

e R R
3500 300 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda {cm )

Figura 20. Espectro FT-IR de la muestra de quitina.

6.2 Aislamiento y caracterizacion del quitosano a partir de quitina.

La metodologia empleada fue la de Kurita ®® y Tolaimate ®®, en donde fueron
empleadas cuatro muestras diferentes de quitina para la obtencion de quitosano
utilizando como solvente NaOH 50%. La Tabla 8 muestra los resultados obtenidos

en el proceso de desacetilacion de la quitina.
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Tabla 8. Resultados de la desacetilacion de la quitina.

Quitina (9) Quitosano (g) %R Solubilidad en acido diluido
1,0145 (Q-1) 0,7131 70,3 Positiva
1,0058 (Q-2) 0,7491 74,5 Positiva
2,5453 (Q-3) 2,0270 79,6 Positiva
5,0253 (Q-4) 4,0495 80,6 Positiva

Durante esta reaccién se produce la hidrdlisis de los grupos acetamido ubicados en
el C-2 de la quitina, siendo necesario emplear altas temperaturas para llevar a cabo
la reaccion. Como se puede observar en la Tabla 8 los rendimientos obtenidos se
encuentran entre 70 y 80 %, por lo cual el método resulto con una buena eficiencia.
Ademas el producto obtenido resulta soluble en soluciones de CH3COOH 2%,
siendo esta la principal diferencia entre la quitina y el quitosano. El quitosano posee
una mayor cantidad de grupos amino en su estructura los cuales pueden ser
protonados con soluciones de acidos diluidos con pH menores a 6 .La solubilidad del
guitosano depende a su vez de la masa molecular por lo cual mientras posea mayor

masa mas dificil es su solubilizacion originandose soluciones de mayor viscosidad
97)

La Figura 21 muestra el espectro FT-IR para una muestra del segundo quitosano
obtenido (Q-2) , en donde se observa una banda ancha a 3438 cm™ atribuida a la
vibracion de estiramiento de los —OH de las unidades de aminoglucosidos y las
elongaciones de N-H de las unidades de N-acetil-D-glucosamina. En 2884 cm™
vibraciones de alargamiento de los —C-H simétricos y asimétricos, en 1653 cm™ la
vibracién estiramiento modo amida | y la vibracién de tensién del C=0. En 1594 cm™
deformacién angular de los —NH en el plano, 1421 cm™ vibracién de flexién de los
grupos —CH,. Por Gltimo, en 1380 cm™ vibracién de flexién en el plano de los grupos
—C-H, entre 1000-1151 cm™ vibraciones de estiramiento del enlace -C-O en los
enlaces B (1-4) de los glucosidos. Ademas, se observa la desaparicion de la banda
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alrededor de 1550 cm™ correspondiente al modo amida Il. La presencia de la banda
a 1653,7 cm * asignada al modo amida | indica que la desacetilacién no fue
completa ya que este parametro varia con las condiciones empleadas, resultando
muy dificil una desacetilacion total de la cadena polimérica. En la Figura 22 se
muestra la comparacion fisica entre la quitina y quitosano observando mayor
cristalinidad en la muestra de quitosano, la cual se debe principalmente a las
diferencias estructurales en cada uno de los biopolimeros por el aumento de la
proporcion de unidades de N-glucosamina durante el proceso de desacetilacion.
Ademas, en la Figura 23 se muestra la comparacion entre los cuatro quitosanos
obtenidos, en donde se sefialan las frecuencias de vibracion correspondientes al
modo Amida | y la deformacion angular en el plano de los —N-H en el espectro FT-IR
correspondiente a cada uno de ellos. En este punto puede notarse la diferencia en la
sefal identificada como amida | para las cuatro muestras. La ampliacién de estos

espectros se presenta en el apartado de Anexos 2-4.
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Figura 21. Espectro FT-IR de la muestra de Q-2.

Figura 22. Comparacion fisica entre a) Quitina y b) Quitosano.
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En el andlisis del espectro de RMN de protones para las muestras de quitosano
permite observar las sefiales asociadas a la desacetilacion de la quitina. En la Figura
24 y 25 se observa el espectro RMN H-1 del Quitosano obtenido del segundo
proceso de desacetilacion (Q-2) (Anexos 5-6) empleando como solvente D,O/HCI
1%. Asi, se observa un singlete localizado alrededor de 1,98 ppm, el cual puede
asignarse a los protones del grupo metilo en las unidades de N-acetilglucosamina H-
Ac. Adicionalmente, es posible observar en 3,09 ppm la sefal asignada para el
proton H-2 del resto de glucosamina. Centrado en 3,65 ppm se observan dos
singletes anchos asociado a los protones H-3", H-4", H-5" y H-6" de las unidades de

D-glucosamina y N-acetilglucosamina.

W. Rondon f 0021 / HCl DzZo 1% / Protones

CHy
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Figura 24. Espectro RMN H-1 del Q-2 en D,O/HCI 1%.
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Figura 25. Ampliacién del espectro RMN H-1 del Q-2.

Ademas, una propiedad importante del quitosano es el grado de acetilacion el cual
puede calcularse empleando la relacién entre el area de la sefial del proton del
grupo metilo en las unidades de N-acetilglucosamina (Acns) Yy €l area del proton del

C-2 en las unidades de N-glucosamina (Ax-2), segun la ecuacion:

DA= (ACH3/ 3 AH-z) *100

El célculo de areas para cada sefial (Acns, An-2) Se realizd6 manualmente (Area = B. h/
2) a partir del espectro RMN H-1 que se observa en la Figura 25, obteniendo el
grado de acetilacion (GA), que se muestra en la Tabla 9. Adicionalmente, se
muestran los desplazamientos quimicos de los protones del quitosano empleando

D>0O/ HCI 1%, como solvente.
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Tabla 9. Desplazamientos quimicos de los protones del Quitosano 2 (Q-2) en
D,0O/ HCI 1%.

Desplazamientos quimicos en (&) ppm

H-2 H3-H6 CHs GA%

3,09 3,65 1,99 7,9

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 9 se puede observar que existe
aproximadamente un 7,5 % de unidades de acetilglucosamina en la estructura del Q-
2 este grado de acetilacion (GA) es restado al 100% de acetilacion y se obtiene el
grado de desacetilacion (GDA) del quitosano, es decir, el porcentaje de grupos

amino presentes en su estructura, por lo tanto:

GDA= 100-GA
GDA=100-7,5= 92,5 %

Estos resultados indican que bajo las condiciones de trabajo empleadas para las
muestras de quitina procesadas se puede obtener un quitosano con mas de un 70%
de grupos amino en su estructura, lo cual resulta en un producto ampliamente
interesante para realizar las subsecuentes modificaciones sintéticas. Por otro lado,
se realizd el calculo del grado de desacetilacion (GDA) segun el método propuesto
por Brugnerotto y col. ®», en donde se emplea la relacion entre el area de la banda
de absorcion de 1420 cm-1 (A1420, grupos C-H) y 1320 cm-1 (A1320,grupos amida

[1l), mediante la siguiente ecuacion:
A1320/A1420= 0,3822 + 0,03133DA

Donde DA es el grado de acetilacion. Para ello se empled el espectro FT-IR del Q-2
y se realizo el célculo de las areas correspondientes a las bandas de absorcion en
1320 cm™ y 1420 cm™ respectivamente, las cuales son sefialadas en una ampliacion

del espectro que se muestra a continuacion en la Figura 26:



68

100 meﬁiﬁﬂ 0023 2

m-

70!

