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Abstract

Unconventional adsorbents based on biodegradable matrices are affordable and promote a
circular economy. These materials can remove colorings, color-fixing compounds in the
textile industry as well as medical products from water, which generate negative
environmental impacts. The large volume of effluents produced and some heavy metals, such
as mercury, in waters and soils represent a grave concern for the environment and human
health. The present study analyzed the adsorption capacity of new methylene blue (NMB),
ampicillin, and mercury employing an adsorbent based on cactus cladode wastes and chitin
nanowhiskers. Based on swelling, pzc, pKa distribution, dye adsorption capacity, and
removal efficiency of composites, further work was carried out with the composite cactus
and chitin (3:1), CNCh_50. This composite displayed hydrogel-like behavior (464% swelling
in NMB solution (1 mM)) and polyanionic nature, producing affinity for NMB with
adsorption capacities of 65-350 mg/g. The dose did not significantly affect the composites'
swelling; only pH significantly influenced adsorption. The composites could remove more
than 80% of the dye at neutral to alkaline conditions. The ratio of biopolymers in the
composite, dose, and pH of the adsorption media were significant factors in the NMB
removal. However, this adsorption efficiency was different for antibiotics removal, where
charge interaction was not associated with the pharmaceuticals’ removal; the same behavior
was observed for indigo blue removal, nevertheless adsorption efficiency was low. For
mercury removal, the composite removed up to 70% of the heavy metal the pH being the
most crucial factor for adsorption because their negative surface charge interacts with these
cations.

Key words: Adsorption - Chitin - Cactus - New methylene blue - Nonconventional adsorbent

Resumen

Los adsorbentes no convencionales basados en matrices biodegradables son alternativas
econémicas y promueven una economia circular. Estos materiales pueden eliminar
colorantes de la industria textil, asi como medicamentos del agua, cuyo impacto ambiental
es negativo. Los grandes volumenes de efluentes de aguas residuales, ademas de metales
pesados como el mercurio, en aguas y suelos, representan una afectacion grave para el medio

ambiente y la salud humana. El presente estudio analiz6 la capacidad de adsorcién del nuevo
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azul de metileno (NMB por sus siglas en inglés new methylene blue), el farmaco ampicilina
y mercurio utilizando un compasito basado en desechos de cladodios de nopal y nanocristales
de quitina. Con base en las mejores caracteristicas respecto al perfil de hinchamiento, punto
de carga cero, distribucion de pKa, y capacidad de adsorcién de NMB, se llevaron a cabo
trabajos adicionales con el composito de quitina y nopal (3:1), CNCh_50. Este composito se
comport6é como un hidrogel fisico mostrando un 464% de hinchamiento en solucion de NMB
(1 mM) y una naturaleza poli-aniénica, produciendo afinidad por el colorante NMB con
capacidades de adsorcion de 65-350 mg/g. La dosis no afectd significativamente el
hinchamiento de los compositos; solo el pH influyé significativamente en la adsorcién. La
proporcién de biopolimeros en el compdsito, la dosis y el pH de los medios de adsorcién
fueron factores significativos en la eliminacion de NMB. Sin embargo, se observo un
comportamiento distinto para la eliminacion de antibidticos, cuya interaccion de carga no
mostré asociacion con la eliminacion de éstos en agua. EI mismo comportamiento fue
observado en la remocion de azul indigo, sin embargo, la eficiencia de adsorcion fue baja.
En el caso de la eliminacion de mercurio, el composito demostro ser capaz de eliminarlo en
mas de un 70%, siendo el pH el factor significativo para la adsorcion debido a que la carga

superficial negativa del material interactla con estos cationes.

Palabras clave: Cactus de Quitina por Adsorcion Nuevo azul de metileno Adsorbente no

convencional
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1. INTRODUCCION

1.1Adsorbentes no convencionales

La eliminacién de diversos contaminantes a través de la adsorcion es comun en el tratamiento
de aguas residuales y agua para consumo humano. Pese a existir una amplia gama de
adsorbentes convencionales como carbon activado, 6xido de aluminio, zeolitas, gel de silice
y arcillas, cuya eficiencia de eliminacion de contaminantes es alta, su elevada demanda
genera escasez, sobreexplotacion y un aumento de costos de adquisicion. Ademas, estos
adsorbentes requieren un pretratamiento para aumentar su area superficial o una activacion
quimica o fisica como ocurre en carbones activados (Hu and Srinivasan 2001).

Los adsorbentes no convencionales también conocidos como adsorbentes verdes o bio-
adsorbentes, han sido ampliamente estudiados y pueden producirse a partir de residuos de la
agroindustrial o la industria alimentaria, lo que ayuda a mitigar efectos del cambio climatico
y calentamiento global al dar uso a materiales que se consideran como residuos, y se aplican
en la eliminacion de contaminantes. Muchos adsorbentes no convencionales estan hechos de
materiales lignocelul6sicos que no requieren un pretratamiento para su activacion y pueden
reutilizarse durante varios ciclos, empleando disolventes con toxicidad baja o despreciable
para la desorcion (Valladares et al., 2007).

La quitina y la lignocelulosa son los polimeros méas abundantes de la industria
agroalimentaria (Zhou et al., 2021). Materiales compuestos o compaositos se producen a partir
de mezclas de quitina y lignocelulosa para una amplia gama de aplicaciones, incluidos
bioplasticos, adsorbentes y biopeliculas. Entre estas aplicaciones, los adsorbentes para la
eliminacién de metales pesados y contaminantes emergentes son una solucion
ambientalmente sostenible en el tratamiento de aguas (Valladares et al., 2007). En general,
los biocompdsitos de residuos lignoceluldsicos y quitinosos tienen buena resistencia
mecanica, biodegradabilidad y eficiencia adsorbente.

1.2 Propiedades adsorbentes de la quitina

La quitina es el segundo polimero més abundante en la naturaleza formado por residuos de
N-acetil glucosamina y D-glucosamina unidos por enlaces glucosidicos B-1,4 (Figura 1),
donde la presencia de grupos acetilo determinan su grado de acetilacion (DA) e influye en su

solubilidad, estabilidad quimica y funciones estructurales; siendo un polimero altamente
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insoluble (Aranday-Garcia et al., 2019). La quitina puede ser obtenida quimicamente por
desproteinizacion con alcalis, desmineralizacion con acidos 0 EDTA, y decoloracion con
disolventes. Estos tratamientos son ambientalmente agresivos, por lo que la fermentacion
puede ser implementada permitiendo la extraccion de otros productos de valor agregado
como pigmentos, proteinas hidrolizadas y lipidos, ademas de mayores rendimientos de
obtencion, con peso molecular y cristalinidad altas del polimero (Pacheco et al., 2011; Zhang
etal., 2014).
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Figura 1. Estructura quimica de a-quitina. Modificado de Zhou et al., 2021.

Propiedades como el DA, peso molecular, patrones de agregacion, propiedades mecanicas y
capacidad de hinchamiento afectan la capacidad adsorbente de la quitina (Da Silva et al.,
2021), por lo que comunmente se emplea quitosano, un derivado desacetilado de la quitina,
como adsorbente para la remocion de metales pesados por la alta afinidad de sus grupos
amino, que incrementan la atraccion electrostatica entre el biopolimero y los iones metalicos
(Younis et al., 2019).

La remocidn de contaminantes organicos como pesticidas y compuestos fenélicos por quitina
y quitosano ha sido muy poco reportada, mostrando un mecanismo de remocién por
interacciones electrostaticas entre el nitrogeno del grupo amino, donde el Unico par de
electrones de este grupo funcional muestra una fuerte atraccion por algunos iones metalicos,
y puede ser protonado en condiciones acidas promoviendo la interaccion con los compuestos
anionicos presentes en algunos colorantes y compuestos halogenados (Shamshina et al.,
2019). Existen diversas formas de aplicacion de la quitina como adsorbente, siendo
recientemente explorado el uso de quitina como formador de hidrogeles para la remocion de

algunos contaminantes emergentes (Zhou et al., 2019).
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La eficiencia de remocion de contaminantes empleando quitina depende fuertemente de la
concentracion de estos en matrices acuosas, asi como la presencia de otros compuestos como
nitratos y cloruros, con los que puede formar complejos en funcién del pH; tal es el caso de
iones metalicos, como Fe?* y Pb?" que son atraidos por los grupos amino en condiciones
acidas (Karthikeyan et al., 2005; Salih et al., 2017, Xiang et al., 2016); mientras que la
remocion de iones como Zn?* a pH acido se ve afectado negativamente por fuerzas repulsivas
debido al incremento de sitios positivamente cargados en los adsorbentes de quitina y los
protones del Zn?* (Jaafarzadeh et al., 2014).

Adsorbentes basados en quitina o quitosano incrementan su densidad de carga cuando
decrece el pH, sin embargo, para el caso de contaminantes como disruptores enddcrinos
catiénicos como benzoantraceno, [3-estradiol o bisfenol-A este incremento en la densidad de
cargas produce una repelencia entre adsorbato y grupos funcionales del adsorbente
(Krupadam et al., 2011); por lo cual algunos investigadores han propuesto la modificacion
de éste tipo de matrices por diferentes tratamientos como radiacion UV, o adicion de algunas
resinas que puedan interactuar por mecanismos electrostaticos y quimisorcion con los
contaminantes problema (Jaafarzadeh et al., 2014). En el caso de la remocién de algunos
colorantes como azul de metileno o azul de comassie, el mecanismo de adsorcion es por
fisisorcion debido a la interaccion de adsorbentes con el colorante a travées de interacciones
electrostaticas (Dhananasekaran et al., 2021).

1.3 Propiedades adsorbentes de lignocelulosa

Los adsorbentes basados en biomasa lignocelulésica contienen inicialmente pocas proteinas,
minerales y polisacaridos como pectinas, almidén y arabinogalactano, estos compuestos
forman parte de lo que se conoce como fibra soluble; mientras que las fracciones insolubles
estan conformadas por celulosa, hemicelulosa y lignina (Usmani et al., 2017) que interactlan
formando estructuras complejas dependiendo el tipo de planta (Figura 2). En el caso de
algunas cactaceas como el nopal (Opuntia sp.), la cantidad de fibras insolubles presentes en
la planta depende de factores como la edad y area de cultivo (Hernandez-Urbiola et al., 2015;
Shen et al., 2019). La fraccion insoluble es la mas empleada en el desarrollo de adsorbentes,
sin embargo, algunos reportes han trabajado con almidones modificados (Xiang et al., 2016).
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La celulosa es un polimero lineal constituido por 7000-15000 mondmeros de glucosa unidos
por enlaces -1,4 glucosidicos y es producida por plantas y algunas bacterias. El grado de
polimerizacion de la celulosa puede encontrarse entre 1500 y 5500, es un polimero insoluble
en disolventes comunes debido a los puentes de hidrégeno formados entre las cadenas del
polimero, siendo semi- cristalino y con una variedad de aloformas que determinan su funcién
como adsorbente. Las cadenas de celulosa suelen enrollarse formando microfibras por

fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrogeno (Liu et al., 2014, Sehaqui et al., 2011).

La hemicelulosa es un polimero ramificado heterogéneamente amorfo de longitudes de entre
500 a 3000 mondémeros de hexosas y pentosas como D-galactosa, D-xilosa, D-manosa y L-
arabinosa, unidos por enlaces glucosidicos B-1,4 y B-1,3 que se encuentra entrecruzado con
la celulosa y lignina. La estructura de la hemicelulosa varia en funcion de su origen, siendo
las fuentes maderables las mas ricas en hemicelulosa constituida principalmente por O-acetil-
1-4-O-metilglucoroxilano, mientras que fuentes lignocelulésicas no maderables tienen

hemicelulosa mayormente constituida por galactoglucomanano (Elgueta et al., 2016).

Por su parte, la lignina es un polimero formado por anillos aromaticos en su cadena, siendo
una molécula macro fendlica que consiste en cuatro unidades monomeéricas (fenil propanol,
alcohol coniferilico, alcohol p-hidroxifendlico y alcohol isoamilico). La abundancia de los
diferentes grupos carbonilo, metoxi, hidroxilo y carboxilicos interfieren en su polaridad y

solubilidad en agua, &cidos y otros disolventes (Supanchaiyamat et al., 2019).
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Figura 2. Estructura de los polimeros que constituyen a la lignocelulosa incluyendo los

alcoholes que conforman a la lignina. Modificado de Usmani et al., (2017).
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El uso de lignina Kraft se ha reportado en la remocién de disruptores endocrinos siendo
también propuesto este polimero para la elaboracidn de carbones por procesos de pirélisis
rompiendo enlaces B-1,4 y generando la formacion de radicales libres que pueden interactuar
con contaminantes por interacciones electrostaticas (Cantrell et al., 2012; Supanchaiyamat et
al., 2019).

Ademas del uso de lignocelulosa en la obtencion de carbones activados, se han propuesto
nuevos métodos para la obtencién hidrogeles adsorbentes preparados con liquidos i6nicos
capaces de remover eficientemente metales pesados como Pb?*-y Cu?* (Shen et al., 2019).
En el caso de la adsorcion de colorantes en agua, se ha reportado que el uso de biomasa
lignocelulésica en forma de carbones activos es mas eficiente que el uso de la biomasa solo
tratada térmicamente; mientras que la funcionalizacion de la celulosa en forma de metil
celulosa, obtenida por un tratamiento con glicil-metacrilato, ha mostrado un alto desempefio

adsorbente en la remocion de colorantes como cristal violeta (Zhou et al., 2014).

1.4 Preparacion de adsorbentes no convencionales

La quitina y lignocelulosa son altamente compatibles, por lo que ya existen reportes de la
preparacion de adsorbentes basados en su mezcla donde la quitina/quitosano es el elemento
de refuerzo y mejoramiento de propiedades adsorbentes de metales pesados, contaminantes
emergentes (CE) y otros contaminantes organicos (Usmani et al., 2017). Los grupos
funcionales de adsorbentes no convencionales basados en lignocelulosa y quitina interacttan
fisica y quimicamente con diversos contaminantes, evitando la formacién de lodos de manejo
especial y la transferencia de contaminantes de una matriz a otra.

La estructura porosa producida en estos materiales depende del método de preparacion y es
un factor importante en la eficiencia adsorbente porque favorece fendmenos de difusion y
transferencia de masa que se explican por modelos de formacion de unicapas por algunos CE
de acuerdo con lo reportado por Krupadam et al., (2011). Tanto la quitina como algunas
fracciones lignocelul6sicas son predominantemente hidrofébicas, por lo que nuevos métodos
de preparacion permiten la obtencion de matrices funcionales de caracter hidrofilico que
incrementan su area superficial al promover el hinchamiento de estos materiales y favorecer

mas sitios de interaccion con contaminantes de interés (Da Silva Alves et al., 2021).
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Estos metodos implican el uso de disolventes que permiten la suspension y mezcla de
polimeros, asi como sistemas mecanicos de molienda y mezcla, con la ventaja de generar
matrices biodegradables, menor produccion de CO: y buenas propiedades mecanicas
(elevados mdédulos de resistencia), y estabilidades térmicas elevadas por el punto de
transicion vitrea estos materiales, que ronda entre los 100-170°C para celulosa y de 300-
370°C para quitina (Szcze$niak et al., 2008, Yang et al., 2019).

La suspensién de quitina y lignocelulosa implica la formacién de sistemas coloidales que
pueden ser acuosos, no acuosos, liquidos idnicos y disolventes eutécticos profundos, siendo
los liquidos ionicos uno de los sistemas mas empleados en investigacion, pero son mas
costosos (Usmani et al., 2017). Los liquidos i6nicos son sales liquidas en temperatura
ambiente o baja, estdn compuestos por sustancias organicas o inorgéanicas, mientras que los
disolventes eutécticos profundos se componen de dos o tres sustancias capaces de auto-
ensamblarse para formar puentes de hidrégeno por calentamiento, teniendo propiedades
fisico-quimicas similares a los liquidos idnicos, pero no contienen solo especies idnicas como
son el cianuro de calcio, bromuro de calcio, y nitrato de calcio, siendo mas econémicos (Feng
et al., 2020).

Ademas de los sistemas anteriormente mencionados, es posible suspender quitina y celulosa
en medios acidos, favoreciendo la expansion de estos polimeros y formacion de nanocristales
por la conglomeracion de los polimeros como consecuencia de la accion de fuerzas netas
positivas en medio &cido mediante la protonacién de quitina, la cual se ve ayudada por la
masa de estos polimeros (Wijesena et al.,2020). La formacion de nanocristales para la
obtencion de compositos se ha reportado por Espadin et al., (2018) y Morin y Dufresne
(2002), quienes mencionan una mejora en las propiedades mecéanicas de materiales
compuestos y una elevada estabilidad térmica, siendo posible obtener también nanofibrillas
(Mushi et al., 2019).

Los disolventes acidos mas empleados para formar nanocristales son acido clorhidrico y
acido acético, sin embargo, algunas diferencias en los métodos de preparacién han sido
reportadas por algunos autores, en donde se propone como un método de hidroélisis en donde
la quitina se lleva a ebullicion (Morin y Dufresne, 2002), mientras que otros autores evitan

la desacetilacion preparando suspensiones en bafios de hielo a temperaturas de 4°C (Espadin
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et al., 2018); este proceso puede ayudarse de otros mecanismos como la dispersion mecanica
(Mushi et al., 2019).

Otra manera de obtener nanocristales tanto de quitina como de celulosa es a través de
soluciones alcali mezcladas con urea, como son NaOH/urea o KOH/urea acopladas a
procesos de congelamiento-descongelamiento que promueven el rompimiento de puentes de
hidrogeno de las cadenas poliméricas y la formacion de nuevas uniones; se piensa que la urea
puede funcionar debido a que penetra las cadenas tanto de quitina como de celulosa (Chang
et al., 2011), reportando que el uso de NaOH permite obtener suspensiones estables en
condiciones de pH mayores a 7 (Wijesena et al., 2019); sin embargo, el uso de NaOH en la
obtencion de matrices adsorbentes ha mostrado ser un factor que limita su desempefio
(Manna et al., 2017).

Muchos de los materiales obtenidos por los métodos de preparacion mencionados
anteriormente, generan matrices en forma de geles, que puede llevarse a aerogeles cuando se
sublima el agua presente en hidrogeles, obteniendo materiales altamente porosos de un area
superficial conocida (Zhang et al., 2019), o pueden simplemente ser hidrogeles quimicos o
fisicos, que incrementan su area superficial en funcién de su grado de hidratacion.

Los hidrogeles se caracterizan por forman redes tridimensionales por entrecruzamiento a
partir de puentes de hidrdgeno, fuerzas ionicas, interacciones de Van der Waals, fuerzas
hidrofébicas o complejacion de polielectrolitos, dando origen a hidrogeles fisicos; o a
uniones mas fuertes como son enlaces covalentes entre las cadenas de polimeros,
produciendo hidrogeles quimicos.

Los hidrogeles fisicos son reversibles ante cambios ambientales ya que sus uniones son
desordenadas, y generan transiciones sol-gel ante estimulos externos como pH, temperatura,
y campo eléctrico, por lo que los materiales son fragiles, mecanicamente débiles y pueden
disolverse en solventes organicos y al calentarse (Bashir et al., 2020). A pesar de su alta
respuesta a factores externos, estos no generan residuos de agentes de entrecruzamiento que
contaminen durante su obtencion, por lo que su elaboracion estd mas enfocado al area
medica, aunque algunos autores han propuesto su uso en la remocion de colorantes como
azul metileno (Chang et al., 2020, Chung et al., 2009).

Es importante mencionar que aunque formalmente se defina a un sistema sol-gel como aquel

en el que se mezclan polimeros inorganicos o ceramicos por una transformacion de
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precursores liquidos a través de hidrdlisis y condensacion de metales precursores de
alcdxidos; estos sistemas también involucran suspensiones coloidales en donde moléculas y
particulas poli-moleculares son dispersas en un medio y tienen al menos en una direccién
una dimension de 1nm a 1um, siendo considerados hidrogeles naturales el almidon, pectina

e incluso celulosa y quitina (Danks et al., 2016, Bashir et al., 2020).

1.5 Remocion de colorantes por adsorcion

Algunos colorantes y compuestos fijadores de color de la industria textil pueden ser
removidos por adsorcién. El azul de metileno (MB por sus siglas en inglés, methyelene blue)
es un colorante cationico que pertenece al grupo azina (tiazina), caracterizado por anillos
heterociclicos nitrogenados conjugados en su estructura que se ha utilizado como compuesto
modelo de contaminante organico y se emplea en la tincién de fibras, papel, y capsulas para
farmacos, asi como tratamiento de algunas enfermedades neuronales (Cao et al., 2018). En
la actualidad se emplea MB en forma de sal doble de zinc que se conoce como nuevo azul de
metileno (NMB) (Figura 3) (Karagetin 2014).
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Figura 3. Estructura quimica de la molécula MB (izquierda) y NMB (derecha). Modificado

de chempub.org

El NMB, no precipita tan facilmente como el colorante convencional MB, haciendo méas
eficiente la pigmentacion de textiles y su uso en el area médica por la tincion de reticulocitos
de manera mas profunda (Brigs y Bain, 2017). Al momento no existen estudios previos de
su remocién empleando adsorbentes no convencionales, siendo el area superficial polar
topolodgica del colorante una caracteristica que permite determinar el area del propio material
que lo remueve, asi como su afinidad por un adsorbente. Esta area corresponde a 63.7 A2
(Hahnke and Bolto 2018).
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El azul indigo es un colorante textil obtenido de las hojas y semillas de las plantas Indigofera
tinctoria, Ingiforera sumatra e Isatis tinctorea, cultivadas principalmente en Africa, India y
Sureste de Asia que se emplea en la tincion de la mezclilla, (Saikhao et al., 2018; Marcano
2018). El azul indigo es el dimero indoxilo derivado de la hidrélisis enzimatica del glucésido
indicano y se clasifica dentro de los colorantes VAT, caracterizados por presentar un sistema
conjugado tipo inddlico que los hace no solubles en agua (Figura 4); requiriendo de una
reduccion a su forma leuconada en medio alcalino y anoxico para suspenderlos, seguido de
una oxidacion en aire para su retorno a la forma keto insoluble, que es la que se adhiere a las
fibras de algodon, proporcionando el color azul de las mezclillas (Slama et al., 2021).

