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RESUMEN

Actualmente, se buscan nuevas técnicas para la remocion de metales pesados en
soluciones acuosas. Los biopolimeros han mostrado gran versatilidad en diversos
campos de la quimica, incluyendo la ambiental, en donde se hace uso de hidrogeles,
microesferas, compositos de biopolimeros para la remocién de metales. En el presente
trabajo se realizo la modificacion quimica del alginato con cisteina para la remocion de
Pb*? y Cd*? en solucion acuosa. Se caracterizd el biopolimero de partida asi como el
modificado mediante técnicas de analisis térmico TGA/DSC, y por espectroscopia,
FTIR, DRX y de RMN 3C en estado sélido. Asimismo se preparé microesferas de
alginato como material de referencia para la sorcién. Los Ensayos de caracterizacion
demuestran cada etapa de la modificacion del alginato desde la oxidacion (AlgO),
aminacion con cisteina (AlgS), y el producto de la sorcion de Pb*? con AlgS (AlgS-
Pb*?). El analisis espectroscopico FTIR muestra para el AlgS la presencia de picos
caracteristicos a (3335 cm™ v (N-H2); 1675 cm™ v (C=N) y 1570 cm™v (N-H)). En el
analisis por RMN 3C en estado sélido del modificado, tenemos los picos a 174.8 ppm &
(COO") de la cisteina y 181,2 ppm & (COO") del alginato que indicarian los entornos
quimicos del alginato y la cisteina, asi también la disminucién de la intensidad de los
picos de los grupos hemiacetales a 92,2 ppm, los cuales participan en la aminacion y
consecuentemente la aparicion del entorno quimico de la cisteina. Las microesferas de
alginato muestran sus propiedades como intercambiador idnico de Pb*? y Cd*?
observados en la respuesta del SEM y A. Atdmica obteniéndose para este ultimo un
Qmax de 30 mg/g y 7 mg/g tanto para Pb*? y Cd*2. Mientras que para el material
modificado la sorcion de Pb*? muestra resultados favorables a diferencia de las
microesferas, logrando obtener un Qmax de 770 mg/g para el Pb*? y 160 mg/g para el
Cd*2. Ademas estos analisis se ajustan a un modelo tipo Langmuir que indica una
quimisorcién debido a la interaccion de los grupos tioles y carboxilatos presentes en la
cisteina, con los iones de Pb*? y también para iones Cd*2. En conclusion se logro
obtener un nuevo material, haciendo uso de la modificacion quimica y asi brindarle la
capacidad de atrapar metales como Pb*? y Cd*? en medio acuoso, gracias a los nuevos
grupos funcionales que este pueda presentar en su red polimérica.
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I. INTRODUCCION

La contaminacion del agua sin lugar a duda es uno de los problemas méas preocupantes
en la actualidad. Los contaminantes mas perjudiciales vienen siendo los residuos no
biodegradables que interfieren en el desarrollo de los medios naturales y en la salud
publica. Asimismo su amenaza se multiplica por su acumulacion a través de la cadena
alimenticia. Los focos de contaminacion de metales toxicos proceden de la industria
minera, de recubrimientos metélicos, fundidoras, y su peligrosidad reside en que no
pueden ser degradados (ni quimica, ni biolégicamente). Actualmente, el Pert es un pais
beneficiado por la explotacion minera, por ende esta expuesto a la contaminacion
ambiental producida por esta.

Los restos, efluentes o depoésitos de residuos producidos por la explotacion minera,
presentan un riesgo permanente para el ecosistema circundante, ya que por su falta de
control y recursos, estos desembocan en lagunas, rios, etc, afectando no solamente a los
mantos acuiferos sino también a las plantas, cultivos, bioacumulandose en estas y
llegando a nosotros de manera indirecta. Por ende la mineria (en casos mas graves, la
ilegal) en su accionar altera los niveles estandares, y en muchos de los casos eleva los
niveles admisibles desencadenando asi dafios irreversibles.

Hoy en dia se conocen diferentes técnicas para la remocidén de metales pesados en
aguas, como la precipitacion, floculacién, separacion mediante membranas, entre otras,
asimismo cada una de estas técnicas son mas costosas entre una y otra, dependiendo del
material con el que se trabaje.

A esto la sorcion con derivados de fuentes naturales, ha demostrado ser eficiente y
ventajosa, los materiales utilizados no son muy caros y son amigables con el medio
ambiente. En este trabajo teniendo como precedente la eficiente sorcién de metales con
materiales derivados de fuentes naturales, se trabajara con el alginato de sodio y se le
brindara una mayor capacidad de sorcién, por medio de agentes modificantes. Esta
investigacion forma parte del proyecto “PREPARACION Y EVALUACION DE
NUEVOS MATERIALES BIOPOLIMERICOS PARA LA REMOCION DE
METALES TOXICOS PROVENIENTES DE LA INDUSTRIA MINERA” presentando
como objetivo, la preparacion de nuevos materiales biopoliméricos con capacidad
mejorada de sorcion de metales toxicos (Pb, Cd, Hg, Cr y As) provenientes de efluentes

minero-metallrgicos.
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OBJETIVO GENERAL

e Modificacion quimica del alginato con cisteina y evaluacion de la
sorcion de Pb*2y Cd*2,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizacion fisicoquimica del alginato de partida, alginato oxidado y
el alginato modificado con cisteina.

e Obtencidn, caracterizacion de microesferas de alginato y evaluacién de la
capacidad de sorcion de Pb*? y Cd*? con microesferas de alginato.

e Oxidacion del alginato con peryodato de sodio y aminacién de este con
cisteina.

e Evaluacion de sorcion del Pb*? y Cd*? con el alginato modificado con
cisteina, y conocer qué modelo se ajusta para cada metal.
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1. ALGINATO: COMPOSICION QUIMICA, PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y APLICACIONES

‘Alginato’ es un término colectivo para asignar a una familia de polisacaridos
producidos por las algas pardas y bacterias M. En 1881 — 1883 se descubrid el acido
alginico, por Stanford siendo, extraido y patentado 2. En 1926 Atsuki y Tomoda
descubrieron la presencia de acidos uronicos en el acido alginico, afios posteriores se
encontrd que el &cido alginico solo presentaba grupos D — manurénico (M) en su
estructura. En 1955 Fisher y Dorfel destruyeron el modelo anterior de la estructura del
alginato ya que descubrieron la presencia de grupos L — Gulurénico (G) asimismo
desarrollaron un método para la cuantificacién de grupos G y M. Continuamente se
encontraron nuevos descubrimientos respecto a la estructura del alginato como los
enlaces de union de los grupos urdénicos, métodos defraccionamiento de alginato, la

naturaleza copolimérica estadistica, formas de elucidacion de la secuencia, etc. !

La funcion principal del alginato en el alga se cree que es la de soporte (como un
esqueleto), el cual brinda rigidez y flexibilidad muy similar a las propiedades que brinda
la celulosa a las plantas terrestres. [ Ademas el alginato actdia como reservorio de agua

previniendo la deshidratacion de las algas.

Por lo general los alginatos disponibles comercialmente son extraidos de algas pardas
principalmente de Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata,
Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica, Ecklonia maxima, Lessonia nigrescens, y
Durvillaea antérctica. Otra fuente de extraccion del alginato son las bacterias de tierra,

como Ascophyllum nodosum.
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Figura.ll1.2. Lessonia Nigrescen. [
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Tabla.ll1.1. Fuentes de alginato con su composicion y secuencia [l

Fo Fm Fea Fmm FomMme
Fuente
Laminaria longicruris 0,33 0,67 0,23 0,57 0,10
L. japonica 0,35 0,65 0,18 0,48 0,17
L. digitata 0,41 0,59 0,25 0,43 0,16
L. saccharina
New blade 0,35 0,65 0,25 0,55 0,10
Old blade 0,46 0,54 0,32 0,40 0,14
L. brasiliensis
Blade 0,53 0,47 0,33 0,27 0,20
Stipe 0,54 0,46 0,31 0,23 0,23
L. hyperborea
Blade 0,55 0,45 0,38 0,28 0,17
Stipe 0,68 0,32 0,56 0,20 0,12
Outer cortex 0,75 0,25 0,66 0,16 0,09
Saccorhiza polyschides
Blade 0,58 0,42 0,46 0,30 0,12
Stipe 0,49 0,51 0,34 0,36 0,15
Lessonia nigrescens 0,38 0,62 0,19 0,43 0,19
Ecklonia maxima 0,45 0,55 0,22 0,32 0,32
Macrosystis pyrifera 0,39 0,61 0,16 0,38 0,23
Ascophyllum nodosum
Fruiting Body 0,10 0,90 0,04 0,84 0,06
Old tissue 0,36 0,64 0,16 0,44 0,20

La composicion del alginato en diferentes algas marinas varia de acuerdo con las

condiciones estacionales y de crecimiento.

La produccion industrial anual mundial del alginato se estima en 30 000 toneladas
métricas, que es probablemente menos del 10 % de material biosintetizado de cultivos
de macroalgas. Esto nos permite considerar al polisacarido como un recurso ilimitado y

renovable, inclusive para la industria en constante crecimiento [,

Las principales aplicaciones industriales del alginato se aprovechan gracias a sus

propiedades de gelificacion y capacidad de retencidn de agua.

1.1. COMPOSICION QUIMICA

El alginato se describe como un copolimero lineal binario el cual presenta grupos My G
(manuronicos 'y gulurdénicos respectivamente) dispuesto de manera desordenada,
interpretandose como un polimero estadistico. Los enlaces glucosidicos unen los grupos
MyG.
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OH
*Na - OH
NaoOC 4, N2 0OC s
-0 OH
HO OH
HO On
Manurénico (M) Gulurénico (G)
COO Na* *Na 00C
OH o
M?\ % Naooc” H
\/
NaOOC
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Figura.ll1.3. Estructura quimica del alginato y sus 2 componentes monomeéricas. ()
Grupo Manurénico (M), (b) Grupo Gulurénico (G) del alginato de sodio. (c)
Composicion del alginato con bloques G, Blogues M y Blogues MG, GM. El

De la Figura.lll.3. Podemos indicar que los alginatos estan conformados por dos
unidades monoméricas el acido p — D — Manurénico (M) y el acido a — L — Gulurénico
(G), agrupandose en blogues: MM, MG unidas por enlaces glucosidicos B (1-4) y GG,

GM unidas por enlaces glucosidicos a (1-4).
1.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
1.2.1.PROPIEDADES FISICAS

e Solubilidad: La solubilidad del alginato se rige por tres parametros: (€]

a) pH del disolvente. Para hacer alginatos solubles el pH del medio es
importante debido a las cargas electrostaticas presentes en los acidos
uronicos.

b) Fuerza iénica del medio. EI cambio de la fuerza ionica del medio afecta a
las propiedades de la solucién tales como la conformacion del polimero, la
extension de la cadena, la viscosidad y por ende la solubilidad.

c) Presencia de iones de gelificantes en el medio. Los geles de alginato se
forman en presencia de cationes divalentes como Ca*?, Sr*? y Ba*2. Por ende
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es necesario disponer de una solucion libre de solventes de reticulacion para

permitir la disolucion.

La solubilidad en medio organico requiere el entrecruzamiento con TBA (Sal de

tetrabutilamonio). Hace unos afios se ha informado de la disolucion completa de

TBA/Alginato en disolventes aprdticos
tetrabutilamonio (TBAF). 8.9

polares que contienen fluoruro de

Tabla.l11.2. Solubilidad del alginato en diferentes solventes a una concentracion de
15mg/mL. (+) Completamente soluble, (-) Parcialmente o no soluble [

Compuesto H.O | Etanol | DMAc | DMF [ DMSO | DMAC/LICI | DMF/TBAF | DMSO/TBAF
Ac. : : _ _ _ ] ] ]
Alginico
Na -
Alginato * ) - - - - - -
TBA -
Alginato - * ; ; ; - + +
? o
OH
0. OH
W@
¢}
0 o OH
| X
N7
€4HgOs
o ‘TBA
OH o
0. OH
W@
¢) @:¢=|=EA OH

Figura.ll1.4. Modificacion quimica de Alginato/TBA en medio DMSO/TBAF. [°]
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Reticulacion ionica
La formacion de geles se debe a las interacciones de los bloques G los cuales
forman uniones firmemente en presencia de cationes divalentes, también pueden
participar los otros bloques tanto GM, MM y MG (Figura.lll.5) pero las
uniones son débiles [°. Asi los alginatos con alto contenido de grupos
gulurénicos (G) producen geles més resistentes, ademas por el tipo de unioén que
conforman los bloques (G) permiten una mayor rigidez y una menor
susceptibilidad en las rupturas de los enlaces glucosidicos. !
La afinidad del alginato frente a los iones divalentes disminuye siguiendo el
orden:

Pb*2> Cu™ > Cd™2>Ba*2>Sr2>Ca*2 > C0+2, Ni+2, 7nt2 > Mn*2 12
El ion Ca* es comUnmente utilizado para inducir la formacion del gel de
alginato. Las tres posibles interacciones se observan en la Figura.lll.5.
La reticulacién se puede realizar por dos métodos. El primero es un método por
difusion en el que los iones de reticulacion se difunden en la solucién de
alginato desde una deposicion externa. ElI segundo es un método por “ajuste
interno”, donde la fuente de iones se encuentra en la solucion de alginato y
requiere un disipador controlado que tipicamente puede ser de pH o de
solubilidad de la fuente de iones, poniendo asi en marcha la liberacion de iones

de reticulacién en solucién. 8!

Figura.ll1.5. Posibles puntos de union del alginato. (a) Uniones GG/GG, (b) Uniones

MG/MG, (c) Uniones GG/MG. 20

10
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1.2.2.PROPIEDADES QUIMICAS

Los polisacaridos por lo general se hidrolizan. EI mecanismo de la hidrolisis acida del
enlace glucosido (0 glicosidico) consta de tres pasos: (1) protonacion del oxigeno
glucosidico para dar el acido conjugado; (2) heterdlisis del acido conjugado formando
un grupo no reductor; (3) la adicion rapida de agua a los iones carbo-oxonio y la

formacion de un grupo extremo reductor. [

o B

OH o) .
o. OH H30 T

OH -

o} o
o)
o) o OH l
OH

OH

o .
(6]
, v oo H,0, ROH
H - HO—
HO
OH OH o

Figura.ll1.6. Degradacion del alginato por hidrdlisis &cida. [**!

El alginato de sodio en forma de polvo seco se puede almacenar sin degradarse en un
lugar fresco, seco y alejado de la luz solar durante varios meses. El acido alginico se
degrada mas réapido que la forma de sal de sodio. La razon de esta tasa de degradacion
mejorada se cree que es la catalisis intramolecular por los grupos carboxilo Cs 4. Otra

ruta de degradacion es cuando se somete al alginato a ambientes fuertemente alcalinos.

La tasa de aumento de la degradacion se da por encima pH 10 y por debajo de pH 5. La
degradacion surge fundamentalmente por el mecanismo de eliminacion a un pH alto

mientras que por debajo de 5 la degradacion es principalmente dada por hidrdlisis acida.
[15]

No sélo el alginato se degrada en presencia de acidos o bases, sino también a valores de
pH neutro en presencia de compuestos reductores. Los que son derivados de las algas
presentan cantidades variables de grupos fendlicos, esto depende mucho del tipo de

alga.

11
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Otros causantes de la degradacion del alginato pueden ser las técnicas de esterilizacion
tales como el tratamiento térmico, tratamiento en autoclave, tratamiento con 6xido de

etileno y la irradiacion. 28]

1.3. APLICACIONES

Los alginatos desempefian un papel muy importante en nuestra vida diaria pues
constantemente los ingerimos en diferentes alimentos y los usamos en una gran
variedad de productos cosméticos. Ademas tienen numerosas aplicaciones en el campo
de la medicina, industria farmacéutica, etc. Por ejemplo, son usados para hacer
impresiones dentales (alginato de calcio) y como excipientes de medicinas que deben
ser lentamente absorbidas por el cuerpo. También son usados para emulsionar farmacos

y complementos vitaminicos.

Las capsulas que tomamos con mediciones y vitaminas estan hechas de alginato. Pero
no solo los alginatos se usan con fines médicos, pues por sus propiedades coloidales y

no toxicas estos se usan ampliamente en la industria alimentaria. !

Tabla.l11.3. Principales funciones del alginato como aditivo en alimentos [/

Producto Espesante Emulsificante/Estabilizador Aglutinante

Helado de crema X

Sopas X
preparadas
Salsas

Apositos
Ketchup
Mayonesa
Margarina
Milkshakes
Jugo de frutas
Licores
Postres X
Jarabes X
Mermeladas
Pudins
Relleno del pie
Pure de papas

X XXX XX XX

X

X X| X[ X

12
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Podemos encontrarlos en lapices labiales, barnices para ufias, cremas de rasurar,
shampoo y cremas para el cuerpo. Se usan también como emulsionantes de las pinturas
y en el vidriado del barro y barnizado de ceramica. Son parte importante en el proceso

de estabilizacion del latex, la elaboracion de papel y ceras pulidoras.

El alginato sodico ha sido usado como medio inmovilizador de enzimas, como

coagulante en el tratamiento de aguas.