12516

%1
=

1420

-

=]
23846

1320

=
3433.5‘&

crm

Figura 26. Ampliaciéon del espectro FT-IR del Q-2.

Al realizar el célculo manual de las areas se obtuvo un valor aproximado de 0,5 para
la relacion entre Aiszxo/A1420. Este valor fue sustituido en la ecuacion anterior, y
mediante las relaciones correspondientes se obtuvo un grado de acetilacion por
encima del 95 %, similar al obtenido al utilizar el espectro de protones. Como se se
menciono anteriormente, el GDA constituye una propiedad importante del polimero,
a fin de evaluar su funcionalidad y desempefio en los diversos campos donde es

empleado.
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6.3 Modificacién Quimica del Quitosano.

El esquema de modificacion sintética planteado inicialmente se muestra en la Figura
13, en donde se propone la formacion de derivados del quitosano por modificacion
quimica mediante formacion de base de Schiff con aldehidos aromaticos y
reacciones de diazotacion empleando quinolinas como agentes quelantes. Sin
embargo, durante el desarrollo de este trabajo fue necesario realizar el proceso de
desacetilacion varias veces obteniendo cuatro quitosanos diferentes como se indico
en la seccion 6.2, en donde por la poca cantidad de Q-1 se emplearon el Q-2, Q-3,y
Q-4 en la modificacion sintética inicial del tipo Base de Schiff en donde ademas de
piperonal, se empleo benzaldehido, vainillina y 4-nitrobenzaldehido, asi como, el
ensayo de acilacion empleando cloruro de p-nitrobenzoilo como reactivo. Los

resultados para cada aldehido se muestran a continuacion:
6.3.1 Formacién de Base de Schiff de quitosano con piperonal.

La reaccion de formaciéon de la base de Schiff de quitosano con aldehidos
aromaticos es catalizada por acidos y se lleva a cabo en dos etapas. La primera
involucra la adicién de la amina nucleofilica del quitosano al carbono carbonilico del
aldehido aromatico, seguida de la pérdida de un proton por parte del nitrégeno y la
protonacion del oxigeno del aldehido. La segunda etapa conlleva a una reaccion de
eliminacién en donde se pierde el grupo OH en forma de agua para generar la imina

®)  Esta reaccion de adicion —

correspondiente la cual contiene al grupo C=N
eliminacion es fuertemente dependiente del pH del medio, ya que, a pH muy acido la
amina se encuentra protonada perdiendo su nucleofilicidad, por lo cual se disminuye
la velocidad de la reaccion y se puede eliminar a la amina como nucledfilo. Por esta
razén, se conoce segun la literatura que existe un pH optimo entre 4-5 en donde la
velocidad de reaccion es maxima y la amina se encuentra parcialmente protonada y

se inicia la adicién de los grupos amino al grupo carbonilo del aldehido. ©®
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La sintesis de la base de Schiff de Quitosano con piperonal (BSQ-P) se realizd

siguiendo el procedimiento descrito por Dos Santos y col. ®7)

y Simionatto y col.
en donde se observo que al mezclar el Q-2 con CH3COOH 2% se formO una
solucion gelatinosa transparente. Posteriormente al afiadir la solucion metandlica de
piperonal y dejar en agitacion el gel pasaba de ser transparente a ser de color
blanco. Este gel se colocé en el rotavapor y se observd que a medida que el
solvente se evaporaba el gel se iba oscureciendo, pasando de blanco a un color
amarillo péalido. Este residuo sélido se lavo varias veces con etanol colocandose
finalmente de un color grisaceo en el sélido seco con un aspecto mas duro, se peso
obteniendo 0,4619g para un rendimiento del 92% en funcién de la cantidad de
quitosano empleado. La estructura propuesta se muestra en la Figura 27. La
comparacion del espectro FT-IR del Q-2 y del producto de reaccion de quitosano con

piperonal se muestra en las Figuras 28 a) y 28 b) respectivamente.

Figura 27. Estructura propuesta para el producto de la reaccion entre piperonal
y quitosano (BSQ-P).
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Figura 28. Espectro FT-IR: a) Q- 2, b) BSQ-P.

En la Figuras 28 a) y 28 b) se observa el espectro FT-IR del Q-2 y el obtenido para
la BSQ-P respectivamente. En la Figura 28 b) (Anexos 7) se pueden observar las
bandas caracteristicas de los grupos —OH y —N-H libres presentes también en el
quitosano, asi como la bandas correspondientes al estiramiento simétrico y
asimétrico del enlace C-H entre 2800-3000 cm™. Asi mismo, se puede apreciar la
aparicion de una banda en 1640,2 cm™ que puede ser atribuida a la formacién del
enlace HC=NR del grupo imino. En 1606,3 cm™ vibraciones correspondientes al
estiramiento del enlace C=C en el anillo aromatico del aldehido, asi como las
vibraciones de deformacién del enlace C-H del anillo aromatico entre 700-900 cm™,
los cuales no se aprecian en el espectro del quitosano. Por otro lado, se evidencia la
presencia de restos de aldehido libre en el producto por la aparicion del pico de

absorcién en 1680 cm™, por lo cual, a pesar que se evidencia la formacion de la
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base de Schiff de quitosano con piperonal es necesario evaluar soluciones de menor
concentracion del aldehido para lograr con los lavados correspondientes una

remocion mas efectiva de este en el producto final.

En la Figura 29 se muestra el espectro RMN H-1 obtenido para el producto de
reaccion entre el Q-2 y el piperonal (Anexos 8), asi como, en la Figura 30 se muestra

el espectro RMN H-1 del aldehido de partida 8 (Anexos 9).
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Figura 29. Espectro RMN H-1 de la BSQ-P.
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Figura 30. Espectro RMN H-1 del piperonal/ acetona.

En la Figura 29 se muestra el espectro RMN H-1 de la BSQ-P empleando como
solvente D,O/HCI 1%. En la region que se observa entre 2-4,7 ppm se observan las
sefiales caracteristicas de la estructura del quitosano, en donde la sefial en 1,99
ppm corresponde a los hidrogenos del grupo metilo en las unidades de N-
acetilglucosamina, entre 3-3,8 pppm se obtiene las sefales para los hidrogenos H-
2, H-3", H-4", H-5" y H-6" de las unidades de N-acetilglucosamina y glucosamina
respectivamente. Adicionalmente, se observa un singlete ancho en 4,7 ppm, el cual
pueden asignarse al proton anomeérico H-1 en las unidades de N-acetilglucosamina
solapado a su vez con el proton correspondiente al solvente. El espectro a campo
bajo muestra las sefiales caracteristicas de la estructura aromatica del piperonal, se
observa asi un singlete en 6,01 ppm que integra para dos protones asignado al
grupo metilendioxi. Se observa también para el proton designado como H-4 un
doblete en 6,9 ppm con una constante de acoplamiento de 8 Hz, debido al
acoplamiento orto con el proton H-5. Asi mismo, el protdbn H-5 se observa como un
doblete de doblete (d,d) en 7,4 ppm debido al acoplamiento orto con el H- 4 y meta
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con H-2 con constantes de acoplamiento de 7,8 Hz. Adicionalmente, se observa un
singlete en 9,6 ppm el cual puede ser atribuido tanto al proton del grupo imino
(proton H-1), como al proton del aldehido libre debido a la contaminacion existente
de este ultimo en el producto final segun lo observado en el espectro FT-IR ( banda
1680 cm™,Figura 28 b). A fin de observar la sefial del aldehido libre, se realizé el
espectro RMN H-1 del piperonal que se muestra en la Figura 30 observando que
este tiene un ligero desplazamiento a campo mas bajo cuya sefal aparece alrededor
de 9,8 ppm. Este desplazamiento entre la sefial del aldehido libre y la sefal del
protén en 9,6 ppm asignado al grupo imino (proton H-1), ademas de la banda en
1640 cm™ en el espectro FT-IR (Figura 28 b) indican que existié una conversién de
estos grupos amino a grupos imino evidenciando la formacion del derivado de

quitosano con piperonal.