El ditionito de sodio es el agente reductor de indigo mas usado en la industria textil, haciendo
que el colorante vire a un tono amarillo en ausencia de oxigeno y se oxide en aire tornando a
color azul. EI ditionito de sodio es un agente ambientalmente nocivo por la produccion de
sulfitos y sulfatos en el proceso de tincién, que causa severos problemas por su descarga en
aguas residuales junto con surfactantes y estabilizantes empleados en la tincion de textiles
(Saikhao et al., 2018).

Efluentes de la industria textil suelen venir cargados de colorantes, elevadas cargas organicas,
y contaminantes organicos e inorganicos como compuestos clorados, metales pesados,
sulfuros, nitratos, naftol, detergentes, compuestos de cromo, formaldehido, bencidina, y

agentes secuestrantes entre otros (Slama et al., 2021).
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Figura 4. Estructura de azul indigo: forma leuconada a la derecha y a la izquierda forma
oxidada (Modificado de Saikhao et al., 2018).

La remocidn por adsorcion de azul indigo es baja ain en carbones activados enriquecidos
con nanoparticulas de Fe y Cu (20.74 mg/g), biosorbentes naturales como la vermicomposta
(40.39 mg/qg), e incluso por materiales basados en mezclas de carboximetil-celulosa y quitina
(27 mg/g) (Trujillo-Reyes et al., 2010; Ribeiro et al., 2021; Zhu et al., 2016). Hoy dia, la
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mayor remocidn de este colorante esta dada por procesos unitarios fisico-quimicos como la
coagulacién-floculacion, logrando remociones del 99% del colorante con concentraciones
iniciales de hasta 2,000 mg/L (Manu et al., 2007), asi como degradacion bioldgica, catalisis
enzimatica y procesos avanzados de oxidacion como electrocoagulacion, catélisis,
fotocatalisis y ozonacidn, procesos que permiten eliminar parcialmente al colorante (Kishor,
etal., 2021).

1.6 Adsorcién de contaminantes emergentes: Ampicilina

El uso de farmacos en la poblacién global es un problema ambiental, siendo los antibioticos
y analgésicos los de mayor uso (Cysewski et al., 2022; Li et al., 2022). La ampicilina es un
antibiotico del tipo B-lactamico (que incluye a ampicilina, amoxicilina, mezlocilina,
floxacilina y piperacilina) y representa mas del 65% de antibidticos en el mercado global
(Shen et al., 2010). Durante la pandemia COVID-19, su consumo incrementd a niveles
exorbitantes, habiendo reportes de su presencia en aguas residuales domésticas de hasta
1050.54 + 761.43 pg/L en ciudades como Isfahan en Irdn (Samandari et al., 2022).

A pesar de que hoy dia existen diversos reportes de la remocion de farmacos en aguas
residuales por adsorbentes convencionales; éstos presentan limitaciones por la naturaleza de
cargas de éstos, asi como caracteristicas quimicas y estructurales de los adsorbatos que
influyen en su adsorcion selectiva en distintos pH (Mansouri et al., 2021). La presencia de
mas de un compuesto en el agua limita la remocion de farmacos por las interacciones que
pueden existir entre ellos y otros compuestos, incluidos sus conjugados después de haber sido
metabolizados en el cuerpo humano e incluso por su interaccion con microplasticos (Gewurtz
et al., 2022; Shin et al., 2021).

Los farmacos B-lactamicos son de naturaleza anféterica, es decir que diferentes grupos en su
estructura pueden ionizarse de manera positiva o negativa en funciéon del pH (Li et al.,
2023). La Tabla 1 muestra las caracteristicas y estructura quimica de la ampicilina sddica,
uno de los farmacos con mayor consumo alrededor del mundo, que es considerado como
contaminante emergente (Mansouri et al., 2021; Hassan et al., 2012; Basheer 2018, Stan et
al., 2017).

La ampicilina tiene grupos amino y carboxilo que influyen en su capacidad de disociacion

en funcion del pH. En condiciones acidas estos grupos estan protonados y se comportan como
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cationes, mientras que en condiciones alcalinas se comportan como aniones. A pesar de ser
una molécula anfiprotica, es decir, que tiene grupos funcionales que pueden cargarse positiva
0 negativamente, su punto isoeléctrico es 4.9-5 lo que implica que, por arriba de este pH, la
molécula se encontrara cargada negativamente (Hou et al., 1969).

Tabla 1. Caracteristicas estructurales y quimicas de farmacos empleados para adsorcion

) Forma| pH Maxima )
Farmaco Estructura o o | Referencia
ionica | optimo | absorbancia

o pKa:
Ampicilina H con ” 65 2.55-
o ; 2Na .05,
sodica H_NH; H} Nz&iﬂi 23 2.65
o H H :
Muy soluble en agua y en 254-257 | Pubchem.org

soluciones isotonicas  de
glucosa y cloruro de sodio;
ligeramente soluble en etanol;

casi insoluble en éter dietilico

El uso de quitina o quitosano no es muy empleado por su baja interaccion con farmacos
debido a su naturaleza cationica. Pese a que la quitina tiene limitaciones en la adsorcion de
contaminantes organicos, es capaz de tener interacciones quimicas que produce la floculacion
de algunos farmacos como el ciprofloxacino, cuya naturaleza quimica es aproética (Zhao et
al., 2022).

1.7 Adsorcion de metales pesados: Mercurio

Los metales pesados representan problematicas ambientales asociadas a su bioacumulacion
en suelos y plantas, asi como arrastre a cuerpos de agua, llevando a problemas de salud y
ecotoxicidad (Uddin y Miah 2016). Un estudio realizado por Zhou et al., (2020) mostré que
las concentraciones de metales pesados en Asia, Africa, Europa, Norteamérica y Sudamérica
tuvieron incrementos drasticos tanto en aguas como en suelos para Pb, Cr, Hg, Zn, Fe, Mn y

Al entre los afios 1972 y 2017 debido al incremento de actividades industriales relacionadas
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a la mineria, la produccion y el uso de fertilizantes y pesticidas, asi como la erosién y las
descargas de aguas residuales que contenian diversos metales en productos de diversa
naturaleza, siendo la mayor concentracion de metales a nivel mundial entre 1980 y 1990.

En Meéxico el mercurio es uno de los metales pesados de mayor toxicidad presente en
sedimentos, aguas y atmosfera que puede volatilizar y presenta un ciclo biogeoquimico
(Figura 5). El incremento en su concentracién se ha asociado al inicio de la era industrial,
generando impactos en la salud poblacional y ambiental (Ruelas -Inzunzuna et al., 2013). En
el Golfo de México, la presencia de mercurio en forma de metilmercurio que se acumula en

aguas de mar, peces, rios y sedimentos es elevada (Harris et al., 2012).
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Figura 5. Ciclo biogeoquimico del mercurio e incremento en concentracion terrestre
estimada. Mg= megagramos, unidad equivalente a un millon de gramos, los valores en rojo
representan el aporte antropogeénico a la concentracién de mercurio al ambiente.
Modificado de Selin (2009).
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La principal fuente de contaminacion por mercurio puede ser natural, industrial, de aguas
residuales, agricola, por productos médicos, sedimentos, plantas de cemento y cenizas
volantes. EI mercurio es un metal altamente venenoso con efectos toxicos en glandulas
tiroideas, tracto gastrointestinal, dafios neuronales, en la reproduccion y en algin momento
que puede conducir a la muerte (Rice et al., 2014).

Se ha propuesto el uso de algunos desperdicios lignocelulésicos para adsorber Hg?*, como
residuos de datiles sometidos tratamientos de activacion diferentes, obteniendo capacidades
adsorbentes de 120 a 282 mg/g en funcion del tratamiento (Al-Ghouti et al., 2019). El uso de
carbones activados funcionalizados con NazS ha reportado capacidades adsorbentes de 85.6
mg/g a partir de soluciones con concentraciones iniciales de 200 mg/L (Salcedo et al., 2021).
El uso de quitosano dopado con magnetita ha sido reportado por Rahbar et. al. (2014)
obteniendo la maxima remocion a los 250 minutos con capacidades adsorbentes de 4.44
mg/g. Tang et al., (2011) empled membranas de quitina y celulosa con capacidades de
adsorcion de 2.33 mmol/g, mientras que Barriada et al., (2008) menciona hasta un 75% de
eliminacion de Hg?* después de 1800 minutos de adsorcion con particulas de quitina,
observando una dependencia del pH en la remocidn de este metal.

El uso de adsorbentes basados en quitosano ha mostrado tener buenas remociones de metales,
por la presencia de grupos amino e hidroxilo que interacttan con ellos, mientras que el uso
de quitina ha sido probado con mayor éxito cuando esta se encuentra enriquecida con
minerales como carbonato de calcio, siendo la remocion atribuida a la presencia de este
mineral y a una mayor area superficial especifica capaz de interactuar con metales
(Anastopoulos et al., 2017).

Por su parte, el uso de lignocelulosa de Opuntia ficus indica ha removido exitosamente
metales pesados como Crb* y Pb?* empleando un polielectrolito obtenido del mucilago de
nopal junto con sulfato de aluminio para formar un coagulante (Gomes et al., 2016). Las
remociones de metales pesados por biomasa lignocelulosa ha sido principalmente atribuida
a la interaccion entre los metales y grupos funcionales carboxilo, fenélicos, carbonilo e
hidroxilo presentes en la estructura de lignina, celulosa y polimeros como arabinogalactano
(Barka et al., 2013).

27



1.8 Compostabilidad de matrices adsorbentes no convencionales

Uno de los problemas mas significativos que existe con el uso de matrices adsorbentes, es
gue una vez removidos los contaminantes de interés, no deberian transferirse a otras matrices
o convertirse en s6lidos de manejo especial. El uso de adsorbentes no convencionales basados
en lignocelulosa y quitina tiene la ventaja de que ambas matrices son naturalmente
biodegradables y también compostables una vez removidos los metales y/o contaminantes
inorgénicos adsorbidos; sin embargo, su grado de degradabilidad y compostabilidad esta
dado por mdaltiples factores como son la humedad, el pH del medio, la presencia de oxigeno
y la concentracion y diversidad de organismos como bacterias, hongos y algas (Muniyasamy
etal., 2013).

La degradabilidad y la compostabilidad de un material son diferentes; la degradabilidad de
un material se define por la ASTM D6400-12 (2012) y la ISO 14851-1 (2005) como un
proceso irreversible que lleva a un cambio significativo en la estructura de un material,
tipicamente caracterizado por la pérdida de propiedades como integridad, peso molecular,
estructura o resistencia mecanica; mientras que la compostabilidad de un material implica su
degradabilidad mediante la accion de enzimas secretadas por organismos como bacterias,
hongos y algas; e incluye una fase inicial (degradacion primaria, en donde ocurren los
cambios mas importantes como pérdida de peso molecular, cambio estructural,
fragmentacion y conversion de polimeros a compuestos solubles en agua), y una fase
secundaria (en donde los compuestos de bajo peso molecular son convertidos en CO.agua y
biomasa celular). Un material compostable es aquel que sufre degradacion bioldgica durante
el compostaje, llevando a la produccion de CO2, agua, compuestos inorganicos y biomasa a
una velocidad consistente con otros materiales compostables y lleva a residuos no téxicos.
Los procesos de compostabilidad constan de una fase mesofilica en donde se alcanzan los
45°C y bacterias mesofilicas y hongos se encargan de las primeras reacciones de degradacion
exotérmica, decreciendo el pH hasta valores de entre 5.5 a 5; en la etapa termofilica, se
alcanzan temperaturas de hasta 60-70°C y la diversidad microbiana permite la degradacién
de diversos compuestos capaces de romper proteinas, grasas y carbohidratos tales como
celulosa, hemicelulosa, quitina y otros compuestos estructuralmente complejos, esta fase

puede durar incluso meses antes de llegar a la etapa de enfriamiento y maduracion, en donde
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los organismos mesofilos se reactivan al bajar la temperatura y la actividad bioldgica decrece
(Muniyasamy et al., 2013).

Tanto la quitina como la lignocelulosa son degradables por procesos hidroliticos, la quitina
es un homdlogo estructural de la celulosa y ambos polimeros poseen grupos hidrolizables; la
lignocelulosa puede también ser degradada por oxidacion debido a la presencia de grupos
como los alcoholes y poliolefinas oxidables en la lignina (Muniyasamy et al., 2013, Beier et
al., 2013).

Se sabe que la quitina, al contener grupos amino y acetamida, es transformada por procesos
quitinoclasticos y de desacetilacon. Un proceso es quitinoclastico cuando la quitina es
degradada por hidrolisis enzimatica de las uniones glucosidicas B-1,4, en un proceso
quitinolitico, mientras que la desacetilacién ocurre por la ruptura de grupos amino de la
acetamida de la quitina (Beier et al., 2013; Cambel L. y Williams O. 1951).

La degradacion de matrices lignocelulésicas depende en gran medida de su composicion; si
existe una elevada concentracion de lignina, la velocidad de degradacion sera limitada
(Muniyasamy et al., 2013).

La diversidad de especies asociada a la degradacion de quitina 'y lignocelulosa en un ambiente
natural o en una pila de composta puede ser dificil de determinar, sin embargo, se puede
Ilegar a conocer el género o grupo de microorganismos asociados a procesos de degradacion
de éstos polimeros conociendo los perfiles metabdlicos presentes en muestras biodegradadas,
para lo cual ya existen pruebas bioquimicas que permiten conocer los perfiles metabdlicos
por su riqueza y uniformidad en el tiempo (Grzadziel et. al. 2019).

Este tipo de analisis es un método analogo de los analisis de riqueza de especies por area, en
donde a través de pruebas bioquimicas se puede conocer la respuesta por oxidacion de ciertos
sustratos asociados a ciertas rutas metabdlicas de cierto tipo de microorganismo, dividiendo
a la diversidad por tipo de sustrato evaluando el desarrollo de color en diferentes tiempos
(Bynum 2022, Grzadziel et al., 2019).
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2. HIPOTESIS

Los compuestos lignocelulésicos de Opuntia ficus indica y quitina calcarea son compatibles
en la obtencion de compdsitos adsorbentes biodegradables con elevada porosidad y
capacidad de hinchamiento que les permitan tener un mejor desempefio adsorbente de
colorantes como el azul de metileno y otros contaminantes como ampicilina, azul indigo y

mercurio.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Preparar y caracterizar compositos compostables de quitina-nopal, evaluando su capacidad

de adsorcién de contaminantes, tales como colorantes nuevo azul de metileno y azul indigo,

ampicilina y mercurio.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES
« Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas y estructurales de compdsitos obtenidos

con diferentes proporciones de quitina y nopal.

o Evaluar la composicién biopolimérica, pH, y dosis de adsorbato y adsorbente en la
remocién de NMB como contaminante organico modelo de compuesto catiénico.
Determinar la capacidad y eficiencia de adsorcion de contaminantes con distinta
naturaleza quimica (colorantes, antibioticos y metales base), cada uno ejemplificado
por azul indigo, ampicilina y mercurio, por compdsitos de quitina y nopal por el
composito de mayor remocion de la molécula modelo NMB.

o Estudiar la compostabilidad del compdsito con mayor capacidad adsorbente de NMB
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Quitina calcarea y lignocelulosa de nopal

Se emple6 quitina calcarea previamente obtenida de residuos de cefalotérax de camarén
mediante una fermentacion en dos etapas; en la primera se adiciond el lactobacilo
Lactobacillus brevis seguido del hongo Rhizopus oligosporus en una concentracion de 107
esporas/mL y 20% en volumen de inoculo del lactobacilo durante 192 horas. Esta quitina ya
se encontraba caracterizada al momento de ser empleada y tenia un peso molecular de 1371
kDa, un grado de desproteinizacion del 96.91%, un mddulo de Young de 5000 MPa, una
cristalinidad del 89.7% y un contenido de minerales residuales del 0.86% (Aranday et al.,
2019).

La lignocelulosa de nopal fue obtenida de una muestra de nopales de madurez intermedia (30
dias) del género Opuntia, colectados en los meses de agosto y septiembre del 2020. Se
eliminaron las espinas de los ejemplares y se sometieron a un tratamiento de lavado con una
solucion de 4.5 mg/L de NaClO durante 30 minutos seguido de ocho enjuagues con agua
potable. Los ejemplares empleados en la obtencion de los biocompdsitos adsorbentes fueron
cortados en laminas de 2 mm de grosor y secados al sol durante 24 horas. Algunas muestras
de cladodios fueron analizadas en fresco congelandolos a -4°C para la determinacion de
acidez y contenido de azucares y proteinas. Tanto los cladodios como la quitina secos fueron
triturados y tamizados en malla N° 100 (pasando por 0.149 mm) antes de su uso en la
elaboracion de biocompositos.

4.2 Caracterizacion de lignocelulosa de nopal

4.2.1 Determinacion del contenido de extraibles

La biomasa lignocelulésica puede contener compuestos solubles en disolventes neutros que
generalmente no se consideran como parte de los polimeros lignocelulésicos como son
aceites, resinas, taninos, azucares, gomas, colorantes y almidones, y se conocen como
extraibles. La separacion de extraibles facilita la separacion de celulosa y lignina (ASTM
D1105-56).
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La determinacion de extraibles se realizo de acuerdo con lo establecido en el método estandar
D1105-56 (2010), empleando un equipo Soxhlet a partir de 9 gramos de muestra seca de
lignocelulosa, a la cual se le adicionaron 200 mL de solvente formado por etanol: tolueno en
una proporcion 1:2 v/v durante 6 horas. Después de la extraccion se realizé un lavado con
etanol seguido de una segunda extraccion con etanol al 95% durante 4 horas. La muestra se
lavé con 500 mL de agua destilada y fue secada al aire a 25°C.
El contenido de extraibles se determin6 de acuerdo con la ecuacion 1

Extraibles (%) = Ax100W 1)
Donde:
A= masa de extraibles obtenido después del tratamiento en g

W= masa anhidra de la muestra

4.2.2 Determinacion del contenido de lignina

Las muestras libres de extraibles fueron procesadas para separar la lignina de la celulosa, a
la cual se encuentra entrecruzada, por la adicion de un acido fuerte en altas concentraciones
de acuerdo con la norma TAPPI T-222 0s-74 (2006). Se colocaron 2 g de muestra anhidra en
un vaso de precipitados de 100 mL y se adicionaron 15 mL de H.SO. al 72% macerando el
material con una varilla de vidrio. EI macerado fue transferido a un matraz de bola y se
adicionaron 400 mL de H.O. agitando suavemente, hasta diluir la solucion a una
concentracion de acido al 3% equivalente a un volumen de 575 mL. La mezcla se hirvié a
reflujo durante 4 horas manteniendo un volumen constante de agua y se decantd manteniendo
el matraz inclinado hasta separar el material. EI material se pasé por un filtro Gooch de
porosidad fina y se lavo con agua caliente para posteriormente secar a 105°C hasta alcanzar
un peso constante.

El contenido de lignina se determind como se muestra en la ecuacion 2:

A-100

%Lignina =
)

Donde:
A= Peso de Lignina obtenida después del tratamiento en g

W= Peso anhidro de la muestra
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4.2.3 Determinacion del contenido de celulosa

La celulosa se encuentra unida a lignina en muestras vegetales por lo que debe ser separada
de ésta ya que la lignina atrapa a la celulosa. Para aislar la celulosa debe disolverse a la lignina
en una solucion nitro-alcoholica que transforma a la lignina en productos nitro-fenélicos
solubles en alcohol e insolubles en agua, protegiendo a la celulosa del acido nitrico. Para esta
determinacion es necesario conocer el contenido de cenizas de la muestra. Se empled una
modificacion del método estdndar TAPPI T 203 0s-74. Se colocaron 5 g de muestra en un
matraz bola de 250 mL y se adicionaron 25 mL de &cido nitrico y 100 mL de alcohol. La
mezcla se llevo a ebullicion suave en bafio Maria por una hora en reflujo de agua fria (Equipo
Soxhlet). El liquido sobrenadante se decantd y se vertieron 125 mL de la muestra en un crisol
que estaba a peso constante. Se puso nuevamente la muestra en ebullicion y se filtré dos
veces mas. El residuo fue lavado con agua desionizada y se sec6 en la estufa a 103°C.

La diferencia de peso entre la muestra de la primera y la ultima ebullicion permite conocer

el contenido de celulosa de la muestra como se muestra en la ecuacion 3

Celulosa (%) = % x 100 (3)

a

Donde
Mcel = masa bruta de celulosa
Mcen = masa de las cenizas

Ma= masa anhidra de la muestra.

4.2.4 Determinacion del contenido de azlicares

La determinacion del contenido de azucares totales se realizd por el acido 3,5-
dinotrosalicilico (DNS). El procedimiento se basa en una reaccion entre el DNS y los
azucares reductores presentes en la muestra. Su ventaja respecto a otros métodos es su alta
sensibilidad y productividad (Bello et al., 2006). Este método permite conocer el consumo
de azucares en cinéticas de crecimiento celular y muestras; donde la cuantificacion se realiza
en comparacién de una curva patron de glucosa. Se utilizaron 0.5 g de muestra'y 0.5 mL de
reactivo DNS en tubos con tapa de rosca y éstos se colocaron en un bafio de agua a 100°C

por 7 minutos. Posteriormente se pusieron en hielo para enfriar y se agregaron 4 mL de agua
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destilada seguido de una agitacion vigorosa. Se determino la absorbencia a 575 nm en un

espectrofotometro (Thermo sectronic Genesys 6) y se analizaron triplicados de cada muestra.

4.2.5 Determinacion del contenido humedad y cenizas

El porcentaje de humedad y cenizas se determind por gravimetria. La determinacion del
contenido de humedad se realiz6 conforme al método 934.01 y se pesaron 5 g de muestra de
nopal para colocarlos en un crisol previamente puesto a peso constante dejando secar por 24
horas a 110°C en la estufa. La ecuacion 4 fue empleada para determinar el contenido de

humedad:

. C
Peso muestra—Peso crisol

Humedad (%) = muestra s 100 4)

Peso seco de la muestra

La determinacion de cenizas se hizo calcinando la muestra sélida en crisoles a peso constante
durante 6 horas a 650°C, y su determinacién se calculé de manera similar a la de la humedad

como se muestra en la ecuacion 5.