Recientemente se estdn aprovechando las propiedades del alginato como material
reticulado, presentando estos materiales capacidad de retencion de metales pesados. (8]

2. HIDROGELES DE ALGINATO
2.1. DEFINICION

Los hidrogeles son materiales poliméricos entrecruzados en forma de red tridimensional
gue pueden obtenerse de polimeros naturales o sintéticos a través de diferentes métodos,

y de estos existen diferentes tipos de hidrogeles como: 7]

e Hidrogeles fisicos o0 reversibles: Se dan cuando existe enredamientos
moleculares y/o interacciones fisicoquimicas secundarias como: interacciones
hidrofobas, condensacion de cargas, enlaces de hidrogeno, estereo-
acomplejamientos, o quimica supramolecular.

e Hidrogeles quimicos o permanentes: Consiste en redes entrecruzadas
covalentemente. Dentro de este tipo, tenemos a los hidrogeles obtenidos por
radiacion, este método utiliza la emision de electrones, rayos gamma, rayos X o

luz ultravioleta para excitar el polimero y producir la estructura entrecruzada.

2.2. FORMACION DE MICROESFERAS DE ALGINATO

Las microesferas de alginato se pueden preparar por reticulacion quimica y/o fisica de
las cadenas del polimero. Las propiedades fisicoquimicas de los geles de alginato son
dependientes del tipo de reticulacion, densidad de reticulacion, el peso molecular y la

composicion del alginato. [

El método mas comun para la formacion de geles de alginato con geometria definida
(microesferas) es por reticulacion ionica con cationes multivalentes. La gelificacion de

alginato se produce por un intercambio de iones de sodio de los blogues con cationes

13
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multivalentes de &cido gulurénico (G) y el apilamiento de estos bloques G para formar

una estructura caracteristica tipo “Caja de Huevos”. Estos geles pueden presentar 95 %

de agua.

La gelificacion puede ocurrir a partir de los métodos: [*°]

Gelificacion externa, en este método por lo general se gotea una solucion de
alginato en un bafio que contiene cationes, tales como una solucion de CaCl:
donde los cationes se difunden desde la fase continua hacia el interior de las
gotitas de alginato. a este método también se le atribuye “método por
difusion”, (2021

Gelificacion interna, a este también se le llama “ajuste interno”, este método
hace uso de una sal de calcio insoluble en agua, como el CaCOs que se
mezcla con el alginato. Los iones de calcio se difunden desde el interior de la
fase de alginato, esto se puede controlar con un disipador (puede ser el
control del pH o la solubilidad de iones) poniendo en marcha la liberacion de
iones reticulados en la solucion. 24

Gelificacion por enfriamiento, este método utiliza una solucion de alginato
con una sal de calcio a temperaturas elevadas (90° C), que se deja fraguar e

enfriar. La temperatura elevada en este método hace que sea menos suave.
[22]

El uso de un alginato de alto peso molecular y la presencia de iones no gelificantes

da lugar a un gel mas homogéneo.

Geles de alginato preparados a través de la gelificacion interna tienden a ser mas

propensos a la sinéresis 91 a diferencia del gel por ajuste externo. Geles de alginato

preparados a través de la gelificacion interna y la externa difieren en varias

propiedades tales como la resistencia de la matriz, la rigidez, tamafio de poro y

permeabilidad. ]

14
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Figura.ll1.7. Ajuste de difusion y el método de gelacion interna. 19

3.  MODIFICACIONES QUIMICAS DEL ALGINATO

El alginato presenta en su estructura grupos hidroxilo y carboxilatos libres en toda su
cadena polimérica, por ende estos grupos pueden sufrir cambios para la

funcionalizacion quimica del biopolimero.

La modificacién quimica del alginato se ha logrado utilizando técnicas tales como la

oxidacion, sulfatacion, esterificacion, amidacion, etc. [24
3.1. MODIFICACION DE LOS GRUPOS HIDROXILOS

3.1.1. OXIDACION

Las reacciones de oxidacion de los grupos — OH que estan unidos a los carbonos C2 y
Cs de los grupos urénicos del alginato es posible, gracias al ataque del peryodato de
sodio el cual realiza la ruptura del enlace C2 - Cs (carbono — carbono) llevando a cabo
asi la reaccion de Malaprade obteniéndose grupos aldehido. 2+ 2°]

El enlace C2 — Cs en monosacaridos puede romperse también con &cido periddico
cuando ambos carbonos presentan grupos hidroxilo, grupos carbonilo o un grupo

hidroxilo y un grupo carbonilo adyacente. [?°]
Las reacciones que pueden ocurrir son las siguientes:

1) El alcohol primario se oxida a metanal y los alcoholes secundarios se oxidan a
aldehidos.
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OH OH -
10, o ©

| ¢ |
R—C—E—C—H —> C—H C—R
¥

2) Los alcoholes terciarios se oxidan a cetonas.

Tl [
10, |l
H—C-E-C—H ‘» C—R + C=0
| 2 / /
R H R H
3) Los aldehidos se oxidan a &cido férmico.
OH -
P L T
R—C—é—C—H ——>  C_OH C—R
| / W
H H
4) Las cetonas se oxidan a &cidos carboxilicos.
O -
Lo o § ]
R—C—E—C—R — C_—OH C—R
R/ HO/

En la Figura.l11.8. Observamos la formacion de grupos aldehidos los cuales son muy
inestables y rapidamente reaccionan con los grupos alcohdlicos 81 formando

hemiacetales (Figura.l11.9) ya que los grupos aldehidos son muy inestables.

Figura.ll1.8. Oxidacion del Alginato. [?5)
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- O
Grupos Aldehido o
o ;
OH . o O HO.
OH o]
0 G
@) Cs
i O 0 HO
(0) o
- o
Ho
o

Grupos Hemiacetales

Figura.ll1.9. Hemiacetales del C2 y Czdel alginato de sodio. "]

Se puede determinar el grado de oxidacion mediante una titulacion potenciométrica

siguiendo las reacciones observadas en la Ecuacion.ll1.1.

Alg - (CHO)n + H,N —OH.HCl = Alg— (CH=N-0H)n + H,0 + HCI
HCl + NaOH = NaCl + H,0

Ecuacion.ll1.1. Reaccién de oximacion. [28!

Otro método para la determinacién del grado de oxidacion y/o consumo de peryodato en
la oxidacion es por yodometria. ?®1 Esta método a comparacion del anterior no es muy

sensible.
3.1.2. AMINACION REDUCTORA DEL ALGINATO

El alginato oxidado presentara nuevos grupos reactivos debido a la presencia de grupos
Aldehido / Hemiacetales en la cadena polimérica. La aminacion reductora se lleva

acabo a un rango de pH adecuado para controlar la reduccion del aldehido y llevar a
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cabo la condensacion formando la imina y reduciendo esta a una amina secundaria. 2%
30]

0

Oﬁ/%—pH | %ﬁj . NX

Figura.l11.10. Aminacion reductora del alginato oxidado. 241

4

o]

3.1.3.SULFONACION

Este tipo de modificacion a presentado gran interés debido a su alta compatibilidad
sanguinea ya que presenta una similitud estructural con la heparina, que por mas de 60
afios viene siendo utilizada como una alternativa anticoagulante.®™ Esta modificacion

es producto de la reaccion entre el alginato y HSOsCl en formamida, Figura.ll1.11.

El modificado de alginato tienen un alta capacidad anticoagulante especialmente la
actividad via coagulacion intrinseca, estos resultados se prueban por ensayos con

plasma humano. 2

0S0, Na
OH OH 3
OH HSO,CI
o ok > oSl
Formamida O
. +
O O Na o O- Na+

Figura.ll1.11. Modificacion del alginato con HSO3CI. (32

3.1.4.COPOLIMERIZACION

En el 2002 se reportd un superabsorbente resistente a la solucién salina preparada a
partir de un copolimero de acrilato con alginato de sodio. Su investigacion mostré que si

el superabsorbente se deja hinchar en agua destilada y 0,9 % (masa fraccién) acuosa de
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NaCl a temperatura ambiente durante 30 min la absorcion del agua del superabsorbente

era alrededor de 1000 y 85 veces su propia masa. [

m
Hi—COOH
on H,C—CH T
OH (|ZOOH CHH;r
o) O>L K25208 o O7L
0 0 Na* o o Na*

Figura.ll1.12. Copolimerizacion del alginato. [

3.2. MODIFICACION DE LOS CARBOXILATOS
3.2.1.ESTERIFICACION

El alginato puede ser modificado por esterificacion directa con un grupo alcoholico, en
presencia de un catalizador y alcohol en exceso para asegurar el equilibrio de esta en

favor de la formacion del producto. 4

OH
OH oH
OH ROH

° O>L Catalizador g O O>&

@) OR

Figura.l11.13. Reaccion de esterificacion. 4

3.2.2.AMIDACION

El alginato es hidrofébicamente modificado mediante el uso de un agente de
acoplamiento 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida clorhidrato (EDC-HCI) para
formar enlaces amida entre amina que contiene moléculas y los restos de carboxilato en
el esqueleto del polimero. 53¢ Este tipo de polimero es usualmente sintetizado para

liberacion controlada de farmacos.
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OH
OH OH
OH EDC

T e s

CHj(CH2)7NH;
CONH(CH,);CH,

©) OH

Figura.ll1.14. Reaccion carbodiimida en solventes organicos. %

Durante las ultimas décadas, ha habido una gran evolucion tanto en el desarrollo de
nuevos métodos de activacion de aminoécidos y fragmentos peptidicos para el

acoplamiento, como de su aplicacién en solucion y en fase sélida.

Estos métodos se basan principalmente en el uso de carbodiimidas y un gran nimero de

sales de fosfonio y uronio. 7 38l

+ ~NR2 NR;
IN=C= 2 — P— - + _
RIN=C=NR X—R—NR, y x—( Y

NR, NR;

Figura.ll1.15. Carbodiimidas, sales de fosfonio y uronio. 7]

a) Procesos de activacion

El proceso de activacion de acidos carboxilicos para la formacion de enlaces amida se

realiza, tanto en solucién como en fase solida, utilizando dos métodos:

- Activacion in situ del acido carboxilico.

- Preparacion y aislamiento previo de las especies activas.

De los tipos de reaccion y conjuntamente con los reactivos que pueden llevar a cabo
este acoplamiento tenemos: carbodiimidas, sales de uronio y sales de fosfonio, de las

cuales la reaccion con carbodiimidas han llamado en la atencién en los Gltimos afios.
e Carbodiimidas

La diciclohexilcarbodiimida (DCC) se ha utilizado ampliamente en sintesis peptidica,

asi como la diisopropilcarbodiimida (DIC). También se han utilizado carbodiimidas
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como la 1-etil-3-(3'-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) para sintesis peptidica en
solucion. De ella se destaca su solubilidad en agua, la cual permite separar del medio de
reaccion los restos de EDC sin reaccionar y sus subproductos generados, como la urea

correspondiente, siendo esto dificil cuando se utiliza DCC. [

cr
N—C=—=N N=—C=—=N MezHyt/_\_Nz(::NEt

Figura.ll1.16. Tenemos DCC, EDC, DIC respectivamente.

Las carbodiimidas se suelen utilizar en presencia de algun aditivo de tipo HOX con el
fin de reducir los niveles de racemizacion. Asi, se han usado como aditivos N —
hidroxisuccinimida (HOSu), 1-hidroxibenzotriazol (HOBLt), 7-aza-1-hidroxibenzotriazol

(HOAU) y 3,4- dihidro-3-hidroxi-4-oxo-1, 2,3-benzotriazina (HOOBL).

0
0
N N o
N\ | TN\, N
N— OH N p ’L
4 NZ T N
@) cl)H OH

Figura.ll1.17. Tenemos HOSu, HOBt, HOAt y HOOBL respectivamente. 7%

b) Mecanismos de acoplamiento peptidico
La formacion del enlace peptidico ocurre a través del ataque nucleofilico de una amina
al carbono carbonilico activado de un acido carboxilico, por lo que lo primero que se
requiere es la activacién de dicho grupo. Cuando el é&cido tiene un carbono
estereogénico en la posicion a respecto al carbonilo, como es el caso de los a-
aminoacidos, y se produce la activacion, este centro puede racemizar, siendo este

proceso una reaccion lateral que conviene evitar o, cuando menos, reducir al maximo.

[37]

21



UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA FUNDAMENTO TEORICO

- Enolizacion de la especie activada.
- Formacion y posterior enolizacion de una 5(4H) — oxazolona (ion oxazolonio en

el caso de aminoacidos N-alquilados).

o
R‘\H’H\HLOH

o | R

1
0 R« O Ry
R=N=C=N-Rr
R;/J’L.H)\KD R1“JLHJYD

)k o H — R-N-C-NH-R
—N=C=N-R = H !
YT R §

R

X

H D_" N
o=t He .
- O 4
"--..__________‘
w KL
T EAD RN, o
o iR, q
A,

0

Figura.ll11.18. Mecanismo de acoplamiento con carbodiimidas. 7 40

En este caso existen muchas reacciones secundarias siendo estas: 3741

La transferencia de un proton para formar un par idnico intermedio, seguido de la
adicion del &cido carboxilico, lo que daria lugar a una O - acilisourea (1). Este

intermedio es muy reactivo y puede sufrir varios procesos:

a) Ataque del nitrégeno de una amina para formar la amida correspondiente (2).

b) Reordenamiento para dar lugar a la N-acilurea (3), que no es reactiva, y es un
factor de la disminucion en el rendimiento del acoplamiento final.

c) Reaccion con otra molécula de &cido carboxilico, lo que conduce al anhidrido

simétrico (4).
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Si el grupo es un a-aminoacido con un grupo N-carboxamido puede sufrir ciclacion
intramolecular para dar lugar a una 5(4H)-oxazolona (5). ]

4. POLIMEROS TIOLADOS

Los polimeros tiolados muestran mejores propiedades cohesivas, como un proceso de

oxidacion simple en medio acuoso conduciendo a la formacion de enlaces disulfuro
inter y/o intramolecular (dentro de la red polimérica). (2]

Actualmente estudios de tidbmeros son particularmente Gtiles para la aplicacion no
invasiva de farmacos peptidicos. Por ejemplo, una reduccion significativa en el nivel de
glucosa de ratones diabéticos, se consiguié mediante la administracion oral de
micropastillas de insulina sobre la base de un polimero tiolado 4],

e Cisteina

Es un aminoécido (Figura.lll.19) que comprende un amplio espectro de funciones,
entre las cuales se incluye la formacién de puentes disulfuro, unién a metales, donacién
de electrones, hidrdlisis y catalisis redox. El grupo tiol de la cisteina es facilmente
desprotonado en condiciones de pH fisioldgico, y el tiolato resultante es uno de los
grupos funcionales mas reactivos encontrados en proteinas, por lo que a menudo se
encuentran tioles en forma reactiva en la célula 4. El valor del pKa del grupo tiol para

la cisteina es de 8.3. Debido a su alta reactividad, el grupo tiol de la cisteina tiene
numerosas funciones bioldgicas. (4%

Cisteinas
H2 H2
C\ / )
H,N SH HS NH,
\ C/
”////H H/:_:
HOOH,C TH,O0H
H2 H2
C\ /S -

H,N / S——S \ NH,
\ /
III///H H/::

Residuo de cistina E;
HOOH,C +2e +2H* TH,00H

Figura.ll1.19. Formacion de los puentes disulfuro. 1]
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Debemos tener en cuenta que los aminoacidos dependiendo de sus puntos isoeléctricos,
tienen diferente actividad quimica gracias a la protonacion - desprotonacion de algunos

grupos funcionales que presentan.

Tabla.ll1.4. Valores de pKa de Aminoécidos 1!

pKa a - COOH pKa a — NH3" pKa Cadena lateral

Arginina 12,48

Acido aspartico

Acido glutamico

Glicina

La cisteina sufre un proceso de oxidacion severo en presencia de solucién de yodo, esto

va a favor del uso de un método para la determinacion del grado de oxidacion de la
cisteina (disulfuro). [l

2R—SH+1, & R—S—S—R+ 2HI (1)
R—SH - R—SOH - R—S0,H - R—S0,H (2)

Ecuacion.l1.2. Proceso de oxidacion de tioles por accion del yodo. 4]

En la Ecuacion.l11.2 se observa en: (1) Reaccidn de oxidacion de la cisteina, (2) Serie

de compuestos de la cisteina cuando se oxida con otros agentes oxidantes [O]. [*¢]
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5. SORCION

El descubrimiento y desarrollo de fenémenos de sorcion ha provisto la base para una
nueva y amplia biotecnologia, la cual apunta a la remocion de metales pesados o
metaloides haciendo uso de materiales bioldgicos. La sorcion implica fendmenos de
adsorcion y absorcién de cationes de metales pesados a través de biomasa de
organismos Vvivos 0 muertos tales como bacterias, algas, residuos agricolas, diversos
biopolimeros. La ventaja principal de la sorcion es el coste/efectividad siendo basado en

el uso de materiales de "bajo costo". [4"]
5.1. ALGUNOS MATERIALES UTILIZADOS

Entre otros materiales tenemos por ejemplo: 4741

e Quitosano: El quitosano es preparado de la quitina, por ejemplo del esqueleto de
los crustaceos, por un proceso de N — desacetilacion a elevada temperatura en
NaOH (cc).

Se ha experimentado la biosorcion de vanadio (IV) en quitosano concluyéndose
que el proceso de biosorcidn esta influenciado por el pH, tamarfio de particula y
la concentracion del i6n en la solucion.

e Levaduras: Se ha usado la biomasa de la levadura Saccharomyces cerevisae en
la bioadsorcion de iones metalicos como el Cu*?, Cd*?, Zn*? asimismo, la
remocion de estos es afectada por el pH.

e Algas: Las algas se utilizan como biosorbentes de metales pesados debido a que
su pared celular contiene un gran nimero de grupos funcionales, principalmente
carboxilicos. Asi pues la biosorcion de metales depende por tanto de la
protonacion o desprotonacion de estos grupos carboxilicos, es decir hay una
dependencia de la adsorcion con el pH.

