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Resumen

El quitosano es un biopolimero con aplicaciones diversas, una de ellas es la eliminacién de metales
pesados en agua contaminada; sin embargo, su estabilidad dimensional en dicho medio es muy
limitada, por lo que debe ser entrecruzado. El presente proyecto analiza el efecto que tiene el éster de
acido citrico y la genipina en el entrecruzamiento del quitosano, para lo cual se sintetizaron esferas de
este polimero y se evalu6 su capacidad de hinchamiento, la cual aument6 en ambos casos a medida
que disminuy6 el pH del medio acuoso, debido a la protonacion de los grupos amino del quitosano, lo
gue promueve una mayor difusién de agua para solvatar las cargas. Los espectros obtenidos por FT-IR
muestran las bandas caracteristicas de la reacciéon de entrecruzamiento del quitosano con genipina y
éster de acido citrico, comprobando una adecuada reticulacion del material. El porcentaje de
entrecruzamiento que se alcanzé con la genipina fue del 32.89 y para el éster de acido citrico fue del
80.06.

Abstract

Chitosan is a biopolymer with several applications, and one is the elimination of heavy metals in
contaminated water; however, its dimensional stability in this medium it is not enough, and it has to be
cross-linked. This project analyzes the effect of the ester of citric acid and genipin in the cross-linking of
chitosan; spheres of this polymer were synthesized and it was evaluated their swelling capacity, which
one increased with both cross-linking agents when pH of water decreased, because the protonation of
the amine groups of chitosan, occasioning a better diffusion of water to equalize the charges. The
spectrums obtained in FT-IR show the peaks of the cross-linking reaction of chitosan with genipin and
ester of citric acid, proving a good reticulation of the material. The percentage of cross-linking with
genipin was 32.89 and for ester of citric acid was 80.06.

Razon de hinchamiento, grado de entrecruzamiento, grupos amino libres, espectroscopia
infrarroja, espectroscopia UV-Vis
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INTRODUCCION

El quitosano es un biopolimero natural; una de sus
aplicaciones es la eliminacion de metales en agua
contaminada; sin embargo, debido a su baja
estabilidad dimensional en este medio, se
entrecruza para evitar su disgregacion. El
glutaraldehido ha sido el agente mas empleado
para este propdsito, pero por su alta toxicidad se
han buscado alternativas mas amigables con el
medio ambiente, tales como el éster del &cido
citrico y la genipina, que reticulan al quitosano
formando enlaces a través de los grupos amino de
las cadenas poliméricas. La efectividad de estos
materiales en la remocidn de metales depende de
dos factores: su estabilidad dimensional y la
cantidad de grupos amino libres, por lo que el
grado de entrecruzamiento debe ser 6ptimo, de
manera que se evite la disgregacion del material, y
que a la vez permanezca la mayor cantidad
posible de grupos amino disponibles, ya que son
estos los encargados de retener a los iones
metélicos. A su vez, la incorporacion de
montmorillonita y polialcohol vinilico también
provee una mayor estabilidad dimensional al
material.

En 2005, Varshosaz y Alinagari encontraron que el
quitosano entrecruzado con &cido citrico mantiene
su estabilidad a valores de pH de hasta 2 [1]. Por
su parte, en 2007, Yuan et al. analizaron el efecto
de la genipina al reticular quitosano, encontrando
gue la razén de hinchamiento disminuye a mayor
tiempo de entrecruzamiento, el cual presenta su
valor mas 6ptimo a 4 horas de reaccion [2].

En el presente proyecto se ha sintetizado el
nanocompdésito quitosano/polialcohol
vinilico/montmorillonita, el cual se ha entrecruzado
con agentes naturales como son la genipina y
éster de &cido citrico, lo que reduce la toxicidad
con respecto a otras sustancias como el
glutaraldehido. Las caracterizaciones llevadas a
cabo hasta el momento incluyen pruebas de
hinchamiento a diferentes pH (para analizar su
capacidad de adsorcion de agua), obtencion de
sus espectros de infrarrojo (para corroborar que
efectivamente el quitosano se ha entrecruzado),
asi como el uso de la espectroscopia UV-Vis para
determinar la cantidad de grupos amino
disponibles después del entrecruzamiento, los
cuales seran los responsables de retener a los

iones metalicos cuando se analice la eficiencia del
nanocomp@ésito en este ambito.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Quitosano con un 88% de grado de desacetilacion
y un peso molecular de 78000 g/mol, polialcohol
vinilico con un 99% grado de hidrdlisis,
montmorillonita, &acido acético, genipina, acido
citrico, etanol, KBr, NaOH, SnCl..2H20, ninhidrina,
etilen glicol monometil éter, glicina, isopropanol.