6.3.2. Acilacion de la base de Schiff de quitosano con piperonal
empleando cloruro de p-nitrobenzoilo.

Segun los resultados obtenidos de la caracterizacion por FT-IR Y RMN H-1 de la
base de Schiff de quitosano con piperonal (BSQ-P) en donde se evidencid la
presencia del grupo HC=NR en la estructura del quitosano, se continué con el
siguiente paso de la modificacion sintética planteada inicialmente, la cual consistia
en evaluar la acilacion del alcohol primario presente en la estructura de la BSQ-P
empleando para ello cloruro de p-nitrobenzoilo en DMF como solvente. El sistema se
mantuvo bajo reflujo por 48 horas con temperaturas superiores a los 100 °C. A
medida que la reaccién transcurria se observo que el sélido inicialmente grisaceo se
fue oscureciendo hasta tomar un color marrén oscuro en el producto final. Luego de
los lavados y el secado correspondiente se observé que este tenia un aspecto mas
cristalino que el material de partida. El espectro FT-IR del producto obtenido se
muestra en la Figura 31(Anexos 10).
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Figura 31. Espectro FT-IR del producto de la reaccion de la BSQ-P y cloruro de

p-nitrobenzoilo.

En el espectro que se muestra en la Figura 31 se puede apreciar las bandas
caracteristicas de la estructura del quitosano entre 2800-3500 cm . Ademas se
aprecia una banda de fuerte intensidad en 1101 cm™ que puede ser atribuida a las
vibraciones de los enlaces glucosidicos C-O-C, no se aprecia ninguna banda de
fuerte o media intensidad alrededor de 1700 cm™ correspondiente a las vibraciones
del grupo carbonilo del grupo acilo por lo cual se asume que no se llevo a cabo la
acilacion de la base de Schiff correspondiente. De la misma forma se realiz6 el
espectro RMN-H (Figura 32) (Anexos 11) y se comparo con el de la BSQ-P (Figura
29) observando las mismas sefales descritas para este compuesto sin nuevas
seflales que describan la presencia del grupo carbonilo en la estructura del
biopolimero siendo concluyente que no ocurrid reaccion entre el cloruro de p-

nitrobenzoilo y la BSQ-P.
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Figura 32. Espectro RMN H-1 del producto de reaccion entre BSQ-P y cloruro

de p-nitrobenzoilo.

Este procedimiento se repiti6 dos veces méas bajo las mismas condiciones
obteniendo los mismos resultados por lo cual se realiz6 un ensayo empleando
piridina como solvente, cuyos resultados tampoco fueron los esperados , por lo cual
se planteo la realizacion de bases de Schiff empleando otros aldehidos tales como

benzaldehido, vainillina y p-nitrobenzaldehido.

6.3.3 Formacion de Base de Schiff de Quitosano con Benzaldehido (BSQ-Bz).

Al mezclar la solucion de quitosano con el benzaldehido en etanol y colocar la
mezcla en agitacion y en calentamiento a 60°C por 5 horas, se observo que el gel
transparente presentaba particulas blancas finamente divididas. Una vez culminado
el tiempo de reaccion, se dejo enfriar y se lavo con etanol. Posteriormente, y

siguiendo la metodologia de Dos Santos y col., se colocé la mezcla de reaccion en
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otro baldon y se evaporé 30 min observando que el gel blanco cambiaba a un color
amarillo palido a medida que se evaporaba el solvente. Luego, se realizé un
segundo lavado y se coloco en el rotavapor nuevamente obteniendo un sélido de
color amarillo mas oscuro. Este solido se coloco en el horno a 50 °C por 24 horas y
se peso obteniendo 0,4050g para un 79% de rendimiento. La estructura propuesta
para la BSQ-Bz se muestra en la Figura 33. El espectro IR y RMN-H del producto

obtenido se muestran en la Figura 34 y Figura 35 respectivamente. (Anexos 12-13).

Figura 33. Estructura propuesta para el producto de la reaccién entre el

benzaldehido y quitosano (BSQ-Bz).
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Figura 34. Espectro FT-IR de a) Q-3, b) BSQ-Bz.

En la Figura 34 se puede apreciar la comparaciéon entre los espectros FT-IR del Q-3
y la BSQ-Bz. En la Figura 32 b) se pueden observar las bandas caracteristicas de
los grupos —OH y —N-H libres presentes también en el quitosano, asi como la
bandas correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-H
entre 2800-3000 cm™. Asi mismo, se puede apreciar la aparicién de una banda en
1647,7 cm™ que puede ser atribuida a la formacién del enlace HC=NR del grupo
imino. Por otro lado es posible observar una banda en 1552 cm™ asociada a la
deformacién del enlace C=C en el anillo aromatico. Entre 1000-1387 cm™ se
aprecian bandas agudas correspondientes a las vibraciones de flexién en el plano de
los enlaces C-H en el anillo aromatico y C-O, asi como, las vibraciones de flexion
fuera del plano de los enlaces C-H en el anillo aromético que pueden apreciarse
entre 700-900 cm™.
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Figura 35. Espectro RMN H-1 de la BSQ-Bz.

En la Figura 35 se muestra el espectro RMN H-1 para la BSQ-Bz, en donde es
posible observar las sefales caracteristicas de la estructura del quitosano descritas
anteriormente entre 2-4 ppm. Ademas, es posible observar las sefales
correspondientes a los protones aromaticos del anillo del benzaldehido entre 7,4y 8
ppm. Asi, se observa un triplete en 7,42 ppm asignados a los protones meta a la
imina. Asi mismo, es posible observar una triplete en 7,62 ppm asociado al proton
en posicion para y un doblete de doblete no resuelto asociado a los protones orto al
grupo imino. Vale la pena destacar que no pudo observarse la sefial correspondiente
al proton del grupo imino el cual deberia aparecer como un singlete entre 9-10 ppm,
lo cual no permiti6 confirmar si ocurrid la formacion efectiva del enlace entre los
grupos amino del quitosano y el carbono del aldehido aromatico, por lo cual se
considero que las condiciones de la toma del espectro debian ser estudiadas mas a

fondo para otras investigaciones ya que el espectro fue repetido empleando un
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equipo distinto obteniéndose el mismo resultado, mostrandose en la Figura 35 el
mejor de ellos. Sin embargo, se realizdé el espectro del benzaldehido el cual se
muestra en la Figura 36 (Anexos 14), a fin de observar la sefal del protén en el

aldehido libre, el cual aparece en 9,8 ppm aproximadamente.
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Figura 36. Espectro RMN H-1 del benzaldehido.