Se utilizan biomasa no viva de plantas de agua dulce para biosorber iones
metalicos. EI mecanismo de sorcion es principalmente el intercambio ionico
entre iones metalicos y los intercambiadores fuertemente catidnicos presentes en

la superficie de la planta.

Asi como el uso de estos materiales sorbentes también tenemos organismos vivos que
cumplen esta funcion, bacterias, hongos y levaduras. Donde la fuente principal de estos

organismos ha sido el principal interés para aprovechar sus propiedades sorbentes ya

25



UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA FUNDAMENTO TEORICO

que los biopolimeros como el alginato, quitina, pectina, celulosa forman parte de la

pared celular de estos y serian el responsable de la sorcion. ]

Tabla.ll1.5. Técnicas para la sorcion de metales pesados 5%

TECNICA DESCRIPCION COMENTARIO

., - Muchas veces no es
La remocién se da

) . . efectivo
Carbon activado principalmente por
. L - Presenta problemas para
adsorcion hidrofdbica.
regenerarse.

Adsorcion y absorcion de

- Tecnologia de bajo costo.
metales pesados por

Sorcidn ) . - Es cinéticamente un
biomasas de organismos .
. proceso rapido.
VIVOS 0 muertos.
. N - Alto capital y costos de
El intercambio iénico se P y
L. ., operacion.
Intercambio i6nico remueve por la accion de ) .
. - Tecnologia muy bien
resinas. ;
establecida.

Extraccion de iones
metalicos con agentes

Alto capital y costos de

Extraccion con solventes operacion.
quelantes en solventes no
polares.

- Alto capital y costos de
operacion.

Eliminacion de iones - Es necesario realizar un

Osmosis inversa metélicos por permeacion a pre-tratamiento para
traves de membranas evitar problemas de union
quimica, foulling,

plugging.

Tabla.ll1.6. Valores promedio de Q max (mmol/g) de iones metalicos en alga 5

lones Valor
Metalicos promedio
Cd*? 0,930 0,260 0,598 0,812
Ni+2 0,865 0,272 0,515 0,734
Zn*? 0,676 - 0,370 0,213
Cu*? 1,017 - 0,504 0,909
Pb*? 1,239 0,651 0,813 1,127
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Tabla.l11.7. Qmax (mmol/g) de diferentes Materiales 52

Sorbentes
Zeolita Natural - 0,18 - -
Carbdn activado polvo ) 0.10 ) )

(vegetal)

Pseudomonas aeruginosa 0,29 0,33 - -
Rhizopus arrhizus (fungus) 0,25 0,50 0,27 -
Carbon activado granular 0,03 0,15 0,07 1,127

Resinas de intercambio iénico - 1,37 0,59 -
Fucus vesiculosus 0,97 1,04 1,12 0,08

Para la remocion de metales pesados en solucidn acuosa debemos tener en cuenta las

condiciones del metal su solvatacion, estabilidad, propiedades fisico/quimicas, etc.

El plomo es un metal téxico, que no puede ser degradado o disociado por ser un
elemento basico. Actualmente el mayor uso del plomo es en la produccion de baterias
para autos, otros usos comunes se dan en la produccion de protectores para cables
(électricos, TV, internet, etc), materiales de construccion, municion, fabricacion de
pigmentos sinteticos, refinacion de petrdleo, etc. Por ello este metal cada dia estd méas
expuesto a la poblacién.

El plomo es causante de la enfermedad del saturnismo y este puede ingresar a nuestro
organismo facilmente por ingestion de alimentos o liquidos, por inhalacion y absorcién
al contacto con la piel. B3

Los nifios absorben mayores cantidades de plomo por unidad de masa corporal que los
adultos (hasta un 40 %). Por lo tanto los nifios son generalmente mas vulnerables al
envenenamiento por plomo. Algunos sintomas son la disminucion del ClI, cambios de
comportamiento y desorden en la concentracion.

Asimismo existen ya estudios referentes a la sorcion de plomo y las condiciones

adecuadas de trabajo:
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Figura.l11.20. Modelo bioldgico del plomo. 54

Ph[2+]

PhOH[+]

HPBO (-]

Figura.ll1.21. Diagrama de Pourbaix para el plomo Pb*2, 5%
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En la Figura.ll1.21 se observa en que rango se encuentra el Pb* en solucion y a qué

condiciones y compuestos precipita. La sorcion en medio acuoso se realiza en el rango 1

— 6 de pH, no obstante alin se encuentra como i6n Pb (OH)" en el rango de 6 — 9.

Tabla.l11.8. Influencia del pH en la eficiencia de sorcion (SE) y capacidad de sorcién

(SC) de plomo (Pb*2 mg/g) "

pH=3 pH=4 pH=5 pH=6
Sorbente pH pH pH pH
SE | SC SE | SC SE | SC SE [ SC
f f f f
_ 44, | 10 58, | 12 43, | 10 54, | 10
A.niger 3,3 4,8 6,0 6,1
4 3 0 9 1 7 6 2
- 34, 45, | 11 44,
R.Conhii 321371 9 |46 76 | 4,8 50 83
0 9 3 3
L.Trabeculat 11, 12, 13, 23,
3,1 26 | 4,0 27 [ 49 34 [ 5,2 45
a 4 0 7 8
41, 48, | 10 59, | 14 68, | 12
A.nodosum | 3,2 97 | 5,0 54 5,6
8 6 8 7 9 4 7
) 88, | 20 55, | 12 56, | 14 31,
Alginato 3,2 4,2 51 59 59
5 5 2 3 0 0 5
. 10, 17, 21,
Quitosano 52181 (19 (55 | 22 | 57 . 44 16,0 . 40

El cadmio es un elemento que existe en la naturaleza como un componente menor de los

minerales de metales no ferrosos, que puede ser arrastrado a grandes distancias por

efecto del viento y depositado por la lluvia o la nieve. [

La emision del cadmio al medio ambiente puede ser de forma natural D71 y

antropogénica; sin embargo, a nivel local las fuentes antropogénicas son las que mas

influyen en la dispersion del elemento, tal es el caso de la industria de fundicion,

refinacion y de manufactura de productos que contienen cadmio, como son: la

galvanoplastia, pinturas y pilas de niquel-cadmio, entre otras B por ejemplo, en la

industria de la galvanoplastia, a pesar de existir planteamientos de disminucién y

29




UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA FUNDAMENTO TEORICO

eliminacion o sustitucion de ciertos compuestos utilizados en los procesos por otros mas

amigables al ambiente, todavia se contintan aplicando Cd*2.

En México, Per(, como en muchos paises en desarrollo, no hay normatividad sobre los

niveles permisibles de contaminantes en el suelo.

(X1

0.6 4 -
0.4 4 Cd[2#]
E- 5
52 CdCH[+]
4 ) I:d[ﬂH]::aq:
0.0
] - HCa04(] )
02 T. G021
0.4 T
08
08 . _Cdls) ™~ .
1 3 5 g 11 12

oH

Figura.ll1.22. Diagrama de Pourbaix para el plomo Cd*2. 5

5.2. MODELO TEORICO APLICADO A LA SORCION
5.2.1.MODELO DE LANGMUIR

Este modelo para el caso de la sorcion de iones en medio acuoso, por materiales de

origen bioldgico se expresa por medio de la ecuacion: (58

q= QmaXbCeq (I)
1+ bCeq
Donde g se determinara por la ecuacion:
(Ci - Ceq)V
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Donde, g es la cantidad de ion sorbido por gramo de sorbente, C,, es la concentracion

del i6n metalico cuando el sistema de biosorcion alcanza el estado de equilibrio
termodindmico, C; es la concentracion inicial del ion, V es el volumen tomado para

realizar la sorcién, m es la masa seca del material que realiza la sorcion.

En la primera ecuacion (l), b es la constante de equilibrio correspondiente al proceso de
biosorcion y Q 4 €S la méxima capacidad de sorcidon correspondiente a 1 g de

sorbente.
El % Removido se expresa como:

C,—C
%r:(%)
o

C, es la concentracion del i6n metalico cuando el sistema de sorcion alcanza el estado
de equilibrio termodinamico, C, es la concentracion inicial del i6n y % r indica el

porcentaje de remocion.

5.2.2.MODELO FREUNDILICH

Para el caso de sorcion de metales pesados el modelo de adsorcion se expresa por: 585
— n
q = KCgq

Donde, g es la cantidad de i6n adsorbido por gramo de biosorbente y se peude
determinar siguiendo la ecuacion (II), C., es la concentracion del ion metalico cuando

el sistema de sorcion alcanza el estado de equilibrio termodindmico, n expresa la
dependencia matematica de la cantidad de sustancia sorbida con respecto a la

concentracion en equilibrio.
La ecuacion linealizada de Freundlich se expresa usualmente en su forma logaritmica:
Log (g) = log (k) + 1/n log (C)

Los valores de K y 1/n pueden ser obtenidos del intercepto y la pendiente que resultan
de graficar log (q) vs log (C). 5]
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6. CARACTERIZACION DE BIOPOLIMEROS
6.1. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

La determinacion de la estructura y composicién secuencial debe considerarse una tarea
obligatoria cuando se trata del alginato. Esto es debido a que estas dos caracteristicas
afectan fuertemente a las propiedades del polisacéarido asi como a sus propiedades

finales, tanto en aplicaciones biotecnoldgicas y de alimentos.

Se ha comprobado que la distribucion del monémero a lo largo de la cadena del alginato
no se puede describir mediante el uso de estadisticas de Bernoulli (%83, Por otra parte,
un modelo de Markov %1 de segundo orden puede proporcionan una descripcion

aproximada de la secuencia de monémeros en el polisacérido.

El conocimiento de la composicion monomérica del alginato no es suficiente para
determinar la estructura secuencial de alginato. Por ende una caracterizacion completa
del polisacarido desde el punto de vista de la composicion, se puede lograr por RMN H
y RMN 13¢ [63]

La espectroscopia de Resonancia Magnetica Nuclear (RMN) en disolucion es una de las
técnicas mas poderosas para la elucidacion estructural de compuestos moleculares
mediante la caracterizacion de los desplazamientos quimicos, los acoplamientos y las

intensidades relativas de los picos de resonancia.[5

La Resonancia Magnética Nuclear en Estado Solido, ¥ es una técnica no
destructiva, rapida y fiable a diferencia de los espectros en disolucion, los espectros en
estado solido son mucho mas anchos en los que se pierde la “alta resolucién” que se
obtiene en los RMN de liquidos. Al aplicar esta técnica a los solidos se trata de
recuperar la resolucion que tienen los espectros en liquidos. Para ello se debe tener en

cuenta las diversas interacciones nucleares presentes a continuacion.

a) La interaccion Zeeman.- Este término resulta de la interaccion del momento
magnético del nucleo uN con el campo magnético estatico Ho.

b) La interaccion dipolar.- Tiene lugar entre los espines que interaccionan a una
distancia r que depende de la estructura. Este ensanchamiento depende del
término (1-3cos26) donde 6 es el angulo entre el vector intranuclear y el campo

magnético aplicado.
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c) Interaccion de desplazamiento quimico.- Este término aparece por la
modificacion local del campo magnético aplicado que experimenta un ndcleo
dado debido a que esta en un entorno de electrones determinado.

d) Acoplamiento espin-espin.- Una interaccion indirecta entre espines mediado
por electrones también puede ocurrir.

e) Interacciones cuadrupolares.- El término cuadrupolar aparece por la
interaccion del espin nuclear con el gradiente de campo eléctrico no esférico de

la red en la posicion en la que se encuentra el nucleo.

La diferencia entre la RMN de estado liquido y la RMN de estado so6lido radica
principalmente en el grado de movilidad molecular. En los liquidos, las moléculas son
libres para realizar movimientos de rotacion y traslacion de manera isotropica. La
rotacion es particularmente importante porque promedia a cero interacciones que tienen
dependencia orientacional. Por lo tanto, en liquidos, todas las interacciones
anisotropicas que dependen del término (3c0s26 —1) no son observables de manera

directa. Las lineas espectrales son angostas y relativamente bien resueltas.

En RMN de estado sélido la situacion es diferente. Los movimientos rotacionales de las
moléculas estan restringidos, por lo tanto la mayoria de las interacciones anisotropicas
permanecen. Ademas, en el caso de muestras en polvo que consisten en un gran nimero
de pequefios cristales, cada cristal tiene su propia orientacién angular, como resultado se
obtienen lineas espectrales anchas. De esta manera, para obtener una alta resolucién en
RMN de estado sélido se necesita imitar los procesos de promedio que se producen en

un liquido. ¢4

El problema béasico es obtener espectros de alta resolucion en estado sélido
implementando procedimientos experimentales que eliminen las interacciones dipolares
y produzcan valores isotropicos medios para los demas tipos de interacciones a

excepcion de la cuadrupolar.

Por ende la RMN en estado solido se apoya en implementar procedimientos para

aumentar la resolucién como:

e Rotacion al Angulo Mégico (Magic Angle Spinning (MAS)).
e Desacoples (Heteronuclear y Homonuclear).

e Polarizacion Cruzada (Cross Polarization (CP)).
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Estos procedimientos en conjunto con las medidas en resonancia magnetica nuclear
disminuyen el ensanchamiento de los picos, las interacciones de desplazamiento
quimico se reducen al minimo mejorando la sensibilidad, ademas pueden disminuir la

relacion sefial/ruido.

Solid State *C NMR of Glycine at 4.7 Tesla

Cross Polarization + MAS +
High Power 'H Decoupling

Cross Polarization + MAS
Cross Polarization + High
Power "H Decoupling
Cross Polarization S

A0n 3m 200 100 ] = ppm

Figura.ll1.23. Efecto del angulo magico (MAS), polarizacion cruzada (CP) y

desacoplamiento en el RMN *3C en estado solido de la glicina [

Recientes analisis se han realizado al alginato para su caracterizaciéon y busqueda de
nuevos métodos de caracterizacion, tanto en elucidar su estructura del biopolimero de
partida, cuantificando el % de los grupos urdnicos por un modelo de resolucion de
curvas multivariadas y otros modelos matematicos. %81 Asimismo, se obtienen mejores
respuestas en los espectros para modificaciones quimicas de biopolimeros brindando
mayor informacion. 671

En el espectro del alginato para la elucidacion estructural existe ya la asignacion de
diversos picos caracteristicos hacia cada carbono presente en los grupos urénicos. Estos
datos se obtuvieron por ensayos precedentes en RMN 3C en estado liquido. %] De estos
datos sea logrado realizar algo semejante en RMN *3C en estado sélido. [°]
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Figura.l11.25. RMN 3C en estado s6lido con CP- MAS de alginato de sodio (a) 35 %,
(b) 65 %y (c) 100 % manurénico. 68

Los picos A, B, C, D, E, F, G, H se asignaron en la Tabla.ll1.9 corresponden a cada
pico del espectro para cada carbono de los grupos urénicos.
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Tabla.l11.9. Asignacion de los espectros RMN *C CP- MAS de la Figura.l11.25 [66]

13C Resonancia

CoO

C-0-C

Piranosa

Notacion (Figura.lll.25.)

C

Para cada carbono (C)

Ge

Me

G1

M

Gs

Ms | Ms

M3

M;

Gs | Gs

G

Desplazamiento quimico

176,2

102,2

99,5

82,2

76,4

71,6

68,4

65,5

Desplazamiento
(Grasdalen [53)

GxG

177,3

1777

103,3

103,8

82,6

80,7 | 78,8

74,3

73,3

71,8 | 69,9

67,8

MxM

177,6

1771

102,2

102,8

82,6

80,3 | 78,9

74,1

72,2

72,11 70,2

67,4

Los desplazamientos quimicos en el estado sélido, son semejantes con los espectros de
resonancia 3C obtenidos por grasladen 63, El desplazamiento quimico del puente
glucosidico se encuentra muy afectado al entorno que pueda presentar, a ello la
variacion en el rango de 102,2 — 99,5 ppm y mientras el porcentaje del grupo
manuronico (M1) aumenta se observa la desaparicion de los grupos G: y por el contrario

a una disminucion del porcentaje del grupo manurénico (M1) aumentan los grupos Gu.
[67]

6.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

La espectroscopia Infrarroja es extremadamente sensible a la estructura, la
conformacién y el entorno quimico de un compuesto y por ende es una técnica
indispensable en la caracterizacion. Se da uso como una técnica cualitativa para la

identificacion de grupos funcionales en un compuesto. [

La frecuencia de cada banda del espectro Infrarrojo (IR) depende de la constante de
fuerza de cada enlace interatdmico, de ahi que el espectro de absorcién en la regién
infrarroja depende del conjunto de enlaces que constituyen la estructura molecular y sea

distinto y caracteristico de cada molécula como una huella digital. 68
Dos de las técnicas mas usadas para la caracterizacion de polimeros son:

e Reflectancia total atenuada.
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e Reflectancia especular.

e Reflectancia difusa.

6.2.1. REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA

Esta gama de dispositivos son especialmente Utiles para obtener espectros IR de
muestras que no pueden ser colocadas en los soportes habituales para el método de
transmision. Esta técnica es apropiada para estudiar solidos gruesos insolubles o0 muy
absorbentes, muestras liquidas, incluyendo laminas, recubrimientos, polvos, hilos,
adhesivos, polimeros y muestras acuosas. Esta técnica permite trabajar sin ningun pre -

tratamiento a la muestra en estado sélido o liquido. [68]
6.2.2.REFLECTANCIA ESPECULAR

Constituye un método no destructivo para analizar capas delgadas sobre sustratos
selectivos sin necesidad de preparacion de la muestra. La reflexién especular se observa

cuando el medio reflectante es una superficie enormemente pulida.