Peso seco crisol con cenizas—peso seco crisol

Cenizas(%) = x 100 (5)

Peso seco de la muestra

4.2.6 Proteinas solubles

La concentracion de proteinas solubles presentes en los cladodios de nopal se determino por
el método Lowry mediante una reaccion redox de los enlaces peptidicos y con los
aminoéacidos Tyr, Trp y Cys. Este ensayo presenta interferencias en presencia de EDTA 'y
sulfato de amonio. Se centrifugd la muestra a analizar a 8,000 rpm durante 5 minutos y se
tomo6 1 mL del sobrenadante. Previamente se preparo la solucion de Fenol-Folin Ciocalteu
con agua desionizada en una proporcion 1:1 (Reactivo B). 1mL de la solucion de Lowry
(Reactivo A) fue adicionada a la muestra y se dejé incubar durante 10 minutos después de
mezclar a 25°C. Se adicionaron 0.5 mL de reactivo B, se agit6 e incubd la muestra por 30
minutos a 25°C y se determin0 la absorbencia a 750 nm. Los resultados obtenidos se
interpolaron con los obtenidos de una curva de calibracion a partir del valor del pendiente

obtenido de la ecuacion de la recta. (Peterson 1977).
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4.3 Preparacion de adsorbentes con diferentes proporciones de nanocristales de quitina

y lignocelulosa coloidales

La elaboracion de biocompositos adsorbentes se realizé empleando diferentes proporciones
de quitina (Ch) y lignocelulosa de nopal (CN). La elaboracion de nanocristales de quitina
(Ch) y Nopal (CN) se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por Espadin et al., (2018)
empleando HCI al 37% de pureza como solucién de suspension y NaOH al 50% grado
industrial en el proceso de neutralizacion (Hycel, México).

Chy N en polvo se suspendieron por separado en HCI concentrado a 0.067 g Ch/mL HCl y
de 0.05 g N/mL HCI, bajo agitacion constante en bafio de hielo. Las suspensiones coloidales
se mezclaron en frio con agua helada (10 volimenes de agua por volumen de &cido agregado)
y se dejaron sedimentar. Se decant6 la fraccion liquida y la fraccion sedimentada se
centrifugd a 10,000 rpm por 20 minutos en una centrifugadora Sorvall Legend XTR
Centrifuge (Thermo Scientific, SL - C/ Luis I, 9 MADRID). Para neutralizarse las mezclas
se adicioné agua desionizada y NaOH al 50% en agitacion constante. Las mezclas
neutralizadas se centrifugaron nuevamente a 10,000 rpm por 20 minutos y los pellets fueron

secados al aire a 50°C por 24 horas.

4.4 Punto de carga cero vy distribucién de pKas de los adsorbentes

El punto de carga cero (pzc) puede ser expresado como la carga neta total de un adsorbente,
o0 el valor de pH al cual su carga neta (interna y externa) es cero y se diferencia del punto
isoeléctrico, en que el segundo es el valor correspondiente a las cargas superficiales externas
de un material (Mahmood et al., 2011). El pzc depende de los grupos funcionales
superficiales caracteristicos de cada material, definiendo la carga del adsorbente en funcién
del pH del medio. Si el valor de pH en el medio es menor que el pzc, el material tenderd a
cargarse positivamente, mientras que, si el valor de pH en el medio es mayor al pzc, entonces
éste tendera a cargarse negativamente (Juela et al., 2020). El pzc es uno de los pardmetros
mas importantes en un material y nos permite conocer la afinidad de un adsorbente por
determinados adsorbatos, siendo este valor complementario con el pKa de un compuesto al
momento de determinar la afinidad adsorbente- adsorbato en distintas condiciones de pH. En

otras palabras, podemos predecir que, si el valor de pH en el medio es menor al valor de pKa
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de un compuesto, éste estara predominantemente neutro, mientras que si el valor de pKa<pH,
la forma protonada estara predominante.

El punto de carga cero (pzc) de los adsorbentes CNCh, NC y CCh se determind mediante
titulacion automética (Mettler Toledo PL 70 USA, Polaris Parkway, Columbus, OH USA).
Los datos obtenidos fueron procesados en el programa de software SAEIUS-pK-dist© 1994

Jacek Jagiello para obtener las distribuciones de pKa (Fosso-Kankeu et al., 2017).

4.5 Potencial Z

Si se considera que una particula en suspension tiene una carga neta, es porque se encuentra
rodeada de una capa de iones de carga opuesta fuertemente unida a su superficie, conocida
como capa Stern. Seguido a esta capa, una segunda capa de iones difusos se encuentra en la
parte mas externa y ambas capas de iones se conocen en conjunto como la doble capa, en
donde el movimiento de particulas genera una diferencia de cargas entre ambas capas. El
potencial zeta es el potencial electrostatico en el limite de este plano, asociandose con la
carga superficial de una particula (Clogston y Patri 2011).

El potencial zeta se determind en los coloides CCh, CN y CNCh utilizando un equipo de
nano dimensionamiento zeta (Malvern modelo ZS90, Worcestershire, Reino Unido). Las
muestras de quitina se obtuvieron de las suspensiones coloidales que se almacenaron en agua
fria, obteniendo una fase sedimentada (Frx1), una fraccion de particulas suspension (Frx2) y
una fase superficial (Frx3). Las muestras de nopal mostraron solo una fraccion suspendida
(Frx1) y una sedimentada (Frx2). Cada fraccion fue neutralizada, centrifugada, y una alicuota
de 10 mg/mL de cada fraccion fue suspendida en agua destilada y sonicada durante 15
minutos. Se tomaron 100 pL de cada alicuota y se suspendieron en 1 mL de H204 ajustando
muestrasapH 2, 3, 7,8y 9 con HCI (1 N) o NaOH (1 N). Las muestras se volvieron a sonicar

durante 15 minutos antes del analisis.

4.6 Determinacion del tamaro de particula

Se tomo una cantidad de 100 pL/mL de cada alicuota (10 mg/mL) descrita en la seccién
anterior y se afiadié a una solucion de etanol/cloroformo (70:30 v/v); se agito durante 10
minutos, se dejo sedimentar a 8°C durante 12 horas y se sonico durante 6 minutos, seguido

de precipitaciones durante 6 horas en un bafio de hielo. A continuacion, se tomé una alicuota
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de la fraccién suspendida, se volvio a suspender en 1 mL de etanol y se sonico durante 10
minutos para analizarla en un equipo de nano dimensionamiento zeta (modelo Malvern ZS90,

Worcestershire, Reino Unido).

4.7 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Los adsorbentes CNCh, CCh y CN, junto con las materias primas de cactus y quitina en
polvo, se caracterizaron por espectrofotometria ATR-FTIR (Spectrum 100 FTIR Perkin-
Elmer, Shelton, EE.UU.), recogiendo 16 espectros por muestra en un rango de 4,000 a 650
cmL. La caracterizacion se realizé antes y después de los experimentos de adsorcion de NMB

en diferentes concentraciones y condiciones de pH.

4.8 Microscopia electronica de barrido

Las estructuras formadas en los adsorbentes CCh, N y las mezclas CNCh se observaron por
SEM, asi como la distribucion del tamarfio de los poros formados en los compuestos en un
microscopio electronico de barrido (Jeol JSM7600-F, Japon) con una fuente de emision de
campo de 30 KV y un sistema de alto vacio con un generador de escaneo de 5120 X 3840
pixeles. La distribucién del tamafio de los poros se calculé utilizando micrografias de la
seccion transversal a 75.000X, y el area vacia se determind utilizando el software Image J
(version 1.410, NIH, Bethesda, MD, USA) (Gallardo-Rivera et al., 2018).

4.9 Determinacion de nanocristales de quitina por TEM

Complementariamente al andlisis de tamafio de particula, se realizaron analisis por
microscopia electronica de transmitancia para corroborar la formacién de estructuras tipo
nanocristales en muestras de quitina y celulosa coloidal. Para ello se tomé una alicuota de 15
mg/mL y suspendio de manera manual en H2O4 hasta eliminar particulas grandes, y se sonicd
por 5 minutos y se centrifugé a 2,500 rpm para separar el sobrenadante y la fraccion
sedimentada. Del sobrenadante se tom6 un volumen de 100 puL. de muestra y se resuspendio
en ImL de H20q, las muestras fueron analizadas en un microscopio JEOL-JEM 2010-200
kV (USA).

4.10 Area superficial especifica y porosidad aparente
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El area superficial especifica de los materiales NC, CCh y CNCh_50 fue determinada por el
método BET basado en la adsorcion de N2 a 77 K, y adsorcion de NMB. Ambos métodos
fueron contrastados y se compararon los resultados con los obtenidos de la determinacion de
tamafio de poro obtenidos por microscopia electrdnica de barrido.

Para los analisis de adsorcion-desorcion de Nz, las muestras CCh, CN y CNCh.50 se
desgasificaron 12 h, previo al analisis, a una temperatura de 100 °C. Las mediciones se
llevaron a cabo utilizando un analizador de adsorcion volumétrica 3P micro 200 fabricado
por 3P INSTRUMENTS (GmbH & Co. KG. Odelzhausen, Alemania).

Se calcul6 la superficie especifica de las muestras (como) por Ec. (6) (Gregg et al., 1982) del

capacidad de la monocapa, ;¢ , expresado en cm? (STP) /g unidades.

a, = V2Lo,,/2.24 x 1022 (6)
Donde:
L: es el nimero de Avogadro (6.23x10%)
om €s el area molecular ocupada por una molécula de N. completa adsorbida en la monocapa
que comUnmente tiene un valor de 0,162 nm?.
La capacidad monocapa V¥ y el pardmetro energético C se determinaron mediante la

linealizacion de la ecuacion de Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Gregg et al., 1982):

P
2

1 cC-1(P
T = Tt e () ™)

Donde:

V es la cantidad especifica de N. adsorbida a la presion relativa (P P;) para un gramo de
adsorbente.

La determinacion del area superficial especifica en el composito con mejor desempefio
adsorbente empleando el méetodo de azul de metileno, preparando soluciones 1mM de NMB
y variando las dosis de adsorbente. Se emplearon los datos obtenidos de las isotermas de
adsorcion ajustadas al modelo de Langmuir, llevando los experimentos de adsorcion al
equilibrio a temperatura ambiente (25°C) y en agitacion a 120 rpm. La adsorcion del
colorante fue determinada a 664 nm en un espectrofotometro UV-Vis (JASCO V-730 modelo
SSE-704).
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El area superficial especifica se calcul6 como se muestra en la ecuacion 8 (Vilar et al., 2007):

__ 9maxanNMBN
Sy = Lnaztuel ©®)

Donde:

Swe: €s el area superficial especifica (m:/g)

O €S la masa de NMB adsorbida en la monocapa (gnms/g)

awe: €S el drea ocupada por una molécula de NMB (m:/molécula)
N: es el nimero de Avogadro (6.02 x10% moléculas/mol)

M: es la masa molar del colorante

De acuerdo con lo reportado por (Vilar et al., 2007), para el caso de la molécula de azul de
metileno, ésta tiene una forma en paralelpipedo (polihedro de seis caras paralelas a iguales
dos a dos), de aproximadamente 17 A x 7.6A x 3.25 A; sin embargo, su area sorbente puede
cambiar en funcion de las diferentes orientaciones de union entre al colorante y la superficie
de lamonocapa. Si lamolécula se encuentra adsorbida en su cara mas grande con la superficie
del adsorbente, se ha reportado un area estimada de 130 A% por molécula; si la molécula esta
inclinada entre 65-70° con respecto a la superficie del adsorbente, el area cubierta es cercana
a 66 A% (Hahner et al., 1996), pero si el eje mayor esta orientado perpendicularmente a la
superficie, el area cubierta es de aproximadamente 24.7 A2 Debido a esta incertidumbre
respecto al area de colorante que entra en contacto con la superficie de un adsorbente
formando una monocapa, la mayor parte de autores reporta un area superficial molecular de
130 A% (Vilar et al., 2007). En el caso de la molécula de NMB, se ha reportado un érea de
superficie polar topoldgica de 63.7A2 (pubchem.org), esta area corresponde a la suma de
areas de todos los &tomos o moléculas polares como oxigeno, nitrogeno, y sus uniones con
hidrogenos (Prasanna y Doerksen 2009); y es similar a la reportada por Hahner et al., (1996)
cuando la molécula tiene un angulo de inclinacion. Considerando que la molécula de NMB
tiene dos carbonos mas que la molécula convencional azul de metileno, se considerd un area

superficial molecular de 130 A2,

4.11 Perfiles de hinchamiento de los materiales

Las pruebas de hinchamiento de las mezclas adsorbentes CNCh fueron realizadas
sumergiendo 10 mg de compasitos en frascos con 10 mL de solucion de NMB 0.25 mM,
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cerrando herméticamente, y determinando su peso cada 24 horas. Las muestras fueron
almacenadas a 25°C en condiciones estaticas, y los compdsitos humedos fueron colocados
en un papel Whatman para adsorber el exceso de humedad antes de medir su peso. El perfil
de hinchamiento volvid a determinarse en la mezcla adsorbente con mejor desempefio,
empleando soluciones de NMB 1mM, variando las condiciones de pHa 3,5, 7,9y 12.

El perfil de hinchamiento (% H .) se calculd de acuerdo con la ecuacion 9:

Hy(%) =

Wnr—Wo
Wo

x 100 9)

Donde:
Wh es el peso himedo del compuesto y

Wo es el peso del compuesto seco

4.12 Angulo de contacto

El angulo de contacto se refiere al angulo que forma la superficie de un liquido al entrar en
contacto con un sélido. La medicion del angulo de contacto permite conocer el grado de
hidrofobicidad de una sustancia o material de acuerdo con el angulo formado por una gota
en aire. Si el angulo esta entre 0° y 90°, la superficie es hidrofilica. Si esta entre 90° y 180°
es hidrofdbica. Si el angulo se aproxima a 180°, es una superficie ultra hidrofobica (Atria
Innovation, 2016). La medicion del angulo de contacto se realiz6 utilizando suspensiones
coloidales de los compdsitos CNCh, CN y CCh neutralizados por la caida de una gota de 1uL
de agua en una superficie de cristal cubierta por las mezclas coloidales formando una pelicula
secada a 45° por 24 horas (Gopi et al., 2017).

Se monto el sistema de microscopio Intel y se ajusto el objetivo a 10 X. Frente a la lente se
colocd un portaobjetos con el pellet. Se dej6é caer una gota de agua sobre este, al mismo
tiempo se tomo una foto capturando el momento en que la gota toca la superficie. Por Gltimo,
se seleccionaron las mejores fotos para medir el angulo de contacto con el software Image J.

La determinacion del angulo de contacto se llevo a cabo por la siguiente ecuacion 10:
_ -1(2n
6 = 2tan (b ) (10)

Donde
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h: es la altura

b: es la base de la gota en la superficie con las mezclas coloidales

4.13 Pruebas de adsorcion de contaminantes

4.13.1 Adsorciéon de nuevo azul de metileno (NMB)

Se llevaron a cabo pruebas de adsorcion de NMB a 0.25 mM y 1 mM empleando las distintas
mezclas adsorbentes. La capacidad adsorbente en cada tiempo (q:) se obtuvo por inmersion
de los hidrogeles CNCh en soluciones de NMB (1 mM) durante 24 horas, tomando una
muestra para identificar la formulacién con mayor adsorcion de acuerdo con la ecuacion 11.
La absorbancia del colorante se determiné en un espectrofotometro UV-Vis (JASCO V-730
modelo SSE-704) a una longitud de onda de 664 nm para las soluciones NMB. Se empled
una curva de calibracion de NMB de 0.1 a 1 Mm y la capacidad adsorbente (qt) fue

determinada como se muestra en la ecuacion 11.

qt = (Co— Ce)— (12)

Donde:

Co es la concentracion inicial del colorante en solucion
Ce es la concentracion de colorante en el efluente,

V es el volumen experimental y

m es la masa de adsorbente utilizado

4.13.2 Eficiencia de adsorcion

La eficiencia de adsorcion (E) fue determinado mediante la ecuacion 12 variando pH y

dosis de adsorbente, asi como en diferentes concentraciones de colorante.
E (%) = “C% x 100 (12)

Donde
Ci es la concentracion del colorante al tiempo cero y

Ce es la concentracién de colorante en el efluente
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4.13.3 Efecto del pH v dosis de adsorbente en la adsorcion de NMB

Se determing la capacidad de adsorcion en diferentes tiempos (qt) por inmersion de la mejor
mezcla adsorbente CNCh en soluciones NMB (1 mM) a pH 3, 5, 7 y 9; determinando la
concentracion del colorante a 664nm durante 24 horas en recipientes de vidrio
herméticamente cerrados a 25 °C a una presion de 0.767 atm.

Se determino la eficiencia de adsorcién (E (%)) para cada pH, empleando distintas dosis de
adsorbente (1, 2, 3y 4 g/L).

4.13.4 Isotermas de adsorcion de NMB

A partir de la mejor composicion CNCh adsorbente de NMB (considerando el rendimiento,
hinchamiento, capacidad y eficiencia de adsorcion) se realizaron. isotermas de adsorcion
empleando la mejor dosis y pH de adsorcion ajustando los datos a los modelos Freundlich y
Langmuir en un analisis de regresion lineal (Microsoft Corporation. (2010). Microsoft Excel.
Retrieved from https://office.microsoft.com/ Excel).

El modelo de Langmuir asume un proceso de adsorcion por la formacion de monocapas,
considera que la energia de sorcion es la misma para cada molécula independientemente de
la superficie del material, lo que significa que un nimero finito de sitios existe y no hay
interaccion entre las especies adsorbidas (Tan et al., 2020). La ecuacién (15) muestra el
modelo linearizado.

E 1

1
de - Amaxb + E (15)

Donde:

Ce es la concentracién en el equilibrio adsorbente en la fase liquida,

e s la concentracion en el adsorbido en equilibrio en el adsorbente,

gmax €S la capacidad maxima de adsorcion,

b es la constante relacionada con la energia o entalpia neta de adsorcion.

El modelo de Freundlich, por otro lado, asume energias de adsorcion heterogéneas en la
superficie del adsorbente; es decir, la energia de adsorcion no es la misma en los diferentes
sitios de adsorcion (Trujillo-Reyes et al., 2010). Su forma linealizada puede expresarse como

se muestra en la ecuacion 16.
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logq, = logkr + %logCe (16)

donde:

e es la capacidad de adsorcién en un equilibrio,
kr es la constante de afinidad,

n representa la heterogeneidad del sistema,

Ce es la concentracion en el equilibrio del adsorbido en la fase liquida.

4.13.5 Cinéticas de adsorcién de NMB

Se realizaron cinéticas de adsorcidn para todas las condiciones de pH empleadas en la seccién
anterior, tomando muestras cada 10 minutos durante los primeros 100 minutos, a los 120
minutos y cada 2 horas hasta las 12 horas de adsorcion y a las 24 horas. Todos los
experimentos fueron realizados por triplicado.

El modelo de pseudo-primer orden de Lagergren (ecuacién 13) relaciona la capacidad de
adsorcion en estado solido a la tasa de adsorcion constantes en funcion de la transferencia de
masa. La tasa de cambio en el consumo de soluto se supone que es directamente proporcional

a la diferencia en la concentracion de saturacion y la cantidad consumida por el sélido
In(q; — q;) = Inqeq — kqt (13)

Donde

gies la cantidad de colorante en el tiempo cero (mg/g)
ge es la cantidad de colorante al equilibrio (mg/g)

gt es la cantidad de NMB adsorbida al tiempo t (mg/g)

kies la constante de velocidad de adsorcion de pseudo-primer orden

El modelo de pseudo-segundo orden (ecuacién 14) asume que capacidad de adsorcion es
proporcional al nimero de activos ocupados en el adsorbente a cada tiempo t, es decir, es el

paso limite en la velocidad de adsorcion es la quimisorcién

q_t:k_z-l_q_et (14)
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Donde:
K. es la constante de adsorcion (g/mg x min)
q. es la cantidad de adsorbato en la superficie del adsorbente al tiempo ty

g. es la cantidad de adsorbato al equilibrio (Ho and McKay, 1999)

4.14 Adsorcidn de azul indigo (Al)
Debido a que el azul indigo es un compuesto insoluble en agua, se pusieron a prueba tres

métodos de suspension del colorante (Martinez Lépez 2023; Buscio et al., 2014; Manu 2006;
Saikhao et al., 2018, Saura y Galindo 2015; Buscio et al., 2007)

4.14.1 Suspensiones en etanol

Se prepararon soluciones de azul indigo 0.25 mM empleando como disolvente etanol, la
concentracion se eligié tomando en cuenta que las pruebas exploratorias de adsorcion de
NMB fueron en esa concentracion. El colorante se suspendié en una solucién de etanol: agua

20/80 dejando en agitacidn constante durante 12+4 horas.

4.14.2 Suspensiones en cloroformo

Se ha reportado la suspension del colorante azul indigo en cloroformo (Buscio et al., 2014),
donde la concentracidn del colorante puede medirse espectrofotométricamente a 604 nm con
una buena linealidad. EI método consiste en suspender el polvo del colorante en cloroformo
en la concentracién deseada y se coloca en un bafio ultrasonico por 10 minutos para lograr la
disolucién completa.

4.14.3 Suspension en medio alcalino y ditionito de sodio
Este es el método méas usado a nivel laboratorio e industrial, y consiste en la suspension del

colorante en un medio alcalino junto con la adicion de un agente reductor que permita llevar

al colorante a su forma leuconada para posteriormente oxidarlo completamente (Manu 2006;
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Saikhao et al., 2018, Saura y Galindo 2015; Buscio et al., 2007). Muchos autores reportan el
uso de mezclas NaOH: Na2S204 con discrepancias respecto a las proporciones de los
reactivos, por lo que en el presente estudio se pusieron a prueba los métodos reportados por
Manu, 2015 y Saikhao et al., 2018.

