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Resumen

sta investigacion estudio la preparacion de membranas compuestas de celulosa y quitosano entrecruzadas con

Cu(II) para determinar su efecto biocida y eficiencia en la remocion de Escherichia coli. Las membranas de
quitosano se obtuvieron por medio de la técnica de evaporacion del solvente. Propiedades de absorcion de agua,
degradacion térmica y mecanicas de las membranas fueron evaluadas con el proposito de modificar la estructura
quimica, la superficie y estudiar su impacto como agente biocida. Los resultados muestran que el Cu(Il) interactia
con los grupos idnicos de las membranas que inducen un cambio estructural produciendo un aumento de 190%
en el médulo G*. Ademas, el cation provee estabilidad térmica a temperaturas menores de 200 °C y produce
cambios superficiales a la membrana, especialmente a la membrana de celulosa. Adicionalmente, la membrana
de celulosa-Cu(Il) aumento su efecto biocida contra E. coli hasta un 96%. El proceso de remocion por medio de
la filtracion aumento 41% con la incorporacion del cation. Esta investigacion muestra el efecto de la interaccion
del catioén con grupos idnicos en la membrana que mejoran las propiedades de filtracion y efecto biocida contra
esta enterobacteria que puede llegar a ser patdgena para el ser humano.
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Abstract

his research studied the membrane preparation of Cu(Il) crosslinked membranes composed of cellulose

and chitosan to determine its biocidal effect and efficiency to remove Escherichia coli. Water absorption,
thermal degradation, and G* modulus evaluated the Cu(II) impact on the equilibrium, thermal and mechanical
properties. These results showed that Cu(II) incorporation interacts with the ionic groups, inducing a structural
change increasing the G* modulus by 190%. Moreover, the cation provides thermal stability at temperatures below
200 °C and produced surface changes to the membrane, especially to the cellulose membrane. Additionally, the
cellulose-Cu(Il) membranes increased 96% their biocidal effect against E. coli. Enterobacter filtration process
increased 41% with the cation incorporation into the cellulose membrane. Therefore, this research showed the
cation effect on the ionic groups in the membrane that improve the filtration properties and biocidal effect against
harmful enterobacteria to humans.

Keywords: Colony-forming units, transport phenomena, thermal degradation, morphology
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Introduccion

El agua es critica para la supervivencia del ser
humano; lamentablemente aun en este tiempo de avan-
ces tecnoldgicos, muchas de las personas todavia no
poseen acceso a agua potable (Cabral, 2010). Esto pre-
dispone que las personas puedan adquirir infecciones
patogenas por medio del consumo del agua, el cual le
puede llegar a provocar hasta la muerte. En América
Latina, un alto grado de su poblacién posee infecciones
causadas por patogenos resistentes a medicamentos,
en comparacion a otras regiones del mundo. Estos pa-
tégenos son facilmente transmitidos entre los indivi-
duos de una comunidad por medio del agua y de los
alimentos (Salles et al., 2013). Las enterobacterias tales
como E. coli son algunos de los patéogenos que se en-
cuentran como contaminantes del agua (Cabral, 2010).
La enterobacteria Escherichia. coli enterotoxigénica
(ECET) ocasiona diarrea y son el segundo problema
en importancia como causa de muerte entre lactan-
tes y niflos, después de la neumonia segun lo indica
un estudio en la poblacion guatemalteca (Schneider,
2005). Asimismo, EPEC también ha sido aislada en
casos de diarrea aguda en Santa Rosa, Guatemala
(Jarquin et al., 2022). Ademas, se ha determinado que
los menores de cinco afios se encuentran en riesgo de
adquirir alguna enfermedad por causa de bacterias o
virus contenidos en el agua o un alimento consumido
(Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de
Guatemala, 2022). Debido a los continuos avances en el
desarrollo de la tecnologia de membranas, se han con-
seguido membranas con mejores propiedades térmicas,
mecanicas y de resistencia a agentes quimicos (Fane
et al., 2015) que puedan utilizarse para la eliminacion
de enterobacterias en el agua (Fane et al., 2015; Qi et
al., 2018; Szekeres et al., 2018). Comparado con otros
tipos de membranas, las membranas poliméricas lide-
ran los procesos de separacion en la industria porque
son econdmicas y practicas para su uso; sin embargo,
aspectos quimicos, mecanicos y térmicos restringe su
aplicacion (Madaeni et al., 2015). Se ha determinado
que las membranas poliméricas obtenidas por medio
de la técnica de evaporacion de solvente favorecen el
transporte a través de ella debido a la nanoestructura
especifica obtenida luego de su proceso de formacion
(Avilés-Barreto & Suleiman, 2013; Guerrero-Gutié-
rrez et al., 2015). Membranas poliméricas elaboradas
a partir de celulosa nano fibrilada y particulas de cobre
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metalico se han utilizado como filtros de agua para
la retencidén de virus; en donde modificaciones en
su estructura polimérica mejoraron sus propiedades
de retencion contra los virus (Szekeres et al., 2018).
Otros estudios han utilizado membranas de celulosa
con particulas de plata que han demostrado capacidad
antibacteriana durante el proceso de filtrado de agua
(Praveena et al., 2016); sin embargo, no han evaluado
el efecto biocida superficial con otros agentes como
cobre. El quitosano también se ha utilizado para la
formacion de membranas para el tratamiento de agua.
Este material es un amino polisacarido que posee una
estructura quimica conformada por cadenas lineales de
policationes con una alta densidad de carga; ademas,
posee grupos hidroxilo y amino que poseen alta reacti-
vidad (Islam et al., 2017). Este material se produce por
medio de la desacetilacion de la quitina extraida del
exoesqueleto de crustaceos el cual es un material de
desecho de la industria pesquera (Keshvardoostchoka-
mi et al., 2021). Se espera que el tamafio del mercado
mundial de quitosano incremente de USD 1.205%10°
a USD 2.55x10° para el 2022 siendo la region de Asia
Pacifico la que lidera el mercado de quitosano espe-
cialmente en China, Japon, India y Tailandia (Huq et
al., 2022). Membranas de quitosano y policaprolactona
han mostrado alta efectividad para reducir a Staphylo-
coccus aureus presente en el agua (Cooper et al., 2013).
La incorporacion de biocidas (por ejemplo, cobre) en la
superficie de la membrana provee una estrategia efecti-
va en la modificacion superficial de la membrana que a
su vez provee alta efectividad en contra enterobacterias
(Qi etal., 2018). Estudios han demostrado que el cobre
actua como un agente antibacteriano (Das & Patra,
2017) y antiftingico (Quaranta et al., 2011).