Los espectros de reflexion especular se pueden utilizar para el examen y caracterizacion
de las superficies lisas de solidos y de solidos revestidos, pero no se utiliza tanto como

los espectros de reflexion difusa y total. 681

6.2.3.REFLECTANCIA DIFUSA

La espectrometria de reflectancia difusa es una forma eficaz de obtener espectros en el
infrarrojo directamente sobre muestras pulverizadas con un minimo de preparacion de la
misma. Ademas de ahorrar tiempo en la preparacion de la muestra, permite la obtencion
de datos de la region espectral del infrarrojo convencional de muestras que no han
sufrido una alteracion apreciable de su estado original. Para el analisis, basta con hacer

una mezcla al 5 % de la muestra molida en KBr). [68]

En la siguiente figura, observamos el espectro FTIR del alginato de sodio:
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Transmittance [7]

P
1
.
156 — <
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29272.0
269.5
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1035.6
HB.5
888.3 —
B20.0 ——
i —
725.7
496.9

,_
Z 4 494,
= 5

Ll L L T L T L T 1 1 1 L
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 7a0
Wavenumber cm™

Figura.ll1.26. Espectro FTIR del alginato de sodio. [6%

En la Figura.ll1.26 en la region 3600 — 1600 aparecen 3 bandas: la banda ancha
centrada a 3427,5 cm es asignado a la vibracion tipo estiramiento del hidrogeno unido
en el O — H, la sefial débil a 2927,0 cm™ es debido a las vibraciones de tension del
enlace C — H, y el estiramiento asimétrico de la vibracion O — C — O del grupo
carboxilato a 1615,6 cm™. La banda a 1415,3 cm™ puede ser debido a la deformacion
vibracional del enlace C — OH con la contribucion de O — C — O simétrica vibracion de

tension del grupo carboxilato. (6]

Las bandas débiles a 1301,1 cm™ puede ser asignado a la deformacion de C-C-Hy O
- C-H, 11253 cmtalatension C -0,y 1094,1 cm™ a las vibraciones de estiramiento
de C— Oy C—Cenelanillo de la piranosa. La banda 1035,6 cm™ también puede ser
asignado a la vibracion de estiramiento de C — O. En la region de la huella digital, o
region anomérica (950 — 750 cm™) tenemos que el espectro muestra una banda a 948,5
cm? la cual se asignd a la vibracion de estiramiento de C — O en los residuos de &cidos
urénicos, y a 888,3 cm se asigna la deformacion vibracional de C1 — H del grupo p —
manuronico. 6%

6.3. VISCOSIMETRIA

La determinacion del peso molecular de un polimero se puede obtener mediante

medidas de viscosidad. Se aprovecha el gran incremento de la viscosidad al preparar
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soluciones poliméricas, esto debido a las interacciones de las macromoléculas con las
moléculas del solvente. El incremento de la viscosidad es mayor a un alto peso
molecular del polimero. ElI peso molecular de los polimeros esta relacionado con la
viscosidad intrinseca, o indice de viscosidad limite, a través de la ecuacion Mark —
Houwink — Sakurada, [n] = KM® donde k y a se calculan determinando la viscosidad

intrinseca y el peso molecular medio numérico o en peso de fracciones. /¥
Ny = t/to viscosidad relativa
Ngp = t- t"/to viscosidad especifica
Npeg = nSp/C viscosidad reducida

In(n . . .
Nipp = ( Te’)/c viscosidad inherente

Ecuacion.ll1.3. Viscosidades [

La viscosidad intrinseca de los polimeros puede ser calculada por viscosimetria de
disoluciones de diferentes concentraciones haciendo uso de ecuaciones empiricas como

las de Huggins, Kraemer y Schulz-Blaschke.

% = [n] + ki[n]?c (Huggins)

In(mrer) = [n] + ky[n)?c (kraemer)

ngy = [n] + kgg[n][nls,c (Schulz — Blaschke)

Ecuacion.l11.4. Ecuaciones que relacionan a la viscosidad intrinseca [

De la Ecuacién.ll1.3 y Ecuacion.l11.4 podemos obtener la construccion de un grafico
para el célculo de la viscosidad limite, siendo esta Ultima una extrapolacion hacia el

valorde ¢ — 0.
n—mn,

lim
=0 Ny

= [n] = Viscosidad intrinseca

De aqui se puede relacionar la viscosidad intrinseca con el peso molecular de un

polimero mediante la ecuacion de Mark — Houwink — Sakurada:
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[n] = KM?
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Donde k y a son constantes y dependen del polimero, de la temperatura y del solvente.

El valor de [n] se determina mediante las medidas del viscosimetro.

En la Figura.lll.27 tenemos un ejemplo de la representacién de Huggins para la

determinacion de la viscosidad intrinseca por extrapolacion, en este ejemplo se

determina el peso molecular del alginato de tipo SVLV (e) y SVHV (m) a 25°C en
0.1M NacCl.[’d

Figura.ll1.27. Representacion de Huggins. 2]

14

124

104

']esp'fc (dlg)

T T T T
0.05 0.0 0.15 0.20

Concentration (g/dL)

T
0.25 0.30

Tabla.l11.10. Valores de las viscosidades intrinsecas y de los pardmetros Mark —
Houwink — Sakurada, para diferentes tipos de alginato ["3!

Fuente y
Organismo L o [n] Mw 3 .
productor Solucion T(°C) (cm3/g) (g/mol) K (cm°/g) a Referencias
de alginato
Laminaria 112K - Smidsrod
Digitata 0,1M NaCl 20 STOK 1670
Laminaria 170K -
Hiperbérea 0,1M NaCl 20 350-250 | 940k 0,0120 1,11
Azobacteria 270K -
Vinelandi | %1M NaCl 20 810-17K| “siok 0,0501 0,91
Macrocistis | o )M Nacl| 25 548 | 197.3K | 00073 | o092 | Martinsen
piriferia 1991
Laminaria Volesky
Japénica 1540 750 K 1007
Laminaria Ouwerx
Hiperbdrea 0.IM NaCl 20 910 1998
Alginate | o ¢y naci | 25 1074 | 410k | 00073 | o092 Gomez
(Aldrich) ™ ) ] 2003
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6.4. ANALISIS TERMICO

El andlisis térmico se fundamenta en la medida, tanto del calor y de la temperatura, asi
como los cambios que esto desencadena en la muestra. Este analisis es Gtil para estudiar
las propiedades fisicas de compuestos que son sensibles a cambios térmicos donde estos
absorben o ceden calor. 64

En este trabajo se ha llevado a cabo dos tecnicas: La calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y la termogravimetria (TGA).

6.4.1. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Es una técnica que mide el flujo de calor intercambiando en una muestra al variar su
temperatura. Esta técnica determina las temperaturas a las cuales ocurren los cambios
fisicos y quimicos asimismo informa de la magnitud energética de este cambio en la

sustancia. [

La grafica que se obtiene del calorimetro DSC como respuesta se conoce como

termograma. Esta curva se ve afectada por:

Factores instrumentales: Velocidad de operacion, estado de las capsulas y el tipo de

sensores utilizados.

Factores debido a la muestra: Influye el tamafio de particula, su empaquetamiento y
los tratamientos previos a los que haya podido ser sometida la muestra.

En el caso de polimeros, las transiciones de importancia son la temperatura de transicion

vitrea (Tg), la temperatura de fusion (Tm) y la temperatura de cristalizacion (Tc). [4]

6.4.2. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

En esta técnica se detectan los cambios de peso de una muestra sometida a un
tratamiento térmico. Los experimentos pueden ser medidos por los cambios de peso de

la muestra al variar la temperatura.
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Para el caso de los polimeros, esta técnica nos brinda informacion de la estabilidad
térmica y se puede utilizar para conocer las posibles transformaciones por encima de la

temperatura de la fusion del polimero. [
6.5. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

El fundamento de la generacion de rayos X se basa en la emision de electrones de un
filamento, generalmente de tungsteno los cuales son acelerados por una alta diferencia
de potencial (20—50 kV) y golpean un blanco metalico o anodo que es enfriado con
agua.Como el anodo actia como blanco de impacto de los electrones acelerados, el

anodo emite en forma continua un espectro de la radiacion X (Ka y Kp). [’

Generalmente, la radiacion utilizada en DRX es monocromatica (de una sola longitud
de onda o intervalos de longitud de onda muy cercanos); por tal motivo, se utilizan

filtros para eliminar la radiacion K. [°]

Posteriormente, de acuerdo a la Ley de Bragg, cuando la familia de planos (hkl) de
distancia interplanar dhkl forma un dngulo 0 con respecto al haz de rayos X incidente de
longitud de onda A, se obtiene el patron de difraccion, es decir, hay un haz difractado al

mismo angulo 0 respecto a la familia de planos y 20 respecto al haz incidente. [/°]

Mediante esta técnica obtenemos informacion de la estructura cristalina o amorfismo

del biopolimero.

6.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En el campo de los polimeros, se deben utilizar técnicas capaces de observar la
estructura microscopica. La microscopia electronica de barrido proporciona informacion
morfoldgica y topogréfica sobre la superficie de los solidos que son normalmente
necesarias para entender el comportamiento de las superficies. Asi, un analisis por
microscopia electrénica es a menudo la primera etapa en el estudio de las propiedades

de las superficies de un sélido. /6]

42



UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA

IV. PARTE EXPERIMENTAL
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1. REACTIVOS

Biopolimero:

e Alginato de sodio (Algin*), suministrado por Sigma - Aldrich chemistry (United
Kingdom).

Agente entrecruzante:

e Cloruro de calcio (CaClz), suministrado por RIEDEL — DE HAEN AG SEELZE
— HANNOVER (Germany).

Agente Oxidante:

e Metaperyodato de sodio (NalOa), suministrado por Sigma — Aldrich chemistry
(United Kingdom).

Modificacion Quimica:

e L — Cisteina (HSCH2CH (NH2) COOH), de Sigma - Aldrich Chemistry.
e Borohidruro de sodio (NaBHa), adquirido de Sigma-Aldrich Chemistry.

Patrén primario:

e Nitrato de plomo (Pb (NOz)2), suministrado por MERCK (Germany).
Otros:

e Hidrdxido de Sodio (Fermont).

e Acido clorhidrico (MERCK).

e Solucion de Pb ™ a 1000 ppm (MERCK).

e Cloruro de sodio (Fermont).

e Alcohol etilico 98 % (Fermont, Monterrey S.A).

e Alcohol isopropilico 98 % (Fermont, Monterrey S.A).
e Acetato de sodio (MERCK)

e Acido Acético 98 % (Sigma — Aldrich)
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2. EQUIPOS

e FTIR Perkin EImer 1001-R

e AAS Perkin Elmer Analyst 200

e Orbital shaker - Wiseshake SHO-2D

e OakTon® pH 700

e NETZSCH STA 449F3 (DSC/TGA - CCIQS UAEM-UNAM - MEXICO)
e JEOL NeoScope JCM-5000 (SEM — UFSCAR - BRASIL)

e MINIFLEX X - Ray (DRX — USP - BRASIL )

e SDT Q600 (TGA - USP - BRASIL )

e RMN C EN ESTADO SOLIDO - CCIQS UAEM-UNAM — MEXICO

3.  MODIFICACION DEL ALGINATO
3.1. MICROESFERAS DE ALGINATO
3.1.1.ELABORACION DE LAS MICROESFERA

Se prepararon soluciones de alginato al 1 %, 1.5 %, 2 %, 2.5 %, 3 % y 3.5 %. Se
elabor6 microesferas por gelificacion externa, donde se goted solucion de alginato sobre
CaCl2 0,1 M a 150 rpm. Luego de formarse las microesferas se dejé reposar de 15 — 30
min y se conservaron en una solucion de CaCl2 0,003 M 71,

3.1.2.DETERMINACION DE LA HUMEDAD DE LAS MICROESFERAS

Se pesd microesferas humedas de alginato, se liofilizé por 24h obteniéndose el peso

seco de estas, y se determind el % de humedad.
3.2. OXIDACION DEL ALGINATO (AlgO)

Se disolvio 2,5 g de alginato de sodio en 100 mL de agua mediante agitacion magnetica
por un periodo de 30 minutos. Se agreg6 0,35 M de metaperyodato de sodio (NalOs) y
se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente por un lapso de 12 horas en

total oscuridad.

Luego se agregd 5 mL de etilenglicol y se dejo agitar por 20 min. La solucion se

precipito en etanol. Se filtré al vacio y el precipitado se redisolvié en la minima
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cantidad de agua, luego se re-precipitd. Este proceso de purificacion se repitié por
triplicado. Se llevo a un desecador al vacio por 24 horas. De esta manera se obtuvo el
alginato oxidado (AlgO). 2

3.3. MODIFICACION QUIMICA CON CISTEINA (AlgS)

Se tomé 1,80 g de la muestra obtenida anteriormente y se disolvié en 20 mL de una
solucion buffer de pH = 4,5 (solucién de Acetato/Acido Acético) y se agregd 0.35 M de
Cisteina. Se mantuvo en agitacion constante por 5 horas a 25 °C aproximadamente.
Finalmente, se adiciono borohidruro de sodio (NaBHa4) 0,45 M en agitacion constante,
luego se precipito en etanol, se filtrd al vacio y se lavo el producto obtenido (AlgS) con
etanol. Se repitio este proceso por triplicado. Se llevé a un desecador al vacio por 24

horas. (24
4. SORCION
4.1. PRUEBAS DE SORCION DE Pb*2
e Prueba de sorcion con microesferas de alginato

Se pesd 200 mg de microesferas de alginato, las cuales se lavaron con abundante agua
desionizada. Estas se colocaron en un conex de plastico que presentaba una solucion de
Pb*2 (75 ppm, 150 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm). El pH establecido
para la sorcion fue entre 4,5 — 5 611, El tiempo de agitacion fue de 12 h a 120 rpm en un
Shaker/orbital. Una vez culminado esto, se tomo6 una muestra de cada conex y se llevo a
dilucién x 100. Se analizé el contenido de Pb*?2en un AAS (Perkin Elmer). Se realiz6

una grafica q (retencion) vs Concentracion (ppm) de Pb*2, [58.59. 78]

e Alginato modificado

Se pesd 25 mg de alginato modificado, y se coloco en un conex de plastico el cual
presentd 50 mL de solucién estandar a una concentracion de 1000 ppm y se evalud la
sorcion a diferentes pH de 2, 3, 4, 5y 5.5. Una vez identificado el pH adecuado se
realizd la sorcion a diferentes concentraciones de Pb*2 (75 ppm, 150 ppm, 250 ppm, 500
ppm, 750 ppm, 1000 ppm) y se agitd en un Shaker/orbital por 24 horas a 120 rpm. Una
vez culminado esto, se tomo6 una muestra de cada conex y se llevo a dilucidon x100. Se

analizo el contenido de Pb*2 en un AAS (Perkin Elmer). Se realizd una gréfica q
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(retencion) vs Concentracion (ppm) de Pb*2. El precipitado formado se aislo para sus

respectivos analisis (AlgS — Pb*?).
4.2. PRUEBAS DE SORCION DE Cd*?
e Prueba de sorcion microesferas de alginato

Se pesé 200 mg de microesferas de alginato, se lavaron con abundante agua
desionizada, y se colocaron en un conex de plastico que presentaba una solucion de
Cd*? (75 ppm, 150ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm). El pH establecido
para la sorcion fue de 6 U8, El tiempo de agitacion fue de 12 h a 120 rpm en un
Shaker/orbital. Una vez culminado esto, se tomd una muestra de cada conex y se llevé a
dilucion x 100. Se analizd el contenido de Cd*2en un AAS (Perkin Elmer). Se realizo

una gréfica q (retencion) vs Concentracion (ppm) de Cd*2.
¢ Alginato modificado

Se pesoO aproximadamente 25 mg de alginato modificado, y se coloco en un conex de
plastico el cual presentd 50 mL de solucidn estandar a diferentes concentraciones de
Cd*2 (75 ppm, 150 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 750 ppm, 1000 ppm) a pH = 6, El tiempo
de agitacion fue de 12 h a 120 rpm en un Shaker/orbital. Una vez culminado esto, se
tomo una muestra de cada conex y se llevd a dilucion x100. Se analiz6 el contenido de
Cd*2en un AAS (Perkin Elmer). Se realizd una gréfica q (retencion) vs Concentracion
(ppm) de Cd*2.

5.  CARACTERIZACION
5.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR
5.1.1.Preparacion de soluciones

Sé prepard una solucién patrén de 10 000 ppm de alginato en 0,1 M NaCl y se mantuvo
en agitacion constante por 4 horas. Del patron preparado se tomaron volimenes de 10 —

30 mL de la solucion y se colocd, en fiolas de 100 mL. "% 72]
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5.1.2. Determinacion de la viscosidad intrinseca

Las viscosidades se midieron con un tiempo de flujo del disolvente (0,1 M NaCl) de
14,8 s a 25 °C. Todos los tiempos de flujo medidos fueron valores medios de al menos

cinco repeticiones. ['*:721
5.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (FTIR)

Los espectros de infrarrojo del alginato se obtuvieron de un FTIR 1001-R (Perkin
Elmer) por el método de reflectancia total atenuada donde el intervalo espectral de
analisis fue de 600 - 4000 cm™ ubicado este en el laboratorio de Sintesis de Materiales

Avanzados, Micro y Nanomateriales (GISMA).
5.3. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

Los difractogramas se obtuvieron en un equipo Rigaku Diffractometer Miniflex X-Ray
30kV/15mA con fuente Cu Ka, 1,5418 A, que se encuentra en el laboratorio de
“Quimica Inorganica Sintética y Estructural — Bioinorganica y Metalofarmacos” del

instituto de Quimica de la Universidad Sao Paulo — Brasil.
5.4. ANALISIS TERMICO (TGA/DSC)

Los termogramas de DSC y TGA de las muestras de alginato de partida, AlgO, AlgS y
AlgS - Pb*?se obtuvieron de NETZSCH STA 449F3 que se encuentra en el Centro de
Investigacion de Quimica Sustentable (C1QS) - UAEM — UNAM - México.

