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Resumen: Se sintetizaron por el método de microemulsién hidrogeles basados en colageno y
carboximetilcelulosa (CMC) cuyo porcentaje en la matriz colagénica fue variada en un 0, 8.3, 16.6 y
33.3 % en peso. Se determiné el indice de reticulacion e hinchamiento méximo de los hidrogeles,
obteniéndose que ambos pardmetros tienen una relacion directa con la maxima concentracion de
CMC, ya que se obtuvo una red interpenetrada (IPN) y con hinchamiento méximo de 1855% para el
hidrogel con el mayor porcentaje en peso (CMC-400), esto se relaciona a los grupos hidroxilo
presentes en la estructura quimica de la CMC. La caracterizacién de los xerogeles mediante ATR-
FTIR indican que la reticulacién entre la cadena polimérica de colageno y CMC se debe no sélo a la
participacion del reticulante, sino también, a la interaccion por puente de hidrégeno entre los grupos
amino y carboxilo del colageno, con los grupos hidroxilo de la CMC. Finalmente, la adsorcién de azul
de metileno se efectud a 40°C y 60°C empleando los xerogeles, los datos cinéticos dieron un mejor
ajuste lineal con la ecuacién de Natarajan y Khalaf, el cual corresponde a una cinética de adsorcion
de ler orden. Siendo el material con un porcentaje en peso de CMC del 8.3% (CMC-100) el que
presentd una mayor constante cinética de adsorcion. El aumento de la temperatura de adsorcion de
40°C a 60°C, incremento la constante cinética de adsorcion en un 40%, no obstante, en detrimento
de la estabilidad mecéanica de los xerogeles.

Introduccion

El azul de metileno es un compuesto quimico
organico heterociclico aromatico con formula
molecular de Ci6Hi1sCINsS, el cual es
empleado como colorante bacterioldgico,
citogenética, microscopia, tratamiento de
enfermedades, tratamiento de peces Yy
pintura. La Norma Oficial Mexicana (NOM)
127-SSA1-1994 establece que el limite
maximo de azul de metileno en el agua para
consumo humano es de 0.1 miligramos por
litro (mg/L), es decir, 0.1 ppm. En primera por
ser un agente toxico y su dificil degradacién
natural como contaminante en efluentes
textiles [1].

Entre las tecnologias de tratamiento mas
relevantes para el tratamiento de colorantes
como lo es el azul de metileno, se destacan
los procesos de adsorcion vy filtracion, las
tecnologias avanzadas de  oxidacion
(fotocatdlisis, ozonacion, fenton/UV,
electrocoagulacion, etc) y los procesos
biolégicos secuenciales (del tipo anaerobio -
aerobio) [2].

Dentro de estas opciones la adsorcion ha
probado ser la forma mas econdmica y

eficiente para la remocion de colorantes
textiles con estructuras quimicas a base de
compuestos aromaticos empleando
materiales naturales de alta disponibilidad,
facil obtencion y de bajo costo [2].

Algunos  materiales empleados como
adsorbentes son los materiales siliceos,
arcilla, zeolita, quitina, quitosano y carbén
activado producido a partir de desechos
sélidos, biomasa y subproductos y materiales
industriales [3]. Por su parte los hidrogeles y
sus xerogeles son polimeros reticulados con
varios grupos funcionales hidrofilicos que
pueden servir como sitios adsortivos para la
remociéon de colorantes en efluentes
contaminantes [4]. En este sentido la
utilizacién de biopolimeros como el colageno
y la carboximetilcelulosa (CMC) con gran
cantidad de grupos hidrofilicos (-NHz y OH),
pueden ser utiles como un adsorbente
biodegradable de colorantes capaz de
disminuir la generacion de nuevos residuos
contaminantes [5, 6]

En este trabajo se realizé la sintesis de
xerogeles adicionando diferentes cantidades
de CMC (0, 8.3, 16.7 y 33.3% en masa) en una
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matriz polimérica de colageno para analizar el
efecto de la concentracion de CMC en sus
propiedades de indice de reticulacién,
hinchamiento, reticulacién quimica (ATR-
FTIR) y su relaciobn con sus propiedades
adsortivas para la eliminacién de azul de
metileno.

Parte experimental.

Sintesis de los hidrogeles de colageno-
carboximetilcelulosa (CMC).-Preparar una
solucién de carboximetilcelulosa (CMC)
disolviendo 0.5 g de CMC en 100 mL de agua.
Para iniciar con la sintesis de hidrogeles se
utilizara como molde una placa de cultivo de
24 pozos. Posteriormente, se agregara a cada
pozo 1 mL de colageno y 100, 200 o 400 pL
de CMC segun la composicion deseada
(Tabla 1). Luego, agregar a cada pozo 20 pL
del reticulante y 250 pL de PBS 10X a cada
pocillo, mezclar perfectamente.
Posteriormente, la placa de cultivo es tapada
y envuelta en papel parafilm para ser llevada
a una incubadora a 37°C durante 24 h.
Finalmente, los hidrogeles fueron secados a
temperatura ambiente para su posterior uso
en forma de xerogel.