El objetivo de esta investigacion fue determinar
el efecto de la incorporacion de Cu(II) sobre la super-
ficie de membranas de celulosa y quitosano sobre el
proceso de filtracion y su capacidad biocida contra E.
coli. Las membranas se caracterizaron por medio de
propiedades de absorcion de agua, degradacion tér-
mica, propiedades mecanicas y su composicion qui-
mica. El impacto de esta investigacion consistio en
desarrollar una membrana polimérica que contenga en
su superficie un agente biocida que tenga la capacidad
de poder eliminar del agua la enterobacteria E. coli
y que dicha membrana cuente con el potencial de ser
utilizada en comunidades con limitado acceso a agua
potable en Guatemala.
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Materiales y Métodos

Materiales

Las membranas de acetato celulosa/nitro celu-
losa (celulosa) se adquirieron de Merck Chemicals®
(MF-Millipore 0.45 pm MCE Membrane), sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO, * SH,0) (Sigma Chemical
CO, 99%), agar tripticasa soya (TS) (Merck Chemi-
cals), acido acético glacial (Merck Chemicals, 100%),
fenolftaleina en polvo (Kosmos Hassler), acido clo-
rhidrico (Aldrich Chemical, 37%), solucion salina
tamponada con fosfato (PBS), pH: 7.3 + 0.2 (Inmuno
Concepts), glicerina (Sigma Chemical), cloruro de so-
dio (Merck, JT Baker), quitosano (Bio Basic Canada
Inc), hidréxido de sodio en pellets (EMPLUR A® Mer-
ck Chemicals, pureza > 97.0%). Todos los productos
quimicos se utilizaron tal como fueron recibidos y se
almacenaron en un area libre de polvo en recipientes
color ambar para protegerlos de la luz

Métodos

Preparacion de la membrana
Elaboracion de la membrana de quitosano

La preparacion de la membrana de quitosano
consistié en disolver 5 g de quitosano en 400 g de una
solucion acuosa de 25%p/p de acido acético glacial
(Geng et al., 2005). La mezcla se mantuvo en agita-
cion constante durante 24 h. Finalizado este proceso,
se agrego 25%p/p glicerina y se agit6 durante 30 min.
Luego se coloco la solucion en cajas de Petri y se dejo
evaporar el solvente durante 3 semanas a temperatura
ambiente.

Entrecruzamiento de membranas con Cu(Il)

Las membranas se sumergieron en 10 mL de una
solucién 1 M (CuSO, * 5H,0) a temperatura ambiente
durante 24 h. Terminado este periodo se elimino el
exceso de la solucion por medio de lavados con agua
desmineralizada hasta que el pH del agua de lavado
fuera 7. Luego se procedio a secarlas a 50 °C durante
24 h (Shen et al., 2017).
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Caracterizacion de la membrana

Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR)

Una celda de reflectancia total atenuada (ATR)
con el FT-IR (ATR Nicolet™ IS™ 10) se utiliz6 para
analizar la posicion e intensidades de los grupos quimi-
cos caracteristicos de cada una de las membranas antes
y luego de ser entrecruzadas con Cu(Il). Las membra-
nas se colocaron sobre un ATR de diamante, luego el
espectro infrarrojo se colect6 utilizando 132 escaneos
con una resolucion de 4 cm™ a una velocidad optica de
0.4747 en un rango de 600-4000 cm™.

Absorcion de agua

La absorcion de agua se midio sumergiendo una
muestra 1 cm x 1 cm (secada previamente a 60 °C
durante 24 h en un horno) en 10 mL de agua desmine-
ralizada a temperatura ambiente. Se registro el peso
de la membrana después de su inmersion en agua a
diferentes intervalos de tiempo: 10, 20 y 40 minutos
(Guerrero-Gutiérrez et al., 2015). Cada resultado repre-
senta el promedio de diez repeticiones, el porcentaje de
absorcion de agua fue calculado mediante la siguiente
ecuacion (1):

_ (wy—ws)

A *100% (D

2

Donde A es el porcentaje de agua absorbida du-
rante un intervalo de tiempo, W, es el peso de la mues-
tra durante un intervalo de tiempo y W, es el peso de
la muestra seca.