5.5. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

El termograma de las microesferas de alginato se obtuvieron de un equipo SDTQ600
gue se encuentra en el Laboratorio de Analisis Térmica, Electroanalitica y Quimica de
Soluciones (LATEQS), que pertenece al laboratorio de quimica de San Carlos (IQSC),
Universidad de Sao Paulo (USP-Brasil).

5.6. ESTUDIOS DE MORFOLOGIA (SEM)

Las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) presentadas en este trabajo
se obtuvieron de un equipo JEOL NeoScope JCM-5000 ubicado este en la Universidad

Federal San Carlos — Brasil.
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En la siguiente Figura.lV.1 observamos las microesferas de alginato obtenidas por

reticulacion iénica del alginato con 0,1M CaClo.

Figura.lV.1. Microesferas al 2,5 % de alginato de bureta y jeringa.

Se realiz6 el estudio morfoldgico de las microesferas por microscopia electronica de
barrido (SEM).

5.7. ANALISIS ESTRUCTURAL (RMN 3C EN ESTADO SOLIDO)

Las medidas se realizaron en el Centro de Investigacion de Quimica Sustentable (CIQS)
- UAEM - UNAM - México.
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1. CARACTERIZACION DEL ALGINATO DE PARTIDA
1.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

La determinacion del peso molecular se calculd por analisis viscosimétrico. Las
constantes para la aplicacion en la ecuacion de Mark — Houwink — sakurada ( [n] =
KM®*) se obtuvieron por la Tabla.ll1.10. [3]

Los tiempos promedios obtenidos a diferentes concentraciones de alginato son:

Tabla.V.1. Tiempos obtenidos a diferentes concentraciones

NaCl Alginato | Alginato | Alginato | Alginato | Alginato | Alginato
a

0.1M (600 (1000 (1500 (2000 (2500 (3000

' ppm) ppm) ppm) ppm) ppm) ppm)
Tiempo (s) | 14,8737 17,8616 | 20,1783 23,5830 27,1666 31,5050 | 36,3440

Haciendo uso de las ecuaciones presentes en la Ecuacion.l11.3 se determiné los valores

de las viscosidades para cada concentracion:

Tabla.V.2. Viscosidad a diferentes concentraciones

Concentracion (g/L) 1 (relativa) 1 (especifica) M (reducida)
0,6 1,2008 0,2008 0,3382
1 1,3566 0,3566 0,3601
15 1,5855 0,5855 0,3936
2 1,8264 0,8264 0,4145
2,5 2,1181 1,1181 0,4487
3 2,4434 1,4434 0,4825
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Una vez calculado los valores de la viscosidad reducida se construy6 la recta de
Huggins (Figura.ll1.27) que por extrapolacién se determina la viscosidad intrinseca (

[n]) para asi determinar el peso molecular del polimero.

Construyendo la grafica Concentracion (g/L) VS 1 reducida (L/Q)

Huggins
[ |
0.45 4
3
T 0.40 1
h=]
g Y = 0.0595x + 0.3006
= R? = 0.9978
0.35 4
4 1 ! 1 ! 1
1 2 3

Concentracion (g/L)

Gréfico.V.1. Recta de huggins del alginato de partida.

Obteniendo por extrapolacion de la recta de Huggins (Grafico.V.1) x = 0 tenemos que:
N (intrinseca) = 0,3006 L/g

Expresando en dL/g la viscosidad sera: n (intrinsecay = 3,006 dL/g

En la Tabla.l11.10 los parametros para el Alginato de Aldrich, ['°73 son:

k=73%10"9/, ya=092
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Aplicando Mark-Houwink-Sakurada:
7,3 x 107> Mw?%%2 = 3,006
Peso Molecular obtenido sera:
Mw = 100 kDa

El motivo de esta caracterizacion, es conocer el peso molecular del biopolimero de
partida, ya que la modificacion quimica no solamente dependera del % de grupos
urdnicos que presenta sino también del tamafio de la cadena polimérica la cual involucra
el peso molecular. ElI peso molecular y el % de grupos urdnicos determinan las
caracteristicas fisicoquimicas del biopolimero que ven afectadas la bioactividad,

modificacion quimica, gelificacion, etc.

Por ejemplo, a una mayor longitud de la cadena los efectos de interaccién en la misma
se hacen posibles, la tentativa conformacion que se forma es la de un ovillo; de esta
manera los grupos funcionales no estan totalmente libres y por ende afectan no
solamente a la solubilidad sino también a la modificacion quimica ya que los grupos
funcionales pueden estar formando interacciones intermoleculares en toda la cadena
polimérica. Por ende en la medidas viscosimetricas se busca la concentracion critica
(concentracion adecuada) donde se pueda presentar una tendencia ideal donde la cadena

se encuentre libre, desenrollada, para la estimacion del peso molecular. ['11

Ademas, debemos tener en cuenta que en cada reaccion el alginato sufrira procesos de
despolimerizacion disminuyendo progresivamente su peso molecular, por ende se debe
conocer el peso molecular de partida, esta disminucion es directamente proporcional a

la viscosidad del biopolimero.

1.2. ESPECTROSCOPIA INFRARROJO

Se obtuvo el espectro del alginato, como se puede observar en el Gréfico.V.2. Esta
grafica muestra los picos de los grupos funcionales caracteristicos en la estructura del

alginato
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Grafico.V.2. Espectro FTIR del alginato de sodio.

Como se puede observar el alginato muestra bandas de absorcién asignadas a los

diversos grupos funcionales que presenta.

Tabla.V.3. Grupos funcionales presentes en el alginato [6°!

Grupo Funcional Vibracion (cm™) Caracteristica
—-OH 3247 Estiramiento
C-H 2931 Tension
O-C-0O 1600 Estiramiento
Asimétrico
-OH, O-C-0O 1400 Deformacion
Vibracional, Tension
C-C-HyO-C- 1296 Deformacion
H
C-0 1130 Tension
C-OycC-C 1088 Estiramiento
(Piranosa)
C-O0 1020 Estiramiento
C - O (residuos) 947 Estiramiento
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La espectroscopia FTIR permite caracterizar al alginato de partida conociendo los
grupos funcionales caracteristicos de este, a que numeros de onda presenta picos y como
estos grupos se mantienen estables o se ven afectados en la modificacion quimica; por

ende permite conocer que grupos participan de la reaccién o se ven mas afectados.

1.3. DIFRACCION DE RAYOS X

Se obtuvo el difractograma del alginato de partida:

800 +

700—: M&MMMM

600

500

o o

300 H

Intensity(a.u.)

200 H w.

T
1004 ¥

o+ 1
o 10 20 30 40 50 60 70

26 (degree)

Gréfico.V.3. Difraccion de rayos X del alginato de partida.

La presencia en el difractograma de una region amorfa (curva) demuestra el
plegamiento, cadenas desordenadas o desalineadas, condiciones comunes debido a las
torsiones y dobleces de las cadenas que impiden la orientacion, mostrandose en la
Grafico.V.3 la presencia de picos anchos en su mayoria. Observado esto, se puede
inferir la falta de uniformidad y ordenamiento asi como la alta flexibilidad, elasticidad

del material en andlisis. [

Ademas el alginato es un copolimero por ende se reduce el grado de cristalizacién
porque el segundo monémero no podré ajustarse adecuadamente en la red cristalina del
primero y, el caso de ser muy diferentes, provoca que la cristalizacion sea
completamente impedida por falta de regularidad estructural. Como también considerar
que cierta cristalinidad se puede presentar gracias a la presencia de grupos funcionales

estos por su fuerte interaccion forman puentes hidrogeno permitiendo realizar un mejor
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reordenamiento, siendo en este caso no muy relevante pero aun muy poco diferenciable,

presente en los picos débiles que aparecen. [*°]

Se observa en la Gréfico.V.3 que, el alginato en polvo no presenta una cristalinidad
diferenciable en comparacion con otros biopolimeros (Grafico.V.4). Asimismo estos
picos anchos que se observan son evidencia clara de que el polimero es amorfo sabiendo
también que es un copolimero estadistico reduciendo las posibilidades de su

cristalinidad. Los picos poco diferenciables se observan a un 26 = 13°, 22°, 40°.

3500
3000 —
2500 H
i Celulosa

2000

1500

Intensidad (a.u)

1000

500 y W M

et
O T T T T T T T T T T T T T ]
0 10 20 30 40 50 60 70

20 (grado)

Alginato

Grafico.V.4. Difraccion de rayos X del alginato, celulosa y del quitosano.

1.4. ANALISIS TERMICO (TGA/DSC)

El anlisis térmico permitira conocer hasta que temperatura el biopolimero se encuentra
estable, sin experimentar degradacion térmica, asi también los tipos de reaccién en la
estructura del material debido al aumento de temperatura, posiblemente la escisién

térmica de algunos grupos funcionales como el colapso de la estructura. [0 811
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Ademas en el alginato modificado, se podré conocer los nuevos picos endotérmicos
como exotérmicos debido a la insercion de nuevos grupos funcionales en la red

estructural del alginato. En el alginato de partida tenemos:

Por el analisis del termogravimétrico (TGA), la primera pérdida de masa es del 7,04 %

proximo a los 100 °C que corresponde al contenido de H20.

La segunda pérdida de masa es 35,06 % correspondiendo esto al colapso de la estructura
polimérica, ruptura de los puentes glucosidicos (despolimerizacion) y el tercer
decaimiento podria ser la liberacion de CO: y agua. (&% 81

Mientras que observamos en el analisis calorimétrico de diferencial de barrido (DSC) 2
picos, el primero es un endoterma a 101,6 °C que se encuentra asociado a la pérdida del
agua y el segundo pico a 242,5 °C es un exoterma que en correspondencia con el TGA
no solo se debe a la despolimerizacién sino también a la escision térmica de los grupos
carboxilatos y la evolucion de CO, 8%,

TG /%
1101

100 4 ~_ I Mass Change: -7.04 %

90 1

801 Mass Change: -35 56 %
70

60 1

Mass Change: -9.63 %
50 1 &

40 1

301

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temperature /°C

Grafico.V.5. Andlisis TGA del alginato de sodio.
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Gréfico.V.6. Andlisis DSC del alginato de sodio.

15. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 3C EN ESTADO SOLIDO
(RMN 13C)

Para el analisis estructural del alginato tenemos el espectro de carbono observado en el

Grafico.V.7 el cual nos proporciona, segun el desplazamiento quimico: [63: 66 67]

175.9
100.6
0
2
1
9
3

230 210 190 170 150 130 110 90 70 50 30 10

Grafico.V.7. Analisis RMN 3C en estado solido del alginato de sodio.
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- Los grupos carboxilatos (160 — 180 ppm)
- El enlace glucosidico (90 — 110 ppm)
- El ambiente de la piranosa (50 — 80 ppm)

Ubicamos la sefial (pico) que corresponde a cada carbono en el espectro. En la

Tabla.V.4 se muestran los desplazamientos quimicos por RMN *3C en estado sdlido. &

66, 67]

Figura.l11.23. Estructura del alginato con cada carbono enumerado.

Tabla.V.4. Asignacion de los espectros RMN *C en estado sélido del Gréfico.V.7

RMN C
Carbonilo | Anomérico Piranosa
Notacion
_ A B C D E F G H
Figura.lll.23
Xa Ges | Ms | Gu M1 | Ga |Ma|Ms|M3s|Mz2|Gs|Gs| G2
Desplazamiento
o 1759 | 1006 | - 81 75,2 71,1 67,9 |653
Quimico (ppm)
Desplazamiento
e 176,2 [102,2(99,5|828| 76,4 71,6 68,4 | 655
Quimico (ppm)©e]

En la Tabla.V.4 tenemos los desplazamientos quimicos del alginato de sodio en

contraste con los obtenidos por T. Salomonsen 661,
Xa es la notacién para asignar a un grupo manuronato (M) o guluronato (G) con su

respectivo numero el cual se refiere a la posicion, es decir, G es el a&tomo de carbono Ci1

de la unidad de guluronato.
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Observando el espectro de RMN *3C en estado sdlido tenemos que:

e La relacion M/G es < 1 63 esta respuesta es notable siendo indiferente a las
técnicas cuantitativas para la determinacion en % de la relacion M/G B 19, Esto
es posible gracias a los picos presentes en la region del carbono anomérico y la
piranosa, que presentan para un mayor % de G los picos de B, D, G, H con
mayor intensidad mientras que C, E, F son para los grupos M.

e Ademas en el espectro no hay un gran solapamiento de los picos esto gracias al
bajo % de agua presente en el biopolimero (corroborando este con el analisis
TGA), ya que este tiende a hidratarse precisamente en los grupos M siendo estos
los mas susceptibles a interactuar con el H20 631,

e También tenemos que a un mayor % de G presentamos una mayor rigidez en el
biopolimero pues la perdida de esta se da debido a los cambios quimicos que

pueden ocurrir en el polimero (despolimerizacion, ruptura de C2-Cs). [?6]

2.  CARACTERIZACION DE LAS MICROESFERAS
2.1. DIFRACCION DE RAYOS X

Similar al analizado con el alginato de partida, se realizo los analisis a las microesferas
obtenidas en el laboratorio, determinando la cristalinidad que pueda presentar. En el
Grafico.V.8, tenemos los difractogramas para el alginato de partida, microesfera sin

Pb*? (antes de la sorcion) y microesfera con Pb*? (después de la sorcion).

Alginato de partida
800
N
' M«

H . 0
: i T
,.E* 400 (fﬂ i) uw‘#h‘*‘“ bl W
Qo
2004

] J‘M

0] Microesferas sin Pb*
0 I 2IO ) 4'0 T 6I0

20 (degree)

Graéfico.V.8. Comparacién de los difractogramas del alginato, alginato de partida,

microesferas sin Pb*2 y microesferas con Pb*2,
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Se observa que la poca cristalinidad o mejor ordenamiento y regularidad que presentaba
el alginato al inicio y se pierde al formar las microesferas, esto debido a que en vez de
contribuir un metal al ordenamiento del polimero termina por plegar mas a esta y
deformando mas de lo que estaba al inicio ya que el metal deberia formar celdillas con
los grupos gulurdnicos del alginato. Mientras que los grupos manurénicos no brindan
esta formacion regular y como tenemos que el alginato es un copolimero estadistico
podemos tener una interaccion en puntos de unién como en la Figura.ll1.5 que muestra
diferentes casos, donde todos estos pueden estar presentes en 2 cadenas de alginato, a
ello con lleva el amorfismo de las microesferas (perlas) no mostrando un pico
diferenciable. En el caso del alginato entrecruzado (alginato con Ca*?) se muestra la
aparicion de un pico ancho rescatable del difractograma a un 260 = 41°.

Se debe tener en cuenta que las muestras analizadas se encuentran secas en este caso,
tanto los alginato entrecruzados con calcio estan secos tanto los que presentan Pb*?
como los que no.

Asimismo, la microesfera de alginato con Pb*? continua presentando amorfismo en la
red polimérica, probablemente exista una competencia entre el calcio (Ca*?) y el plomo
(Pb *2) en presentar uniones estables con los carboxilatos del alginato y esto crea una
red desordenada para cada metal con diferentes tamafios.

2.2. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

Aqui tenemos como es la desintegracion de la microesfera del alginato:

105 1.0

f11.90%
(0.5449mg)

90+

-08

75
48.42% roe
(2 218mg)

60+

04
Residue:
i 8.465%
45 (0.3877mg)

Weight (%)

Deriv. Weight (%/°C)

23.10%
{1.058mg) roz

L 7751%

0.35501

(0.3560mg) | oo
15 $

0 T T T T 02
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304

Grafico.V.9. Analisis térmico del alginato entrecruzado.
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En el Gréfico.V.9 tenemos 4 etapas. La primera comprende la deshidratacion de las
perlas obteniendo un 11.09 % aproximadamente de agua presente. Esta deshidratacion
ocurre de 25 °C — 140 °C. Tener en cuenta que para este analisis las microesferas se

encontraban secas.

En la segunda etapa, tenemos la descomposicion de las perlas, tanto la
despolimerizacion como la conforme ruptura de los enlaces glucosidicos. Esta
degradacién abarca desde los 170 °C — 400 °C obteniéndose un 48,42 % de material
desintegrado. En la tercera etapa ocurre la formacion de CaCOs y Na.COs este ultima
en poca proporcion por la estabilidad, esto se obtiene entre 400 — 570 °C, y un valor
aproximado de 23,10 %. Por ultimo la desintegracion continua hasta la formacion de
CaO en consecuencia de CaCOs presente 590 °C — 830 °C (7,751 %).

Este andlisis determina la estabilidad térmica del alginato entrecruzado con calcio, de
aqui como ya se habia mencionado, a partir de los 170 °C se observa la pérdida de masa
lo que indicaria el colapso de este material, manteniéndose estable hasta 170 °C.
Asimismo, se observa que por encima de 400 °C se da la formacion de 6xido de calcio
indicando la presencia de este elemento, a diferencia del alginato de partida
(Gréfico.lV.5.) [0 8]

2.3. ESTUDIO MORFOLOGICO DE LAS MICROESFERAS DE ALGINATO
POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En las siguientes figuras tenemos las microfotografias realizadas a las perlas sin cargar

(alginato entrecruzado con CaCl2).
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Figura.V.1. Microfotografias de las microesferas de alginato sin Pb*? (500 pm-10 um).