Sintesis y entrecruzamiento de las perlas

Se preparé una solucién de polimero al 2% wi/v
(del polimero total: 90% wt QT-10% wt PVA), con
MMT 1% wi/v, empleando &cido acético 2% v/v; la
cual se gote6 en NaOH 1.5 M para formar las
perlas por coaservacion, las cuales se lavaron y se
entrecruzaron con genipina (por cada 0.28 g de
quitosano se agregé 40 ml de solucién 1 mM) y
acido citrico (por cada 8x10-% moles de quitosano
se agregd 1 mol de acido citrico, asi como 50 ml
de etanol por cada 0.1 g de agente de
entrecruzamiento para formar el éster de acido
citrico). En ambos casos, las condiciones fueron 4
horas de reaccién y 300 rpm a temperatura
ambiente. Posteriormente, el PVA  fue
entrecruzado por medio de criogelacion, para lo
cual las perlas se sometieron a tres ciclos de
congelamiento-descongelamiento, con una
duracion de 12 horas en cada una de las dos
etapas. Previo a su caracterizacion, las perlas
fueron liofilizadas.

Analisis de la razon de hinchamiento

Se determiné la capacidad de adsorcién de agua
de los materiales entrecruzados a tres diferentes
valores de pH (6, 4 y 2), para lo cual las perlas se
colocaban en agua y se media su peso himedo a
cada minuto. La formula empleada es la siguiente:

Esw = [(Wsw - WO) /WO] x 100;
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donde Esw es la razén de hinchamiento de la perla,
Wo es el peso de la esfera liofilizada y Wsw es el
peso de la esfera hUmeda a un tiempo cualquiera.
La razén de hinchamiento de obtuvo por triplicado
para cada agente de entrecruzamiento en los tres
diferentes valores de pH.

Determinacion del grado de
entrecruzamiento

El grado de entrecruzamiento de las perlas se
determind con un ensayo de ninhidrina. La
solucion ninhidrina se prepar6 como sigue:
Solucién A: 0.21 g de é&cido citrico, 2 ml de NaOH
1Mm y 0.008 g de SnCl2.2H20; Solucién B: 0.2 g
de ninhidrina en 5 ml de etilen glicol monometil
éter. Ambas soluciones se mezclaron y agitaron
durante 45 minutos. Para el ensayo, se pes6 1.5
mg de cada muestra liofilizada y se colocaron en 1
ml de soluciéon de ninhidrina y 1 ml de agua
destilada, calentandose en bafio de agua a 100°C
durante 20 minutos. La solucion se enfrio hasta
temperatura ambiente y se agregd 5 ml de
isopropanol al 50%, y se midi6 su absorbancia
Optica con un espectrofotbmetro Perkin Elmer
Lambda 850 a 570 nm. El porcentaje de grupos
amino libres en cada muestra entrecruzada es
proporcional a la absorbancia 6ptica de la solucién
[1]. La concentracién de dichos grupos se obtuvo
por medio de una curva estandar de concentracién
de glicina — absorbancia, la cual se prepar6
previamente. La concentracion medida se divide
entre el peso de la muestra, y se multiplica por el
peso molecular de la misma para obtener la
fraccion molar de grupos amino en la muestra. El
grado de entrecruzamiento se determind por
medio de la siguiente ecuacion:

Grado de entrecruzamiento = [(NHN reactive
amine)iresh — (NHN reactive amine)sixed] / (NHN
reactive amine)fresh X100;

donde “fresh” corresponde a la fraccion molar de
grupos amino libres en wuna muestra sin
entrecruzar y “fixed” es la fraccion molar de grupos
amino libres presentes en una muestra que ha
sido entrecruzada.

Obtencidn del espectro FT-IT

Para obtener el espectro de infrarrojo de las
muestra, estas fueron molidas y mezcladas con
KBr para formar una pastilla, la cual fue llevada a
un espectrofotémetro FT-IR Spectrum RX | donde
se hizo un barrido en el rango de 400-4000 cm-;
previamente se corrié un barrido de una pastilla de
KBr que sirvi6 como fondo para la caracterizacion
del nanocompdsito.

RESULTADOS Y DISCUSION

Razdn de hinchamiento

A continuacion se muestra la razon de
hinchamiento de los nanocompésitos
entrecruzados con genipina y éster de &cido citrico
a tres diferentes valores de pH.
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IMAGEN 1: Razén de hinchamiento a tres diferentes pH, de las
esferas entrecruzadas con genipina.
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IMAGEN 2: Razon de hinchamiento a tres diferentes pH, de las
esferas entrecruzadas con éster de acido citrico.