Analisis termogravimétrico (TGA)

La degradacion térmica y el contenido de ceniza
en cada membrana se determiné utilizando un anali-
zador termogravimétrico Mettler Toledo TGA/DSC
3+. En cada experimento se utilizd una muestra con
un peso de 5-10 mg. Las temperaturas de degradacion
fueron determinadas luego de calentar la muestra de
temperatura ambiente hasta 600 °C a 10 °C/min bajo
una atmosfera de inerte de nitrégeno. El contenido de
ceniza se determind calentando la muestra de 600 °C
hasta 800 °C a 10 °C/min bajo una atmosfera de aire.
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Analisis mecadnico dinamico (DMA)

El analisis dindmico mecanico se utilizd para de-
terminar las propiedades mecanicas de las membranas
de celulosa con Cu(II). El médulo dinamico en tension
(E¥*) fue determinado de 25 a 100 °C a 2 °C/min y una
frecuencia de 1 Hz. Adicionalmente, se determino el
modulo dindmico del esfuerzo cortante de 25 a 100 °C
a 3 °C/min y una frecuencia de 1 Hz utilizando un
DMAT1 de Mettler Toledo.

Analisis optico

La superficie de las membranas se observo por
medio de un microscopio digital marca Keyence mo-
delo VHX-5000 Digital (Keyence Corporation, Japan)
con una magnificacion de 500X y 3000X utilizando
el lente VHZ500R/W/T. Esta ultima magnificacion
solamente se empled con las membranas de celulosa.

Preparacion de solucion madre de E. coli
ATCC 8739

La solucion madre se realizé incubando la bac-
teria E. coli ATCC 8739 en un caldo nutritivo de TS
a 37 °C durante 24 h. La concentracion de la solucion
madre se establecié mediante la comparacion con el
Estandar de MacFarland No. 1 que contiene 3 x 10%
UFC/mL aproximadamente. Esta soluciéon madre se
diluy6 sucesivamente hasta obtener una cantidad de
25 a 250 UFC (Maturin & Peeler, 2020).

Proceso de filtracion de E. coli contenido en
el agua

El proceso de filtracion de E. coli contenido en
el agua se realiz6 por medio de un equipo de filtracion
(MF75™, NALGENE®) y una bomba de vacio (VWR
Scientific LR39793). Inicialmente las membranas se
esterilizaron bajo luz UV durante 22 min de cada lado.
Seguidamente se coloco la membrana en el equipo de
filtracion, luego el agua con E. coli'y se inici6 el proceso
de filtrado. Al finalizar este proceso se retiré cuidado-
samente la membrana y se colocd sobre una placa con
agar TS. Para determinar la eficiencia de la membrana
se sembraron 100 pL de la solucion madre en agar TS
antes y luego de la filtracion. Todos los agares se in-
cubaron a 37 °C por 24 h (Standard Methods, 2018).
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La eficiencia se obtuvo por medio del recuento de Uni-
dades Formadoras de Colonia (UFC) contenidas en el
agua antes y luego del proceso de filtrado. Los resul-
tados representan el promedio de diez repeticiones.

Capacidad biocida de las membranas

La capacidad biocida de las membranas se de-
termino por medio de la siembra de la solucion madre
sobre la superficie de la muestra. Para ello, las membra-
nas se cortaron en forma circular con un didmetro de
14 mm esterilizandose bajo luz UV durante 22 minutos
de cada lado. Luego, se agregaron 50 pL de la solucion
madre sobre la superficie de cada muestra incuban-
dose a 37 °C durante 4 h. Finalizado este periodo, las
membranas se sumergieron en 1 mL de solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) pH 7.3 + 0.2 colocandose
sobre un agitador (IUCHI, AC100V50/60Hz) a 92 rpm
durante 10 min. Finalizado este tiempo, se extrajeron
50 pL de la solucion de PBS y se sembraron en agar TS
incubandose a 37 °C por 24 h. Por tltimo, se procedi6 a
realizar el recuento de UFC. Adicionalmente, se realizod
un control bajo las mismas condiciones con la diferen-
cia que se elimino el uso de membrana y se realiz6 una
siembra directa de 50 pL de la solucion madre (Zhuang
et al., 2020). Los resultados representan el promedio
de diez repeticiones.

Procesamiento y analisis de la informacion

Se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA)
de un factor por separado para las siguientes variables
respuesta: absorcion de agua, el proceso de filtracion y
la capacidad biocida, siendo el factor analizado el tipo
de membrana. Adicionalmente, se realizé la prueba
de comparacion multiple de Tukey para comparar las
medias del factor analizado. Las muestras se corrieron
en orden aleatorio y las hipdtesis fueron evaluadas con
un nivel de confiabilidad del 95%. Las hipdtesis nulas
se rechazaron si el valor de p asociado al resultado
observado es igual o menor que el nivel de significa-
cién (p < .05).

Resultados

Las membranas poliméricas han sido utilizadas
para eliminar bacterias del agua debido a su estruc-
tura porosa, facilidad de fabricacion y permeabilidad
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selectiva, esperandose que posea un flujo de filtracion
con la adecuada capacidad de retencion (Mukherjee
& De, 2018). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) fija en cero (0) unidades formadoras de colo-
nias de E. coli por 100 mL de agua (0 UFC/100 mL)
como valor maximo permitido en agua para consumo
humano (Otekpo, 2020). Otros parametros importantes
en las membranas utilizadas para el tratamiento de agua
son la estabilidad térmica a temperaturas mayores de 90
°C (Maénttéri et al., 2002), poseer buenas propiedades
mecanicas (Bassyouni et al., 2019) y presentar estabi-
lidad quimica durante su operacion (Ricci et al., 2017).