En la Figura.V.1 y Figura.V.2 tenemos las microfotografias de las microesferas de
alginato. Debemos tener en cuenta que las fotografias se realizaron a las microesferas

Secas.

Como se puede observar, la Figura.V.1 y Figura.V.2 muestra una superficie irregular,
rugosa y por lo tanto una extensa area superficial, ademas son evidentes las fisuras que
presenta. Todas estas caracteristicas suman para la interaccion con los iones Pb*2 en la
sorcion, tanto la superficie de la microesfera como posiblemente otros procesos como la
difusion cuando la microesfera se encuentra humeda (lo que mencionamos como

intercambio i6nico).
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Figura.V.2. Microfotografias de las microesferas de alginato sin Pb*? (5 um-2 pm).

Como hemos mencionamos, las imagenes obtenidas del SEM muestran la morfologia de
las perlas, una superficie rugosa, y fisuras las cuales participarian en el proceso de
intercambio iénico y/o adsorcion de algin compuesto en la superficie o dentro del
material.

Las siguientes figuras se tratan de las perlas de alginato cargadas con Pb*?:

Figura.V.3. Microfotografias de las perlas de alginato con Pb*? (500um).
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10 kY x 10000 e T ] ]

Figura.V.4. Microfotografias de las perlas de alginato con Pb*2 (50pm-2pm).
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En la Figura.V.3 y Figura.V.4 podemos observar que a una medida de 500 um la
superficie de las perlas cargadas a simple vista se encuentra lisas mientras que a 50 um ya
aparecen algunas fisuras. En comparacion con las microesferas cargadas se observa que
estas presentan fisuras notandose desde los 500 um, lo cual difiere con las cargadas con
plomo. Ademas la superficie de las microesferas luego de la sorcién de Pb*?, es més lisa a

comparacion de las microesferas antes de la sorcion.

La superficie lisa que se observa, es debido a la afinidad del tamafio del ion (intercambio
del ion entrecruzante) en este caso el Pb*? es mas afin que el Ca*? en las microesferas.
Ademas cierta contraccion observada en la Figura.V.3 y Figura.V.4, a diferencia de las
microesferas sin carga (Figura. V.1 y Figura. V.2) es debido al secado ya que se cuenta
con un material con alto % de H20, pero mas estable en presencia de iones Pb*? que con

Ca*?, ya que para este Gltimo las cavidades son mas grandes. (82

Por ende este cambio de las caracteristicas superficiales es producto de la interaccion en la
superficie y del intercambio idnico que presenta las microesferas de alginato con los iones
Pb*2

3. MODIFICACION QUIMICA DEL ALGINATO
3.1. OXIDACION DEL ALGINATO (AlgO)

La oxidacion del alginato se llevo acabd por el ataque del peryodato de sodio a una
solucion de 2,5 % de alginato. La reaccion es conocida como “Reaccion de Malaprade” en
donde el peryodato provoca la ruptura del enlace C2 — C3 formando de esta manera grupos
aldehidos. Debemos tener en cuenta que la reaccién se realiza a oscuras previniendo la
reduccion del peryodato. Ademas el control del oxidante se realiz6 afiadiendo etilenglicol
reduciendo el peryodato a yodato. La oxidacion en biopolimeros involucra también la

despolimerizacion de este.

En la Figura.lll.8 observamos la formacion de grupos aldehidos. En este caso la
formacion de aldehidos por medio de esta oxidacion es factible pero debido a los grupos
funcionales presentes en el alginato se lleva a cabo una reaccién secundaria. Los grupos
aldehidos formados son muy inestables y rapidamente reaccionan con los alcoholes

vecinos en la estructura polimérica, formando asi grupos hemiacetales.
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En medio acido es rapido la protonacion del enlace anhidroglucosidico y este puede
retornar a un grupo aldehido, por ende un meétodo de los ya existentes para la
determinacion indirecta del grado de oxidacion es la titulacion potenciometica. Para la
determinacion del grado de oxidacion se realizd esta reaccion formando oximas
producto de la reaccion con clorhidrato de hidroxilamina 28 tal como se puede

observar en la reaccion en la Ecuacion.ll1.1.

0.7 4

n
e
[

0.2 / n

A pH /AV
| |
||

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Volumen (mL)

Gréfico.V.10. Andlisis potenciométrico.

(Vol enmLyaop X Nygon) X 107°mol ~ mol de CHO
Masa de la muestra(g) x (Mw Alginato) mol de Alginato

Ecuacion.V.1. Determinacion del grado de oxidacion

En el Grafico.V.10 el andlisis potenciométrico muestra un pico maximo al cual por

estequiometria (Ecuacion.l11.1) se logra determinar un 90 % de grado de oxidacion.

Analisis volumétrico por titulacién de iodo consumido estimo un 70 % de Grado de

Oxidacidn por estequiometria.
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103 + 51 + 6H* = 3l2+ 3H20

Ecuacion.V.2. Reaccion de reduccidn del yodato

Una vez obtenido el AlgO prosigue el proceso de precipitacion en este caso se utiliza un
solvente no polar siendo el adecuado para este caso el alcohol etilico/isopropilico.

Figura.V.5. AlgO sintetizado.

La oxidacion en la modificacion es conveniente ya que buscamos funcionalizar con grupos
tiolados al alginato de sodio, por ende necesitamos activar a este biopolimero. En términos
coloquiales la oxidacion del alginato de sodio es un puente para la funcionalizacién
obteniéndose como primera etapa gracias a esto, la formacion de grupos aldehidos del Czy
Cs del alginato, aprovechando su alta reactividad y facil aminacién con el agente

modificante (cisteina).

3.1.1.CARACTERIZACION DEL ALGINATO OXIDADO

Como hemos venido observando la caracterizacion del alginato mediante técnicas FTIR,
RMN 23C en estado sélido, titulacion potenciométrica, permiten demostrar que grupos
funcionales se ven afectados por el ataque del peryodato de sodio; Asimismo, conocer el
grado de oxidacion (% G.O). Los andlisis térmicos indicaran hasta que condiciones trabajar
con el material antes de su descomposicion, como la aparicion de nuevos picos

endotérmicos y exotérmicos debido a la formacion de nuevos enlaces y ruptura de otros.
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3.1.1.1. ESPECTROSCOPIA INFRARROJO

Se obtuvo el espectro del AlgO, como se puede observar en el Grafico.lV.11. Esta
grafica muestra los picos de los grupos funcionales caracteristicos en la estructura del
AlgO.

105 4
100 + Alginato
95
90 1 @"
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75 4
70 -
65 -
60 -
55 ] 1Ay
s0- ()
45 ]
40

Alginato Oxidado
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de Onda (cm™)

Gréfico.V.11. Espectro FTIR por el método ATR del AlgO.

En el espectro anterior tenemos la aparicion de algunos picos no presentes en el alginato
de partida, por ejemplo a 1732 cm™ tenemos la vibracion de tension del grupo C=0
posiblemente de restos de formaldehido formado producto de la oxidacion, ademas
tenemos el pico a 768 cm™ que corresponde a la vibracion de deformacion plana del
grupo =C-H este presente al formarse el grupo aldehido. En este caso las sefiales
obtenidas por el FTIR no nos brindan una clara elucidacion de la presencia de grupos
aldehido, y es de esperar ya que trabajos precedentes indican que existe un mecanismo
de proteccién y desproteccion de los grupos aldehidos (obtenidos por la oxidacion) con
los alcoholes vecinos, formando de esta manera grupos hemiacetales (Figura.l11.9). [27]
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3.1.1.2. ANALISIS TERMICO (TGA/DSC)

TG /%
110

100 Mass Change: -5.29 %

fMass Change: -5.32 %
90 r

80 ’Mass Change: -18.32 %

70

60

Mass Change: -22.16 %
50
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30

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temperature /°C

Grafico.V.12. Analisis TGA del AlgO.

En el Grafico.V.12 observamos 4 decaimientos en pérdida de masa. Para el analisis del
TGA, la primera pérdida de masa es del 5.29 % que corresponde al contenido de H20.
La segunda pérdida de masa es de 8.32 % la cual corresponderia a la continua
deshidratacion. El tercer decaimiento es una pérdida de masa de aproximadamente
18,32 %. Como se observa las curvas de decaimiento no son muy pronunciadas por lo
que podemos afirmar que se trata de una descomposicion por multietapas, donde los
productos intermedios no son estables; ademas observamos una pequefia elevacién al
culminar esta etapa. La pequefia elevacion se trataria de una perturbacion del equipo. La
cuarta pérdida de masa es del 22,16 % que corresponderia al colapso completo del
biopolimero asimismo el decaimiento es pronunciado, afirmando asi que se trata de una

descomposicion.

Para su DSC presentamos 4 picos Grafico.V.13, el primer pico es un endoterma a 136,1
°C que se encuentra asociado con la pérdida del agua. Los dos siguientes picos a 219,7
°C con un area de 94,46 J/g y 247,7 °C con un area de 163,9 J/g, son exotermas y se
obtienen de la descomposicion mdltiple, en la tercera pérdida de masa (TGA). Asi
también el pico a los 247,7 °C del oxidado comparado con el DSC del biopolimero de
partida (242,5 °C) presenta un exoterma con un area de 163,9 J/g. Comparando las areas
de estos dos exotermas y su proximidad en la temperatura, podemos afirmar que se

trataria de la escision del grupo carboxilato, y como las medidas de las areas son
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cercanas respalda el hecho que la reaccion de oxidacion es relativamente selectiva al

ataque de la piranosa. [

La ultima etapa es un exoterma a 299,8 °C con un &rea de 426,8 J/g, que corresponderia
a la despolimerizacion, degradacion térmica, evolucion de CO2, ademas que este ultimo
exoterma no aparece en el DSC del biopolimero de partida lo que con lleva a pensar que
se trata de un nuevo enlace posiblemente de los grupos aldehidos/hemiacetales

formados por la oxidacion.

DSC /(mW/mg)

104 ¥ ex0

Peak: 136 1°C )

K Area: '1,4-?9 Jgvea: 162.9.41g Area: -426.8 Jig
| (8}
O b t ot - L !
Area: 94 .46 Jig Peak- 210.7 °C 4
Peak: J47.7 °C
10
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-30
-40) | |
Peak: 299.8 °C
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Temperature /°C

Gréfico.V.13. Anélisis DSC del AlgO.

3.1.1.3. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR C EN ESTADO SOLIDO
(RMN 13C)

En el Gréfico.V.14 tenemos el espectro de RMN **C. Observamos que las intensidades
de algunos picos disminuyen, lo que indica que la oxidacién no solamente afecta a la
ruptura C2-Cs, en la despolimerizacion del alginato (ruptura del enlace
anhidroglicosidico) sino también es selectiva hacia la oxidacion del grupo G

(gulurénico) B,

En el espectro observamos que los picos de B, D, G, H disminuyen en intensidad. Estos
picos ya no se pueden apreciar en el espectro. Los grupos aldehidos formados en la

oxidacion no se observan en el espectro de RMN *C del oxidado; asimismo las técnicas
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como el FTIR no logran visualizar diferenciablemente estos picos. Este problema es
debido a la reaccion en gran parte de los grupos aldehidos con los alcoholes vecinos
presentes en la estructura que continua de la cadena polimerica, como ya se menciond
anteriormente, [6267]

Se presenta la formacién de hemiacetales, siendo estos los que se observan en el
espectro RMN 3C donde el carbono del hemiacetal se observa a los 92,2 ppm. De esta
manera se garantiza la oxidacion del alginato de sodio. [¢7]

(0] © - Ko 0o
0 (e}
SR TR
/////// C Cs w0 °
H WoH .,
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—175.7
—73.5

230 210 190 170 150 130 110 90 70 50 30 10
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Grafico.V.14. Analisis de RMN *3C en estado sélido del AlgO.

Tabla.V.5. Desplazamientos de *3C RMN del Gréfico.V.14 [¢7]

Carbono (Correspondiente a la
Figura.ll1.23)

Posibles sefiales de hemiacetal: G2,Gs y

Desplazamiento Quimico (ppm)

M2,M3 (minimo)
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Del Gréfico.V.14 hemos considerado los picos més relevantes para discutir el espectro,
ya que a diferencia con el de partida, tanto las sefiales de los carbonos: G2 y Ga
disminuyen drasticamente comparadas con las sefiales de los carbonos de los grupos
manuronicos (M), esto es debido a la preferencia en la oxidacion de los grupos
Guluronicos (G).?1 Asimismo, no son apreciables las sefiales de los carbonos Gz y Gs
ya que estas se encuentran muy préximas a las del G2 y debido a los picos anchos que

muestra la técnica de RMN en estado sélido, son mas dificiles de interpretar.
3.2. MODIFICACION QUIMICA CON CISTEINA

Esta etapa consistié en la adicion de la cisteina, para este caso se diluyé completamente el
AlgO en un tampon buffer de Acetato/Acido acético (pH = 4,5). Una vez realizado esto, se
procedi6 a afiadir el aminoacido en este caso solucion de cisteina 0,45M dejandose agitar

por 2 horas, luego de esto se agregd una minima cantidad de NaBHa (s).

El medio estable permite que los grupos funcionales presentes en el aminoacido y el AlgO

interaccionen en los diversos puntos de unién buscando generar un compuesto estable.

Las condiciones de trabajo en medio acido promueven a la formacién de una interaccion
entre el grupo amino presente en el aminoacido y el carbono del grupos aldehido. El agente
reductor actua como protector del aminoacido y busca mantener la interaccion Carbono —

Nitrégeno del aldehido y de la amina del aminoacido.

Finalmente, se precipitdé en etanol/alcohol isopropilico, se filtr6 al vacio y se lavo el
producto. Debemos considerar que cuando se agregd la solucion de cisteina al AlgO, se
observé un cambio de color (siendo el color blanco/amarillo muy palido el de partida,
pasando a un tono mas oscuro y por ultimo a un color blanco manteniéndose en este),
ademas se observa que inmediatamente se eleva la temperatura. Estas manifestaciones en
la reacciéon no solamente indican la formacién de nuevos enlaces en la modificacion del
alginato sino también la posible formacién de impurezas, despolimerizacion, ciclacion de

la cisteina, oxidacion de los tioles, etc.
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Figura.V.6. Sintesis del AlgS.

3.2.1.CARACTERIZACION DE LA CISTEINA

La caracterizacion de la cisteina busca conocer las condiciones adecuadas para trabajar con
este amino&cido, asimismo discriminar los picos caracteristicos en el FTIR y relacionarlos

con la modificacion quimica del alginato.
3.2.1.1. ESPECTROSCOPIAFTIR

Se obtuvo el espectro de la cisteina en el Grafico.lV.15. Esta grafica muestra los picos

de los grupos funcionales caracteristicos de la cisteina.
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Grafico.V.15. Espectro FTIR de la cisteina.

Tabla.V.6. Grupos funcionales con sus respectivas vibraciones [l

Grupo Funcional (Vibracion) Pico (cm™)
Picos anchos por arriba de 3000
2543
1612
1575
150
1520
1420
1390
1344
1295
1198
1141
029
=
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Figura.V.7. Propuesta del alginato modificado con cisteina (AlgS).

3.2.1.2. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO (P.I)

En la siguiente grafica tenemos el P.I donde la cisteina no presenta carga, por ende no

es soluble a este pH. 4]
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Gréfico.V.16. P.1 de la cisteina.
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El punto isoelectrico se determina debido a que en el proceso de sintesis de la modificacion
quimica, la reaccién debe estar alejada por encima o por debajo del P.I, para evitar la

precipitacion de la cisteina.

: " % T
| _
o, OH ‘|3H2 OH THZ OH THZ
- + - -
R‘lHB_(l:_COOH KIH;:,—C—COO NH3—C—COO " NHZ_C—COO
| H* | H* | H |
" = =8.37 : K;=10.7 "
K192 Zyitterion  PKI™ PR

Ecuacion.V.3. Reaccion de ionizacion de la cisteina [

En la Ecuacion.V.3 se puede observar las reacciones de ionizacion de la cisteina, por ende
en el Grafico.V.16 se encuentra el P.lI siendo 5.3 y para evitar la cristalizacion de la

misma, se trabaja a un pH alejado de este valor.

3.2.2.CARACTERIZACION DEL ALGINATO MODIFICADO
3.2.2.1. ESPECTROSCOPIA FTIR

Se obtuvo el espectro del AlgS en el Grafico.V.17. La siguiente grafica muestra las
diferencias de los espectros del alginato modificado (AlgS) con el alginato de partida,

alginato oxidado (AlgO) y la cisteina.
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Grafico.V.17. Comparacion de los espectros FTIR de la cisteina, AlgS, AlgO y del

alginato.

En el Gréfico.V.17 observamos claramente la variacion de picos desde el alginato de

partida hasta el AlgS, debido a la modificacién quimica con cisteina.

Tabla.V.7. Grupos funcionales con sus respectivas vibraciones del AlgS

Grupo Funcional (Vibracién)
— o

v NH2 3335

Vv CHz

[
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6s NHz * 1485

v COO" (asimétrico) _

v C — O - C (Simétrico) 1080

v C — O - C (Anti simétrico) _
940

v SH

3.2.2.2. ANALISIS TERMICO (TGA/DSC)

En el Gréfico.V.18 observamos 3 decaimientos en pérdida de masa.
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Grafico.V.18. Analisis TGA del Algs.