Método 1 (Manu 2006): Se prepar6 una solucion de azul indigo 0.15 mM agregando 1 gramo

de ditionito de sodio (Na2S204) por cada 0.85 g del colorante. Ambos reactivos se
suspendieron en una solucion con NaOH al 50% que fue agregado en una proporcion de
0.815 mL de NaOH/g de Al. La solucidn se llevo a calentamiento hasta alcanzar 80°C y se
dejo en calentamiento durante 2 horas en un matraz Erlenmeyer perfectamente tapado para
Ilevar a cabo la reduccion completa del colorante. La solucion se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se saturd con aire comprimido para llevar a cabo el proceso de oxidacién del
colorante, torndndose la solucion de amarilla a azul.

Método 2 (Saikhao et al., 2018): Se prepard una suspension de colorante adicionando 5 g/L

a una solucion de NaOH 0.3 My 10 g/L de ditionito de sodio. La solucion se agitd y se dejo
en calentamiento a 70°C durante 10 minutos en un matraz Erlenmeyer perfectamente cerrado
seguido de su enfriamiento a 30°C para su posterior oxidacion con aire a presion durante 2
minutos.

Todas las suspensiones fueron filtradas en una membrana de fibra de vidrio previamente
puesta a peso contante para determinar el porcentaje de solubles y sélidos en suspension. A
partir de la eleccion del método mas eficiente para la suspension del colorante Al se hicieron
barridos espectrofotométricos para determinar la méxima absorbencia a la cual puede ser
detectada la molécula para continuar con la elaboracion de una curva patron y su

cuantificacion antes y después del proceso de adsorcion.

4.14.4. Adsorcion de azul indigo

Se llevaron a cabo pruebas de adsorcion con el mejor sistema solvente en matraces de 50 mL
con 25 mL de las suspensiones de azul indigo en una concentracion Co=100 mg/L, sellados
con Parafilm®. Los experimentos se llevaron a cabo por 24 h a 25°C con una agitacion de
120 rpm. La determinacion de la capacidad adsorbente y eficiencia de adsorcién se realizé
de la misma forma que con el colorante NMB (Seccion 4.13.1 y 4.13.2). La cuantificacion

de la remocion se llevo a cabo a partir de una curva de calibracion de las soluciones de azul
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indigo filtradas en una membrana de celulosa de 0.45 pm y las muestras adsorbidas también
fueron filtradas previo a su andlisis espectrofotométrico en un espectrofotometro UV-Vis
(JASCO V-730 modelo SSE-704) una longitud de onda de 667 nmy 438nm.

4.15 Adsorcion de contaminantes emergentes: Ampicilina

Se realizaron pruebas exploratorias para determinar la capacidad adsorbente de un antibiético
por el composito con mayor adsorcion de NMB, eligiendo a la ampicilina sodica a una
concentracion referida bibliograficamente empleando el pH de la soluciéon (pH= 5.79), y
analizando Unicamente la adsorcion del medicamento respecto al tiempo.

Empleando el area bajo la curva obtenida cromatograficamente para cada concentracion, se
construy6d una curva de calibracion de ampicilina de 0.008 a 1.5 mg/mL (Anexo 3); y se
despej6 el valor de la pendiente obtenido de la ecuacién de la recta para conocer la
concentracion del farmaco en cada tiempo de adsorcién analizado.

Se pesé una cantidad de la muestra equivalente a 500 mg de ampicilina sédica y se transfirio
a un matraz volumétrico de 50 mL, disolviéndola con agua desionizada; a partir de esta
solucion se prepard otra con una concentracion inicial de 32.52 mg/L, tomando en cuenta lo
reportado por Kulkarni et al., (2017), quien reporta concentraciones de este farmaco en aguas
residuales de 2.31 a 42.1 ng/mL. Las suspensiones obtenidas fueron sonicada durante 10
minutos y filtradas en una membrana de 0.45um previo a su analisis por HPLC.

Todas las soluciones stock y sus disoluciones se realizaron el dia de su analisis tomando en
cuenta las recomendaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM).
Las pruebas de deteccion del analito se realizaron por HPLC en una columna Agilent (4.6
mm x 150 mm) C18, Sum. Se realizaron algunas pruebas de deteccion del analito con
diferentes concentraciones de &cido formico al 1% y MeOH como fase movil hasta llegar a
la mejor condicion que fue una proporcion 84:16 acido formico: MeOH, empleando un flujo
de 1 mL/min y una temperatura de analisis de 35°C; cada corrida fue de 8 minutos.

Después de todos los analisis la columna fue lavada con una solucién de MeOH al 50 %
incrementando el flujo de 0.1 a 1, esperando a que la columna se estabilizara en cada
gradiente

4.16 Adsorcidon de mercurio
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Se realizaron experimentos preliminares a una dosis de 10g/L de CNCh_50 para determinar
la eficiencia de adsorcion de Hg?* por el compdsito. Se prepararon soluciones de HgClz a una
concentracion de 350 mg/L de Hg?" y el pH de las soluciones se ajustd a 6 y 4. A partir de
los resultados obtenidos se propuso evaluar tres diferentes dosis de adsorbente (5, 10 y 15
g/L de CNCh_50) en condiciones de pH 3 que corresponden a las condiciones de pH en
donde el cloruro de mercurio se encuentra totalmente disuelto; y pH 6, donde el cloruro de
mercurio comienza a precipitar, y se determinaron los factores de mayor influencia en la
remocién de mercurio por una regresion lineal multiple (seccion 5.6).

Las condiciones evaluadas se muestran en la tabla 2, donde la concentracion de mercurio

también cambio.

Tabla 2. Condiciones experimentales para para la adsorcion de Hg?* en agua por el

composito CNCh50
N° de experimento/ valor experimental
Factor [Hg](mg/L) | Dosis CNCh 50 | pH
1 150 5 6
2 350 5 6
3 150 15 6
4 350 15 6
5 250 5 3
6 250 15 3
7 150 10 3
8 350 10 3
9 250 10 6

Las pruebas de adsorcion se llevaron a cabo a una velocidad de agitacién de 120 rpm y
temperatura ambiente (25°C) en matraces de 100 mL tratados previamente con acido nitrico
al 10% para evitar impurezas; se emplearon volumenes experimentales de 50 mL. Se tomaron
muestras de 2 mL cada 15 minutos en 12 tiempos diferentes con ayuda de una micropipeta;
se agregaron dos gotas de HNOs concentrado para preservar las muestras previas a su
andlisis. Los experimentos se llevaron a cabo por duplicado para cada metal.

Las muestras tratadas por adsorcion fueron analizadas en un espectrometro de absorcion

atomica SpectrAA 220FS, se empled una mezcla aire: etileno para la determinacion de las
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muestras y soluciones patrén de 100, 200 y 300 ppm se utilizaron antes de cada analisis para

establecer una curva patrén. La regresion lineal maltiple se realizé en el Software NCSS.

4.17Compostabilidad de matrices adsorbentes

4.17.1 Compostabilidad en laboratorio

La compostabilidad de las matrices adsorbentes CN, CCh y la mejor mezcla adsorbente
CNCh se realiz6 midiendo la biodegradacion aerdbica en columnas de una muestra de pre-
composta proveniente de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas (ENCB) Unidad
Zacatenco. De acuerdo con la norma NMX-E-273-NYCE-2019 y la ASTM D5338 -15. La
composta debe tener de 2 a 4 meses de antigiiedad y venir de la fraccidn organica de desechos
municipales sélidos tamizados en una malla de 10 mm, eliminando interferentes como ramas
gruesas y piedras. Esta metodologia determina el grado y velocidad de degradacion aerdbica
de un material en exposicion a un ambiente de compostaje controlado bajo condiciones de
laboratorio en el que se monitorean la temperatura, la aireacion y la humedad (ASTM, 2015).
El método esta disefiado para obtener el porcentaje de conversion del carbono presente en las
muestras a CO., midiendo la concentracion de gas que reacciona con NaOH colocado en
trampas de aire que se conectan a las columnas de compostaje aireadas mediante una

manguera (Figura 6).
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Para determmar el CO, producido, se
utilizaron 3 columnas con 15 g de

composta a los cuales se le afiadieron 2 g
de CNCh.

BC = Blanco de composta

BA = Blanco de aire BA ) — (N
CNCh = muestra para determinacion de } :

produccion de CO,

N = Trampa de CO, con NaOH 0.5 N / CNCh ¥—( N )

Aire (libre de CO,) <. c)— (n

St IR

CNCh )—( N

J ) J
Para las trampas de CO2, se preparé solucion
de NaOH 0.5 N

Figura 6. Esquema de la configuracion de las columnas de compostaje

El NaOH reacciona de la siguiente manera cuando entra en contacto con el CO.:
2 NaOH + CO. -> H.O + Na.CO.
Se determina la cantidad de NaOH titulando con HCI 0.5 N, reaccionando asi:
NaOH + HCI > H.O + NaCl
De estas ecuaciones, observa que el numero de mmol de CO2 producidos es:
mmoles de CO. = mmoles de NaOH al inicio — mmoles de HCI

Para calcular el porcentaje de biodegradabilidad, se utiliza la ecuacion 17:

Biodegradabilidad (%) = % (17)
2

En donde

(CO2) 71 es la produccion acumulada de CO2 en la columna con muestra,

(CO2) B es la produccion acumulada de COz en la columna del blanco de aire y
ThCO:2 es la cantidad tedrica de CO2 que puede producir la muestra.

Para calcular ThCO:2 se utiliza la ecuacién 18:

_44xy

ThCO, = == (18)

En donde:
Y es la cantidad de carbono en la muestra, la cual se calcula multiplicando la masa de
CNCh_50 cargada en la columna por la fraccion mésica de carbono en CNCh_50 que se

obtuvo del anélisis elemental del compdsito.
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Para la determinacion de CO, se utilizaron 3 columnas con 15 g de composta a los cuales se
le afiadieron 2 g de los compositos CNCh_50, CN y CCh. También se utilizaron 4 columnas
de control: 2 para el blanco con composta y 2 para el blanco de aire. La captura de CO:z se
realiz6 en trampas de aire que consistieron en matraces con 100 ml de NaOH 0.5 N y
conectadas por una manguera a las columnas de composta.

El sistema fue colocado en la estufa a una temperatura controlada de 45°. Todas las columnas
utilizadas se conectaron a un sistema de aire presurizado para proveer aire libre de CO: y
saturado de H20 de acuerdo con la norma ASTM (2015). Cada 72 horas se realiz6 la
titulacion del NaOH contenido en las trampas con una solucién de HCI 0.5 N. También las
columnas fueron humedecidas regularmente.

De manera paralela se realizaron pruebas compostabilidad en campo. Al final de los
experimentos de compostaje se tomd el peso final de las muestras compostadas en laboratorio

y en campo.

4.17.2 Diversidad metabolica durante el compostaje

El perfil metabolico y fisioldgico de comunidades microbianas en compdsitos de quitina y
lignocelulosa se realiz6 empleando Ecoplates Biolog™ para el adsorbente CNCh con mayor
eficiencia de adsorcion de NMB, CN, CCh y el mejor material CNCh impregnado con el
colorante.

El arreglo de microplacas Biolog esta disefiado para proveer informacién acerca de cambios
microbiologicos en un sustrato a partir de metabolitos producidos por comunidades
microbianas y su reaccion con los sustratos de la microplacas. En este ensayo, se puede ver
la estabilidad de una poblacién normal para detectar y evaluar los cambios en una variable
ambiental tras el inicio de la incubacion de una muestra con microorganismos. El ensayo
consta de 31 fuentes de carbodn, seis de las cuales no se encuentran presentes en la placa y
son primordialmente aminoacidos (n=6), 10 diferentes carbohidratos y 7 acidos carboxilicos
con 3 réplicas de cada uno. En este ensayo, hay un triplicado que no contiene ninguna fuente
de carbono que sirve como blanco, de esa forma, cualquier coloracion indica
presumiblemente el uso de una fuente de carbono.

Para los andlisis estadisticos se empled el software Origin Pro version 8.6, NCSS e Infostat

version para estudiantes. En la Tabla 3 se muestra el acomodo de sustratos en las placas.
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Tabla 3. Acomodo de sustratos en Ecoplates Biolog ™ para el analisis de comunidades

microbianas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Agua b-Metil- | AcidoD- | L- Agua b-Metil- | Acid D- L- Agua b--Metil- | AcidoD- | L-
D- galacténi | Arginina D- Galactoni | Arginina D- Galactoni | Arginina
glucésido | co glucésido | co glucésido | co
g- g-Lactona
-Lactona Lactona
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Ester D-Xilosa | AcidoD- | L- Ester D-xilosa | AcidoD- | L- Ester D-Xilosa | AcidoD- | L-
metilico Galactur | Asparagi | metilico Galactur | Asparagi | metilico Galacturo | Asparagin
del &cido onico na del &cido onico na del &cido nico a
piravico piravico piravico
1 2 3 4L- 5 6 7 81L- 9 10 11 12 L-
Tween 40 | i-Eritritol | Acido 2- | fenilalani | Tween 40 | i-Eritritol | Acido 2- | Fenilalan | Tween 40 | i-Eritritol | Acido 2- Fenilalani
hidroxi na hidroxi ina hidroxi na
benzoico benzoico benzoico
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tween 80 | D- Acido4- | L-Serina | Tween 80 | D- Acido 4- | L-Serina | Tween 80 | D-Manitol | Acido4- | L-Serina
Manitol hidroxi Manitol hidroxi hidroxi
benzoico benzoico benzoico
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
a- N-Acetil- | Acidog- | L- a- N-acetil- | Acidog- | L- a- N-acetil- Acido g- L-
Cyclodex | D- amino Treonina | Cyclodex | D- Amino treonina | Ciclodext | D- Amino treonina
trina Glucosa | butirico trina glucosam | Butirico rina glucosami | Butirico
mina ina na
1 2D- 3 4 5 6 D- 7 8 9 10 Acido 11 12
Glicogen | Acido Acido Acido Glicogen | Acido Acido Acido Glucogen | D- Acido Acido
s} Glucosa | Itaconico | glicilico- | o Glucosa | itacénico | glicélico- | o Glucosam | Itacénico | glicilico-
minico L- mina L- inico L-
glutamic glutamic glutamico
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D- Glucosa- | Acido a- | Feniletila | D- Glucosa- | Acidoa- | Feniletila | D- Glucosa- | Acido a- Feniletila
celobiosa | 1- Ceto mina Celobiosa | 1- Ceto mina Celobiosa | 1- Fosfato | Ceto mina
Fosfato Butirico Fosfato Butirico Butirico
1 2DL-a- |3 4 5 6DL-a- |7 8 9 10D,L-a- |11 12
a-D- Glicerol D-Malic | Putrescin | a-D- Glicerol | Acid D- Putrescin | a-D- Glicerol 4cido D- Putrescin
Lactosa | Fosfato Acid a Lactosa | Fosfato Malico a Lactosa | Fosfato maélico a
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A partir de los resultados obtenidos por los cambios de la densidad optica (OD) en los pozos
a lo largo de una incubacion de 5 dias se puede determinar la diversidad metabolica mediante

diferentes indicadores, uno de ellos es el indice de Shannon.

4.17.3 Determinacion de la diversidad metabdlica por indice de Shannon

El indice de Shannon permite describir la diversidad en un ecosistema, en el caso del ensayo
bioquimico en Ecoplates Biolog; este indice nos da un referente de la diversidad metabdlica
presente en una muestra de suelos, pudiendo hacer un acercamiento al tipo de
microorganismos predominantes en los procesos de degradacion por la oxidacion de ciertos
tipos de sustratos (Grzadziel et. al. 2019). A partir de los datos obtenidos de las placas Eco-
plates Biolog se puede estimar la diversidad metabdlica a partir del promedio de los datos de
densidad oOptica (OD), como desarrollo de color por (ecuacion 19)

H =Y pi(ln pi) (19)

Donde:

Pi= es la actividad de cada sustrato (ODi) entre la suma de las actividades de todos los
sustratos (Zos), €l indice de Shannon se obtiene por la sumatoria de la actividad de cada
sustrato por el logaritmo natural de la actividad en cada sustrato.

Si el valor del indice de Shannon es H” >3, la diversidad metabolica es elevada, mientras que
si H'<3, significa que no hay diversidad de comunidades (Wang et al.,2020; Grzadziel et
al.,2019). La actividad metabdlica se estima mediante la sumatoria de los sustratos agrupados
en 6 grupos, de acuerdo con la fuente de carbono probada y expresada en porcentaje de
actividad. El indice de uniformidad de Shannon (E") nos permite conocer la uniformidad
metabolica a través del indice de Shannon y se calcula como en la ecuacion 20 (Grzadziel et
al., 2019)

E =— (20)
En donde:

S es el nimero de pozos con buen desarrollo de color o riqueza de utilizacién de sustrato

Siendo S determinada como el nimero de sustratos con OD > 0.25
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4.17.4 Diversidad metabolica por Analisis de Componentes Principales (ACP)

Una de las limitantes del indice de Shannon es que solo permite determinar si existe 0 no
diversidad metabolica, pero no es indicativo del perfil microbioldgico asociado a los procesos
de degradacion. Existen diversas formas de interpretar los resultados obtenidos del ensayo
Ecoplates Biolog, uno de ellos es a través del desarrollo medio de color de pozo AWCD, (por
sus siglas en inglés average well color development), pardmetro que sirve para medir la
diversidad metabdlica asociada a ciertos sustratos a lo largo de un tiempo de incubacion en
la placa. Este anélisis se obtiene realizando el cociente de la sumatoria de la OD corregida
obtenida en cada pozo menos la OD obtenida en los pozos blanco), entre el nimero de
sustratos en cada placa (en este caso son 31). Este valor puede obtenerse como se muestra en
la ecuacién 21 que fue propuesta por Garland et al., (1991) (Németh et al.,2021; Grzadziel
et. al. 2018; Floch et al., 2011):

N .
AWCD = 2=1T0D (21)
Donde:

ODies el valor de densidad 6ptica en cada pozo menos la OD obtenida en los pozos blanco

N es el nUmero de sustratos.

Las AWCDs se puede graficar con respecto al tiempo en cada muestra para determinar de
manera general el desarrollo de color en cada tiempo de incubacion (Grzadziel et al.,2019).
El AWCD es un parametro que se puede utilizar para realizar un andlisis de componentes
principales (ACP) a un tiempo determinado; pero este analisis puede también llevarse a cabo
por tipo de sustrato (SAWCD por sus siglas en inglés substrate average well color
development) determinando los sustratos con mayor oxidacion; o mediante un ACP de toda
la cinética de desarrollo de color por tipo de sustrato, en ambos casos se toma el valor
corregido de OD al restarle la actividad promedio de los pozos control al tiempo t (Németh
et al., 2021)

N
_ Zi=1 OD;

SAWCD = == (22)
Donde:

ODi es el valoro corregido de OD dentro de la categoria de sustratos
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N es el nimero de sustratos en cada categoria

El ACP permite reducir datos y hacer analisis exploratorios, transformando mediante un
analisis multivariado un conjunto de variables correlacionadas en un nuevo conjunto de
variables no correlacionadas, permitiendo clasificar sistemas independientes de caracter
correlacionado a partir del establecimiento de patrones (Szymanska-Chargoty Zdunek
2013).

El ACP es una herramienta muy til en la determinacion de diversidad metabdlica a lo largo
del tiempo de incubacion de las microplacas Ecoplates; para ello, los datos deben ser primero
transformados haciendo el cociente de los datos de desarrollo de color en el pozo para cada
sustrato, la diferencia en la densidad dptica al tiempo t (generalmente es a las 120 h), respecto

al pozo control, por el ACWD de cada pozo al tiempo t, como se muestra en la ecuacion 23

(€-R)
AWCD

Actividad metabdlica = (23)

Donde
C=es la produccion de color en cada pozo (densidad optica OD)
R=es el valor de la absorbencia en el pozo control

AWCD-= es el desarrollo de color media por sustrato
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacion de lignocelulosa de nopal

5.1.1 Contenido de extraibles, lignina y celulosa

El contenido de celulosa en los cladodios de nopal fue de 40.87+ 0.60%, mientras que de
lignina fue 13.53 £ 3.15%, y 26.03+£2.37% de extraibles. Estos contenidos estan en el rango
de lo reportado en estudios previos como el de Rodriguez-Garcia et al. (2007), quienes
reportan que en estado de maduracion de 64 dias incrementa el contenido de fibra insoluble

(celulosa, hemicelulosa y lignina).

5.1.2 Azucares totales, reductores y acidez de las muestras

El pH de las muestras frescas de cactus fue de 4.81 y el contenido de azucares totales fue de
13.61+0.75 mg/mL, mientras que los azlcares reductores en muestras de cladodios frescos
fueron de 4.97 +0.37 mg/L y de 19.62 mg/L en muestras secas. Este tltimo valor obtenido
en muestras secas coincide con lo reportado por Retamal et al (1987) para cladodios maduros
colectados en septiembre, ya que el autor menciona que la composiciéon y contenido de

azucares en cladodios de O. ficus indica varia estacionalmente.

5.1.3 Humedad v cenizas

Los cladodios frescos de O. ficus indica mostraron una humedad de 95.50+£1.26% y en
muestras secas de 17.36+46%, asi como un porcentaje de cenizas de 1.48+0.54%. Estos

datos coinciden con lo reportado por Ventura-Aguilar et al. (2017).

5.1.4 Contenido de proteinas

El contenido de proteinas solubles se determind en la fraccion liquida de los cladodios frescos
por el método Lowry, obteniendo una concentracion de 8.78+0.04 mg/g de muestra. Otras
referencias mencionan que cladodios maduros pueden presentar un contenido de 70.7 y 89

mg/g por método Kjeldhal (Hernandez-Urbiola, et al.,2015).
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De acuerdo con Tran et al., (2015), una mayor composicion de fibras insolubles genera
matrices resistentes, la composicién de los adsorbentes lignocelulésicos, como la madera,
cascara, conchas, hojas y tallos, contiene celulosa (7-73%), lignina (2-33%) y cenizas (1-
17%). Teniendo en cuenta la composicion quimica de los cladodios de cactus de este estudio,
son buenos candidatos como adsorbentes. Ademas, el cactus crece mas rapido que la madera

como fuente de lignocelulosa.