Caracterizacion de la membrana

Espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (ATR-FTIR)

El espectro en infrarrojo fue obtenido para todas
las muestras con el objetivo de evaluar el efecto de la
incorporacion de Cu(Il) en la estructura quimica de
las membranas. La Figura 1A exhibe el espectro de
la membrana de celulosa, el cual presenta las bandas
caracteristicas asociadas a este biopolimero. El agua

Figura 1
FTIR de las membranas
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contenida en la membrana se observa a 3470 cm™ indu-
cido por el grupo O-H. Adicionalmente, se encuentran
los picos caracteristicos al grupo C =0y C-H a 1740,
2920 cm! respectivamente. Finalmente, se encuentran
los picos caracteristicos que corresponden a las vibra-
ciones de estiramiento simétricas y asimétricas de los
grupos C-O y C-O-C a 1151-897 cm’’. La membra-
na de celulosa-Cu(Il) exhibe los mismos picos que la
membrana de celulosa; sin embargo, presenta algunas
diferencias, especificamente en la intensidad y forma
de los picos a 2994 y el rango 1151-897 cm™. La Figura
1B muestra el espectro para las membranas quitosano
y quitosano-Cu(II). Esta membrana muestra seis pi-
cos caracteristicos del quitosano; el primero es un pico
ancho que corresponde al grupo O-H a 3260 cm™ que
se sobrepone sobre al pico correspondiente al grupo
N-H a 3328 cm™. Seguidamente, se encuentran el pico
correspondiente al grupo C-H a 2872 cm™'. Adicional-
mente, existen tres grupos amida que se identificaron a
1644 cm™, 1569 cm™ y 1400 cm™ que corresponden al
estiramiento del grupo C = O (amida I), a la flexion del
grupo N-H (amida II) y al estiramiento del grupo C-N,
respectivamente. Finalmente, se encuentran los picos
caracteristicos que corresponden a las vibraciones de
estiramiento simétricas y asimétricas de los grupos
C-O y C-O-C a 1151-897 cm™. La adicion de Cu(II)
cambia el espectro de la membrana de quitosano. Este
cation modifica el nimero de onda de los picos ca-
racteristicos de la flexion del grupo N-H (amida II)
y al estiramiento del grupo C-N (amida III) (1569
cm! y 1400 cm™). Ademas, aparece un pico adicio-

Tabla 1

nal en la region 1151-897 cm™ (grupos C-O y C-O-C).
La Tabla 1 muestra los cambios en las bandas caracte-
risticas de las membranas.

Propiedades de equilibrio: absorcion de agua

La Figura 2A muestra el porcentaje de absorcion
de agua en funcion del tiempo. Estos resultados mues-
tran que las membranas alcanzan el equilibrio luego de
sumergirlas 20 minutos en agua. Las membranas de
quitosano, celulosa y celulosa-Cu(Il) no mostraron una
diferencia significativa en la cantidad absorbida de agua,
alcanzando un maximo de absorcion de 620%. La mem-
brana de quitosano-Cu(II) exhibi6 la mayor reduccion en
la cantidad absorbida de agua a los 40 min (Figura 2B).
La incorporacion del cation a la membrana de quitosano
redujo un 91% su capacidad de absorber agua.

Proceso de degradacion

El proceso de degradacion de las membranas se
obtuvo por medio de un analisis termogravimétrico.
La Figura 3 muestra el proceso de degradacion de las
membranas de antes y después de entrecruzarse con
cobre. Estos resultados muestran que la membrana de
celulosa posee tres etapas de degradacion (Figura 3A).
La primera ocurri6 a los 200 °C con una pérdida en
peso de 84%. La segunda etapa de degradacion se pre-
sentd en el rango de temperatura de 200-400 °C con

Numero de onda de los grupos funcionales en las membranas

Numero de onda (cm™) por grupo funcional

Membrana OH CH €0 C0/C-0C ?111;{ C-N Elft‘;t;;:d
Celulosa 3470 2920 1740 1151-897 Abs Abs N/A
Celulosa-Cu(II) 3410 2920 1740 1151-897 Abs Abs Reduccion
Quitosano 3260 2872 1644 1151-897 1569 1400 N/A
Quitosano-Cu(Il) 3220 2872 1630 }(1)25;897** 1520 1370 Reduccion