6.3.4 Formacién de Base de Schiff de Q-3 con Vainillina (BSQ-V).

Al afadir gota a gota y con agitacion los 4 mL de 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido
(Vainillina) al Q-3 disuelto en CH3COOH 2%, se observdé que el gel cambio de
transparente a un color amarilo a medida que transcurria la reaccion.
Posteriormente se afiadio mas etanol a fin de extraer el gel del balén de reaccion,
este gel se filtré6 por succidon, se lavd varias veces con etanol a fin de eliminar el
exceso de aldehido y se coloc6é en la campana para dejarlo secar a temperatura
ambiente observando la formacién de una pelicula delgada color amarillo. Esta
posteriormente se sec6 en un horno a 50 °C y se peso6 obteniendo 0,2061g para un
98% de rendimiento. La estructura propuesta para la BSQ-V se muestra en la Figura

37. El espectro FT-IR se muestra en la Figura 38 (Anexos 15).
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Figura 37. Estructura propuesta para el producto de reaccion entre el

quitosano y la vainillina (BSQ-V).
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Figura 38. Espectro FT-IR de a) Q-3, b) BSQ-V.
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En la Figura 38 se observa la comparacion entre los espectros FT-IR del Q-3 y la
BSQ-V. En la Figura 38 b) se pueden observar las bandas caracteristicas de los
grupos —OH y —N-H libres presentes también en el quitosano, asi como la bandas
correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-H entre 2800-
3000 cm™. Asi mismo, se puede apreciar la aparicién de una banda en 1641,2 cm™
que puede ser atribuida a la formacién del enlace HC=NR del grupo imino y la
ausencia de la banda amida | alrededor de 1665 cm™. En 1594,7 cm™ es posible
observar la banda de deformacion angular de los -N-H de los grupos amino libres y
las vibraciones correspondientes al estiramiento del enlace C=C aromatico.
Adicionalmente, se observa en 1157,2 cm™, la banda asociada al estiramiento C-
O-C, asi como las vibraciones de flexion fuera del plano del enlace C-H del anillo
aromatico entre 700-900 cm™, los cuales no se aprecian en el espectro del

guitosano.
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Figura 39. RMN H-1 de la BSQ-V.
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El analisis del espectro de protones de la BSQ-V (Figura 39) (Anexos 16), muestra
las sefiales caracteristicas de la estructura de las aminoglucosas presentes en el
resto de quitosano entre 2-4 ppm. Adicionalmente, se observan las sefales
caracteristicas de resto aromatico perteneciente a la Vainillina como un singlete en
3,9 ppm asignado a los hidrogenos del grupo metoxi (H-5). Asi mismo, en 6,9 ppm
se observa un doblete con una constante de acoplamiento de 8,3 Hz asociado al
protén orto al grupo —OH (H-3) y un doblete en 7,4 ppm con un acoplamiento de 8,1
Hz asignado al protén para al grupo metoxi (H-4). Asi mismo, el protén identificado
como (H-6) en la estructura se observa como un doblete meta (d) alrededor de 7,3
ppm (no determinada) por el acoplamiento en meta de este con (H-2). Por ultimo, a
campo bajo (9,5 ppm), se observa un singlete (s) asignado al protén del grupo imino
de la base de Schiff (H-5) pues al comparar este con el desplazamiento de la sefial
para el protén del aldehido en la Vainillina (Figura 40) (Anexos 17) se observa que
esta aparece desplazada a campo mas bajo alrededor de 9,8 ppm, De esta manera,
el analisis permite confirmar la formacion de la Base de Schiff de Quitosano con

Vainillina.
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Figura 40. Espectro RMN H-1 de la Vainillina/acetona.
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6.3.5 Formacién de Base de Schiff de Quitosano con 4-nitrobenzaldehido.
(BSQ-4NB2).

Al mezclar la solucion de Q-3 con 5 mL de 4-nitrobenzaldehido en etanol y colocar la
mezcla en agitacion se observé que a medida que transcurria el tiempo el gel paso
de ser transparente a blanco; finalizado el tiempo de reaccion y luego de realizar los
lavados con etanol para eliminar el exceso de aldehido, se dejo en calentamiento a
60°C con agitacion y se lavdé nuevamente con etanol observando la formacion de
granulos gelatinosos de color amarillo palido, los cuales una vez secos se pesaron
obteniendo 0,1034g para un 67% de rendimiento.

Al repetir nuevamente el procedimiento con mayor cantidad de los reactivos de
partida empleando una solucion de Q-4 en acido acético 2% se observo la formacion
del gel blanco mencionado anteriormente el cual se coloc6 a secar a temperatura
ambiente en una capsula de petri a fin de formar una pelicula la cual se corto en
pequefios trozos y se lavd con etanol y se dejo secar observando que el sélido tomo
un color amarillo mas oscuro obteniendo 2,5270g para un % 92 de rendimiento. La
estructura propuesta para la BSQ-4NBz se muestra en la Figura 41. El espectro IRy
RMN-H del producto obtenido se muestran en las Figuras 42 y Figura 43,

respectivamente. (Anexos 18-19).

Figura 41. Estructura propuesta para el producto de la reaccion entre
guitosano y 4-nitrobenzaldehido (BSQ-4NBz).
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Figura 42. Espectro FT-IR de a) Q-4, b) BSQ-4NBz.

En la Figura 42 se observa la comparacion entre los espectros FT-IR del Q-4 y la
BSQ-4NBz. En la Figura 42 a) se pueden observar las bandas caracteristicas de los
grupos —-OH y —-N-H libres presentes en el quitosano, asi como la bandas
correspondientes al estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-H entre 2800-
3000 cm™, las vibraciones de estiramiento del enlace C=0 (amida I) en 1652,3 cm™
y la deformacién angular en el plano de los grupos N-H en 1593,3 cm™ (amida I1). En
la Figura 42 b) se puede apreciar la aparicién de una banda en 1645,6 cm™ que
puede ser atribuida a la formacion del enlace C=N del grupo imino, mientras que
desaparece la banda en 1652 cm™ asociada al estiramiento del enlace C=0O (amida
) distinguible en el quitosano. Asi mismo, es posible observar en 1559,3 cm'1 una
banda asociada al estiramiento asimétrico de los grupos -NO,, en 1414,6 cm™ se
observan las vibraciones de flexion en el plano de los grupos -CH,, en 1342 cm-1

puede verse una banda asignada al estiramiento simétrico de los grupos -NO,, asi
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como el estiramiento C-N y C-O secundario en 1042 cm™. Por dltimo, es posible
observar bandas asociadas a las vibraciones de flexion fuera del plano del enlace
C-H del anillo aromatico entre 700-900 cm™, los cuales no se aprecian en el espectro

del quitosano.
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Figura 43. RMN H-1 de la BSQ-4NBz.