Para el analisis del TGA, la primera pérdida de masa es de 16,72 % que corresponde al
contenido de H20 y gases que posiblemente se liberan al medio, producto de la
descomposicion térmica. La segunda pérdida de masa es del 16,16 %, como se observa
las curvas de decaimiento no son muy pronunciadas lo que puede indicar que no se trata
solamente de un compuesto, ademas la pérdida de masa es muy baja en el tramo 150 °C
— 250 °C lo que podria proponerse en conjunto con el DSC (Grafico.V.19) una
descomposicion térmica en nuevos productos y/o fusidn mientras que la pérdida de
masa en gases sea aquella que se cuantifica. El tercer decaimiento corresponderia al
entorno polimérico que sufre la pérdida de masa por liberacion de CO2 ya que el

porcentaje sigue siendo muy bajo (21,91 %) ademas la caida no es pronunciada.
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En el DSC del AlgS (Gréfico.V.19) observamos que presenta 5 picos, todos los picos
son endotermas lo que indicaria como propuesta la posible modificacién mediante un
enlace iminico y parte que podria reaccionar como una interaccién eléctrica producto
del efecto isoestérico de la cisteina. El primer endoterma que observamos se da a los
49,9 °C e inmediatamente tenemos otro endoterma a los 58,6 °C; asimismo,
observamos que las dos curvas se sobreponen, por ende a 49,9 °C podria atribuirse a
una reaccion de termolisis (descomposicion térmica) y el producto inmediatamente
propaga una segunda reaccion a los 58,6 °C, interpretandose como una descomposicion

de esta.

La siguiente curva a los 90,9 °C seria la deshidratacion (fusion del agua). El siguiente
pico a 194,9 °C podria indicar otra descomposicion térmica y/o fusion de la sal mientras

que el pico que continda podria atribuirse a un reordenamiento.

DSC /(mW/mg)
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Gréfico.V.19. Andlisis DSC del Algs.
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Grafico.V.20. Termogramas de DSC/TGA del Algs.

3.2.23. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR C EN ESTADO SOLIDO
(RMN 13C)

Debido a que el producto que se obtuvo era altamente insoluble en diversos solventes
(Tabla.V.8) se recurri6 a la RMN 3C en estado sélido (Gréafico.V.21). Esta
particularidad posiblemente es debido a un alto grado de entrecruzamiento de las
cadenas poliméricas, ya que la modificacion quimica le brinda al alginato grupos
funcionales de la cisteina. Mediante este espectro podemos observar de manera muy
definida la presencia de cisteina, donde los picos en su mayoria son de esta,
posiblemente debido a que gran parte de la cisteina cristalizo en el medio como exceso;
asimismo, esta se encuentra en el producto en alguna de sus formas idnicas.
Observamos los picos: 174,8 ppm; 53,3 ppm y 35,1 ppm. Los picos que aparecen por
debajo de 35,1 ppm como el 28, 25, 24 ppm podrian ser tanto los valores de la cisteina
debido a sus diferentes forma i6nicas como se observa en el Gréafico.V.21 y ademas que
la sefial a 35 ppm podria ser un desplazamiento del carbono —CHz- de la cisteina, ya que
algunos grupos tiol pueden presentar interacciones tipo puente disulfuro con otras

cisteinas. (84

Debemos también considerar que la técnica de RMN de *3C en estado solido no

solamente brindara informacion de los carbonos presentes en la muestra sino también, la
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presencia de picos muy proximos en una sefial que denota la presencia de al menos dos
formas cristalinas (polimorfismo) en este caso alguna otra disposicion geométrica de los
carbonos presentes (25 ppm, 24 ppm).3 Debemos sefalar que los picos préximos de
170 — 180 ppm serian tanto del carbono del grupo —COO" de la cisteina y posiblemente
del alginato. Esta no es la Unica posibilidad que se puede plantear para la modificacion
con cisteina. 81 Al momento con este espectro no podemos afirmar la presencia tanto
de alginato y cisteina en la modificacion ya que las sefiales del alginato (en este caso de

la piranosa) no se observa o las sefiales son muy minimas para ser apreciadas (100 — 65

ppm).
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Grafico.V.21. Analisis de RMN *3C en estado sélido del AlgsS.
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Tabla.V.8. Solubilidad de AlgS
Solvente AlgS (9)  Vsowente (ML)  Solubilidad
H20 0,0030 3 --+
DMSO 0,0030 3 ---

Acetona 0,0030 3 ===

DMF 0,0030 3 ---
Etanol 0,0030 3 -
Metanol 0,0030 3 -
Acetonitrilo 0,0030 3 ---
Tolueno 0,0030 3 ---
Tetrahidrofurano 0,0030 3 ---

n-hexano 0,0030 3 ---

Debemos tener en cuenta que en las reacciones de azlcares y aminas es comun observar
como propuesta la formacidn de bases de schiff que solo forman parte de una etapa de la
reaccién global, las cuales involucran la formacion de compuestos que presenten color y
olor. Este tipo de reaccién se llama “Reaccion de maillard”. La reaccion de maillard son
una red compleja de reacciones. Ademas que las condiciones para disminuir la
formacion de esta reaccion varian desde el buffer (pH), el tipo de azucar en este caso el
alginato y el aminodcido, este tipo de reaccion es la causante de los olores y el constante

cambio de color que puede presentarse en la reaccion. 7]
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Figura.V.9. Reaccion de maillard por etapas. 71

Esto es un inconveniente ya que de esta manera se pierde reproducibilidad del método

ademas es algo que se debe preveer y tener en cuenta (reaccion en multietapas).

Otro inconveniente que puede surgir, es la racemizacion de la cisteina:

Figura.V.10. Reaccion de racemizacion de la cisteina. (8]

Este caso se da por una reaccion tipo adicion formando una tiazolidina, la cual depende
mucho de las condiciones tanto del pH, efecto estérico y ademas de la competencia con

la formacion de una imina para su sintesis, ya que la sintesis de esta inicia con un ataque
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del grupo amino al carbono del grupo aldehido y de inmediato se da la adicién por parte

del grupo sulfuro (S°) a la carbonilamina formada en el paso anterior. (€]

Asimismo la reaccidon en medio acuoso de AlgO/cisteina a un pH relativamente acido
por debajo del P.I, puede brindar la activacion de los grupos aldehidos para la reaccion
con los grupos nucleofilicos de la cisteina. Para la formacién de iminas es necesario la
eliminacion de H20 (por lo general se evita su presencia) ya que de esta manera
desplazamos la reaccion de equilibrio hacia la formacion de grupos imina
(Ecuacién.V.4).

H
+ = )\ * H,0
~ NN 2
Ry o HzN/\Rz Ry N/\R2

Aldehido Amina Imina
~ ~ OH T
L Rl)\u/\RZ

Ecuacién.V.4. Reaccion de la formacion de iminas.

Ademas, otro incoveniente es la evidente protonacion del grupo amino de la cisteina en
medio acuoso debido al alto pKa que presenta. Tambien el grupo tiol presenta un pKa
relativamente alto y esto hace que el azufre se encuentre como anion (S°), de esta
manera este tendrd la posibilidad de producir hemitioacetales al reaccionar con los
grupos aldehidos, los cuales también son inestables ya que presentan una reaccion tipo
equilibrio y la protonacion de estos con lleva a la formacion de tioles. [ A pesar de
todos estos inconvenientes es posible sintetizar la propuesta de modificacion. Para
evitar en cierto grado la racemizacion se utilizo el agente reductor NaBH4 estabilizando
la reaccion, y a su vez este reactivo reduce el enlace iminico formando una amina

estabilizando de esta manera el enlace.

Las técnicas para determinar especificamente la formacion de una interaccion covalente
de grupos aminos (presente en la cisteina) con los grupos aldehido de un biopolimero
(alginato oxidado) no han sido de las mas satisfactorias hasta la actualidad [*°!, ya que

las respuestas en el espectro FTIR pueden presentar solapamientos en los grupos — COO
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~y C=N, aun asi una de las mejores técnicas que puede garantizar indirectamente una

mejor respuesta es el XPS. [0

La modificacién quimica del alginato es posible ya que la oxidacion del polimero
permite generar sitios activos en la cadena estable del alginato debido a su oxidacion (la
ruptura C2-Cs), de esta manera la interaccion del aminoécido con la cadena del polimero
es viable. En este caso la respuesta del RMN 3C en estado sdlido buscaria proporcionar
informacion que indique la interaccion y formacion de la imina/amina pero hasta el
momento lo que tendriamos en el Grafico.V.21 seria una interaccion minima
AlgO/Cisteina en sus formas ionicas pero lo mas resaltante es que se observa la pérdida
de picos en el espectro caracteristicos del alginato.

Ademas la respuesta de la descomposicion en los termogramas de DSC muestra
solamente endotermas para el producto modificado, debemos tener en cuenta que la
espontaneidad de una reaccion siempre va buscar la estabilidad de un producto (proceso
exotérmico). Sin embargo, un proceso endotérmico necesita energia y no es espontanea
estas condiciones pueden afectar en la estabilidad del producto sintetizado. A ello
podriamos atribuir una descomposicion térmica donde el compuesto sufre una
termolisis (se descompone en otros productos mas simples), unos cambios visibles

pueden ser el cambio de color, los olores, etc.

3.3. PRODUCTO DE LA SORCION DE Pb*2 CON ALGINATO MODIFICADO
CON CISTEINA (AlgS - Pb*?)

Precipitado obtenido de la sorcion de Pb* con el AlgsS.
3.3.1. CARACTERIZACION

3.3.1.1. ANALISIS TERMICO (TGA/DSC)

En el Grafico.V.22 observamos 3 decaimientos en pérdida de masa, asimismo en el

Gréfico.V.23 se presentan 3 picos. Para el andlisis del TGA, la primera pérdida de masa es

del 4,91 % que corresponderia al contenido de H20. La segunda pérdida de masa es del

23,78 %, interpretado como una descomposicion simple. El tercer decaimiento de la masa

(6,03 %) corresponderia a la continua degradacion del polimero.
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En el Grafico.V.23 observamos el DSC del AlgS-Pb*2, El primer pico es un endoterma a
91,2 °C que indica la deshidratacion. El siguiente pico es un exoterma a 247,4 °C con un
area de 179,1 J/g y por altimo un exoterma con un pico a los 320,4 °C. Comparando estos
dos ultimos exotermas con las respuesta del AlgO, tenemos que el pico a los 247,4 °C
podria indicar la escision térmica del grupo carboxilico presente en el biopolimero
modificado ya que el exoterma en el alginato podria dar como indicio ello. Asimismo,
observamos otro exoterma con un pico a los 320,4 °C. Este exoterma tendria que ver con
alguna interaccion que presenta el polimero modificado con el metal (Pb*?) ya que este no

es visible en el modificado ni tampoco el biopolimero de partida.

TG /%
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Mass Change: -4.91 %

100_&\_\*
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ass Change: -23.78 %

80 1
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Gréfico.V.22. Analisis TGA del AlgS - Pb*2.
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Grafico.V.23. Analisis DSC del AlgS - Pb*2,

3.3.1.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR C EN ESTADO SOLIDO
(RMN 3C)

En el AlgS — Pb*2 (Gréfico.V.24) se puede observar la aparicion de diversos picos y el
gran solapamiento de estos. En el entorno de 100 — 20 ppm tenemos picos que se han
solapado indicando de esta manera el nuevo ambiente quimico obtenido en la sorcién del
plomo mientras que es posible atribuir que el entorno quimico desde 60 ppm — 100 ppm es
de la piranosa, mientras que los grupos carboxilatos presentes se encuentra entre 160 ppm
— 180 ppm. Y Ademas observamos que los picos caracteristicos de la cisteina aun se
mantienen por ejemplo el pico a 56,5 ppm podria referirse al entorno del carbono — p.
Ademas comparada con el espectro del modificado los picos caracteristicos de la cisteina
disminuyen drasticamente debido a la disolucion lo que confirmaria que en el proceso de
sintesis del modificado parte de la cisteina se encuentra en conjunto con el polimero
modificado, por ende en la disolucion para la sorcion de Pb*2. El precipitado formado es el
que realmente trabaja como biosorbente y presenta el entorno quimico mientras que la
cisteina posiblemente que se encuentra como exceso se pierde en la disolucion.
Observamos el entorno quimico del producto sintetizado en si, ya que la sorcion de plomo

se ha realizado en un medio acuoso.
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Grafico.V.24. Analisis RMN C en estado sélido del AlgS — Pb*2,

En el Gréfico.V.24 en A se logra observar parte del entorno de la piranosa del alginato los
cuales no participan en la reaccion identificAndose los picos de carbonos a 75 ppm
posiblemente del Ms, Ms y a 71,6 ppm del M3, Mz, todos estos son carbonos de los grupos
manuronicos que no participan de la oxidacion y por ende de la modificacion quimica, los
cambios por desplazamiento de estas sefiales para del AlgS-Pb*? en comparacion con el
AlgO (Tabla.V.5) son minimos, ademas tenemos que los picos 56,5 y 54,1 se tratarian del
mismo carbono pero en este caso radica que la posible disposicion geométrica en el
producto puede variar como minimo en 2 tipos de conformacion © y para 29,8 ppm
posiblemente es un desplazamiento del carbono de la cisteina ya en el modificado. En B el
pico a 92,8 ppm corresponde al del hemiacetal el cual disminuyen drasticamente a
diferencia que el del Gréfico.V.14 esto indicaria que la modificacién quimica de la
cisteina sobre este carbono posiblemente se esté dando, también se puede observar dos
sefiales de 101,2 ppm y 98,9 ppm, estas dos corresponderian al G1y M1. En C se observa

la sefial de los picos carboxilatos tanto de la cisteina como del alginato a 177,1 ppm y
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167,3 ppm respectivamente. Debemos considerar también que el espectro a diferencia de
los anteriores realizados presenta un mayor ensanchamiento y ruido, esto es comun cuando
la muestra que se analiza presenta metales. Comparando los espectros de resonancia

magnética nuclear y los ensayos de DRX para cada etapa tenemos:

4)

230 210 190 1¥0 150 130 110 490 70 50 30 10
11 ippm}

Gréfico.V.25. Andlisis RMN *3C en estado solido comparando el alginato de partida
(1), AlgO (2), AlgS (3), AlgS — Pb*?(4).
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Gréfico.V.26. Andlisis DRX tanto para el alginato de partida, AlgS y Alg - Pb*2,

De estas dos ultimas respuestas respaldamos el hecho que el proceso de oxidacién se da
mediante el uso del peryodato formando grupos aldehidos indudablemente siendo estos
altimos muy inestables lo que con lleva a la formacion inmediata de hemiacetales,
lograndose observar en el pico a 92,2 ppm del RMN 3C en estado solido. Ademas en la
modificacion quimica no se logra elucidar el entorno de la piranosa del alginato en el
espectro de RMN, pero el DRX rectifica la alta tasa de cristalinidad lo que hace inferir un
alto % de cisteina que no ha reaccionado en la solucion. Este tipo de problemas se podria
solucionar mediante el uso de unas membranas de dialisis, pero el espectro del AlgS - Pb*?
permite observar la presencia de 2 picos a 180 — 160 ppm siendo estos los carboxilatos de
la cisteina como del alginato y el analisis DRX para este es amorfo. Por tanto lleva a
indicar que el amorfismo indudablemente se debe mantener en cada etapa de la
modificacion ya que el alginato de sodio es un biopolimero estadistico y ademas es un
copolimero presentando como caracteristicas iniciales el desorden de la estructura. La
cristalinidad en el modificado indicaria la contaminacion del material con una
concentracion en exceso del compuesto modificante (cisteina) ya que esta Ultima es la
Gnica que presenta cristalinidad. Que presente amorfismo el AlgS - Pb*?, indica que las
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impurezas de cisteina en el modificado cuando se realiza los ensayos de sorcion se
disuelven y el precipitado formado es el alginato modificado con cisteina (se aislé de la
solucion y se realizaron los anélisis correspondientes) ya en el Grafico.V.24 se puede
observar los desplazamientos quimicos tanto de la cisteina como del alginato, ademas que
el DRX muestra el amorfismo del AlgS — Pb*2. Asimismo existen precedentes de como es

posible la interaccion Pb*2 con cisteina. [

4. SORCION
4.1. MICROESFERAS
4.1.1.OBTENCION DE MICROESFERAS

Las perlas que se obtuvieron fueron por el método de difusion (siendo este el de
gelificacion externa). La especie entrecruzante fue el cloruro de calcio. Ya que las
perlas se obtuvieron a partir del goteo por una bureta conteniendo en esta la solucion de
alginato, se observo que el tamafio promedio de las perlas obtenidas no fue uniforme
debido a que esto depende mucho del control de goteo y a su vez de la caida de las
gotas, por lo general al caer estas existe un arrastre de la solucién de alginato teniendo
asi la forma de una lagrima sumando la deformacion por parte del impacto con el bafio
de la solucion gelificante; aun asi como primera parte se buscé probar la capacidad de
sorcion de las microesferas de alginato. El tamafio aproximado de las microesferas

obtenidas fue aproximadamente de 4 mm. [58.59. 781
4.1.2. % DE HUMEDAD

En la Tabla.VV.9 podemos observar que las perlas obtenidas presentan un alto porcentaje
de humedad, era de esperarse ya que se conoce que las microesferas pueden presentar
aproximadamente un 95 % de agua.
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Tabla.V.9. % de humedad a diferentes concentraciones de las microesferas

Sol. de Alginato

% Humedad

Peso Humedo (g) Peso Seco (g)

(%) (%)

1 1,0297 0,0166 98,3878
15 1,0630 0,0202 98,0997

2 1,0369 0,0256 97,5311
25 1,0267 0,0300 97,0780

3 1,0529 0,0313 97,0272
35 1,0062 0,0302 96,9986

4.1.3.SORCION DE Pb*2

Se realizd las pruebas de sorcion con las microesferas de alginato, en donde las

condiciones iniciales de trabajo se realizaron a pH = 4,5 — 5 y con aproximadamente

200 mg de microesferas por un periodo de sorcion de 12 horas. Este anlisis permite

conocer el valor del (g) de retencion es decir la capacidad de las perlas como agente

para la remocion de Pb*?, asimismo se construye la isoterma de adsorcion y se observa

si se ajusta a un modelo de Langmuir o Freundlich. [581

93



UNIVERSIDAD NACIONAL DE INGENIERIA RESULTADOS Y DISCUSIONES

30+

20

Q (mg/g)

10

L e e e e R
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracion Pb'? (ppm)

Grafico.V.27. Isoterma de sorcion de Pb*? con microesferas de alginato.