Nota. Abs significa la ausencia del grupo funcional en la membrana. Reduccion se refiere a la reduccion de la intensi-
dad respecto a la membrana sin Cu(II). *Pico adicional en la region de 1151-897. **La region de 1151-897 mostro un

aumento de intensidad respecto a la membrana sin Cu(II).
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una pérdida de peso adicional del 8%. La Gltima etapa
de degradacion ocurrié 400-550 °C con una pérdida
de peso adicional del 3% siendo el 5% el contenido de
ceniza de la membrana. La incorporacion del cation a
la membrana modifico el patron de degradacion: pre-
sento dos etapas degradacion y aumento la cantidad de
ceniza. La membrana de celulosa-Cu(Il) present6 su
primera etapa de degradacion a los 200 °C; sin embar-
20, la pérdida por peso se redujo un 8.6% en compara-
cion con la membrana de celulosa. La segunda etapa
de degradacion se produjo en el rango de temperatu-
ra de 200-600 °C con una pérdida de peso adicional
del 14%. El contenido de ceniza aument6 de 5% a un
12% respecto a la membrana sin cobre. La Figura 3B
muestra el comportamiento la absorcion de calor de
la muestra en funcion de la temperatura. A 200 °C se
presenta un pico exotérmico para ambas membranas.
La membrana de celulosa presenta un pico adicional
alos 515 °C, el cual confirma la temperatura a la cual
se produce la mayor rapidez de degradacion en 400-
550 °C. Sin embargo, la membrana de celulosa-Cu(II)
presentd dicha transicion a un rango de temperatura
menor (350-425 °C), lo cual confirma la segunda etapa
de degradacion para esta membrana.

Figura 2

La Figura 3C muestra el proceso de degradacion
de las membranas de quitosano posee tres etapas de
degradacion. La degradacion inicial ocurrié alrededor
de 30-130 °C con una pérdida de peso del 10%. La se-
gunda degradacion ocurri6 en el rango de 130-230 °C
donde la méaxima degradacion fue observada a 175 °C
con una pérdida en peso adicional de 11%. La terce-
ra degradacion ocurrid en el rango de 240-400 °C,
etapa en la que se obtuvo la maxima degradacion a los
288 °C con una pérdida en peso de 30%. La muestra
se calento hasta los 600 °C donde obtuvo una pérdida
en peso adicional de 13%. El residuo obtenido a partir
de esta temperatura fue de 21% el cual se oxid6 calen-
tandose bajo una atmosfera de aire donde la cantidad
de ceniza obtenida fue del 14.6%. La membrana de
quitosano-Cu(II) exhibié un comportamiento diferente
a la membrana de quitosano en donde solamente la
primera etapa de degradacion permanecio6 en el mismo
rango de temperatura (Figura 3C). La segunda etapa
de degradacion empez6 a los 130 °C; sin embargo, al
aumentar la temperatura a 200 °C hubo un cambio
abrupto en la pérdida en peso de 26%. La tercera etapa
se presento en el rango de 250-400 °C donde la maxima
degradacion ocurrio a 275 °C con un 18% en pérdida

Absorcion de agua en funcion del tiempo y porcentaje de agua absorbida de las membranas
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del tiempo y B el agua absorbida a los 40 min.
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en peso. La adicion del cation indujo una cuarta etapa
en la degradacion de quitosano-Cu(Il) que ocurrio en
el rango 400-600 °C. Ademas, la maxima degradacion
ocurri6 a los 515 °C y esta etapa presento el mayor por-
centaje en pérdida de peso (31.5%) en esta membrana.
Adicionalmente, el contenido de ceniza incrementd a
16.44% en comparacion con la membrana sin cobre. La
Figura 3D muestra el flujo de calor de las membranas
quitosano en funcion de la temperatura. La muestra
de quitosano presenta solamente el pico exotérmico
del proceso de oxidacion con aire a los 650 °C; sin
embargo, la membrana con cobre muestra la transicion
térmica a los 515 °C que confirma la presencia de la
cuarta etapa de degradacion de esta membrana. La pri-
mera derivada del proceso de degradacion se encuentra
en la Figura 3A y 3C para las membranas de celulosa y
quitosano, respectivamente. Estas graficas confirman
las temperaturas en donde se producen las etapas de
degradacion mencionadas anteriormente.

Figura 3

Propiedades mecanicas

Las propiedades mecanicas de la membrana se
obtuvieron por medio del DMA en modo de tension
y de esfuerzo cortante. El modulo complejo (E*) en
modo tension de la membrana de celulosa a 30 °C fue
de 39.74 + 1.90 MPa; sin embargo, la incorporacion
de Cu(II) a la membrana indujo un incremento en el
moddulo de 190% (115.28 + 66.33). Adicionalmente, se
determiné el médulo E* en modo de esfuerzo cortante
en funcién de la temperatura (Figura 4). Estos resul-
tados muestran que el médulo E* decrece linealmente
en funcion de la temperatura para ambas muestras. Sin
embargo, el modulo de la membrana celulosa-Cu(I)
fue 33.60% mayor que la membrana de celulosa (1.22
MPa) a 30 °C. A temperaturas mayores de 90 °C ambas
membranas presentaron valores similares en el modulo
en modo de esfuerzo cortante.

Proceso de degradacion térmica y flujo de calor de las membranas
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Nota. A representa el proceso de degradacion y B el flujo de calor de la membrana de celulosa y celulosa-Cu(II).
C representa el proceso de degradacion y D el flujo de calor de la membrana de quitosano y quitosano-Cu(II)
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Figura 4

Propiedades mecanicas de las membranas de celulosa y celulosa-Cu(Il)
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Analisis superficial