En la Figura 43 se muestra el espectro RMN H-1 obtenido para la BSQ-4NBz, en
donde es posible observar las sefiales caracteristicas del quitosano entre 2-4 ppm,
tal como se ha indicado para los otros derivados sintetizados y adicionalmente, se
muestran las sefiales correspondientes a los protones del anillo aromatico del p-
nitrobenzalimino entre 8,08-8,38 ppm. Asi, es posible observar en 8,38 ppm un
doblete con constante de acoplamiento de 8,1Hz, asociado a los protones orto al
grupo nitro (H-3) que se encuentran a campo mas alto por estar mas apantallados.
Asi mismo, se observa un doblete en 8,0 ppm con una constante de 7,8 Hz,
correspondiente a los protones orto (H-2) al grupo imino anclado al quitosano. Por
altimo, se observa un singlete (s) en 10 ppm asignado al protén del grupo imino de la

base de Schiff (H-1). Sin embargo, al comparar esta sefial con la obtenida para el
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protén del aldehido libre en el 4-Nitrobenzaldehido (Figura 44, Anexos 20) se
observa que esta aparece desplazada a campo mas bajo (10,2 ppm) pero muy
cercana a la obtenida, sin embargo, como se menciond anteriormente, el espectro
de IR (Figura 42 b) no muestra las bandas caracteristicas relacionadas con la
presencia de aldehido libre en la muestra por lo que se presume que la base de

Schiff fue sintetizada exitosamente.
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Figura 44. Espectro RMN H-1 del 4-Nitrobenzaldehido/ acetona.
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6.3.6 Copulacion de la base de Schiff modificada de quitosano 4-

nitrobenzaldehido con 8-Hidroxiquinolina.

Partiendo del esquema que se muestra en la Figura 17, se peso inicialmente 2,3715
g de la BSQ-4NBz y se colocd en reaccion con 300 mL de NaS204 5% (m/v)
controlando la temperatura a (60°C + 0,1°C) . Una vez culminada la reaccion, se
observé que el producto seco tomd un color marrén oscuro con un peso de 1,7031g
y un 72 % de rendimiento. De este producto de reduccion se pesaron 0,9083 g para
el siguiente paso de la modificacion, el cual consisti6 en una reaccion de
diazotacion. Asi, el solido se afadido en una fiola con 50 ml de CH3;COOH 10%,
manteniendo la mezcla en bafio de hielo y posteriormente se le adicionaron 100 ml
de solucion fria de NaNO:2 al 3% (m/v) en CH3;COOH 10%, manteniendo la mezcla
de color amarillo a 0°C por 40 minutos. Posteriormente, se observo que al mezclar
una solucion de 8-Hidroxiquinolina (8-HQ) al 3% (m/v) en NaOH 5% (m/v), con el gel
de quitosano funcionalizado, la solucién gelatinosa inicialmente de color amarillo,
tomd una coloracion naranja-rojiza que fue oscureciéndose al transcurrir el tiempo.
La mezcla anterior se dejo secando en una capsula de petri a temperatura ambiente
por dos dias y se observé que paso a ser un sélido marrén oscuro con un resto de
sélidos blancos finamente divididos con un peso de 0,8560g para un 89 % de
rendimiento. Las pruebas de solubilidad realizadas a este solido mostraron que era
soluble en agua tornando la solucién naranja-rojiza, y con solubilidad parcial en
dimetilformamida (DMF) y tetrahidrofurano (THF) como soluciones de color marron
oscuro. La estructura propuesta para el producto de copulacion entre la BSQ-4NBz y
8-Hidroxiquinolina (BSQ-8HQ) se muestra en la Figura 45.

El espectro FT-IR (Figura 46)( Anexos 21), asi como el contraste entre los espectros
FT-IR del producto de partida ( BSQ-4NBz), el producto de reduccion con NaS20a4
(BQS-Red) y el producto final (BSQ-8HQ), se muestran en la Figura 47 (Anexos 22).
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Figura 47. Comparaciéon entre los espectros FT-IR de: el producto de partida
(BSQ-4NBz), el producto de reduccion con NaS,0, (BSQ-Red) y el producto
final (BSQ-8HQ).

En la Figura 45, se observa la estructura propuesta para el derivado BSQ-8HQ. Asi
mismo, se propone que una vez que se haya llevado a cabo la reduccion efectiva del
grupo nitro en la Base de Schiff de Quitosano con p-nitrobenzaldehido se realizaria
la formacion de la sal de diazonio con la cual se llevaria a cabo la reaccion de
copulacién con la 8-HQ, favorecida en la posicion para al grupo hidroxilo.
Adicionalmente, en este tipo de reacciones es necesario mantener un pH entre 7- 8
para favorecer la copulacién del fenol y no de la especie desprotonada (fendxido),
siendo importante también que la sal de diazonio exista en una concentracion
apreciable. Como se describié anteriormente, durante el desarrollo experimental se
observaron cambios fisicos y de color, que dieron indicios de que la reaccién podia
estar ocurriendo, obteniendo un producto final de apariencia cristalina color marrén

oscuro, con amplia solubilidad en agua y en solventes polares (Ver Figura 48). Las
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caracteristicas fisicas del compuesto obtenido contrastan con las reportadas por
Martins y col., los cuales reportan la obtencion del derivado como un producto
insoluble en agua de color rojizo. Debido a las caracteristicas fisicas de nuestro
material, no fue posible utilizarlo como material de empaque en las minicolumnas

analiticas el cual constituye uno de los objetivos en esta investigacion.

Figura 48. A) Pruebas de solubilidad del producto de copulacién obtenido en
solventes polares y B) Apariencia fisica del producto de copulacion.

Con el fin de comprobar si la reaccion se llevd a cabo efectivamente se realiz6 el
espectro FT-IR mostrado en la Figura 46. Asi, es posible observar una banda ancha
entre 3272-3384 cm™, las cuales pueden ser atribuidas a las vibraciones de
estiramiento de los grupos -OH y -NH, en la estructura del quitosano. Por otro lado,
al observar la Figura 47 y comparar el espectro de la BSQ-4NBz (azul) y el
correspondiente al producto de copulacion (verde) se observa que algunas sefiales
coinciden: una de gran intensidad en 1556 cm™ y 1336 cm™ correspondientes a los
estiramientos asimétricos y simétricos del grupo -NO, y 1405 cm™ vibraciones de
flexion en el plano de los enlaces —CH,, todas ellas con un ligero desplazamiento
entre ambos espectros, lo cual indica que en el producto final siguen estando
presentes grupos nitro que no fueron reducidos por el NaS;04 ya que estas sefales

aparecen con gran intensidad. Vale la pena destacar que los productos derivados de
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la base de Schiff con el p-nitro y la reduccion de este, son insolubles en agua,
mientras que el producto de copulacion no lo es. Ademas, se observa un aumento
de las sefiales arométicas entre 900-1100 cm™ las cuales pueden ser atribuidas a
las vibraciones de los enlaces -CH y -C-N en el anillo aromético de la 8-HQ,
seflalando que existe la probabilidad de que pueden existir unidades del polimero
donde si haya ocurrido la reaccion y la formacién del enlace -N=N-. Esta suposicion
no pudo ser confirmada por otros métodos de caracterizacion, siendo necesario la
evaluacion rigurosa de las condiciones de reaccion a fin de obtener un derivado que
posea en su estructura grupos funcionales que le garanticen tanto estabilidad
guimica como un area superficial mayor y que a su vez mejore la capacidad de
adsorcion del material y pueda ser evaluado en sistemas de preconcentracion en

linea de metales traza por FIA-EAA.

En la Tabla 10 se muestra el porcentaje de rendimiento para cada derivado de
quitosano a partir del reactivo de partida, con valores entre 67% y 98% dependiendo

del producto obtenido.



Tabla 10. Porcentajes de rendimiento para cada derivado de Quitosano.