Tabla 1. Composicion de los Xerogeles de colageno-
CMC
Formulacién Coldgeno CMC, CMC, Masa
mg pL CMC,
%

CMC-0 6 0.0 0 0
CMC-100 6 0.5 100 8.3
CMC-200 6 1.0 200 16.7
CMC-400 6 2.0 400 33.3

indice de reticulacion.- Para cada
formulacion y por triplicado se coloca un
hidrogel en un tubo de 15 mL, al cual se le
afladen 3 mL de agua y 1 mL de ninhidrina al
1% m/v. Para la preparacion del blanco, en un
lugar de colocar un hidrogel, se coloca 1 mL
de colageno sin reticular y 250 pL de PBS 10
X. Posteriormente, los tubos se colocan en un
bafio seco a 90°C durante 2 h. Se toman
alicuotas de 200 pL que se colocan en una
placa de 96 pozos para la posterior lectura de
su absorbancia en un espectrofotometro UV-
Vis Multiskan Sky ThermoScientific a 567 nm.
El célculo del porcentaje de reticulacién se
realiza mediante la siguiente ecuacion:

% Reticulacion = (1 - AM”ﬂ) *100 Ec. (1)

ABlanco

Donde Awmuestra ¥ Aslanco €S la absorbancia del
hidrogel de cualquier formulacion y la
absorbancia de colageno sin reticular,
respectivamente.

Hinchamiento maximo.- Se toman 3
hidrogeles de cada formulacion y se registra
su masa. Luego, se ponen a secar a
temperatura ambiente para después registrar
la masa del xerogel. De esta manera el
hinchamiento méaximo se calcula como:

% Hinchamiento Max.=

MHid 1—mx 1
idroge eroge. %100 Ec. (2)
Mxerogel

Donde Muidrogel Y Mxerogel indican la masa del
hidrogel y xerogel, respectivamente.

Caracterizacion de los xerogeles de
colageno-carboximetilcelulosa.- Los grupos
funcionales involucrados en el
entrecruzamiento del colageno, la CMC vy el
reticulante estudiando los xerogeles mediante
radiacion de infrarrojo empleando un
espectrémetro Perkin Elmer Frontier con un
accesorio de reflectancia total atenuada
(ATR), los espectros fueron adquiridos en un
intervalo de 4000 a 600 cm™ con una
resolucion de 4 cm™.

Experimentos de adsorcion de azul de
metileno.- Todos los experimentos de
adsorcion de azul de metileno fueron
realizados por triplicado. Se realizé6 la
comparacion de la adsorcion efectuada por las
diferentes formulaciones de los xerogeles
agregando aproximadamente 0.1 g de xerogel
(2 obleas) en 20 mL de una solucién de 100
ppm de azul de metileno a 40°C y 60°C. Se
tomaron alicuotas de 200uL cada 30 minutos
durante 4 hy la Gltima alicuota a 24 h, para ser
colocadas en una placa de 96 pozos y
tomarse lectura a 680 nm en un
espectrofotometro  UV-Vis Multiskan Sky
ThermoScientific.

Resultados y discusién.

Reticulacién.-La prueba de ninhidrina es una
medida indirecta del grado de reticulacion de
los hidrogeles basados en colageno-CMC.
Como se observa en la Fig.1 es notorio un
aumento general en el grado de reticulacion a
medida que se incrementa el porcentaje de
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carboximeticelulosa afiadido. De forma tal que
la formulacion con mayor porcentaje de
reticulacion es CMC-400, obteniendo un valor
dos veces superior a la formulacién que no
contiene CMC, este gran aumento en el indice
de reticulacion es un indicio de la formacion de
redes interpenetradas (IPN) entre el coldgeno
y la carboximetilcelulosa.
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Figura 1. Reticulacion de hidrogeles de
coldgeno-CMC(X)

Hinchamiento mé&ximo.-El hinchamiento
maximo de un hidrogel hace alusiéon a la
concentraciéon de grupos hidrofilicos que
contiene su red tridimensional. Es evidente el
aumento en el porcentaje de hinchamiento
conforme se incrementa el porcentaje de CMC
incorporado a la matriz de colageno.
Obteniéndose una mejora del 36.7% de
hinchamiento maximo de la formulacién CMC-
400 respecto a la formulacién que no contiene
colageno. Esto se atribuye a la mayor
concentracion de grupos hidroxilos que aporta
la estructura quimica de la CMC a la
estructura del coladgeno.
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Figura 2. Hinchamiento maximo de
hidrogeles de colageno-CMC(X)
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Espectroscopia infrarrojo (ATR-FTIR).- La
Fig. 3 muestra los espectros de ATR-FTIR de
los xerogeles de colageno-CMC(X). En
general los espectros muestran cerca de la
region de 2900 cm? se encuentran dos
bandas pertenecientes al estiramiento
simétrico de los grupos metileno encontrados
en la cadena alifatica del colageno. El
pequefio hombro localizado en 1744 cm
hace referencia al grupo carbonilo del enlace
tipo urea formado entre los grupos
diisocianato del reticulante y los grupos amino
presentes en el colageno [7].