Los cambios en la superficie de la membrana in-
ducidos por la incorporacion de Cu(Il) en la superficie
se observaron por medio de un microscopio optico Ke-
yence VHX-5000. La Figura 5A y 5B muestra a 500X la
superficie de la membrana de celulosa y celulosa-Cu(II),
respectivamente. La superficie de la membrana de ce-
lulosa presenta una superficie lisa sin una porosidad
apreciable; sin embargo, la incorporacion del cation a
la membrana modificé su superficie. Al incrementar la
magnificacion del lente a 3000X (Figura 5C) se observo
que esta superficie presentaba cambios en su porosidad.
Adicionalmente, esta figura muestra posibles cambios
en la rugosidad debido a los cambios superficiales vi-
sualizados. Estudios adicionales deben realizarse para
confirmar estos cambios relacionados a la rugosidad
en la muestra. La Figura 6A y 6B nuestra la superfi-
cie de la membrana de quitosano y quitosano-Cu(II)
a 500X, respectivamente. Esta imagen indica que la
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membrana de quitosano presenta una superficie lisa
sin una porosidad aparente. La membrana de quitosa-
no-Cu(Il) presenta una superficie similar, solamente
cambio6 el color. Un estudio utilizando SAXS podria
confirmar el cambio del tamafio del poro inducido por
la incorporacion del cobre en las membranas. Estudios
han utilizado esta técnica para determinar este para-
metro en las membranas (Guerrero-Gutiérrez et al.,
2017; Pérez-Pérez & Suleiman, 2015; Syed et al., 2018).

Proceso de filtracion de E. coli y efecto
biocida

La Figura 7A muestra el efecto de las membranas
de celulosa y celulosa-Cu(Il) en el proceso de filtra-
cion de E. coli. Estos resultados presentan la cantidad
de UFC en 100 pL de solucién madre y en 100 pL
del agua filtrada. La membrana celulosa-Cu(II) ob-
tuvo mayor capacidad de filtracion de E. coli que la
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Figura 5

Imagen de la superficie de las membranas de celulosa

Nota. A representa a la membrana de celulosa a 500X, B a la membrana celulosa-Cu(II) a 500X. C representa la mag-
nificacion de la membrana celulosa- Cu(Il) a 3000X.

Figura 6

Imagen de la superficie de las membranas de quitosano

Nota. A representa la membrana de quitosano a 500 X y B la membrana quitosano-Cu(II) 500X.
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membrana de celulosa. La primera redujo en 98% la
cantidad de E. coli contenida en el agua, en cambio la
membrana de celulosa solo la redujo 57%. Luego del
proceso de filtrado, la membrana present6 un recuento
de muy numeroso para contar (MNPC) (Figura 7B), lo
que indica la presencia de las enterobacterias removi-
das en ambas membranas.

Los resultados de la capacidad biocida de las
membranas de celulosa y celulosa-Cu(Il) se encuen-
tran en la Figura 8. Estos resultados muestran que la
membrana de celulosa tiene un efecto biocida al reducir
60% la cantidad de UFC. Sin embargo, la membrana
de celulosa-Cu(II) posee un efecto biocida atin mayor
al reducir 96% la presencia de UFC de E. coli. Estos
resultados se compararon sembrando directamente la
solucion madre sin la membrana, obteniendo como
resultado un crecimiento mayor de 574 UFC lo que
confirma la capacidad bactericida de ambas membra-
nas de celulosa.

Figura 7

Los resultados del efecto biocida de las membra-
nas de quitosano y quitosano-Cu(II) se encuentran en
la Figura 9. Estos resultados muestran que la membrana
de quitosano posee un efecto biocida al reducir 80% la
cantidad de UFC en el agua. Sin embargo, la membrana
de quitosano-Cu(II) posee un efecto biocida aiin mayor
al reducir 90% la presencia de UFC. Cabe mencionar
que el proceso de filtracion no se llevo a cabo con las
membranas de quitosano ya que al tener la capacidad
de absorber 600% de su peso, se rompen al ser colo-
cadas en el dispositivo de filtracion. La membrana de
quitosano-Cu(II) exhibi6 un fenomeno interesante ya
que no permitié pasar el agua a través de ella utilizan-
do el proceso implementado de filtracion al vacio. Se
dejo por 24 h en contacto con la solucién acuosa con
enterobacterias y no hubo filtracion. Estudios adicio-
nales podrian analizar diferentes tipos de procesos de
filtracion para verificar la eficacia en la remocioén de
la enterobacteria.

Efecto de la me membranas de celulosa y celulosa-Cu(Il) en el proceso de filtracion de E. coli
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Figura 8

Capacidad biocida de las membranas de celulosa y celulosa-Cu(Il)
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Figura 9
Capacidad biocida de las membranas de quitosano y quitosano-Cu(Il)
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Discusion

Una tendencia emergente en la tecnologia de
membranas es desarrollar membranas a partir de po-
limeros naturales/biodegradables que sean sostenibles
y al mismo tiempo logre una alta eficiencia de flujo y
separacion (Castro-Mufioz & Gonzalez-Valdez, 2019).
Las membranas a base de celulosa son ecologicas, de
bajo costo y ahorran energia, lo que ofrece el poten-
cial para reemplazar los materiales de membrana tra-
dicionales a base de petroquimicos (Li et al., 2022).
Quitosano también es un biopolimero biodegradable
de bajo costo, no toxico, con propiedades antibacteria-
nas y antioxidantes, razones por las cuales se utiliza
para el tratamiento de agua (Spoiala et al., 2021). Las
membranas para el tratamiento de agua deben poseer
un tamafio de poro de 0.1-10 um para retener a las bac-
terias (Wang et al., 2013) ser estables a temperaturas
mayores a 90 °C (Ménttéri et al., 2002) y poseer buenas
propiedades mecanicas (Bassyouni et al., 2019) con
estabilidad quimica en condiciones extremas de pH
(Bargeman, 2021).