Reactivo de partida | Cantidad (g) | Derivado de Quitosano Cantidad (g) % Rendimiento
Q-2 0,5020 BSQ-P 0,4619 92
Q-3 0,5120 BSQ-Bz 0,4050 79
Q-3 0,2090 BSQ-V 0,2061 98
Q-3 0,1534 0,1034 67
BSQ-4NBz
Q-4 2,7485 2,5270 92
BSQ-4NBz 2,3750 BSQ-RED 1,7031 72
BSQ-RED 0,9083 BSQ-8HQ 0,8065 89

93

Q-2: Quitosano 2, Q-3: Quitosano 3, Q-4: Quitosano 4, BSQ-P: Base de Schiff de quitosano con piperonal, BSQ-Bz: Base de Schiff
de quitosano con benzaldehido, BSQ-V: Base de Schiff de quitosano con vainillina, BSQ-4NBZ: Base de Schiff de quitosano con 4-
nitrobenzaldehido, BSQ-RED: Base de Schiff de quitosano con 4-nitrobenzaldehido reducida, BSQ-8HQ: Base de Schiff de

guitosano reducida modificada con 8-hidroxiquinolina.
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6.4 Evaluacién de los derivados de Quitosano en el sistema FIA-EAA.

Una vez realizada la caracterizacion de los derivados de Quitosano obtenidos
mediante la reaccibn con aldehidos aromaticos, se procedi6 a preparar
minicolumnas empacadas con estos materiales, y de esta manera evaluar su
capacidad como sorbente en la preconcentracion de soluciones estandares acuosas
de iones Pb?" mediante la formacién de complejos con pirrolidintiocarbamato de
amonio (APDC) del tipo bidentado cuya estructura se muestra en la Figura 49,

empleando la configuracion de flujo mostrada en la Figura 18.

Figura 49. Estructura del complejo formado entre el Plomo y el APDC.

El primer material evaluado fue el codificado como BSQ-V, el cual tiene un aspecto

fisico de hojuelas cristalinas de color amarillo (Ver Figura 37).

Para la preparacion de la minicolumna se pesaron 20 mg del material y esta fue
colocada en el sistema, se emplearon concentraciones entre 0-150 (ug L™?) de Pb*
para la preparacion de la curva de calibracion, cuyas soluciones fueron
preconcentradas por un tiempo de 144 segundos (controlado con un crondémetro)
durante el cual ingreso al sistema un volumen de 6 ml de muestra. Las medidas de
absorbancia se realizaron por triplicado para cada muestra utilizando las condiciones
mostradas en la Tabla 6, donde se registraron las sefiales obtenidas para un tiempo
de elucion total del quelato con MIBK de 30 segundos, con la finalidad de obtener

fiagramas como los mostrados en la Figura 50.
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Figura 50. Fiagramas obtenidos para A) Bajas concentraciones de muestra (70

ppb) y B) Altas concentraciones de muestra (150 ppb).

Como puede observarse en los fiagramas A y B, hay un incremento de la sefal
analitica conforme aumenta la concentracién de Pb ?* en la muestra, con valores de
absorbancia de 0,125 en A y 0,246 en B, las cuales vienen determinadas como el
punto maximo de respuesta instrumental. En este sentido, se observa que las
condiciones de trabajo mostradas en la Tabla 6 fueron favorables debido a que se
logro obtener una sefial transitoria que es reproducible en el tiempo, con una

dispersion muy pequefa del analito debido a la simetria y forma del pico.

Se realizé el mismo procedimiento con la BSQ-P (Figura 27), la BSQ- Bz (Figura 33)
y BSQ-4NBz (Figura 41). Sin embargo, en el caso de la BSQ-Bz no fue posible
realizar la medicion debido al hinchamiento y dispersion del material en la
minicolumna al ser cargado en el sistema. En este sentido, en la Tabla 11 se
muestran las curvas de calibracion obtenidas para el resto de los materiales las
cuales fueron evaluadas entre 0-150 (ug L™) y 50-150 (ug L™), con la finalidad de
observar la linealidad de estas en el intervalo de concentraciones estudiado.
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Tabla 11. Caracteristicas de las curvas de calibracién obtenidas para cada

material.

Material Cantidad Curva Regresion Coeficiente de | Intervalo de
(mQ) lineal determinacién | concentracion
(R?) (ugL™)

BSQ-V 20 A=0,001x-0,025 0,959 0-150
A=0,002x-0,069 0,997 50-150
BSQ-P 20 A=0,001x-0,010 0,981 0-150
A=0,001x-0,031 0,986 50-150
BSQ-4NBz 20 A=0,001x+0,001 0,981 0-150
A=0,001x-0,006 0,994 0-130

En las curvas de calibracion para BSQ-V y BSQ-P se observa un mejor ajuste lineal
en el rango de concentraciones entre 50-150 (ug L™) al comparar los coeficientes de
determinacién (R?) con los obtenidos en el rango entre 0-150 (ug L™) como se

muestra en la Tabla 11.

En el caso de la BSQ-4NBz a partir de 130 ug L™ la sefial analitica tiene un
comportamiento constante, por lo cual se tomaron las concentraciones entre 0-130
(ug'L™Y) para observar la linealidad observando un mejor ajuste en este rango de
concentraciones el cual es menor que el empleado con los otros dos materiales.
Este comportamiento causa una disminucion en la eficiencia de este material para
ser empleado en el empaquetamiento de minicolumnas analiticas al evaluar
concentraciones mayores a 130 pg L™, ya que se demuestra que este es el punto de
saturacion del material. Cuando se comparan los valores de los coeficientes de
determinacién (R?) obtenidos para BSQ-V y BSQ.P (Ver Tabla 11) se observa que

en el intervalo de concentracién 50-150 (ug L™) la mejor condicion de linealidad del
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método analitico se obtiene con BSQ-V, con una mejor correspondencia entre los
valores de respuesta (Absorbancia) vs concentracion.

Los resultados obtenidos indican que existe una relacidon importante entre la
estructura y propiedades quimicas de los materiales con la capacidad de adsorcion.
Esta a su vez, va a depender principalmente de las propiedades del material de
partida (Quitosano) y de los grupos funcionales que sean introducidos en la matriz
del polimero durante la modificacién sintética, los cuales deben favorecer la

interaccion del material con el complejo metalico formado entre el plomo y el APDC.

Los materiales obtenidos de la reaccion de quitosano con cada uno de los aldehidos
estudiados (Figura 51) manifestaron un comportamiento diferente en el sistema de
inyeccion en flujo en funcion de la respuesta analitica observada al ser empleados
como material de empaque en las minicolumnas analiticas, lo cual puede deberse
principalmente a la influencia de los grupos funcionales que se encuentran unidos
directamente al anillo aromatico. Podemos aseverar, segun los resultados obtenidos
que el efecto dador de densidad electronica que poseen el grupo hidroxilo y el grupo
metoxi en la Vainillina parece favorecer la preconcentracion de niveles traza de
plomo al emplear la BSQ-V, seguida de la BSQ-P y la BQSQ-4NBz, en donde esta

ultima posee un grupo fuertemente atractor como lo es el grupo nitro (-NOy).

eo AN a TR ¢ W

Vainillina Piperonal Benzaldehido p-Nitrobenzaldehido

Figura 51. Estructura quimica de los aldehidos aromaticos empleados en la

modificacién sintética.
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Por su parte, al emplear la BSQ-Bz se observo el hinchamiento y dispersion del
material en el solvente por lo cual no pudo ser empleado como material de empaque
de las mini columnas analiticas. En las Figuras 52 y 53 se muestran ensayos
realizados con cada uno de los materiales en agua, donde se observa este

hinchamiento de la BSQ-Bz y como los otros materiales empleados se mantienen

depositados al fondo del tubo de ensayo.