Ademas, los espectros muestran las bandas
caracteristicas de las proteinas en 1635 cm™
(Amida 1) atribuido al estiramiento del grupo
carbonilo y su enlace mediante puente de
hidrogeno, en 1536 cm? (Amida |l
correspondiente al estiramiento de los grupos
amino, mientras que en 1392 cm™ (Amida IlI)
se tiene el estiramiento C-N, cuyas
intensidades disminuyen a mayor cantidad de
CMC. Algo similar ocurre en la banda amplia
en 3300 cm? relativas al estiramiento de
grupos hidroxilo y amino provenientes de las
cadenas poliméricas de CMC y colageno,
respectivamente. Lo anterior, sugiere
interacciones por puente de hidrégeno entre
los grupos amino del colageno y los grupos
hidroxilo de la CMC. Esto corrobora la
formacién de redes IPN entre el coldgeno y la
CMC, tal como se observo en los resultados
de ninhidrina.

Finalmente, las bandas en la region de 1400 a
1000 cm* corresponden a la huella digital del
colageno, ya que en dicha region se
encuentran bandas asociadas a la torsion de
los enlaces C-H encontrados en los
aminoacidos prolina e hidroxiprolina y que
conforman la estructura helicoidal del
colageno [8].
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Figura 3. Espectros ATR-FTIR de xerogeles
de colageno-CMC(X)

Cinética de Adsorcidn. - Los xerogeles de
coldgeno-CMC(X) fueron comparados al
realizar una cinética de adsorcion de azul de
metileno a 40°C y 60°C, partiendo en ambos
casos de una solucion inicial de 100 ppm
(mg/L). Los datos cinéticos (Fig. 4) de todos
los materiales a una temperatura de adsorcion
de 40°C y 60°C fueron ajustados al modelo
cinético de Natarajan y Khalaf (Ec. 3) la cual
refleja la relacion entre la concentracion inicial
del adsorbato y la concentracion a cualquier
tiempo. La forma lineal se expresa como [9]:

log (Ct) (2.303)t Ec. (3)

Donde Co y C: son las concentraciones en
mg/L (ppm) en el tiempo cero y a cualquier
tiempo, respectivamente. La k indica la
constante de adsorcion de primer orden en
unidades de min!, La Tabla 2, indica los
valores del factor de correlacion (R?) y de la
constante de adsorciébn de los materiales
colageno-CMC(X), observandose un aumento
en el valor de la constante de adsorcion que
oscila entre el 7 y 30 % cuando se emplea el
material CMC-100 en comparacién con los
demas materiales a 40°C. Mientras que a
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60°C la constante cinética fluctia de un 5.6%
a un 36.4%. En forma general, conforme se
incrementa la temperatura de 40°C a 60°C la
constante cinética de adsorcion se incrementa
en un 40%. No obstante, a 60°C se observa
que los xerogeles comienzan a degradarse
debido a su composicion a base de
biopolimeros.
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Figura 4. Cinética de adsorcion de los
xerogeles de colageno-CMC(X) a a) 40°C y b)
60°C.

Tabla 2. Constante cinética de los Xerogeles de
colageno-CMC a 40°C y 60°C

Formulacién T=40°C T=60°C
kx 103, R? kx 103, R?
min-1 min-1
CMC-0 2.897 0.979 4.114 0.967
CMC-100 3.104 0.983 4.344 0.963
CMC-200 2.575 0.981 3.910 0.975
CMC-400 2.383 0.962 3.185 0.954

Conclusiones.

La caracterizacion de los hidrogeles de
coldgeno-CMC indican un aumento en el
grado de reticulaciéon e hinchamiento maximo
conforme se incrementa la concentracion de
CMC en la matriz de colageno, destacandose
siempre la formulacion CMC-400. Por otro
lado, el incremento en la concentracion de
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CMC en la matriz polimérica de colageno
produce un aumento en las interacciones de
bajo alcance (puente de hidrégeno) entre los
grupos hidroxilo de la CMC y los grupos amino
del colageno. Lo anterior se observa en la
disminucion de las bandas asociadas a los
grupos hidroxilo, amino y tipo amida como se
indica en los espectros de infrarrojo, indicando
la formacion de redes interpenetradas (IPN).
La adsorcion con azul de metileno demuestra
que la formulacibn CMC-100 presenta la
mayor rapidez de adsorciéon tanto a 40°C
como 60°C, a pesar de no presentar el mayor
grado de hinchamiento ni de reticulacion. Lo
anterior, indica que al formarse redes IPN
entre el colageno y la CMC, una menor
concentracién de CMC hace que se obtenga
una mayor concentracion de grupos amino e
hidroxilo libores en colageno y CMC,
respectivamente; capaces de realizar una
mas rapida adsorcion de azul de metileno.
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