Propiedades quimicas, térmicas, mecanicas
y Opticas

Se obtuvieron membranas de celulosa y quito-
sano con cobre para determinar su efecto biocida y
su efectividad en eliminar E. coli del agua. Ademas,
los resultados se correlacionaron con las propiedades
quimicas, térmicas y de equilibrio de la membrana.
Las propiedades quimicas de las membrana celulosa
y quitosano se determinaron por medio de un ATR-
FTIR. La membrana de celulosa presentd los picos
caracteristicos correspondientes a acetato de celulosa
a 3500, 2994, 1744 y en el rango de 1151-897 cm™ que
corresponden a los grupos O-H, C-H, C=0y los gru-
pos C-O y C-O-C, respectivamente (Oh et al., 2005;
Song et al., 2012). La membrana de quitosano también
presento los grupos caracteristicos a 1644, 1569 y en
el rango de 1151-897 cm™! que corresponden al grupo
C=0enlaamida, al grupo N-H y a los grupos C-O y
C-0-C, respectivamente (Gedam & Dongre, 2015). La
incorporacion de Cu(Il) en la membrana de celulosa
modifico la intensidad de la absorbancia y la forma de
los picos mencionados anteriormente. En la membrana
de quitosano modifico el nimero de onda de los picos
caracteristicos de la flexion del grupo N-H (amida IT)
y al estiramiento del grupo C-N (amida III) (1569 cm!
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y 1400 cm™). Ademas, aparece un pico adicional en la
region 1151-897 cm™ (grupos C-O y C-O-C). Esto se
debe a que el cation modifica la cantidad absorbida
requerida para producir las bandas caracteristicas de
los grupos funcionales (especificamente de los grupos
i6nicos), lo cual indica cambios en su estructura qui-
mica y morfologia (Pérez-Pérez & Suleiman, 2015).
Estos cambios indican que el Cu(II) esta ubicado en
los grupos funcionales donde la intensidad disminuye
o0 existe un cambio en la posicion del nimero de onda
(Gedam & Dongre, 2015).

Las propiedades térmicas de la membrana fueron
obtenidas por medio de un analisis termogravimétrico.
La membrana de celulosa es una mezcla de acetato de
celulosa y nitrocelulosa, donde la primera degradacion
es atribuida a la degradacion de nitrocelulosa (Lin et
al., 2010). La segunda y tercera etapa de degradacion
(200-400 °C y 400-550 °C) corresponde a la degradacion
del acetato de celulosa (Hong et al., 2020). La incorpo-
racion del cation a la membrana modifico su patron de
degradacion: solamente presentd dos etapas degrada-
cioén y obtuvo un aumento en la cantidad de ceniza. La
membrana de quitosano exhibio tres etapas de degra-
dacion. La primera ocurri6 alrededor de 30-100 °C con
una pérdida de peso del 10% que corresponde al agua
absorbida en la membrana (Gedam & Dongre, 2015).
La segunda degradacion (140-240 °C) corresponde a la
degradacion de la glicerina (Hong et al., 2020). Final-
mente, la tercera degradacion corresponde a la cadena
polimérica del quitosano (Gedam & Dongre, 2015).
La incorporacion de cobre produjo estabilidad térmi-
ca a la membrana a temperaturas menores de 200 °C;
sin embargo, hubo mayor degradacion de la cadena
polimérica del quitosano a una temperatura menor. La
Tabla 2 presenta las temperaturas de degradacion de
las membranas. La adicion de cationes provee estabi-
lidad a los grupos ionicos debido al entrecruzamien-
to con el cation (Avilés-Barreto & Suleiman, 2013;
Guerrero-Gutiérrez & Suleiman, 2013), y modifican
los patrones de degradacion de las cadenas poliméricas
(Pérez-Pérez & Suleiman, 2015). Las curvas de flujo
de calor se obtuvieron en un TGA/DSC. A pesar de la
baja sensibilidad de este equipo para obtener la curva
de flujo de calor en comparacion con la sefial de un
equipo especifico de DSC, se puede utilizar para identi-
ficar efectos térmicos en el proceso de descomposicion
térmica y termo oxidativa de las muestras (Lebedeva
et al., 2021; Schindler et al., 2017). Es por ello, que
solamente se empled esta curva para determinar los
puntos en los cuales se produjo una degradacion en la
muestra. Sin embargo, un estudio adicional utilizando
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Tabla 2

Temperaturas de degradacion de las membranas

Membrana 1.* Deg. PP 2.* Deg. PP 3. Deg. PP 4.2 Deg. PP Ceniza
(°O (%) (°O () (°O) (%) (°O (%) (%)
Celulosa 200 84 200-400 8 400-500 3 Aus. Aus. 5
Celulosa-Cu(II) 200 74 200-600 14 Aus. Aus. Aus. Aus. 12
Quitosano 30-130 10 130-230 11 230-600  43(*) Aus. Aus. 14.6
Quitosano-Cu(II) 30-130 8 130-250 26 250-400 18 400-600  31.5 16.4

Nota. Deg.: etapa de degradacion, PP: pérdida de peso, Aus.: ausente, (¥) al finalizar esta etapa presentd un residuo

de 21%

un DSC y DMA podria confirmar las temperaturas en
las cuales se produce un cambio en la temperatura de
transicion vitrea (Tg) de la muestra y asociarlo con la
estabilidad térmica de la membrana. Los resultados ob-
tenidos con el TGA confirman la interaccion del cation
con los grupos funcionales identificados con el FTIR
y ademas la interaccion de Cu(II) con la glicerina en
la membrana de quitosano.