En el Gréfico.V.27 observamos cdmo es la tendencia de la sorcion de Pb*? en donde el
Qmax aproximadamente se encuentra en el rango 20 — 30 (mg/g) siendo este valor para las

microesferas al 2,5 %.
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Grafico.V.28. Ajuste al modelo de Langmuir (sorcion de Pb*? por microesferas).
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Gréfico.V.29. Ajuste al modelo de Freundlich (sorcion de Pb*? por microesferas).

En el Grafico.V.28 y Grafico.V.29 presentamos los modelos de Langmuir y Freundlich
donde la isoterma de Langmuir se expresa como una ecuacion linealizada:[%:5

c. 1 C

Ce_ 2, Le

de k qm

Donde, Ce es la concentracion en equilibrio una vez ya realizado la sorcion (mg/L), Qe
equivale a la capacidad de retencion del adsorbente por unidad de gramo de adsorbato
(9/g9), gm representa el modelo de la isoterma postulando que la adsorcién se realiza en la
superficie homogénea por una monocapa, ademas de ello gm es la capacidad méxima de

adsorcion y k equivale a la constante de langmuir. Por ende del resultado tenemos:

mg
dm = 30,60 7

k =0,1955yr? =0,9921
Y para la isoterma de Freundlich tenemos:

Log (g) = log (K) + 1/n Log (C)
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kr = 1,2188
n=21034yr? = 09765

Donde, Kr y n son constantes caracteristicas del sistema. Este es un modelo empirico,
aunque se admite que Kr es una indicaciéon aproximada de la capacidad de adsorcién y

1/n, de la intensidad de adsorcién.

Tabla.V.10. Modelos de sorcion

2 - - -,
Modelo r= (Coeficiente de correlacion) Constantes

Langmuir gmax= 30,60 mg/g

k = 0,1955
ks = 1,2188
Freundlich f
n=2,1034

Observando los coeficientes de correlacion (r?) tenemos que la adsorcion se ajusta
perfectamente al modelo de langmuir.

Donde el valor tedrico de gm calculado por la ecuacion se aproxima al valor
experimental, por ende se estableceria que gm = 30,60 mg/g representaria la capacidad

de retencion maxima para el alginato entrecruzado con calcio para la sorcion de Pb*2.

4.1.4.SORCION DE Cd*2

Se realiz las pruebas de sorcion de Cd*2 con las microesferas de alginato, en donde las
condiciones iniciales de trabajo se realizaron a pH = 6 y con aproximadamente 200 mg
de microesferas por un periodo de sorcion de 12 horas. Este analisis permite conocer el
valor del (q) de retencion es decir la capacidad de las perlas como agente para la
remocion de Cd*2, asimismo se construye la isoterma de adsorcion y se observa si se

ajusta a un modelo de Langmuir o Freundlich. [° 7€
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Grafico.V.30. Isoterma de sorcion de Cd*? con microesferas de alginato.

En el Gréfico.V.30 observamos como es la tendencia de la sorcion de Cd*? en donde el
Qmax aproximadamente se encuentra en el rango 5 — 10 (mg/g) siendo este valor para las

microesferas de alginato al 2,5 %.
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Gréfico.V.31. Ajuste al modelo de Langmuir (sorcion de Cd*? por microesferas).
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Grafico.V.32. Ajuste al modelo de Freundlich (Sorcion de Cd*2 por microesferas).

En el Grafico.V.31 y Grafico.V.32 presentamos los modelos de Langmuir y Freundlich

donde la isoterma de Langmuir se expresa como una ecuacion linealizada:[®"8l

de k qm

Donde, Ce es la concentracion en equilibrio una vez ya realizado la sorcién (mg/L), Qe
equivale a la capacidad de retencion del adsorbente por unidad de gramo de adsorbato
(9/9), gm representa el modelo de la isoterma postulando que la adsorcion se realiza en la
superficie homogénea por una monocapa, ademas de ello gm es la capacidad maxima de

adsorcién y k equivale a la constante de langmuir. Por ende del resultado tenemos:

mg
dm = 7,71 7

k = 0,2322 y r? = 0,9824
Y para la isoterma de Freundlich tenemos:
Log (g) = log (k) + 1/n Log (C)

kr = 1,6405
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n =4,1152 yr? = 0,3815

Donde, Kr y n son constantes caracteristicas del sistema. Este es un modelo empirico,
aunqgue se admite que Kr es una indicacion aproximada de la capacidad de adsorcion y

1/n, de la intensidad de adsorcién.

Tabla.VV.11. Modelos de sorcion

2 - .y,
Modelo r“ (Coeficiente de correlacion) Constantes

Langmuir Omax= 7,71 mg/g

k =0,2322
ks = 1,6405
Freundlich r
n=4,1152

Observando los coeficientes de correlacion (r?) tenemos que la adsorcion se ajusta
perfectamente al modelo de langmuir.

Donde el valor tedrico de gm calculado por la ecuacion se aproxima al valor
experimental, por ende se estableceria que gm = 7,71 mg/g representaria la capacidad de

retencion maxima para el alginato entrecruzado con calcio para la sorcion de Cd*2.
4.2. ALGINATO MODIFICADO CON CISTEINA (AlgS)

4.2.1.SORCION DE Pb*2

Se hall6 el pH adecuado para la sorcion de Pb*? con el alginato modificado:

40 -
35|

30 b

%R

25+

20

pH

Grafico.V.33. % Remocion vs pH.
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En el Gréfico.V.33 se puede observar el valor maximo de remocion de Pb*? siendo el
valor del pH = 5,4. Las medidas superiores a pH=6 presentan cierto grado de
interferencia ya que el Pb*™? ya no se encuentra como idn y comienza a precipitar en
forma de hidréxido.

Una vez tomado las medidas y conociendo por el Gréafico.V.33 el valor del pH
adecuado donde ocurre una maxima adsorcion aproximadamente se realizo una grafica
q (retencion) vs Concentracion (ppm) de Pb (I1). Las concentraciones se encuentran en
(ppm), y con estos resultados podemos construir la isoterma que se observa en el
Graéfico.V.34.

700 -
EUD_ I __........_......_ |

500 - + #

400

Q (mg/g)
S

300 +

200

100 T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Concentracién Pb™ (ppm)

Grafico.V.34. Isoterma de sorcion de Pb*? con AlgsS.

En el Grafico.V.34 observamos como es la tendencia de la adsorcion de Pb*2 presenta en
donde el Qmax aproximadamente se encuentra en el rango 600 — 700 (mg/g) siendo esta
muy superior al que muestran las microesferas al 2,5 % teniendo el valor de 30,60 mg/g.

La diferencia no solamente radica en el cambio del principio del tipo de sorcion, el cual
para las microesferas es un intercambio idnico y en cambio para el nuevo material se trata
de una interaccion de los grupos funcionales libres que presenta el modificado hacia la

captura del Pb*? en solucidn.
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Gréfico.V.35. Modelo de Langmuir.
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Grafico.V.36. Modelo de Freundlich.

En el Gréfico.V.35 y Grafico.V.36 presentamos los modelos de Langmuir y Freundlich

donde la isoterma de Langmuir se expresa como una ecuacion linealizada:

c_1, C
de k qnm

Donde, Ce es la concentracion en equilibrio una vez ya realizado la sorcion (mg/L), Qe

equivale a la capacidad de retencion del adsorbente por unidad de gramo de adsorbato
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(9/9), gm representa el modelo de la isoterma postulando que la adsorcion se realiza en la
superficie homogénea por una monocapa, ademas de ello gm es la capacidad maxima de

adsorcién y k equivale a la constante de langmuir:

mg
qm = 770 7

k = 3,553 yr? =0,9905
Y para la isoterma de Freundlich tenemos:
ks = 9,9106
n=15775yr? = 10,8986

Donde, Kr y n son constantes caracteristicas del sistema. Este es un modelo empirico,
aungue se admite que Kres una indicacion aproximada de la capacidad de adsorcion y

1/n, de la intensidad de adsorcién.

Tabla.VV.12. Modelos de sorcion

Modelo r? (Coeficiente de correlacion) Constantes

Langmuir 0,9905 Gmax= 770Mg/g

k = 3,553

ks = 9,9106
Freundlich 0,8986 s

n=15775

Observando los coeficientes de correlacion (r?) tenemos que la adsorcion se ajusta
perfectamente al modelo de langmuir.

Donde el valor tedrico de gm calculado por la ecuacion se aproxima al valor
experimental, por ende se estableceria que gm = 770 mg/g representaria la capacidad de
retencion maxima para el AlgS corroborando de esta manera la sintesis de un nuevo

material con una alta selectividad en la remocién de Pb*2en un medio acuoso.
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4.2.2.SORCION DE Cd*?

Se realiz6 las pruebas de sorcion del AlgS, en donde las condiciones iniciales de trabajo
se realizaron a pH = 6 y con aproximadamente 25 mg de modificado en agitacién
constante por un periodo de sorcién de 12 horas. Este andlisis permite conocer el valor
del (q) de retencion es decir la capacidad del modificado como agente para la remocién
de Cd*2. A continuacion, se construye la isoterma de adsorcion y se observa si se ajusta

a un modelo de Langmuir o Freundlich. (5878l

140
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100

80
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20

0 | 500 | 1000
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Gréfico.V.37. Isoterma de sorcion de Cd*2 con AlgS.

En el Grafico.V.37 observamos como es la tendencia de la adsorcion de Pb*2 presenta en
donde el Qmax aproximadamente se encuentra en el rango 120 — 140 (mg/g) siendo esta
muy superior al que muestran las microesferas de alginato al 2,5 % teniendo el valor de
7,71 mg/g.

La diferencia no solamente radica en el cambio del principio del tipo de sorcion, el cual
para las microesferas es un intercambio idnico y en cambio para el nuevo material se trata
de una interaccion de los grupos funcionales libres que presenta el modificado hacia la

captura del Cd*? en solucion.
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Gréfico.V.38. Ajuste al modelo de Langmuir.

2.2
1 | . |
2.0 " - o=
y=0.561x+0.55 _
~ 184 r =0.5538
Cn -
o
-l
1.6
Logg_=LogK, + (1/n)LogC,
1.4

2.0 2.5 3.0
Log (Ce)

Grafico.V.39. Ajuste al modelo de Freundlich.

En el Grafico.V.38 y Grafico.V.39 presentamos los modelos de Langmuir y Freundlich

donde la isoterma de Langmuir se expresa como una ecuacion linealizada:

de k qm
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Donde, Ce es la concentracion en equilibrio una vez ya realizado la sorcion (mg/L), Qe
equivale a la capacidad de retencion del adsorbente por unidad de gramo de adsorbato
(9/9), gm representa el modelo de la isoterma postulando que la adsorcion se realiza en la
superficie homogénea por una monocapa, ademas de ello gm es la capacidad maxima de

adsorcion y k equivale a la constante de langmuir. Por ende del resultado tenemos:

mg
dm = 160 7

k =0,6972yr? =0,8978
Y para la isoterma de Freundlich tenemos:
Log (q) = log (k) + 1/n Log (C)
k; = 3,548
n=1,7825yr? =0,5538

Donde, Kr y n son constantes caracteristicas del sistema. Este es un modelo empirico,
aungue se admite que Kr es una indicacion aproximada de la capacidad de adsorcion y

1/n, de la intensidad de adsorcion.

Tabla.V.13. Modelos de sorcion

Modelo r? (Coeficiente de correlacion) Constantes

gmax= 160 mg/g

Langmuir
angmul 0,8978 k = 0,6972
ks = 3,548
Freundlich 0,5538 r
n =1,7825

Observando los coeficientes de correlacion (r?) tenemos que la adsorcion se ajusta
perfectamente al modelo de langmuir.

Donde el valor tedrico de gm calculado por la ecuacion se aproxima al valor
experimental, por ende se estableceria que gm = 160 mg/g representaria la capacidad de
retencion maxima para el AlgS corroborando de esta manera la sintesis de un nuevo

material con una alta selectividad en la remocién de Cd*?en un medio acuoso.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Finalmente, ya que la sorcion se ajusta a un modelo de langmuir, presentamos la

siguiente tabla con la conclusion de los resultados de la sorcion:

Tabla.V.14. Resultados de la sorcion

ISOTERMA LANGMUIR

METAL MICROESFERAS AlgS
Ph*2 gmax= 30,60 mg/g gmax= 770mg/g
k =0,1955 k = 3,553
cd? Omax= 7,71 mg/g gmax= 160 mg/g

k =0,2322

k =0,6972

En la Tabla.V.14 se observa los parametros de langmuir, obtenidos de la sorcion de

Pb*? y Cd*? estos dos valores son relevantes ya que uno determina la retencion maxima

(gmax) Y el otro (k) evalta la energia de adsorcion. En este caso el alginato modificado

con cisteina a diferencia de las microesferas, presenta un mayor valor de retencion

maxima tanto en el caso del Pb*2 como en el Cd*?, siendo respectivamente gmax Pb*? =

770 mg/g y gmax Cd*2 = 160 mg/g. Por otro lado el valor de k en el alginato modificado

con cisteina es aproximadamente 3,5; un valor muy alto a diferencia de los otros lo que

demuestra una alta afinidad de la sorcién de Pb*? a diferencia del Cd*2, no sin antes

remarcar que el Cd*? es removido en mayor proporcion con el modificado que con las

microesferas, ratificando esto con la determinacion del k, siendo mayor en el

modificado.
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De los resultados obtenidos se pueden extraer una serie de conclusiones expuestas a

continuacion:

o Se logré caracterizar el alginato de sodio determinando su peso molecular (Mw =
100 kDa), los grupos funcionales por FTIR, el difractograma (DRX) determind el
amorfismo del alginato, los termogramas permitieron elucidar la descomposicién
y la estabilidad del material y el RMN **C logré analizar como es la disposicion
estructural del alginato, el mayor % de grupos G y por ende las propiedades
fisicas y quimicas que puede presentar el polimero de partida.

o Se logré caracterizar por técnicas de DRX, TGA y SEM las microesferas sin Pb*?
y con Pb*2, Los resultados demostraron en el SEM la presencia de rugosidad y
cavidades que participan en la sorcion del Pb*2.

o Se modificd quimicamente el alginato siguiendo 2 etapas: La oxidacion y la
aminacién con cisteina. Se caracterizO cada etapa de modificacion observando
para el oxidado en el espectro en el RMN C un pico a los 92,2 ppm
caracteristico para los hemiacetales producto de la reduccion del grupo aldehido
con los alcoholes vecinos (efecto de proteccion/desproteccidn). Asimismo se
observo preferencia de la oxidacion de los grupos gulurénicos.

o Se caracteriz6 cada etapa de modificacion siendo la mas resaltante la del alginato
modificado con cisteina (AlgS) y el AlgS - Pb*™ donde algunos picos
caracteristicos de la cisteina son observables en el espectro FTIR y en el espectro
de RMN 13C. Se observa la presencia de los picos caracteristicos del carboxilato
de la cisteina y del alginato, el entorno quimico de la cisteina, asi como la
disminucion del pico a 92,2 ppm del hemiacetal y que los picos de los carbono del
grupo manurénico se mantuvieron estables a diferencia de los del gulurénico.

o Se determind los valores de (q) para la sorcion de Pb*? y Cd*? con las
microesferas de alginato y el AlgS, observando que el AlgS presenta un gmax de
770 (mg/g) para el caso del Pb*?siendo muy superior al de las microesferas que
presentaban un gmax de 30 (mg/g) y para el Cd*? presentd un gmax de 160 (mg/g)
con el AlgS y con las microesferas un gmax de 7 (mg/g).
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La presente tesis puede dar aperturas a futuros trabajos, teniendo en cuenta las

recomendaciones a partir de esta, como:

o La optimizacion del proceso de sintesis, controlando los pardmetros que
participan en la modificacion quimica del alginato con cisteina, ya que tanto la
concentracion, pH del medio, temperatura, tiempo de reaccidn, son variables que

pueden modificar en gran medida el producto a obtener en una sintesis.

o El uso de membranas de dialisis es recomendable para purificar cada etapa de la
sintesis, permitiendo evitar problemas de contaminacion y reacciones indeseables.
Ademas estas membranas son selectivas a partir de un tamafio de peso molecular

en adelante.

o La sintesis de iminas, es una reaccion reversible y tiene como subproducto agua,
la cual podria ser un impedimento ya que la reaccion de equilibro se desplazaria
hacia los reactantes, pero no necesariamente ocurre asi teniendo en cuenta un
control adecuado de los parametros. Una sugerencia para este tipo de sintesis es el
uso de una trampa Dean-Stark para la eliminacion del agua del medio.
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