Figura 53. Hinchamiento de la BSQ-Bz.
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La caracterizacion de la BSQ-Bz por RMN H-1 no permitié confirmar si efectivamente
ocurrié la formacion del enlace HC=NR entre el quitosano y el benzaldehido. Sin
embargo, el espectro IR mostro una sefial que fue atribuida a este tipo de enlaces
(1647 cm™) por no estar presente en el espectro FT-IR del quitosano de origen (Ver
Figura 34b), por lo cual no se puede garantizar una degradacion de la estructura del
polimero que haya debilitado las fuerzas intermoleculares en el mismo y pueda ser
responsable del hinchamiento del material. En este sentido, resulta interesante
evaluar si la composicion de la mezcla reaccionante (Quitosano/Aldehido) pudo
tener un efecto sobre el caracter hidrofilico del material causando inestabilidad en la
estructura con el posterior hinchamiento del gel. Asi mismo, se puede considerar
modificar las condiciones de reaccion (temperatura, tiempo, de reaccion, secado del
gel) de manera tal de obtener un grado de hinchamiento aceptable y controlado que
permita que el material sea evaluado en sistemas de preconcentracion en linea de

iones metalicos por FIA-EAA.

6.5 Caracterizacién analitica.

6.5.1 Figuras de merito.

Como se menciond anteriormente empleando como material de empaque la BSQ-
V se obtuvo el mejor comportamiento lineal en el rango de concentraciones
estudiado, por lo cual fue el material seleccionado para la evaluacion de las figuras
de merito del método. Los resultados obtenidos de la caracterizacion analitica para
la determinacién de Plomo por absorcién directa, asi como, los obtenidos para la
caracterizacion analitica del sistema de preconcentracién en linea se muestran en

la Tabla 12 y Tabla 13 respectivamente.



Tabla 12. Caracterizacion analitica del sistema para la determinacién de Plomo por absorcién directa.
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Muestra Rango de Modelo de Coeficiente de | Sensibilidad LD
Concentracion | regresion lineal | determinacién (mg L™ (mg L™
(mg L) (R?)
Soluciones
0-5 A=0,029x +0,001 0,9996 0,03 0,148

estandares de Pb
A: absorbancia; X. Concentracion de Pb (ll) en yg-l-1; LD: limite de deteccion.
Tabla 13. Caracterizacion analitica del sistema para la preconcentracién de Plomo.

Material | Cantidad Modelo de Coeficiente de Rango | Sensibilid LD FPC FM DER %

(mg) regresion lineal determinacion lineal ad (ug L™ (muestra h™)
(R?) (Mg L) | (ugL?)
BSQ-V 20 A=0,002x-0,069 0,9974 50-100 0,002 15 69 20 13

A: absorbancia; X. Concentracion de Pb (ll) en pg-l-1; FPC: factor de preconcentracion, comparado con la introduccién directa al sistema de deteccién
de muestra acuosa (A = 0,029X + 0,001. R = 0,999) FPC= 35 para BSQ-P y BSQ-4NBz; FM: frecuencia de muestreo; LD: limite de deteccion; DER:

desviacién estandar relativa.
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Al observar las Tablas 12 y 13, se pueden comparar dos caracteristicas analiticas
fundamentales como lo son la sensibilidad y el limite de deteccién obtenida por el
método de absorcion directa y FIA respectivamente. En donde se observa que el
sistema de preconcentracion en linea por FIA-EAA mucho mas sensible (0,002 pg'L’
1Y que el método de determinacién de Pb®" por absorcién directa (30 uglL™),
aumentando hasta 10.000 veces la sensibilidad del analito. En cuanto al limite de
deteccion obtenido con el sistema FIA (1,5 pgL™), se puede observar una
disminucién de hasta 100 veces su valor con respecto al obtenido por absorcion
directa (148 pgL™). Adicionalmente, se obtuvo una frecuencia de muestreo de 20
muestras h™ lo cual es favorable para ser empleado como andlisis de rutina. Asi
mismo, la evaluacion de la exactitud del método demostré valores superiores a 99,3

%, lo que demuestra la validez del mismo.

Es importante sefalar, que los resultados obtenidos demuestran la efectividad que
poseen los materiales derivados de quitosano tales como las bases de Schiff en la
preconcentracion de complejos de iones metalicos como el plomo, en donde la
introduccioén de grupos funcionales en la matriz biopolimérica del derivado favorece
las interacciones electrostaticas entre el complejo metalico y la superficie del
material generando una mayor cantidad de sitios activos. Sin embargo, es necesario
evaluar la introduccién de grupos funcionales adicionales que permitan mejorar la
estabilidad mecéanica de los derivados en funcion del pH y evitar el hinchamiento del
material en soluciones acidas para un mejor desempefio del material. De esta
manera, es posible realizar una optimizacion de pH que permita observar el valor
adecuado para la formacion del quelato metalico entre el Plomo y el APDC, segun la
sefal obtenida al ser eluido con el solvente organico, mejorando asi la eficiencia del

sistema de preconcentracion.

En definitiva, se puede decir que la combinacion del sistema de preconcentracion en
linea por FIA acoplado a espectrometria de absorcion atomica (EAA) presenta una
serie de ventajas en cuanto a: a) la sensibilidad, ya que se puede ampliar el intervalo

de concentraciones en varios ordenes de magnitud; b) selectividad, debido a que los
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tiempos de reaccion son muy cortos minimizando las posibles interferencias, ademas
del hecho de que la matriz es enviada al desecho, siendo necesario realizar
optimizaciones al método segun el metal de estudio; c) rapidez, ya que se aumenta
la frecuencia de muestreo al no ser necesario alcanzar el equilibrio quimico; d)
simplicidad, al tratarse de un sistema modular equipado con componentes basicos y
menos costosos que otros métodos, d) amigable con el ambiente, debido al bajo
consumo de muestras y reactivos , el cual ademas puede ser modificado segun las
necesidades del analisis ;e) la exactitud es mejorada notablemente en el analisis de
ultra traza ya que el riesgo de contaminacion es menor al trabajar en un sistema
semiautomatizado. Todas estas caracteristicas permiten que pueda ser empleado en

procesos de control, usados como sistemas de control.
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. CONCLUSIONES

La extraccion de a-quitina a partir de conchas de camarén empleando método
quimico es una técnica que permitio obtener rendimientos entre 23-26 % a

partir del material crudo.

El proceso de desacetilacion de la a-quitina con NaOH concentrado se llevo
a cabo satisfactoriamente obteniendo quitosanos con rendimientos mayores

al 70% y grados de desacetilacion por encima del 90%.

Se realizé la modificacion quimica del quitosano mediante la formacion de
bases de Schiff con aldehidos aromaticos como: piperonal, vainillina y p-
nitrobenzaldehido, con buenos porcentajes de rendimiento, los cuales fueron

caracterizados por FT-IR y RMN H-1.

La formacién de la base de Schiff de quitosano con benzaldehido no pudo ser
confirmada segun los resultados obtenidos de las caracterizaciones por FT-IR
y RMN H-1. Ademas, se evidencié un alto caracter hidrofilico debido al

hinchamiento del material en agua.