5.2 Obtencién de matrices adsorbentes de quitina y nopal

5.2.1 Rendimiento de obtencién y composicion final

Durante la preparacion de adsorbentes se observo una pérdida de los componentes iniciales
durante la neutralizacién, por lo que se hizo un analisis del rendimiento en peso seco al final
de su elaboracion. Estos resultados se contrastaron con los obtenidos de un analisis
elemental, en donde las concentraciones de nitrégeno y carbono fueron los principales
indicadores de la abundancia de quitina (Ch) o biomasa de nopal (N) por una menor
concentracion de nitrégeno correspondiente a los grupos amino y amida de la quitina.
Debido a que las mezclas se suspendieron hasta obtener coloides, las matrices elaboradas a
partir de quitina fueron denominadas como CCh (quitina coloidal), las de solo nopal como
CN (nopal coloidal) y la mezcla en diferentes proporciones de quitina y nopal coloidal fue
denominada con el prefijo CNCh_ (quitina y nopal coloidales).

Los adsorbentes CCh mostraron el mayor rendimiento de obtencion (59+12.3%) en contraste
con los CN, que obtuvieron un rendimiento de 18.4+2.33%. Se puede atribuir el bajo
rendimiento de CN al alto contenido de compuestos solubles en agua perdidos durante
neutralizacion. Esto afecto el contenido de N en las mezclas CNCh, por lo que el contenido
de cactus al final del proceso para la mezcla con composicion inicial de Ch: N 3:1, Ch: N
1:1,y Ch: N 1:3 fueron 10%, 25%, y 50%, respectivamente.

El andlisis elemental es una técnica que permite la estimacién de los precursores de
quitina/lignina en la mezcla al final que permite asociar la composicion con el rendimiento

(Zdarta et al., 2015). El contenido de nitrégeno presente en los compositos se muestra en la
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Tabla 4. Como se puede observar, el biocompositos CN presentd una baja concentracion de
nitrégeno (0.34%), mientras que la CCh fue del 4.12%.

Los resultados del analisis elemental son consistentes con la relacién de desechos de quitina
y cactus; por lo tanto, adsorbentes con mayores proporciones de quitina presentaron un
contenido de nitrégeno mas elevado y mayores rendimientos respecto a los que tenian mayor

contenido de lignocelulosa.

Tabla 4. Rendimientos y analisis elemental de adsorbentes

Muestra CCh CNCh_ 10 CNCh 25  CNCh 50 CN
Y (%) 62.28+10.08, 51359, 34.8+352pc 32.61+0.87. 18.4+2.334
N (%) 4.12 3.76 3.20 2.28 0.34
C (%) 33.15 38.55 42.40 33.32 29.95
H (%) 5.09 5.80 6.48 4.98 4.64
S (%) 0.20 0 0 0 0

*Y: Rendimiento de obtencién de adsorbentes. Las letras en cada valor de rendimiento
corresponden a grupos significativamente diferentes (o0 < 0.05) segun la prueba de

comparaciones multiples de Tukey-Kramer (o< 0.05)

5.2.2 Cristalinidad por difracciéon de rayos X

El patrén de difraccion de rayos X de CCh (Figura 7) mostro reflexiones cristalinas a 9. 4°,
19. 5°, 23. 1° y 26. 5° y amorfas a 12. 1°, patrones que coinciden con lo reportado por
Aranday-Garcia et al., (2019). En este difractograma también se observd la presencia de
minerales en 20 =31.8° (Espindola-Cortés et al., 2017). Las estructuras cristalinas de
lignocelulosa en de CN mostraron la presencia de celulosa tipo | a 9.2°, 19.4°y 21.4° y tipo
Il a 34° (Rosa et al., 2010; Liu et al., 2014). Estas difracciones también estuvieron presentes
en CNCh_50; el porcentaje de cristalinidad (C %) resulté en 63% y 34% para CN y CCh,
respectivamente, mientras que el composito CNCh_50 mostré un porcentaje de cristalinidad
del 68.1%. La baja cristalinidad determinada en CCh puede estar relacionada con la baja
pureza de la quitina calcérea y el tratamiento acido de coloidizacion, mientras que el ligero
aumento en la cristalinidad de CNCh_50 puede atribuirse a las nanoparticulas cristalinas del

nopal en contribucién de quitina.
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Figura 7. Difractogramas de rayos X de compuestos CNCh_50, CCy CN

5.2.3 Punto de carga cero y distribucion de pKas de los adsorbentes
El pzc de CNCh_50, CNCh_10, y CN fue 4.6, 5.56, y 7.02, respectivamente (Figura 8);

mientras que el valor pzc de quitina fue de 6.62, el cual ya ha sido reportado anteriormente

(Jaafarzadeh et al., 2014). Los pzc de materiales derivados de fracciones lignocelulésicas se
encuentran en el rango de pzc de 4.2 a 6.8 dependiendo del tipo de tratamiento de activacion
(quimico o térmico). La determinacion de pzc proporciona una comprension de la relacion
adsorbato-adsorbente en diversas condiciones de pH. El compdsito adsorbente se carga
positivamente cuando el valor del pH es inferior a su pzc y viceversa. La selectividad del
adsorbente depende principalmente de la carga superficial del adsorbato; en este caso, el

NMB es un colorante catiénico con un pKa de 3.8 que puede ser afin al adsorbente, cuya
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superficie se cargara negativamente por arriba de su pzc; por lo tanto, sus grupos protonados
disminuyen cuando el pH>pKa (Salazar-Rabago et al., 2017).

Los materiales CN mostraron especies acidas capaces de desprotonarse en condiciones de
pH>7 como grupos anionicos de la oxidacion parcial de carboxilatos y acetilos, polialcoholes
de lignina y grupos carbonilo e hidroxilo (Liu et al., 2014; Melo et al., 2018). Por otro lado,
los adsorbentes de CCh mostraron un predominio de especies no protonadas en condiciones
de pH neutro y especies débilmente protonadas en pH<9.5 con grupos amino e hidroxilo de
quitina. La presencia de grupos carbonilo y acetilo en la cadena quitina pueden conferir una
carga débilmente negativa (Aranday-Garcia et al., 2019).

CNCh_50 fue mas anidénico que CNCh_10 debido a los grupos funcionales que se protonan
en condiciones de pH<4.6 (Figura 6). Las bajas presencias de especies sin carga y sin grupos
funcionales son capaces de protonarse en el rango de pH alcalino, dandole una naturaleza
polianidnica. Ademas, el material de CCh no fue cargado a un pH de aprox. 6.6 y débilmente
anionico a un pH superior a 4.6, debido a la baja proporcién de grupos protonables (por
ejemplo, NH.) a un pH inferior a 9.

pKa

NH,
014 - .:‘":_ o
b il 0.08
o \ v l 0.10
COOH™, | 1
010 ‘."-_ \# : .06
. i } Loos & -
ERUE i E‘-. i g £
- — D T : 000 £ B ooe |
0.06 o i I‘\_ NH, o
: L-00s . sz
001 | pze=7.02 I AN v | PP 9-36
——cch [ et [ —+—CNCh_10
0024 Q. (mmolig) | i B /\ —=— Q. (mmol/g)
] E { Y { ‘
0o - LU — 015 T
0 1 4 5 6 g 9 10 11
pH
pKa - pKa
COOH 006 COOH
0.10 - {f\‘ . =
LS 0.04 30 wl
' 1l
08 'f!'. ‘1 0.02 0 %
jul ]
LY t \
T 00 _ - _
5 00 I3 g g™ i Coo" 5
., o % .
g 1" NH; g £ o [ 1 I E
= . ’ i 3 Lo = . i { | 2
0¥ i '-‘/\ o T gk ‘OH‘ &
zc=4.06 | b Lo 0104 I ] -
p f \ AN e " pze=6.62 ] 1 H ' Ial
0.02 i i i [A
B2 cNenso | / l_\ -008 005 ] N | | i "'-\\1‘
= Q. (mmol/g) } i . ) = Q. (mmal/g) | ! i i i
; k! - 0 = ! ; | H
0.00 3 -\j \ -.-T " 0.00 ; N/ IL

T T T T T T t T 1--02
0 1 2 3 4 5 6 7 H 9 0 n 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Figura 8. Distribucién de carga superficial (Q) y pKa de CNCh. a) CCh, b) CNCh_10, c)
CNCh_50,y d) CN
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5.2.4 Potencial Z
Las determinaciones del potencial de Zeta se llevaron a cabo en un rango de pH de 2 a 9 para
las mezclas coloidales CCh y CN, CNCh_50, Ch y N en sus fracciones sedimentables y
suspendidas (Figura 9). A pH 2, las fracciones Frx1, Frx2 y Frx3 de CCh tenian una
naturaleza déebilmente cationica de 7.07 mV, 15.8 mV y 9.45 mV, respectivamente debido a
la presencia de grupos amino, hidroxilo y carboxilo que se encuentran protonadas; mientras
que las fracciones Frxl y Frx2 de CN fueron anidnicas (-4.05 mV y -5.39 mV,
respectivamente). Bajo condiciones de pH neutro, CCh mostré una naturaleza aniénica (-
26.21+4.37 mV), que puede ser explicada por la presencia de grupos de acetamida en su
cadena (Liu et al., 2014); mientras que CN mostré un potencial Z de -35.3mV. Los valores
potencial de zeta obtenidos en este estudio para la quitina son consistentes con los reportados
por Wijesena et al., (2020) para nano fibrillas de -22.5 mV en condiciones de pH superior a
7, mientras que a pH 2, el potencial Z era débilmente cationico (5.2mV), y se volvid aniénico
a pH>4, mostrando que el caracter anidnico o catiénico de las nanofibrillas de quitina se

define por la presencia de cargas débiles y superficiales.
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Figura 9. Potencial zeta de las fracciones CNCh_50, CChy NC
A pesar de la naturaleza cationica de CCh en pH acido, el compoésito CNCh_50 permanecid
con un potencial zeta negativo (-10.2 mV); posteriormente, cuando el pH fue de 6-7,

CNCh_50 alcanz6 la estabilidad coloidal como un complejo aniénico (-39.4 mV). De
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acuerdo con Dominguez-Martinez et al., (2017) y Clogston y Patri (2011), las particulas se
consideran cationicas si el potencial zeta>30mV, y anidnicas si el potencial Zeta <-30 mV).
La prevalencia de la naturaleza anionica en el compdsito CNCh_50 se explica por la
presencia de grupos de polialcoholes, carboxilo e hidroxilo de lignocelulosa que

proporcionan una carga superficial negativa (Zhong et al., 2012).

5.2.5 Distribucion de tamano de particula

Los tamafios de particula obtenidos en las fracciones de CN y CCh se muestran en la Figura
10. La mayor distribucion de tamafio de particula en CCh fue de 100 y 1000 nm con tamafios
méaximos de 5000 nm en la Frx 3; que era la fraccion sedimentada; Frx 2 mostro la mayor
frecuencia de tamafio en 250 nm, mientras que Frx1 tuvo una frecuencia méxima de tamarfio
de particula de 290 nm. La Frx 1y 2 de CN mostraron la frecuencia de particula mas alta a
295 nmy 255 nm, respectivamente. Los resultados de tamafio de particula estan en el rango
de los reportados por Rosa et al., (2010) para la caracterizacion de nanocristales de celulosa,
mientras que tamafios de particula reportados por fracciones 1y 3 de CCh son similares a la
reportado por Li et al., (2020), quien reporta tamarfios de particula de 200 y 450 nm.

Las Frx1 de CN_y Frx3 de CCh_50 presentaron los indices més altos de polidispersidad
debido a la agregacion, ya que eran fracciones sedimentadas. EI montaje en los compuestos
podria ser debido a su carga superficial. CCh es débilmente cationico, mientras que el CN es

débilmente anionico a pH &cido.
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Figura 10. Distribucién de particula de las fracciones obtenidas durante el tratamiento
acido de Chy N a CChy CN coloidales
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Debido a la naturaleza méas anionica, rendimiento de obtencion y pruebas preliminares de
remocion de colorante NMB, el compdsito CNCh_50 fue el material elegido como el de
mejor desempefio adsorbente y con él se realizaron las demas pruebas de caracterizacién y

adsorcién de contaminantes.

5.2.6 Microscopia electrénica de barrido

La estructura de las secciones superficiales y transversales de los compdsitos CN, CCh y
CNCh se muestra en la Fig. 11, donde puede observarse que los adsorbentes de CN tienen
una morfologia mas lisa que CCh, el cual presentd irregularidades superficiales y una
estructura porosa heterogénea (Figuras 11.a y d). Los adsorbentes CNCh_10 mostraron
menos irregularidades que CCh, mientras que CNCh_50 mostré fibras de quitina en su
estructura (Figura 11.c).

Las micrografias de la seccion transversal de CCh (Figura. 11.e) mostraron la disposicion de
escamas de quitina; mientras que la Figura 11.h muestra la disposicion de estructuras
lignocelulosicas formando ldminas. En la micrografia de la seccion transversal de CNCh_10
(Figura 11.f), se observa disposicion de lignocelulosa sobre Iaminas de quitina, mientras que
en CNCh_50, que fue el material elegido como mejor adsorbente, mostro arreglos de fibras
de cactus forman ldminas sobre capas en el material.

Las estructuras lignoceluldsicas de CNCh_50 son similares a las reportadas por Manna et al.,
(2017), quien compara lignocelulosa cruda con lignocelulosa fenolica modificada con una
resina, y lignocelulosa tratadas con alcalis; obteniendo estructuras con macroporos.

Las micrografias de CCh muestran fracciones minerales de quitina calcarea como

aglomerados que se conservan en la CNCh_10 y CNCh _50 (Fig. 11), pero no en CN.
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Figura 11. Micrografias SEM de los adsorbentes CNCh a 300X y 1000 X. Vista superficial
de: a) CCh, b) CNCh _10, ¢) CNCh 50, d) NC. Vista transversal: €) CCh, f) CNCh_10, g)
CNCh_50, h) CN

Las estructuras de fracciones minerales en CCh se muestran en las micrografias de la Figura
12. La presencia de fracciones minerales se asocia a estructuras de carbonato de calcio que
coinciden con los difractogramas de la Figura 7, en donde se observa una sefial muy intensa
asociada a minerales, que en las micrografias SEM se observan como aglomerados cuya
frecuencia es menor en los materiales con menor proporcion de quitina (Figura 12.a, 12b'y
12c¢), y no son visualmente presentes en CN (Figura 12.d). La presencia de minerales en la
quitina se ha reportado como variantes alomorfas de carbonato de calcio (Espindola-Cortés
etal., 2017), mientras que en estructuras lignocelul6sicas corresponden a cristales de oxalato
de calcio (Ventura-Aguilar 2017).
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Figura 12. Micrografias SEM de los compdsitos: A. CCh, B. CNCh_10; C. CNCh_50y D.

CN. Las flechas muestran posibles minerales.

5.2.7 Nanocristales de quitina

La presencia de nanocristales fue evidente para las muestras de quitina coloidal pero no para
las muestras de lignocelulosa debido al bajo rendimiento de obtencidn de los materiales y la
baja concentracion de celulosa suspendida en los coloides. La Figura 13 muestra las
estructuras de nanocristales suspendidas en agua que fueron obtenidas de las suspensiones

coloidales antes de ser secados para su uso como adsorbentes.

Figura 13. Nanoestructuras formadas en a) CCh, b) CNCh_50 y ¢) CN
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5.2.8 Angulo de contacto

Los resultados obtenidos de la determinacion de angulo de contacto muestran que el
composito CCh tuvo una naturaleza hidréfoba con un valor promedio de 92.13°+ 3.27°
mientras que los compdsitos CN y CNCh_50 mostraron ser de caracter menos hidréfobo con
angulos 6 de 84.16+ 2.83° y 88.55 +1.17°, respectivamente. Estos resultados son coherentes
con un mayor porcentaje de hinchamiento, es decir mayor absorcion al agua (Tabla 5, Figura
14).

Tabla 5. Angulo de contacto de los comp6sitos ChN_50, NC y CCh

AB

CCh CNCh_50 NC

PROMEDIO 92.13+3.27 88.55+1.17 84.16+2.83

Figural4. Micrografia de la determinacion del a&ngulo de contacto de a) CCh y b)
CNCh_50

5.2.9 Area superficial especifica y volumen de poros

El método BET de fisisorcion de nitrégeno para determinar el area superficial especifica se
utilizé en los adsorbentes CCh, CN y el composito CNCh_50 con intervalos de analisis a una
presion relativa de 0.5 a 0.6 para los compdsitos s CCh y NC y de 0.25 a 0.65 para la
CNCh_50, mostrando areas de 0.7 m?/g, 0.5 m?/g y 1 m?/g para CCh, CN y CNCh_50
respectivamente. Este método se ha reportado en quitinay lignina Kraft tratadas con peroxido
de hidrdgeno, reportando superficies especificas de 2.7 m?/g y 0.1 m?/g, respectivamente;
mostrando un valor Vp para quitina significativamente mayor que en lignina, (0.0018 cm?®/g
y 0.001 cm3/g, respectivamente) (Klapiszewski et al., 2013).
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La determinacion de area superficial especifica por fisisorcion de nitrogeno, se basa en la
unién de moléculas de gas a una superficie porosa por fuerzas de van der Waals para la
potencial formacién de multicapas de acuerdo con la teoria BET, sin embargo, en la
aplicacion, el célculo considera el area formada por una monocapa de gas adsorbido sobre la
superficie de un adsorbente (Vilar et al.,2007).

Vilar et al., (2007) comparo el area superficial de adsorbentes basados en biomasa algal por
el método BET de fisisorcion de nitrégeno y por el método de adsorcion de azul de metileno,
obteniendo areas significativamente mayores por la adsorcion del colorante que por la
adsorcion del gas. En el estudio de Skripkina et al., (2020), se compararon las areas
superficiales BET y las obtenidas por la adsorcién de azul de metileno en materiales
derivados de biomasa lignocelul6sica (a-celulosa, celulosa Sigmacel, goma kojac, B-glucano
y almiddn de papa) obteniendo areas superficiales mayores por el método de adsorcion de
azul de metileno.

El método de determinacion de area superficial especifica por azul de metileno involucra
elevadas energias de union por fuerzas ionicas Columbianas debido a una quimisorcion y se
limitan generalmente a la formacion de una monocapa, y ha sido eficiente en la determinacion
de areas superficiales especificas de materiales basados en lignocelulosa y sus fracciones
debido a que este tipo de materiales tienden a hincharse de manera natural (Skripkina et al.,
2022). Tomando en cuenta que la molécula de azul de metileno puede adsorberse en dos
distintas caras de su forma paralelepipeda, se determinaron las areas superficiales por el
método de adsorcion del colorante empleando dos tamafios de molécula: 130A y 63.7A (la
segunda area corresponde al area de superficie polar topoldgica del colorante), obteniendo
areas superficiales especificas de 719.87 m?/g y 352.72 m?/g respectivamente para el
adsorbente CNCh_50. EI método de adsorcion de azul de metileno permite estimar el area
superficial de adsorbentes, pero no el tamafio de poros, el cual si puede ser observado por
fisisorcion de nitrogeno cuando se forman histéresis en los ciclos de adsorcién y desorcion
del gas.

El volumen de poros, Vp, para cada compdsito se calculé a partir del vapor adsorbido a
presion relativa cercana a la unidad (ej. p/pe = 0.97); siendo 0.0017 cm®/g, 0.0009 cm®/g y
0.0015 cm®/g para la CCh, la NC, y CNCh_50, respectivamente.
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Las isotermas de fisisorcion no mostraron histéresis que demostrara la presencia de poros
nanométricos, y los espacios de vacios no fueron evidentes en los materiales de acuerdo con
la clasificacion IUPAC (Figura 15). Tanto en el estudio de Vilar et al., (2007) como en el de
Skripkina et al., (2020) se reporta la presencia de macroporos por pruebas de fisisorcion de

nitrégeno, estos mismos resultados fueron obtenidos en el presente estudio.

1.4 4

—m— CNCh_50
CN
1294 A cch

cm® (STP)g™

T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
P/P°

Figura 15. Isotermas de N2 fisisorcion para CCh, CN y CNCh_50 a una presion relativa

(P/P,) para un gramo de adsorbente.

A pesar de que la fisisorcion de nitrogeno no mostro la histéresis de los materiales con
tamarios de poro pequefios, la porosidad aparente de los materiales fue determinada por la
frecuencia relativa de tamafio de poros obtenida por el procesamiento en el software Image-
J de las micrografias SEM como se muestra en la Figura 16, donde CNCh_50 presento la
mas alta porosidad aparente con tamafios de hasta 70 nm, seguido de 140 nm de poros.
Ademas, CCh mostro el tamafio mas frecuente de 8 nm y menos, mientras que CN presento

el poro més grande con un tamafio frecuente de hasta 827 nm.
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Figura 16. Histograma de frecuencias relativas de distribucion de poros en adsorbentes
CCh,CNCh _50y CN

5.2.10 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se compararon los espectros FTIR de los adsorbentes CNCh con los materiales precursores
(Ch y N) antes y después de adsorber NMB (Figura 17). En el espectro de Ch, CCh, y
CNCh_50, se observd un pico asociado con la presencia del grupo amida a los at 3268 cm-1,
del grupo N—H del grupo amida 1l a 1620 y a 1550 cm-1; y a 1308 cm-: otro pico caracteristico
de NH2; mientras que las interacciones C-O se observaron a 1204 cm™; la presencia de
vibraciones atribuidas a la formacion de enlaces de hidrdgeno se observa en CCh a 1155 cm-
1y OH a 1062 cm™ en Ch, CChy CNCh_50 (Jain et al., 2021; Yin et al., 2022; Manna et al.,
2017; Khorasani et al., 2021). Los adsorbentes CCh, CN y la mezcla CNCh_50 mostraron
picos asociados con grupos OH a 3299 cm™ y un pico caracteristico del grupo C=0 a 1737
cm, indicando el estiramiento de uniones C-O de grupos carboxilicos no idnicos (Barka et
al., 2013); vibraciones asimétricas del doble enlace C=0y COO desde 1606 cm™ a 1613 cm’
!y la presencia de grupos fenélicos OH y vibraciones C-O de acidos carboxilicos a 1418
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cmt, mientras que un pico asociado a los grupos OH de lignocelulosa se puede observar a
1320 cm? en CN 'y 1316 cm™ en CN y CNCh_50, asi como vibraciones asimétricas de los
grupos C-O-C y C-O de lignocelulosa a 1236 cm™ (Aranday-Garcia et al., 2019; Rosa et al.,
2010; Fosso-Kankeu et al., 2017).