Como se puede observar, en ambos casos la
razén de hinchamiento se incrementa a medida
gue disminuye el valor del pH del agua en que se
realizaron las pruebas; esto se debe a que a
valores de pH mas acidos se protonan los grupos
amino del quitosano y esto origina una mayor
difusion de agua para solvatar las cargas [3].
Ademas, en el caso del éster de &cido citrico, este
favorece una mayor adsorcion de agua en
comparacion con la genipina, debido a Ila

presencia de una cantidad mas elevada de grupos
hidrofilicos en la estructura del éster, ademas de
que el entrecruzamiento con genipina colapsé las
perlas, lo que ocasion6 que la difusion de agua
fuera menor.

IMAGEN 3: Esferas de QT/PVA/MMT entrecruzadas con éster de
acido citrico y por criogelacion durante la realizacion de las
pruebas de hinchamiento.

IMAGEN 4: Esferas liofilizadas de QT/PVA/MMT entrecruzadas
con genipina y por criogelacion, previo a ser molidas para la
obtencion de su espectro FT-IR.

Grado de entrecruzamiento

Se observo que las perlas adquirieron un color
café-azul después del entrecruzamiento con
genipina, mientras que al emplear el éster de acido
citrico, estas mantuvieron su tonalidad blanca.

El grado de entrecruzamiento obtenido fue de
32.89% para la genipina y 80.06% para el éster de
acido citrico. De acuerdo a los resultados
obtenidos, se demostré que la concentraciéon de
genipina empleada durante el entrecruzamiento es
la adecuada, debido a que las perlas mantienen su
estabilidad dimensional en medio acido, ademas
de que se mantiene una elevada cantidad de
grupos amino disponibles en el material. Por su
parte, la concentracién de éster de &cido citrico
debe ser reducida, ya que las perlas también
mantienen su estabilidad dimensional, pero la
cantidad de grupos amino disponibles en el
material se reduce.

Espectro FT-IR

A continuacién se muestra el espectro FT-IR de
las esferas entrecruzadas con genipina y éster de
acido citrico.
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IMAGEN 5: Espectro FT-IR de las esferas QT/PVA/IMMT
entrecruzadas con genipina.
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Cuando el quitosano se entrecruza con genipina,
ocurren cambios conformacionales como resultado
de un reacomodo de las cadenas para formar
enlaces covalentes [4]. La banda correspondiente
al enlace C=0 en 1665 cm-! se ensanché a causa

-
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de la superposicion con la banda del enlace C=C
en 1628 cm de la estructura de la genipina.

El grupo amino del quitosano reacciona con la
genipina para formar un enlace amido y amino
heterociclico. La banda recién formada a 1566 cm-
1 debe mostrarse superpuesta también con el pico
del grupo amido | del quitosano, lo que la
ensancha ain més. El pico que apareci6é a 1415
cml después del entrecruzamiento muestra la
presencia de un estiramiento del anillo de la amina
heterociclica. Ademas, el pico correspondiente al
estiramiento C-N en la amida Ill, que aparece a
1233 cm? en el quitosano, se recorri6 a
aproximadamente 1260 cml después de
reticulamiento. Por ultimo el pico en 1740 cm-1
correspondiente al grupo carboxilico del quitosano,
desaparecio al entrecruzar con genipina.

a0 am 00 mw = m £ 1 =] m o e m - Cl

IMAGEN 5: Espectro FT-IR de las esferas QT/PVAIMMT
entrecruzadas con éster de acido citrico.

En el entrecruzamiento con éster de &cido citrico,
la banda en 1593 cm-1 correspondiente al grupo
amino disminuy6 su intensidad, mientras que a
3400 cm-1 aparece una intensa sefal
correspondiente al grupo amido que se forma a
través de la reaccion del grupo amino del
quitosano y del éster del acido citrico.

CONCLUSIONES

Valores de pH mas bajos incrementan la razon de
hinchamiento de las esferas, a causa de la
protonacién de los grupos amino del quitosano, lo
que favorece una mayor difusién de agua para
solvatar las cargas.

El espectro FT-IR comprueba el entrecruzamiento
del quitosano empleando genipina y éster de
acido, al mostrarse el desplazamiento, aparicion y
desapariciébn de bandas caracteristicas de esta
reaccion.

La concentraciéon de genipina empleada en el
entrecruzamiento fue la adecuada, ya que las
perlas mantienen su estabilidad dimensional en
medio acido, asi como una elevada cantidad de
grupos amino disponibles. Por su parte, se debe
reajustar la concentracion de &cido citrico, ya que
su grado de entrecruzamiento fue muy elevado.
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