Se evaluo la reaccion de copulacion de la base de Schiff de quitosano con 4-
nitrobenzaldehido reducida empleando 8-hidroxiquinolina como agente
quelante, obteniendo un producto altamente soluble en solventes polares, el
cual segun el FT-IR mostr6 cambios estructurales significativos en

comparacion con el material de partida.

Se construy6 una configuracion de flujo reportada en la bibliografia, en donde
se evaluaron las bases de Schiff de quitosano para la preconcentracion en

linea de plomo en soluciones acuosas.
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» El mejor modelo de regresion lineal para el sistema FIA-EAA fue obtenida con
la base de Schiff de quitosano con vainilina (BSQ-V) en un rango de

concentraciones entre 50-150 ug'L'l.

» Se verifico la aplicabilidad de la preconcentracion en linea de plomo
empleando como material sorbente tres derivados de quitosano obtenidos
(bases de Schiff) mediante un método economico, simple, rapido y confiable
que permite obtener una alta sensibilidad, bajos limites de deteccion y una

buena exactitud.
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RECOMENDACIONES

Evaluar condiciones de reaccion a fin de completar la modificacion sintética
de partida que permita obtener derivados de quitosano con una mayor
cantidad de sitios activos y con buenas propiedades mecanicas para ser
evaluados como material sorbente en sistemas FIA-EAA.

Se sugiere un estudio mas detallado de las propiedades tanto mecanicas
como estructurales del quitosano y sus derivados a fin de entender mejor su
interaccién con otros compuestos, y el posible efecto que estos tienen sobre

su capacidad de adsorcion y la preconcentracion de metales pesados.

Evaluar la cantidad de material empleado en las minicolumnas a fin de
estudiar la posibilidad de proporcionar limites de deteccion mas bajos que

permitan medir concentraciones de iones metalicos mas bajas.

Evaluar los derivados de quitosano en el sistema de flujo sin APDC como

agente acomplejante de plomo.

Evaluar la reaccion de copulacion de la base de Schiff de quitosano con 8-
Hidroxiquinolina a fin de obtener un material que pueda emplearse como

empaque de minicolumnas analiticas.
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ANEXOS 1
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ANEXOS 2
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ANEXOS 3
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ANEXOS 4
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W. Rondon / 0021 / HCL

Q-2

D20 1% / Protones

(<O

Current Data Parameters

12 11 10

NAME wr=-0021
EXPNOC 1
FPROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 201504929
Time 12.53
INSTRUM speckt
FROBHD 5 won PATXI 1H/
FULPROG zg30
gy 55536
SOLVENT D20
NS 54
DS 2
SWH 12019.230 Hz
FIDRES 0.18339% Hz
A 2.7262976 sec
RG 54.63
DWW 41.600 usec
DE 5.50 usec
TE 2%8.2 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
Eemmm—- L EeEEm -
SFPol G00.1337060 MHz
NUC1 1H
Pl 9.90 usec
PLW1 9.00000000 W
F2 - Processing parameters
&I 65536
-3 $00.1300000 MHz
WD EM
sSsB

_J LB 0.30 Hz

y L — - GB
FC 1.00

8 7 6 5 4 3 2 1 ) -1 -2 ppm
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ANEXOS 6

W. Rondon / 0021 / HCl D20 1% / Protones

Q-2

T TE =

I I | | I I | I I 1 I I | I I
43 4.2 4.1 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 3.0 2.9 28 27 26 25 24 28 22 21 20 19 18 ppm
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ANEXOS 7

%T

100 . **PRODUCTO REACCION 0023

30! S >
: C:O"-u._} -
20- i S
0! HC=NR o
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0; C=C~
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ANEXOS 8

W. Rondon / 0023 / HCl D2¢ 1% / Protones

BSQ-P

v ll .\ A —JUW A

R D D D I T D B B "
105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 3.0 2.5 2.0 ppm
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W. Rondom / A. Canache / Piperonal / Acetona / Protones

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5

Piperonal

o
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%T

FRODUBT @ 0025

3430.9

Producto de
acilacion

2922.9

1606.1

1382.8

1101.9

806.3

467.3
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ANEXOS 11

W. Rondon / 0025 / HCl D20 1% / Protones

Producto de
acilacion

(j - l A 'J A ‘llj_

3.03

1 Ppm
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%Transmittance

o0} BSQ-Bz

70-

CH

HC=NR

-OH, -NH

3439.4

k| ' ' ' ' ' ' ' ' ' v ' ' ' ' ' ' ' ' ' '

4000 3500 3000 2500 2000
Wavenumbers (cm-1)

1647.7

1500

1449,

1552.9

1387.0

1315.8

1098.

1000

1022.4

1069.5

513.0

6824

7101
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ANEXOS 13
BSQ-Bz
N N S N NN
88| RZTBELED AT 2
A 1 . /|7/' |
p\f' | A |
|| |||| r|I “l || / \/ |
]I LI || I\)II IIU""I I| ! ||L|'r||| W l |
I NS L \
WM W Mﬂm forts ':.‘-....-""J Wi
1]'[I1"[I1'[[I1'|[1'[|11'[
: 4.00 3.50 3.00 2.50 2.00
ppm (f1;
8.00 7.50
ppm (f1) \
|
. I|
n\
JLUL%__// U\W A
10.0 5.0 0.0
ppm (f1)
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ANEXOS 14

W. Rondon / A. Canache / Benzaldehido / CDCl3 / Protones

9.9 9.8 ppm 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 ppm
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%Transmittance

100-.-R

70~

ACCION 0040

To3419.4

BSQ-V

HC=NR

¥ " ¥ ¥ X ¥ v v ¥ X 1

3000 2500 2000
Wavenumbers (cm-1)

1641,

1594.7

1459.

1407.2

1558.2
1519.1

1500

1287.8

——

12086.

1157.2

1029.1

1073.9

1000

821.5

753.5

565.1

6117
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ANEXOS 16
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ANEXOS 18

%Transmittance

1005“.

EAC@ON 0062 BASE SHIFF 4-NB2

BSQ-4NBz

652.7

2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)
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W.

Rondom / A. Canache / Vainillina / Acetona / Protones
Vainillina
CH;
H
L El B e B
- o o — o

. . : v . . ——y e —— e — - I . .

9.84 9.82 ppm 8.65 ppm 750 7.45 ppm 7.05 7.00 ppm 3.92 ppm
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ANEXOS 19
BSQ-4NBz
| | }/\'/ |
10.0 5.0 0.0

ppm (1)
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ANEXOS 20

W. Rondon / A. Canache / 4-NitroBenzaldehido / Acetona / Protones

4-Nitrobenzaldehido
(@]

NO,

J AU W
¥ , - .

T T 1 T T T T T T T
10.25 10.20 ppm 8.60 8.55 8.50 8.45 8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 ppm

1.00
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%Transmittance

100 —REXCCION 008
951

90

35'5 COPULACION
801

751

701

65+

601

551

50+

451

40!

351

301

25

32729

20!

33849

151
104
51
0:
hi - - - - A - - - - L)

4000 3500 3000 2500

" 2000

Wavenumbers (cm-1)

1637 4

15565

14050

13370

1331

1049 4

" 1000

10970
9721

10191

7825
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=

st 3 8: 82 8 & B & 2 08582858

.....

@® BASE DE SCHIFF QUITOSANO CON P-
NITROBENZALDEHIDO
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® COPULAQON

o i ——— _._2500 = e
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