CN y Ch mostraron picos comunes entre 2920 y 2926 cm™ asociados con el grupo metilo;
entre 1606y 1620 cm™ y entre 1372y 1374 cm™ que corresponden al estiramiento asimétrico
del grupo carbonilo, otro pico entre 1015 y 1022 cm® corresponde al estiramiento del grupo
hidroxilo y a 895 cm™ asignado al anillo piranoso de quitina y celulosa (Jain et al., 2021; Yin
et al., 2022). Por otra parte, en materiales CNCh_50, el pico en 1062 cm™ asociado con
grupos hidroxilo de quitinas desaparecid, mostrando una interaccion entre OH quitina y el

grupo carbonilo de compuestos lignoceluldsicos.
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Figura 17. Espectros ATR-FTIR de quitina calcarea y O. ficus indica, CCh, CN, CNCh
50
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5.2.11 Perfiles de hinchamiento de los materiales

Los adsorbentes CN y aquellos con una alta proporcién de lignocelulosa de nopal presentaron
perfiles de hinchamiento (Ht) mas altos en soluciones de NMB (0.25 mM), mientras que las
mezclas con mayor contenido de quitina (CNCh_10) fueron significativamente bajos a lo
largo del tiempo. La Figura 18 muestra que a partir de 24 h se alcanzé el hinchamiento al
equilibrio. ElI compdsito con una mayor proporcién de quitina, CNCh_10, no fue
significativamente diferente de Ch, segun la prueba post hoc Tukey-Kramer.

Aunque los adsorbentes CNCh_10 y CNCh_50 mostraron rendimientos similares (Tabla 4),
el H: de CNCh_50 era mas alto y estadisticamente diferente que CNCh_10. Se ha reportado
gue otros materiales adsorbentes basados en quitina muestran un menor Ht debido a su
naturaleza hidrofébica con respecto de los fabricados con lignocelulosa y sus derivados
mediante tratamientos acidos; esto se explica por la presencia de un mayor nimero de
carboxilo grupos capaces de interactuar con el agua en matrices lignocelulésicas (Tang et al.,
2014).
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Fiqgura 18. Perfil de hinchamiento al equilibrio de las diferentes mezclas adsorbentes
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El perfil de hinchamiento de CNCh_50 en NMB (1 mMY/L) en varias dosis y condiciones de
pH mostraron que el hinchamiento de los adsorbentes se redujo en condiciones de pH acido,
mientras que en condiciones alcalinas aumentado (Figura 19).

La dosis no present6 un efecto en el Ht de los compositos, solo el pH mostré una influencia
significativa en esta variable de respuesta (a< 0.05) debido a que el pH esta asociado a la
carga superficial del material. El promedio H: de CNCh_50 a pH 3 era 155.49 +49.05% en
la mé&xima dosis, mientras que a pH 7 fue 248.49 £35.7%, 243.5 £12.02% a pH 9, y 308.07
+2.27% a pH 12. El andlisis de la varianza y una prueba Tukey-Kramer post hoc mostr6 que
el Heen el equilibrio a pH 9 y 12 fueron significativamente més altos que el obtenido a pH 3
y 7 (a< 0.005). Aunque el Ht mé&s alto ocurre en condiciones de pH alcalino, el H: fue menor
que el obtenido en las pruebas de hinchamiento con soluciones de NMB (0.25 mM) bajo
condiciones neutras, lo que significa que, junto con la concentracion de iones hidroxilo en el

medio, la concentracion del contaminante son factores esenciales en el hinchamiento del

material.
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Figura 19. Hinchamiento al equilibrio (24 h) en NMB (1mM) variando pH y dosis de

CNCh_50. Las letras diferentes significan que son significativamente diferentes (a <0.05)

segun la prueba de comparaciones multiples de Tukey-Kramer (o +<0.05)
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Este comportamiento es caracteristico de hidrogeles fisicos, que son sensibles a las fuerzas
ionicas porque forman enlaces débiles como puentes de hidrogeno. Cuando el pH disminuye,
un aumento de iones H* promueve una mayor formacién de vinculos con grupos funcionales
del hidrogel, haciendo que se encoja debido a la formacion de enlaces de hidrégeno entre sus
cadenas que conducen a una naturaleza hidrofdbica (Tang et al., 2014).

Ademas, la naturaleza poli anionica del compdsito, cuyas cargas son en su mayoria negativas
bajo condiciones alcalinas de pH, produce una mayor afinidad por el NMB en solucion.
Estudios previos mencionan que la presencia de sales con iones cloruro afectan el
comportamiento de hinchamiento de hidrogeles, un factor que también contribuye a una
capacidad de hinchazén limitada en CNCh_50 debido a la presencia de cloro metano (CH.CI)
y cloruro de zinc (ZnClz2) de la molécula NMB (Chang et al., 2011).

Los resultados del angulo de contacto de los compositos son coherentes con el alto Ht de NC
(664.2%), CNCh_50 (464%) y CCh (291.9%), siendo el material CCh el mas hidréfobo.

5.3 Adsorcion de nuevo azul de metileno

5.3.1. Capacidad de adsorcion de compdsitos CNCh

Los resultados del analisis de barrido espectrofotométrico mostraron que la méaxima
absorbancia del colorante NMB fue a los 664 nm. Las pruebas preliminares de adsorcién de
NMB 1 mM al pH de la solucién después de 24 h mostraron que CN tuvo la mayor capacidad
adsorbente (qt =348.73+2.17 mg/g, con una E =83.82+ 0.68%); seguido por los adsorbentes
CNCh_50 (gt =205.08 £20.18 mg/g y E =60.95+6.37%); mientras que CCh mostro la
capacidad mas baja (qt =63.24 + 6.32 mg/g con E =15.2 £2 .53%) (Figura 20). A pesar de la
alta capacidad de adsorcion de CN, este material no fue considerado en el desarrollo de
adsorbentes debido a su bajo rendimiento de obtencion después de su fabricacion, por su
parte, CNCh_10 y CCh no fueron estadisticamente diferentes, mientras que el resto de los
compositos diferian (a <0.05).

La capacidad de adsorcion obtenida en este estudio es consistente con las reportadas por otros
autores que utilizaron matrices lignocelulésicas en la eliminacion de MB como madera seca
de pino, carbdn activado o adsorbentes de O. ficus indica obtenidos por copolimerizacion de

injertos y cascaras de frutos radiados con rayos gamma (Barka et al., 2013; Pelaez-Cid et al.,
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2016; Caldera-Villalobos et al., 2021). En el presente estudio las capacidades de adsorcion
(g) obtenidas de CN y CNCh_50 son 2.9 y 1.7 veces mas altas que lo reportado por Barka et

al., (2013), quien obtuvo capacidades adsorbentes de 118.8 mg/g con cladodios de O. ficus
indica secos.
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Figura 20. Capacidades adsorbentes y Eficiencias de adsorcion de NMB por las diferentes
mezclas adsorbentes CNCh
Basado en los resultados de la hinchazon, capacidad de adsorcion, eficiencia de eliminacion,
rendimiento y caracteristicas fisicoquimicas tales como valor pzc y pKa distribucion, se llevd
a cabo mas trabajo con el compuesto CNCh_50.

5.3.2. Efecto del pH vy dosis de adsorbente en la adsorcion de NMB

Se observo una interaccion entre el pH y la dosis de adsorbente asociada a la eficiencia de
adsorcion y capacidad de adsorbente de CNCh 50 (a <0.05). Una mayor capacidad
adsorbente se asocio con la dosis de adsorbente més baja (1 g/L) y pH 9, mientras que la
mayor eficiencia de adsorcion se observé a pH 9 y una dosis de adsorbente de 3 g/L (Figura
21).

En pH 7 la dosis de adsorbente de 1 g/L obtuvo la menor eficiencia de adsorcion; sin
embargo, ésta aumentd dréasticamente al aumentar el pH. La capacidad de adsorcién se vio
afectada por la interaccion entre el adsorbente y el adsorbato en cada condicion de pH,
limitando la interaccion entre el colorante y el adsorbente en condiciones de pH 3, y
favoreciéndola en condiciones alcalinas. En pH 3, tanto el adsorbente como el colorante estan
parcialmente protonadas, y una dosis més alta de adsorbente es necesaria para aumentar la

adsorcion de NMB; por el contrario, en pH 9, donde la carga total del adsorbente es
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fuertemente anionica, un aumento en la afinidad por el colorante se observo junto con el area
de interaccion para una mayor capacidad de hinchamiento. La eficiencia de adsorcion de

NMB por CNCh_50 en varios pH puede observarse en la Figura 21.
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Figura 21. Eficiencia (a) y capacidad adsorbente (b) de NMB (1 mM) compositos CNCh_50
en diferentes dosis y condiciones de pH. Diferentes letras en cada condicién representan que
son significativamente diferentes de acuerdo con las comparaciones multiples de Tukey-
Kramer prueba (a <0.05)

Salazar-Rabago et al., (2017) reporté una capacidad adsorbente de azul de metileno (MB)
por Pinus durangensis de 87 mg/g a pH 10 cuando la concentracién inicial del colorante C.=
300 mg/L utilizando 1 g/L de lignocelulosa, cuyo contenido de celulosa vari6 entre 43.3-
43.9% vy de lignina de 26.3-28.6%. En el presente estudio se observd que la capacidad
adsorbente de NMB en Co =416.05 mg/L (1 mM) fue de 272.25+ 9.14 mg/g a pH 9 utilizando
una dosis de 1 g/L con porcentajes de remocion de 56.3+ 0.7% después de 100 min, y mayor

al 80% despueés de 400 min usando 3 g/L.

5.3.3 Isotermas de adsorcion de NMB

Las isotermas de adsorcion se ajustaron mejor al modelo de Freundlich a pH 9y 3 g/L,
asociando la remocion de NMB a un proceso multicapa donde no habia una sola fuerza que
llevara a cabo la adsorcion, sino mas bien muchos sitios disponibles para la retencion del

colorante que corresponden con grupos superficiales diversos tanto de la quitina como de la

74



lignocelulosa, tales como amino, carboxilo e hidroxilo. La Tabla 6 muestra los constantes kL

y kF obtenidas por los modelos Langmuir y Freundlich, respectivamente.

Tabla 6. Constantes de adsorcién de Langmuir y Freundlich de CNCh_50

Langmuir Freundlich

Dosis (g/L) | gmax(mg/g) Kbo(L/mg) R? | Ke(mg/g) n R?

3 294.22 0.0069 0.95 11.51 1.89 0.96

La isoterma de Langmuir indica la capacidad méaxima (294,11 mg/g) cuando la energia de
adsorcion es uniforme y transportada en monocapas. ko es la constante relacionada con la
energia de adsorcion, mientras que kr sugiere una fuerza de union del adsorbido con el
adsorbente o su afinidad al adsorbente.

Los datos experimentales de adsorcion se ajustan mejor al modelo Freundlich (R? =0.96) con
un valor de kF estimado de 11.51 mg/g y n=1.89, que indican una interaccion favorable
adsorbente/adsorbato (Mckay et al., 1999). En consecuencia, el comportamiento de adsorcion
de NMB se produjo debido a la formacion de multiples capas con diferentes energias de
adsorcion, en las que la superficie de CNCh_50 es energéticamente heterogenea debido a la

diversidad de grupos funcionales presentes en el adsorbente.

5.3.4 Cinéticas de adsorcion de NMB
Las mejores condiciones de pH y dosis estimadas por el modelo equilibrado fueronpH9a 1

g/Ly 3 g/L para la maxima capacidad de adsorcion y eficiencia de eliminacion del colorante,
por lo que se probaron ambas dosis a pH 9 durante las cinéticas de adsorcion.

La Figura 19 muestra que la dosis de 3 g/L tiene la capacidad de adsorcion mas baja; sin
embargo, presenta una eficiencia de eliminacion del colorante cercana al 80% en 400 min,
alcanzando el equilibrio en 360 min, mientras que la dosis de 1 g/L alcanza la meseta después
de 800 min. La Tabla de la Figura 22 muestra el ajuste de datos de adsorcion al modelo de

pseudo segundo orden y los parametros cinéticos estimados.
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Figura 22. a: Capacidad adsorbente de NMB (1 mM) y b: eficiencia de adsorcién de
CNCh_50 de las dosis 1 y 3 g/L; c: datos de adsorcion ajustados a modelo de pseudo-

segundo orden.

La velocidad de adsorcion aumenta en funcion a las dosis en una razon de 5.96 x10* min
para 3 g/L y 5.34 x 10° min para 1 g/L, pero no la capacidad adsorbente, que fue de 125.5
mg/g para 3 g/L de CNCh_50y 295.86 para 1 g/L de adsorbente; la velocidad de adsorcion
depende de la fuerza motriz, que puede verse incrementada en la menor dosis de adsorbente
por la mayor penetracion del colorante en la matriz pero a un mayor tiempo respecto a la
dosis de 3g/L, donde mas volumen de adsorbente puede retener el colorante pero de manera
mas superficial, lo cual se ve reflejado como un incremento en la eficiencia de adsorcion en

un menor tiempo pero una menor capacidad adsorbente. EI modelo de pseudo segundo orden
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explica que la capacidad de adsorcion del composito estd limitada a su interaccion con el
adsorbente.

La baja capacidad de adsorcion de NMB en condiciones acidas se explica por la alta densidad
de grupos hidroxilo de quitina y lignocelulosa, ademas de grupos carbonilo de lignocelulosa
capaces de protonarse a medida que disminuye el pH. En la molécula de NMB, la especiacion
de sus grupos funcionales se produce en funcion del pH, y sus especies no disociadas
predominan a pH 3; en contraste, en pH> 6 la presencia de especies no cargadas y protonadas
se acerca al 50%, como es reportado en otros estudios (Salazar-Rabago et al., 2017). Esta es
la razon por la cual grupos funcionales protonados en el adsorbente y especies no disociadas
y protonadas del colorante producen una menor atraccion con el compoésito CNCh_50

condiciones de pH &cido.

5.4 Adsorcion de azul indigo

Debido a que el azul indigo es un colorante VAT no soluble en agua, se probaron tres
sistemas solventes antes de hacer las pruebas de adsorcion y se determiné la maxima

absorbancia por espectrofotometria-UvV

5.4.1 Suspensiones de azul indigo

No se observo que el colorante se disolviera en etanol ni en cloroformo. Los pesos de las
membranas después de filtrar el colorante mostraron que cerca del 40% del colorante
permanecio de manera suspendida en etanol: agua mientras que el 100% del colorante quedo
retenido en la membrana para las suspensiones en cloroformo, por lo que las pruebas de
adsorcion no se realizaron en estos sistemas solvente.

Suspensiones en NaOH/ Na2S204: Se observo que la metodologia reportada por Manu (2015)

fue la mejor en la disolucion de azul indigo. Sin embargo, ambos métodos mostraron la
formacion de precipitados de colorante una vez que se hacia la oxidacion del mismo después
de pocos minutos e incluso a dias de haber realizado la oxidacion del colorante, por lo que
se opto por centrifugar las muestras de colorante después de la oxidacion y se filtraron las
muestras previo a las pruebas de adsorcion.

En la Tabla 7 se puede observar que el contenido de solidos suspendidos se reduce

drasticamente en los sistemas donde se emple6 NaOH/Na2S204 incrementando el porcentaje
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de colorante en suspension después de su oxidacion con y sin centrifugar; sin embargo, la

formacion de precipitados se siguié formando (Figura 23).

Tabla 7. Resultados de las pruebas de disolucién de azul indigo en diferentes disolventes

Peso filtro
Peso del % %
] Peso |+ Peso
Disolvente ) colorante | SST/100mL |Colorante |Colorante
filtro |colorante retenido ) )
Al agregado suspendido | disuelto
EtOH 0.769 | 0.783 0.026 0.014 0.014 52.250 47.750
CHCIs 0.775 | 0.811 0.027 0.036 0.036 100 0
NaOH/Na2S204 0.230 | 0.250 0.339 0.021 0.021 6.040 93.960
NaOH/Na2S204
0.228 | 0.245 0.021 0.017 0.017 9.626 90.374

después de centrifugar

Figura 23. Disolucion de azul indigo en NaOH/Na2S204. 23.1: suspension en medio

reductor, 23.2: inicio del proceso de oxidacion del colorante; 20.3: colorante después de su

completa oxidacion; 23.4: filtros con colorante remanente; 23.5: formacion de precipitados

de colorante 24 horas después de la oxidacion.

5.4.2 Pruebas de adsorcion de azul indigo

Debido a la naturaleza quimica del colorante azul indigo es distinta a la del NMB, se

realizaron pruebas de adsorcion a 24 h con las mezclas adsorbentes CCh, CNCh_25,

CNCh_50 y CN a una Co= 100 mg/L. La cuantificacion de la remocion se llevo a cabo a

partir de una curva de calibracion de las soluciones de azul indigo filtradas en una membrana
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de celulosa de 0.45 um. Las muestras adsorbidas también fueron filtradas previo a su analisis
espectrofotométrico en un espectrofotometro UV-Vis (JASCO V-730 modelo SSE-704),
corroborando que la maxima absorbancia del colorante fue de 667 nm en su forma oxidada,
un valor de absorbancia muy cercano a lo reportado por Manu et al., (2015). La
determinacién de méaxima absorbancia en las soluciones de azul indigo en su forma reducida

fue de 438 nm, valor cercano a lo que reporta Saikhao et al., (2018).

5.4.3 Capacidad adsorbente y eficiencia de adsorcion del azul indigo

La Figura 24 muestra que la capacidad adsorbente del colorante fue menor a 20 mg/g para
todos los compositos, presentando eficiencias de adsorciéon menores al 20% en todos los
casos; es importante mencionar que por el sistema solvente empleado, las pruebas de
adsorcion se llevaron a cabo en condiciones de pH 12. A pesar de que el composito CNCh_50
obtuvo la méxima capacidad adsorbente (qi=14.75 mg/g) y eficiencia de adsorcion
(E=16.88%), no fue significativamente mejor que el resto de las mezclas de acuerdo con lo
obtenido del andlisis de varianza y prueba post hoc de Tukey-Kramer con un a <0.005.

Los resultados obtenidos son coherentes con los reportado en otros estudios en donde se
menciona una débil interaccion entre adsorbato y adsorbentes, donde se menciona que la
remocion del colorante ocurre en presencia de estructuras altamente porosas con sistemas de
poros interconectados en donde puede existir la formacion de puentes de hidrogeno
intramoleculares entre grupos amino del colorante y grupos funcionales de la quitina y
lignocelulosa como NH, O-H, C=0y COO" (Zhu et al.,2016). Estas interacciones son débiles
y en general pocas, ya que el colorante no interactta por carga con otros materiales como
carboximetil celulosa e incluso presenta bajas capacidades de adsorcion con materiales
altamente idnicos como nanocristales de Fe/Cu o mezclas con carbono y los metaloides
(C/Fe/Cu), mostrando capacidades adsorbentes de 14.75+2.682 y 13.21+2.682 mg/g
respectivamente (Trujillo-Reyes et al., 2010).
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Figura 24. Capacidad de adsorcién y eficiencia de adsorcion del colorante azul indigo por

todas las mezclas adsorbentes

El adsorbente CN mostr6 la mas baja capacidad y eficiencia de adsorcion (qt= 7.004+4.646
mg/g; E=7.99%); mientras que el adsorbente CCh mostrd la segunda mayor eficiencia de
remocion junto con el composito CNCh_50 y CNCh_25 (qi= 10.297+£2.68 mg/g).

La capacidad adsorbente de los materiales empleados en el presente estudio es similar a las
reportadas por Zhu et al.,(2016) y Trujillo-Reyes et al.,(2010); tanto en este estudio como en
los de los autores mencionados, se emplea una solucién de azul indigo oxidada en medios
alcalis con ditionito de sodio, siendo el pH de la solucidn problema superior a 11, por lo que
no se pone a prueba si factores como el pH pueden intervenir en los procesos de remocion
como ocurre con el colorante NMB.

En un estudio realizado por Mahzoura et al., (2019) para la remocion de azul indigo por
carbones activados dopados con silicatos como caolinita, ilita, 0xido de silicio y aluminio,
asi como carbonatos de calcio, se muestran remociones superiores a 69 mg/g en condiciones
de pH neutro, 60 mg/g a pH 2 y un decremento a 53mg/g en pH 11 para Co=5g/L de azul
indigo estabilizadas con surfactantes y oxidadas en ditionito de sodio. El autor menciona que
pese a no lograr altas remociones del colorante, hay cambios en la capacidad adsorbente en
funcién del pH, explicando que el colorante se encuentra en su forma neutra o cargado
negativamente en condiciones de pH neutras a alcalinas; estas observaciones son coherentes
con una menor remocién del colorante por CN en este estudio, ya que en medios alcalinos el

material es fuertemente anionico, pudiendo promover mas interacciones de repulsion; en el

80



caso de las mezclas CNCh, aquellas que tuvieron una mayor proporcion de quitina mostraron

mayor eficiencia de adsorcion.