Las propiedades mecanicas fueron determina-
das por medio de un medidor dindmico mecanico. El
moddulo E* aument6 con la incorporacion del Cu(II)
debido a que el cation se entrecruza con grupos ioni-
cos, produciendo un rearreglo estructural que induce
los cambios en sus propiedades mecanicas (Suleiman
et al., 2014). Membranas de celulosa han presentado
un Tg cerca de los 200 °C, marcado por un maximo
del tan delta en una medicion con un DMA (De Freitas
et al., 2017; Gutiérrez et al., 2014). Esta investigacion
solamente determind las propiedades mecanicas hasta
los 100 °C por lo que un estudio adicional, combinado
un DSC y DMA a temperaturas cercanas al Tg, po-
drian confirmar este pardmetro térmico. Finalmente,
las propiedades de equilibrio se obtuvieron por medio
de la cantidad absorbida de agua. Las membranas de
celulosa y celulosa-Cu(II) no mostraron una diferencia
significativa en la cantidad absorbida de agua. En cam-
bio las membranas de quitosano si mostraron diferen-
cia significativa con una reduccion del 91% en la can-
tidad absorbida con la incorporacion de Cu(Il). Esta
propiedad podria estar influenciadas por el arreglo en
la morfologia debido a la sustitucion del cation. Otros
estudios muestran comportamientos similares con la
incorporacion de Cu(Il) y otros cationes de diferente
numero de valencia y radio atdmico (Avilés-Barreto
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& Suleiman, 2013; Guerrero-Gutiérrez & Suleiman,
2013; Pérez-Pérez & Suleiman, 2015). Ademas, el en-
trecruzamiento del catién con los grupos idnicos in-
duce una reduccion en la cantidad de agua absorbida
(Nakayama et al., 2020). Estos resultados se relacionan
con la interaccion del cation con los grupos funcionales
mostrados con el ATR-FTIR que inducen cambios en
el patron de degradacion en las membranas. También
se producen cambios en la estructura molecular, en sus
propiedades mecanicas y la superficie de la membrana.

Proceso de filtracion y capacidad biocida de
las membranas

Las membranas de celulosa entrecruzadas con
Cu(II) presentaron un mayor porcentaje de reduccion
de E. coli en el agua. Esto se puede deber a que los
grupos funcionales carboxilo e hidroxilo disponibles
en la celulosa se entrecruzan con los iones Cu(Il) que
produce un cambio morfoldégico induciendo la forma-
cion de una red mas densa, lo cual provoca un aumen-
to en la capacidad de retencion de esta enterobacteria
(Emam et al., 2012). Adicionalmente, el Cu(II) presenta
actividad antimicrobiana frente a distintas bacterias
(Prado et al., 2012). Atn no esta totalmente dilucidado
el mecanismo de su accion biocida, pero se postulan
tres posibles mecanismos; como son la formacion de
radicales libres que incrementan el estrés oxidativo
y el envejecimiento prematuro, acelerando la muerte
celular, la despolarizacion de la membrana que dis-
minuye su selectividad y por tanto su desequilibrio
hidrico-electrolitico y la interaccion del cobre con el
ADN (Borkow & Gabbay, 2005).
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Las membranas de quitosano disminuyeron la
cantidad de UFC respecto a la solucion madre debido
a su actividad antibacteriana y antifingica (Fei-Liu et
al., 2001). El mecanismo exacto de la accion antimicro-
biana del quitosano y sus derivados atiin se desconoce,
pero se ha postulado que las moléculas de quitosano
cargadas positivamente interactiian con las membra-
nas celulares microbianas cargadas negativamente,
produciendo la fuga de componentes proteicos y otros
componentes intracelulares causando una alteracion en
la permeabilidad celular (Rabea et al., 2003). La mem-
brana de quitosano con cobre incremento su capacidad
biocida lo que puede ser atribuido a los factores descri-
tos anteriormente con la membrana de celulosa-Cu(II).

Se obtuvieron membranas de acetato de celulosa/
nitrocelulosa o quitosano que contienen Cu(Il) en su
superficie. Este cation interactiia con los grupos idnicos
de la membrana modificando su estructura quimica lo
que induce cambios en la capacidad de absorcion de
agua, el patron de degradacion y en sus propiedades
mecanicas. Ademas, el cation modifico la superficie de
la membrana observandose un cambio en su superficie,
especialmente en la membrana de celulosa. Asimismo,
la capacidad de retencion y el efecto biocida de las mem-
branas de celulosa aument6 41% y 36%, respectivamente
con la incorporacion del cation. La membrana de qui-
tosano aumentd 10% su capacidad biocida luego de la
incorporacion del cobre. El impacto de este proyecto fue
desarrollar una membrana con alta capacidad biocida
contra E. coli. Ademas, se desarrollaron membranas que
sean utilizadas en procesos convencionales de filtracion
al vacio y puedan remover enterobacterias dafinas para
el ser humano, con el potencial de ser utilizada en comu-
nidades con limitado acceso a agua potable.
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