5.4.4 Perfiles de hinchamiento en azul indigo

Pese a la baja remocion del colorante, el porcentaje de hinchamiento de los materiales fue
similar al obtenido con NMB, mostrando que el material CN tiene el maximo porcentaje de
hinchamiento (Ht: = 655.28+59.64%), mientras que el material elaborado Unicamente de
quitina mostré el menor porcentaje de hinchamiento (Hi= 384.07+£25.18%) siendo
estadisticamente diferentes a CNCh_50 y CNCh_25 con un a< 0.005, los cuales no
mostraron diferencias estadisticas significativas con valores de H¢ = 508.10+18.55% vy
538.83+12.71% respectivamente (Figura 25).
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Figura 25. Perfiles de hinchamiento al equilibrio y grafico de cajas y bigotes de la

capacidad de hinchamiento de las diferentes mezclas adsorbentes

5.4.5 Espectros FTIR después de adsorber azul indigo

Los espectros de la Figura 26 se muestran los espectros FTIR de los adsorbentes CNCh, CCh
y CN después de adsorber azul indigo. Como se puede observar, tanto en CNCh_25 como
CNCh_50 se observé un pico a los 3264 cm™ asociado a la vibracion asimétrica de grupos
C-H y OH de lignocelulosa y quitina, a los 2922 cm se observaron vibraciones asimétricas
asociadas a C-H tanto de quitina como de nopal, y a 1622 cm™la presencia de vibraciones
asociadas al grupo carbonilo y deformacion en plano del grupo amino de quitina. Picos

asociados a la presencia de azul indigo se observaron a los 1553 cm™asociado a uniones C-
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C del anillo de azul indigo, asi como 1165 cm™ asociado a vibraciones C-C y deformaciones
en plano de grupos C-H del colorante, y a los 1153 cm™ por la presencia de uniones CH, OH
0 C-N con el colorante, de acuerdo con lo reportado por Xu et al.,(2019), asi como un pico a
los 1065 cm™* asociado a la presencia de ditionito de sodio.

100

80 A

| 1553cm

1622cmt

70 A

% Transmitancia

—— CCh 100 mg

60 —— CNCh_25 100mg
—— CNCh_50 100mg
—— CN 100mg

1110cm?

50 T T T
4000 3000 2000 1000

Ntmero de onda (cm™)

Figura 26. Espectros FTIR de adsorbentes CNCh después del tratamiento de adsorcién con

azul indigo

5.5. Adsorcion de ampicilina

La determinacion de remocion de ampicilina se realizd por HLPC previo a una curva de
calibracién elaborada con distintas concentraciones del farmaco de 0.008 a 1.5ng/mL (Anexo
2). Las pruebas de adsorcion tomando muestras cada 5 minutos durante experimentos de
adsorcion de 30 minutos se llevaron a cabo en dos concentraciones iniciales diferentes:
Co0=0.352 mg/mL, equivalente a 352 mg/L del farmaco, y Co=0.03252 mg/mL, equivalentes
a 32.52 mg/L de ampicilina. Las soluciones de farmaco presentaron valores de pH=5.79.

La Figura 27 muestra las capacidades adsorbentes a cada tiempo, mostrando una asintota a
los 25 minutos seguido de un decremento en la capacidad adsorbente para las muestras con
mayor concentracion del farmaco (Qwsmin= 0.014+0.81 mg/g), mientras que, en las

concentraciones mas bajas, los valores de gt mostraron llegar a una asintota entre los primeros
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5-10 minutos de adsorcién, y se mantuvieron fluctuantes con desviaciones estandar muy

grandes entre muestras (qismin= 0.00299 mg/qg).

3252 mg/L 0.016
0.0053 4 —=— 352 mg/L

0.014

0.012

0.010

0.008

0.006

q, (mg/g)

0.004

0.002

0.000

T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 27. Capacidades adsorbentes de CNCh_50 por ampicilina. A) Co= 32.52 mg/L, B)
Co=352.2 mg/L pH 5.79

La eficiencia de adsorcion del farmaco a los 25 minutos por compoésitos CNCh_50, mostré
ser del 14.51% para Co=352.2 mg/L y de 30+0.04 % para Co=32.52 mg/L. Los experimentos
de adsorcidn se llevaron a cabo al pH de la solucién, que fue 5.79, a esta condicion de pH la
ampicilina tiende a estar cargada negativamente, ya que tiene dos valores de pKa, uno de
ellos es 2.3 correspondiente al pKa de un grupo carboxilo (COOH-), mientras que el otro
valor de pKa es 7.3, correspondiente al grupo NHs*, por lo que se protona en rangos de pH
de 2-4 y se desprotonan en rangos de pH de 6-8, siendo una molécula que se comporta como
un zwitterion en rangos de pH>3-7 (Rahman y Varshney 2020, Petterson et al., 2020),
adquiriendo una carga débilmente negativa en este rango de pH, promoviendo interacciones
de repulsion con el adsorbente CNCh_50.

Pese a que muchos reportes mencionan que la adsorcion de farmacos ocurre en los primeros
minutos de adsorcion, un estudio realizado por Li et al., (2020) para la remocién de
ampicilina sddica, menciona que ademas del pH, el tiempo de contacto puede ser un factor
importante en la remocién del fa&rmaco, logrando la maxima adsorcion después de 400-600

minutos con una mejor remocion del farmaco en condiciones de pH<4, el autor menciona
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que el modificar la superficie de carbones activados por oxidacion, interfiere en la eficiencia
de adsorcion de ampicilina.

Muchos reportes de adsorcién de contaminantes emergentes emplean adsorbentes
modificados para interactuar con farmacos por intercambio iénico o facilitando la formacion
de enlaces n, ademas de interacciones de carga como es el caso de las zeolitas (Lépez-
Agudelo et al., 2021; Shin et al.,2021), siendo muy empleado el uso de carbones activados
modificados y derivados de matrices lignocelul6sicas como la carboximetilcelulosa (Mosavi
etal., 2023).

Este farmaco ha mostrado ser removido por adsorcién mediante adsorbentes altamente
i6nicos como es el caso de nanoparticulas de FesO4 (Stan et al., 2017), o por adsorbentes
sintéticos dopados con zirconio (Rahman et al., 2020) que interactian con el farmaco de
diferente manera a distintas condiciones de pH, siendo la mejor condicion reportada a pH 5
y 2y temperaturas de 40°C y 21°C (Stan et al., 2017). Reportes de adsorcion con carbones
activados mencionan elevadas éareas superficiales (543.3 m?g™?), logrando las maéximas

remociones en condiciones de pH entre 4 y 6 (Del Vecchio et al., 2019).

5.6 Adsorcion de mercurio

Los resultados de los experimentos preliminares de adsorcidén de mercurio con una Co= 350
ppm/L y una dosis de 10 g/L de CNCh_50 mostraron que la capacidad adsorbente se
mantiene cercana en valores de pH 4 y 6, después de 120 minutos, siendo de 8.123+0.047
mg/g a pH 6 y de 7.119+0.065 mg/g a pH 4 (equivalentes a 0.40 £0.00023 mmoles/g y
0.0354+0.00032 mmoles/g respectivamente); sin diferencias estadisticamente significativas
de acuerdo con un analisis de varianza y prueba post hoc de Tukey-Kramer con un a=0.05.
Después de 180 minutos, qi=12. 329+0.010mg/g (equivalentes a 0.06+ 4.98x10° mmoles/g)
a pH 6, mientras que después de 150 minutos, el valor de qt=8.495+0.001 mg/g (equivalentes
a 0.0423+4.98x10®) a pH 4 (Figura 28).
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Figura 28. Capacidad adsorbente de mercurio por CNCh_50 en pH 6 y 4 (izquierda) y
eficiencia de adsorcion (derecha). Co= 350ppm/L, dosis de 10g/L de adsorbente

A pesar de la capacidad adsorbente parece alcanzar un equilibrio en los primeros 60 minutos
en ambas condiciones de pH (g:=8.19+0.135 y 6.93+0.59 mg/g, equivalentes a 0.04+0.0006
y 0.034+0.0029 mmoles/g a pH 6 y 4 respectivamente), ésta incrementa después de los 120
minutos. La eficiencia de remocion a pH 6 después de 180 minutos fue de 76.293+0.065%,
mientras que a pH 4 E=70.310+0.010%

La Figura 29 muestra el diagrama de especiacion de mercurio en funcién del pH y
concentracion de HgClz en solucion. Las especies predominantes en el diagrama de
especiacion coinciden con los reportados con Lloyd et al., (2004) y Avrias et al., (2017),
mostrando que en condiciones de pH de 2 a 6 la especie predominante es HgClz, con una
menor presencia de Hg (OH)2y HgCIOH. Lloyd et al.,(2004) y Arias et al., (2017) mencionan
que la concentracion en la que se encuentra la sal de mercurio en agua esta en funcion del
pH, y que la concentracion del metal precipitado en agua dependera de su saturacion en
solucion; después de pH 6 se encontraran presentes especies de Hg(OH)2 y HgCIOH, pero se
propiciara la formacion de cristales de HgO; mientras que en condiciones de pH de mayores
a 8, la formacion de precipitados de mercurio serd predominante con una pequefia fraccion
de Hg(OH)2.
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Figura 29. Diagramas de especiacion de Hg con las concentraciones del metal empleadas
en el presente estudio (1.75 mmoles equivalentes a 350 ppm, 1.25 mmoles equivalentes a
250 ppm y 0.75 mmoles equivalentes a 150 ppm). Diagramas obtenidos en el software

MEDUSA pro a partir de las concentraciones propuestas
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Las condiciones experimentales empleadas en el presente estudio consideraron una condicion
de pH por debajo del pzc del material y una condicion de pH por debajo de la condicién en

donde predomina la forma precipitada de mercurio.

Con los datos obtenidos de las cinéticas de adsorcion en cada condicion experimental, se
realizaron ajustes a los modelos de pseudo primer y pseudo segundo orden, obteniendo que
los datos experimentales se ajustaron mejor con el modelo de pseudosegundo orden. Se
realiz6 un andlisis de varianza con una prueba post hoc de Tukey Kramer para comparar los
valores de ge estimados por el modelo de pseudo segundo orden y los valores experimentales
(Anexo 4), obteniendo que no existen diferencias significativas entre ambos valores con un
o= 0.05. Los resultados experimentales y estimados por el modelo se muestran en la Tabla
8.

Tabla 8. Resultados de la capacidad adsorbente al equilibrio de Hg predicha por el modelo
de pseudo segundo orden y la obtenida experimentalmente

PSEUDO SEGUNDO ORDEN

. 1/h=intercepto t/ge=m
~ |2 5
E S B | T - & - & Ajust k ge=1/m £ o=
~ | [oX L = ° = = o =
()] = e @ e ® o ada 8‘ \LI-J/ g
z | |9 > 0 > |5 5 3
Q (=
1 150 5 16 1.825 0.439 | 0.097 | 0.002 | 0.986 | 0.0051 | 10.32 10.00 48.310
2 350 5 |6 5.022 1.055 | 0.075 | 0.006 | 0.884 | 0.0011 | 13.26 12.01 30.842
3 150 | 15 | 6 4.186 0.926 | 0.146 | 0.005 | 0.974 | 0.0051 6.83 6.47 34.130
4 350 | 15 | 6 7.161 0.821 | 0.170 | 0.005 | 0.985 | 0.0040 5.90 511 41.127
5 -4.238 1.421 | 0.274 | 0.008 | 0.982 - 3.65 5.70 14.260
250 5 |3 0.0177
6 250 | 15 | 3 14.141 2501 | 0.274 | 0.014 | 0.947 | 0.0053 3.65 3.11 34.373
7 -3.542 0.858 | 0.182 | 0.005 | 0.985 - 5.49 5.58 44.153
150 | 10 | 3 0.0094
8 350 | 10 | 3 15.987 5799 | 0.231 | 0.033 | 0.700 | 0.0033 4.33 4.35 18.900
9 250 | 10 | 6 3.423 0.698 | 0.113 | 0.004 | 0.975 | 0.0037 8.83 8.17 58.131

Se realizo un analisis por regresion lineal multiple para determinar si existia una posible
relacion entre la capacidad de adsorcion (ge) y los factores experimentales pH, dosis de
CNCh_50 y concentracion de HgClz. Los resultados del analisis ajustando el modelo lineal

muestran que los factores de la interaccion entre el pH y la concentracién de HgCl2 son los
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de mayor peso en la adsorcion de mercurio, no siendo estadisticamente significativos la dosis
de CNCh_50 ni el pH de manera independiente con un a=0.05 y un valor de R?>= 0.9571 y

una R? ajustada de 91.42%. Los coeficientes de regresion se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Coeficientes de la regresion multiple para la adsorcion de mercurio

Variable Coeficientes | Error Coeficientes | Estadistico P
Independiente de regresion | estandar | estandarizados t value
Intercepto 7.432 2.158 0.0000 3.444 0.0184
[HaCl2] -0.013 0.010 -0.4038 -1.246 0.2680
CNCh_50 0.161 0.265 0.2405 0.608 0.5697
[HgCl2]*CNCh_50 -0.001 0.0007 -0.8302 -2.215 0.0776
[HgCl2]*pH 0.0058 0.0014 1.2517 4136 | 0.0090
CNCh_50*pH -0.034 0.034 -0.3375 -1.000 0.3634

*De acuerdo con el modelo ajustado, qe= 7.43217955801106-0.0135411602209945*Hg + 0.161291436464089
*CNCh_50-0.001685xHg*CNCh_50+0.00588489871086557*Hg*pH- 0.0348082872928178 * CNCh_50*pH

La ge mas alta fue reportada por el experimento 2 (350 mg/L HgClz, 5g/L de CNCh:50 y pH
6, ver Tabla 2), con una ge= 12.01+ 0.051 mg/g que corresponde a las condiciones de Co=
350 mg/L de Hg?*, 5g/L de CNCh_50 y pH 6; siendo ésta Gltima ge obtenida en el minuto
270; este valor es coherente con los resultados obtenidos por la regresion lineal maltiple, en
donde la dosis de adsorbente no muestra ser significativa en la remocion de HgClz, pero si la
interaccion entre el pH y la concentracion de metal en solucion. Como se puede observar en
la tabla 8, los valores de ge para los experimentos 4 y 8 fueron de 5.11+0.81 y 4.35 +0.05
mg/g; ambos experimentos fueron realizados a una Co=350mg/L de HgClz, pero a una dosis
de 15mg/L de CNCh_50y pH 6 en el experimento 4, y una dosis de 10g/L de CNCh_50y
pH de 3 para el experimento 8. El tiempo requerido para llegar al equilibrio en el experimento
4 fue de 210 minutos, mientras que en el experimento 3 se requirieron 240 minutos. Los
resultados del anélisis de varianza y una prueba post hoc de Tukey-Kramer muestran una
diferencia significativa en el parametro pH con un a=0.05.
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El uso de quitina para la remocion de Hg?" ha sido reportada con valores de ge =28.4+0.5
mg/g (0.14 mM/g) después de 200 minutos en condiciones de neutralidad (Barriada et
al.,2008), mientras que un estudio de la capacidad adsorbente de Hg?" por quitosano
recubierto con magnetita mostré una ge= 4.48 mg/g (0.022 mM/g) cuando la Co=8mg/L
(Rahbar et al.,2014) en condiciones de pH 5. En el caso de la remocion de Hg?" por
compuestos lignocelulésicos, se han reportado capacidades adsorbentes de 20 mg/g
(0.09mM/g), mencionando que la remocion de este metal por biomasa lignoceluldsica ocurre
mas por la interaccion del Hg?* con acidos carboxilicos y fenolicos de la lignina que con
grupos OH que tienden a cargarse negativamente al incrementar el pH, reportando una
elevada remocion del metal por debajo de pH 3 (Arias et al.,2017).

En el presente estudio, la méxima ge fue de 12.01+ 0.051 mg/g en pH 6 (Figura 31a), mientras
que en pH 3, la capacidad adsorbente fue menor a 6 mg/g para todas las concentraciones de
Hg y dosis de CNCh_50 evaluadas. Se trabajé con un material cuyo pzc= 4.06, esto implica
que, por debajo de este pH, las cargas superficiales del adsorbente son positivas por la
protonacion de sus grupos funcionales superficiales y repelen al metal, por ello la adsorcién
de mercurio en pH 3 fue muy baja, mientras que en condiciones de pH superiores a 4, el

material se carg6 negativamente, favoreciendo mejor las interacciones con el metal en agua.

Pese a que las m&ximas ge se alcanzaron en el experimento 9, el grafico de la Figura 31
muestra una tendencia a incrementar esta eficiencia de adsorcion con el tiempo, con
excepcion de los experimentos 5 y 8, que corresponden a la maxima concentracion de
mercurio Co=350 mg/l) y pH 3; la menor eficiencia de adsorcion en el experimento 2 se puede
atribuir a una menor dosis de adsorbente capaz de remover el metal; sin embargo corresponde
a la méxima capacidad adsorbente porque el material es capaz de interactuar con el mercurio

en pH 6.
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Figura 30. Eficiencia de adsorcion de Hg en cada condicion experimental.

5.7 Compostabilidad de matrices adsorbentes

5.7.1 Produccion de CO, durante la compostabilidad de adsorbentes

Los adsorbentes CNCh_50 se llevaron a compostaje en laboratorio durante 6 meses y 21 dias
(201 dias), colocandolos en columnas de composta por triplicado, y haciendo titulaciones
con HCI 0.5 mM cada 72 horas para medir la produccion de COz. El gréafico de la Figura 32

muestra la produccion acumulada de CO: a lo largo del tiempo.
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Figura 31. Produccion de CO2 de manera acumulativa hasta el dia 201.

Como se puede observar en la Figura 32, la produccién de CO. de manera acumulativa crece
exponencialmente con una pequefia asintota de produccion de CO. en el dia 120 y continta
creciendo sin llegar a formar una meseta en el tiempo evaluado.

A la mitad del periodo de compostaje, se ajustaron los datos obtenidos durante la cinética de
biodegradacion del material a un modelo logistico para estimar el dia en el que se llegaria a
la maxima degradabilidad del material y maxima produccion de CO:. Para ello se emple0 la

ecuacion (24) para obtener lo mostrado en la ecuacion 25.

—e(b=cx)

Y =ae (24)

PCO2, 0x

14 2E02max=POrmicial ) )~ (k)
PCO;y

PCO,(t) = (25)

inicial

Donde
PCO2 max es la méxima produccion de CO. obtenida en el tiempo t
PCOz2 inicial €S la produccion inicial de CO.

Kt es la constante de la tasa de produccion de CO:. en el tiempo

91



A partir de esta ecuacion se obtuvieron los datos predichos por el modelo obteniendo la

gréfica de la Figura 33

140 + ®  Produccién de CO2 acumulada
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Figura 32. Produccion acumulada de CO. (mmol) predicha por el modelo logistico

Los resultados de la estimacion por el modelo logistico indicaron que la maxima produccion
de COz2 seria de 217.31 mmoles con un ajuste r = 0.9931con una velocidad de produccion de
gas de 0.030704 mmol entre los dias 180 y 200. La produccion de CO2 acumulada real para
el dia 180 fue de 217.59 mmoles y 270.05 mmoles de CO: para el dia 201 (al final del
ensayo). De acuerdo con la estimacion de porcentaje de biodegradabilidad, el material fue
100% biodegradado.

Al graficar los datos de la produccion acumulada de CO2 de los 201 dias (seis meses y veinte
dias), se puede observar la formacion de una pequefia asintota al dia 120 (Figura 34), por lo
que los datos se volvieron a ajustar al modelo de Morgan-Mercer-Flodin (MMF) con una
r=0.9957. El modelo MMF explica un comportamiento de crecimiento sigmoidal y explica
la relacion entre el consumo de nutrientes y una respuesta (que puede ser crecimiento,
ganancia de peso, concentracion de plasma, etc.); se caracteriza por tener una formaen S, en
donde a partir de un punto maximo, la respuesta sera constante (Widiharih T., et al., 2016).
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El modelo que se describe en la ecuacion 26 esta dado por

_ ab+cx?

b+x4

(26)

En donde:

X= es el consumo de nutrientes

a= es el intercepto a la ordenada calculada en la curva de respuesta a nutrientes
b= es la constante de nutricién o consumo de sustrato

c= es la maxima respuesta del organismo o punto asintético

d= es el orden cinético aparente de la respuesta para X cuando se acerca a cero

Al sustituir en la ecuacion las constantes arrojadas por el modelo se obtuvieron los valores
predichos por el modelo ajustado. Al hacer la comparacion entre los valores predichos por el
modelo ajustado MMF y los datos reales no se observaron diferencias significativas con un

a=0.005 (Figura 34) por un analisis de varianza y prueba post hoc de Tukey Kramer.
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Figura 33. Produccion de COz2 de los valores experimentales y los predichos por el modelo

MMF para la curva de degradacion de compositos CNCh_50.

Se calcul6 el porcentaje de biodegradabilidad a partir del CO2 tedrico (ThCOz2) que puede
producir la muestra a partir de la masa de material agregado a cada columna y su fraccién en

porcentaje como Carbono, los resultados muestran en la Tabla 10 que la biodegradabilidad
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alcanzada fue del 100% en las columnas al término de los seis meses de compostaje en

laboratorio.

Tabla 10. Biodegradabilidad y porcentaje de produccién de CO:2 tedrico y experimental

después de 201 dias (seis meses)

Biodegradabilidad
CNCh_50 A CNCh_50B

ThCO: 2.446 2.445
CO: real [mmol] 154.49 172.36
CO: real [g] 6.79 7.58
% Biodegradabilidad 100 100
Desviacion Estandar 12.63

De manera paralela los experimentos de compostabilidad en laboratorio, se realizaron
experimentos de biodegradabilidad por pérdida de peso en a escala planta piloto, haciendo
las pruebas de compostabilidad en una pila de compostaje. Al término del tiempo de
compostaje se observo que muchos de los costales que contenian muestras se habian roto o
las muestras habian sido dispersadas en la pila de compostaje, por lo que los datos de pérdida
de peso solo fueron tomados por duplicado, los compdsitos rescatados fueron lavados y
secados para el registro de su peso.

Inicialmente, los costales contenian 1.5 g de CNCh_50, 2 gde CChy 1.5gde CNy 1.2 g
CNCh_50 saturado con NMB; al término de tres meses, los materiales mostraron porcentajes
de biodegradacién de 71.53+7.49 % para CCh, 70.84+ 1.29% para CNCh_50, 51.65+12.07%
para CNy 27.47+£14.97% para CNCh_50 con NMB.

Los resultados de produccion de CO2 de acuerdo con lo establecido con la ASTM D-5338 y
D-5247 muestran que el material cumple con las caracteristicas de biodegradabilidad
requeridas para matrices bioplasticas o elaboradas a partir de biopolimeros; sin embargo, las
pruebas por pérdida de peso de acuerdo con la ASTM D-6003 no fueron concluyentes por la
pérdida de muestra durante la degradaciéon y por pérdida de material en las pruebas de

compostabilidad en campo.
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El analisis de compostabilidad en laboratorio se llevo a cabo también para los materiales
CCh, CN y CNCh_50 impregnado con el colorante, obteniendo porcentajes de degradacion
menores que CNCh_50, y la produccion de COz2 en el blanco de aire se estimé de acuerdo
con la ecuacion 28 (Anexo 4), a partir del flujo de aire suministrado al sistema de compostaje
y que posteriormente llegaria a las trampas de CO2 con un volumen determinado de NaOH.

Los milimoles de una solucion de calculan como se muestra en las ecuaciones 27 y 28.

n=_ (27)
Donde:
n es el nimero de moles en la solucion
m es la masa de CO: en la solucion (ppm)
PM es el peso molecular del CO2
Y que

M= 3 (28)
Donde:

M: es la molaridad
V: es el volumen de la solucién

La Figura 35 muestra la produccion de CO2 acumulada por la matriz CNCh_50 con NMB y
los blancos CN y CCh.
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Figura 34. Produccién de CO2 de manera acumulada de los adsorbentes CNCh_50 con
NMB, CN y CCh hasta el dia 201
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5.7.2 Diversidad microbioldgica
Al hacer la comparacion por SEM de la diversidad de comunidades microbianas presente en
las matrices CCh, CN y CNCh_50 recuperadas después del compostaje, se observd la
presencia de actinomicetos en todas las muestras, asi como bacilos y algunas esporas
ancladas a microfibras de celulosa, asi como la presencia de escamas de quitina. Algunos
cocos Y estreptococos fueron visibles en las muestras de los materiales CN 'y CNCh_50, asi
como estructuras correspondientes a cristales de oxalato de calcio que se forman
naturalmente en los cladodios de nopal de acuerdo con lo reportado por Ventura et al., (2017).

Las muestras CCh mostraron muchas esporas en hifas (Figura 36-38) que, por el tamafio,
corresponden a actinomicetos, que también ha sido reportado por Lacombe-Harvey et al.,
(2018), quien asocia la presencia de este género con enzimas quitinoliticas endo y
exohidrolasas, asi como mono-oxigenasas liticas de polisacaridos que permiten la
degradacién de este polimero.

La degradacion de quitina puede ocurrir inicialmente por hidroélisis de las uniones B-1,4
glucosidicas, catalizadas principalmente por enzimas quitinoliticas presentes en hongos que
desacetilan la quitina a quitosano; también se ha reportado el efecto de otras enzimas como
lisozimas e incluso celulasas, que, a diferencia de las quitosanasas, no tienen un lugar
especifico de corte, siendo las lisozimas también responsables de la hidrdlisis de quitina
(Beier et al., 2013; Xia et al., 2018).

La quitina puede descomponerse totalmente en tres pasos principales: una escision del
polimero en oligdbmeros solubles en agua, la division de estos oligbmeros en dimeros, y la
escision de los dimeros en monomeros.

Hasta hace poco, habia escasos reportes degradacion por bacterias como las del género
Streptomyces (Beier et al.,2013); sin embargo, recientes estudios reportan ademas la
presencia de bacterias de los géneros Oxalobacteraceae, Gemmatimonadaceae Yy
Acidobacteria en suelos no fertilizados y fertilizados (Hui et al.,2020), siendo las bacterias
mas reconocidas en la degradacion de quitina las pertenecientes a los géneros Actinobacteria,
Proteobacteria y Firmicutes (Wieczorek et al.,2019), y coinciden con lo reportado en las
micrografias obtenidas en este estudio, donde también se logré apreciar la presencia de
bacilos.

Las bacterias de la familia Oxalobacteraceae son bacterias gram negativas heterotroficas no
formadoras de esporas, casi todas mesofilicas y con morfologias de varilla, varilla curvada,
vibrio- o0 en forma de espirilla, y con funciones ecolégicas importantes como la fijacién de
nitrégeno, siendo los miembros del género Oxalobacter anaerobios estrictos (De Long et al.,
2012).

Las bacterias del género Oxalobacter no solo se encuentran presentes en suelos, sino también
en el rumen de algunos animales y por ende en sus heces, y estan asociadas a ciertas plantas
ricas en oxalato (Daniel et al., 2021), lo cual es coherente con su presencia en las muestras
CN y CNCh_50 debido a que el nopal presentd cristales de oxalato de calcio que se
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conservaron en el material después de coloidizarlo; aunque también estan directamente
involucradas en la degradacion de quitina debido a que este polimero contiene grupos amino
que éstas bacterias pueden asimilar contribuyendo a los ciclos del carbono y nitrogeno
(Wieczorek et al.,2014, Hui et al., 2020).

Las bacterias del orden Gemmatimonadaceae son degradadores secundarios de quitina,
existiendo reportes de que la degradacion de quitina en suelos por estas bacterias ocurre
primero por una desacetilacion en condiciones aerobias, seguido de su amonificacion y
nitrificacion a CO. en condiciones dxicas. En ausencia de oxigeno, una fermentacion butirica
y propionica puede ocurrir durante los procesos de amonificacion por estas bacterias
(Wieczorek et al.,2014). Gemmatimonadaceae actla junto con otras de los &rdenes
Planctomycetes y Verrucomicrobia como organismos saprofitos en las rutas de degradacion
quitinolitica (Wieczorek et al.,2014), siendo Planctomycetes bacterias que aprovechan la
fraccion de N-acetilglucosamina de quitina mientras que Verrucomicrobia aprovechan el =C
de quitina o carbonos enriquecidos derivados de la primera degradacion de quitina
(Wieczorek et al.,2019).

Las bacterias del phylum Planctomycetes no solo degradan quitina por el aprovechamiento
de N-acetilglucosamina, sino que también pueden degradar celulosa (Wieczorek et al.,2019,
Sagulenko et al.,2014), por lo que su presencia puede ayudar a la degradacion de ambas
matrices en el compdsito CNCh_50. Las bacterias del orden Actinobacteria, se han
identificado como miembros potenciales de la degradacion de celulosa también en
condiciones oxicas por dos tipos de respuesta metabdlica: disimilacion de celulosa, celobiosa
0 glucosa a productos y la asimilacion de carbono derivado del >C y ‘3C de celulosa,
celobiosa o glucosa (Schellenberger et al.,2010).

Los reportes que involucran la degradacion de quitina y lignocelulosa por bacterias se basan
en estudios de gendémica y protedmica, en donde la comparacion de secuencias permite
conocer el tipo de bacteria presente en una muestra compleja, debido a que muy pocas de
estas bacterias pueden ser facilmente identificables por simples analisis microscopicos y solo
un bajo porcentaje de ellas es cultivable en medios estandar (Schellenberger et al., 2010,
Wieczorek et al.,2019).
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Figura 37. Micrografias SEM de los compdsitos CN después de seis meses de
compostabilidad
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5.7.3. Pruebas de actividad metabodlica

Se determind el indice de desarrollo de color global de las 0 a las 144 horas de incubacion
para los adsorbentes de la mezcla CNCh, CCh, CN y CNCh_50+NMB, mostrando que la
mayor diversidad y actividad metabdlica se obtuvo en el material compuesto con respecto al
material que ya habia adsorbido el NMB. Como se puede observar en la Figura 39, el
adsorbente CNCh_50 tuvo un desarrollo de color similar al obtenido en la muestra final de
composta, mientras que el adsorbente que contenia NMB, muestra un desarrollo de color
similar al obtenido de la muestra de pre- composta, es decir, la tierra antes de pasar por el

proceso de compostaje.
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Figura 38. Desarrollo de color en el tiempo por los materiales CNCh_50 con y sin adsorber

NMB respecto a la muestra de composta y pre composta.

Los graficos de SAWCD se muestran en la Figura 40, donde se aprecia que los carbohidratos,
compuestos fendlicos y aminas son los sustratos méas contrastantes a lo largo del tiempo de
incubacion entre las muestras de composta final, CNCh_50 y CNCh_50 + NMB. Para todos
los sustratos, la muestra de pre-composta presentd el menor desarrollo de color a lo largo del
tiempo debido a la menor diversidad metabolica que existe al inicio de un proceso de

composteo.
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Figura 39. Evolucién del desarrollo medio del color por sustrato (SAWCD) de las 0 a las
120 horas de incubacion para los compositos CNCh_50 antes y despues de adsorber NMB,

muestras de pre- composta y de composta sin el material.
Se utilizé el software NCSS para construir un mapa de calor de los sustratos con respecto a

las muestras para obtener dendogramas que permitieran observar que sustratos fueron mas

oxidados por cada sustrato (Figura 41).
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Figura 40. Mapa de calor de los sustratos con mayor actividad por muestra de composta,

pre- composta y adsorbentes CNCh_50 antes y después de adsorber NMB. En rojo se

muestra la mayor actividad.
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Como se puede apreciar en el mapa de calor, una elevada actividad metabdlica en CNCh_50
estd asociada a la oxidacion de D-celobiosa y N-acetil glucosamina, lo que indica una
actividad de microorganismos asociados a la degradacién de quitina y celulosa como son
actinomicetos y lactobacilos, que se observaron por SEM (Figura 36). La maxima actividad
de esta muestra esta asociada a la oxidacion de D-manitol, un azdcar producido por algunos
lactobacilos, levaduras y bifidobacterias durante procesos fermentativos (Laureys et al.,
2014), lo cual a su vez es un indicador de la produccion de oligbmeros al final de la
degradacién de quitina. Pese a que la composta final presenté una actividad metabdlica
similar a la de CNCh_50, la oxidacién de celobiosa y N-acetilglucosamina no tuvo la misma
intensidad; mientras que en la muestra CNCh_50 impregnada con NMB no fue muy intensa
la actividad oxidativa para N-acetilglucosamina, pero si para celobiosa, lo que implica que
el colorante es un interferente en la degradacion del material, y es coherente con el hecho de
que se degrade antes el colorante que el material. La muestra de pre-composta present6 su
mayor actividad metabdlica por la oxidacion de carbohidratos y polimeros, con densidades
Optica del-1.5, mientras que un aminoacido (asparagina) y un acido carboxilico (&cido

pirdvico), mostraron actividad oxidante en esta muestra.

El ACP para los diferentes sustratos a las 120 horas se analizo en el software IBM SPSS
Statistics arrojo tres componentes principales: el primero corresponde a CNCh_50 con NMB,
el segundo componente clasifica a CNCh_50 y la muestra de composta final y el tercer

componente esta constituido por la muestra de pre-composta. (Figura 42).
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Figura 41. Analisis de componentes principales relacionados a la compostabilidad de

adsorbente CNCh_50

En la Tabla 11 se muestran los valores de la varianza total explicada para componente

principal estimado

Tabla 11. Varianza total explicada de los componentes principales

Componente Total % de Varianza % Acumulado
1 19.863 64.063 64.073
2 6.525 21.049 85.122
3 4.612 14.878 100

Como se puede observar en la Figura 42, el composito CNCh_50 y la muestra de composta
fueron clasificados en el mismo componente, lo que significa que el material tiene un grado
de biodegradabilidad similar a la tierra de compostaje, lo que representa una ventaja del
material al ser compostable. Aunque la matriz CNCh_50 impregnada con NMB presentd
actividad metabolica, esta es distinta a la matriz sin contaminar, lo que implica que la
presencia del colorante interfiere en su degradacion, sin embargo, no significa que la haga
menos biodegradable, significa que la actividad metabdlica en su degradacion es distinta a la
empleada para degradar el material sin tratar. En el caso de la muestra de pre-composta, se
puede observar que la actividad metabolica es totalmente distinta a la de la composta final y
CNCh_50 cony sin NMB.
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5.7.4. Diversidad metabdlica

En la Tabla 11 se muestran los resultados de la estimacion promedio de los indices de
Shannon, riqueza metabdlica y uniformidad de Shannon durante la incubacion de los pozos
EcoPlates. La mayor riqueza de actividad de sustratos ocurre en las muestras de composta
final y donde se compostdé CNCh_50; es decir, hubo una actividad promedio de 19.0+1.73
sustratos para CNCh_50, con la mayor actividad metabdlica a las 96 y 120 h, mientras que
en la muestra de composta final mostré una riqueza metabdlica con actividad promedio de
19.5+0.95.

La uniformidad de Shannon (E"), mostro ser mayor en las muestras CNCh_50 y la muestra
de pre-composta, que fueron las muestras que tuvieron menor actividad metabdlica por
oxidacion de sustratos. Esta uniformidad de Shannon indica que menos especies estuvieron
asociadas a la degradacién de las muestras, lo cual es ldgico para el caso de la pre-composta,
en donde no existe una diversidad microbiolégica alta; en el caso de la muestra CNCh_50,
esta menor actividad metabolica implica que el colorante NMB no es facilmente degradado
por cualquier microorganismo, siendo solo un grupo de bacterias capaces de llevar a cabo el

proceso de degradacion del material; sin embargo, al final del tiempo de compostaje.

Tabla 12. indices de diversidad metabdlica microbiana de los datos obtenidos en

EcoPlates. H -indice de Shannon, E’- Uniformidad de Shannon y S-indice de riqueza

metabdlica
CNCh_50 CNCh_50+AM Comp Inicial Comp Fin
H= 3.139 3.012 2.764 3.206
E= 0.981 1.047 1.773 0.986
S= 19.000 15.333 9.833 19.500
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5.8.Conclusiones

Los materiales CNCh mostraron incrementar su hidrofobicidad al contener una mayor
proporcion de quitina, mientras que los materiales con mayores proporciones de nopal se
comportaron como materiales hidrofilos que incrementaron su porcentaje de hinchamiento
considerablemente. Los materiales constituidos mayormente de quitina presentaron
estructuras porosas y fragiles. Las mezclas de quitina y nopal se comportan como hidrogeles
fisicos formados por sistemas sol-gel reversibles, en donde los nanocristales de quitina
permiten tener estructuras mas estables en mezcla con fracciones lignocelulésicas mejorando
los rendimientos de obtencidn con respecto a los materiales formados solo de lignocelulosa,
con la formacion de redes de union entre polimeros por interacciones del tipo puentes de
hidrégeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones de London como se propone en otros
trabajos donde se elaboran hidrogeles fisicos como los reportados por Chang et al., 2020 y
Chung et al., 2009. En el presente estudio, estas interacciones pueden corroborarse por FTIR,
donde en la mezcla CNCh_50 el pico en 1062 cm+ asociado con grupos hidroxilo de quitina
desaparece, mostrando una interaccién entre OH quitina y el grupo carbonilo de compuestos
lignoceluldsicos. Una de las desventajas de este tipo de sistemas es que es dificil medir su
resistencia mecanica en himedo, sin embargo, al disponer las mezclas en conglomerados de
diametro menor a 0.5 cm se compactan en estructuras rigidas.

La adsorcion de NMB se logr6 con éxito debido a que la matriz adsorbente presenta una
carga anidnica definida; sin embargo, el equilibrio se obtuvo después de los 380 minutos para
la dosis de 3g/L de adsorbente y después de los 800 min para la dosis de 1g/L de adsorbente.
A pesar de que la dosis de adsorbente no mostrd ser estadisticamente significativa en la
capacidad adsorbente, se observo un incremento en la eficiencia de adsorcidén y menor tiempo
requerido para remover cerca del 80% del colorante. EI pH mostré ser un factor de influencia
en la remocion de NMB; el mecanismo de adsorcion asociado a la remocion de NMB por los
materiales CNCh_50 es por interacciones electrostaticas, en donde una afinidad de cargas
existe entre el adsorbato y el adsorbente.

El desempefio adsorbente de la mezcla CNCh_50 mostr6 que el composito no interactla por
cargas con el colorante azul indigo, y los materiales con mayor contenido lignocelulésico
presentaron las menores remociones del colorante. La mejora en la remocion de azul indigo

por materiales ricos en quitina con respecto a matrices completamente lignocelulésicas puede
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deberse a la estructura macroporosa de estos materiales que pueden retener una mayor
cantidad de sélidos en suspension antes de su precipitacion. Ademas de lo anterior, los
materiales CCh tienen un potencial Z débilmente anionico, por lo que es posible que exista
menos repulsion hacia las cargas del colorante relativa a los adsorbentes CN, cuya naturaleza
es fuertemente anidnica en condiciones alcalinas y puede repeler el colorante, cuya naturaleza
es neutra a anidnica en condiciones alcalinas. Los espectros de infrarrojo mostraron
interacciones entre grupos funcionales NH y CH presentes en los materiales y el colorante.
La remocion de ampicilina por el adsorbente CNCh_50 fue baja, sin embargo, no se puede
concluir si el pH de la solucién fue un factor determinante en la adsorcion del farmaco porque
no se probaron otras condiciones de pH, dosis y proporciones en la mezcla adsorbente. Otros
experimentos exploratorios fueron llevados a cabo con acetaminofén sin obtener remocion
del farmaco. Actualmente existen muchos reportes de adsorcién de farmacos que emplean
matrices funcionalizadas o dopadas con algunos metaloides (Li X.,et al., 2020; Petterson et
al., 2010; Rahman et al., 2020), por lo que se puede concluir, que de manera general, la
interaccion por cargas entre la ampicilinay CNCh_50 fue baja y podria incluso depender de
otros factores y caracteristicas de la molécula de ampicilina como son las estructuras de
resonancia, que son las responsables de la formacion de enlaces 1T reportados en otros
estudios.

La interaccion de pH con la concentracion de HgCl2 mostro ser el factor mas importante en
la remocidn de este metal. Con excepcion de los experimentos realizados a pH 3 donde las
eficiencias de remocion fueron menores al 50 %, en los experimentos a pH 6 la eficiencia de
remocidn se encontré mayormente por arriba del 50%. EIl material no logré remover mas del
70% del metal en agua, por lo que mejoras en su formulacion pueden ser propuestas, asi
como la exploracion de otros factores que puedan estar involucrados en su adsorcion como

son la temperatura.

Los adsorbentes CNCh_50 mostraron ser compostables antes y después de adsorber NMB,
logrando degradaciones similares a las de muestras de tierra de composta, por lo que puede
proponerse su implementacién en la remocion de algunos contaminantes con carga positiva.
Los resultados de la actividad metabdlica y diversidad microbiolégica asociada a procesos
de biodegradabilidad muestran que el material es compostable en un tiempo menor a seis

meses y que las bacterias asociadas a su descomposicion son principalmente las
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pertenecientes a los phyla Actinomycetes (principalmente a bacterias del género
Streptomyces) y Firmicutes (bacilos), con potencial actividad de bacterias degradadoras de
oxalatos como las del orden Oxalobacter. Los indices de Shannon y de riqueza mostraron
que las muestras de composta final y CNCh_50 tuvieron la mayor diversidad metabdlica, lo
cual es coherente con la degradacion del material en las pruebas de compostabilidad, y las
micrografias SEM mostraron evidencia de la presencia de microorganismos asociados al
rompimiento y descomposicion de las cadenas de quitina con mayor abundancia de
Actinomycetes en las muestras CCh. EN las muestras CNCh_50 también se pudo observar
la presencia de estos microorganismos, pero también fue evidente la presencia de estructuras
de lactobacilos, cocos y estreptococos asociados a la degradacion de lignocelulosa. Una
mayor actividad en la oxidacion de aminas en las pruebas de Ecoplates fue evidente en las
muestras CNCh_50 con respecto a las muestras de composta, este resultado es coherente con
reportes bibliograficos de la actividad de enzimas quitinoliticas en la degradacién de quitina.
El presente estudio evaluo la capacidad adsorbente de contaminantes de caracter cationico
(NMB), anidnico (azul indigo), de naturaleza débilmente prética y la sal de un metal pesado
(HgCl2) por un material elaborado por la mezcla de quitina y lignocelulosa sin ninguna matriz
plastificante o dispersante, actuando como medio de soporte y funcion de los mismos, los
compuestos presentes las materias primas con que se elaboraron. Aunque las remociones de
los contaminantes no fueron elevadas, mejoras en la composicion del material pueden ser
prometedoras en la fabricacion de un material adsorbente elaborado completamente a partir
de residuos lignocelulésicos y de quitina cruda, lo cual ofrece una oportunidad de desarrollo

de nuevas matrices completamente biodegradables por métodos de obtencidn simples.
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6. Trabajos presentados v publicaciones

6.1. Trabajos presentados

- Oral presentacion in the IMRC 2022 with the topic: “Lignocellulosic wastes and chitin
as pollutant adsorbents on wastewaters " in symposium C1, Emerging Materials for
Clean Energy and Environmental Remediation Applications at the XXX International
Materials Research Congress, to be held in Cancun in August 14 - 19, 2022

- Poster: Biopolymer for material production and application in life sciences: Chitin and
Chitosan -Sakura Science Program financiado por Japan Science and Technology Agency
(JST) (Research Project Sojo University & Universidad Autonoma Metropolitana),
Febrero, 2022

- Poster: Preparation of chitin and lignocellulose-base adsorbent composite from Agro-
Industrial and Food By-Products, Virtual Conference of the European Federation of

Biotechnology, Mayo 2021.

6.2 Publicaciones

Flor Tania Escarcega Olivares, Pedro Martinez Rodriguez, Roberto Olayo-Valles, Roeb
Garcia-Arrazola and Keiko Shirai. 2023. Lignocellulosic and chitinous wastes as pollutant
adsorbents and their enzymatic degradation. En Value-Addition in Agri-Food Industry Waste
Through Enzyme Technology. https://doi.org/10.1016/B978-0-323-89928-4.00005-5

- F. T. Escércega Olivares. R. Olayo-Valles, R. Garcia-Arrazola, H. Vazquez-Torres,

E. Rivera Becerril, J. M. Esparza-Schulz, K. Shirai. Valorization of cactus cladode wastes
and chitin Nanowhiskers in biocomposite designed for sorption of new methylene blue.
International Journal of Environmental Science and Technology.
https://doi.org/10.1007/s13762-023-04944-3.
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ANEXO 2
Prueba post hoc Tukey- Kramer para comparar los resultados de ge experimentales

y estimados por el modelo de pseudosegundo orden
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ANEXO 3

Produccién de CO2 acumulado por materiales CNCh_50+NMB, CChy CN
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