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RESUMEN

Este trabajo de Tesis aborda la obtencion y carzatédon de materiales bio-inspirados,
particularmente complejos de coordinacién con Gg(ICu(ll) que emulan la actividad selectiva
de moléculas biologicas, asi como los estudiosptieadilidad de estos nuevos productos en
procesos de interés ambiental, industrial, biotgico y analitico.

Se procedi6 a la obtencion y caracterizacion dedwmsplejos denominados Co(Pely(EGDE-
MAA-2MI) y Co(ll)- POIEGDE-DA), a la vez que se completo la caracteriradel complejo
Cu(ll)-Poly(EGDE-DA).

Para los polimeros insolubles en agua y sus coosptsj efectud una caracterizacion exhaustiva
por FT-IR, NMR en solidos, analisis térmico (DSCT€), microscopia electrénica (SEM y
EDS), y estudios de las propiedades acido-baseartk gle esta informacion experimental fue
posible confirmar la coordinacion de los iones hiwdd mediante los grupos donores de
electrones de la red polimérica, el aumento enratlgy de reticulacion y rugosidad de los
materiales, y la disminucién en su estabilidad t&am

Sobre los materiales poliméricos insolubles setefean estudios de los equilibrios de captacion
de los iones metalicos (Co(ll) y Cu(ll)), que cdmiyeron a elucidar la naturaleza de la
interaccion y la energia asociada.

Se estudi6 la captacion del colorante Direct BlIG& 2obrePoly(EGDE-MAA-2MI), como
modelo de compuesto orgéanico con sustituyentesadasgnegativamente en su interaccion con
un polianfolito. Llevando mas adelante esta idesggstudio la adsorcion de la enzima SBP sobre
otro lote dePoly(EGDE-MAA-2MI) con el fin de preconcentrarla e inwilarla para la
preparacion de un biorreactor en sistema de flujo.

Una de las propiedades mas interesantes de loslejompgle coordinacion obtenidos fue su
actividad catalitica en la activacion deQ para dar lugar a la formacion de radicales lilyres
O,. Era ya conocida la actividad activadora de lasmejos con Cu(ll), que fue verificada para
el sistema heterogéneo Cu(Rply(EGDE-DA).

Para todos los sistemas heterogéneos con Co(Ill()))Ge efectuaron estudios de ESR que
permitieron identificar los radicales libres promios, mediante la estrategia de atrapamiento de
spin con DMPO. Para el caso de los complejos cofl)Cee pudo verificar que se obtenian
radicales @~y OH®. Esta evidencia junto con la detecciéon deyCon la informacién de los
ensayos de XPS permitié delinear mecanismos daupeath de radicales libres por activacion
de HO, en sistema heterogéneo.

La modificacion del proceso de sintesis de poligof insolubles permitid obtener un nuevo
producto bio-inspirado, soluble en agua. Se tratardnuevo material bio-inspirado porque posee
en su estructura residuos —CO@® restos imidazol (IM) polimerizados, que emulan la
composicion de biomoléculas. La modificacion encteto consistié en el agregado secuencial
de los reactivos, comenzando por la obtencién aG5@e Poly(EGDE-IM) cuyas propiedades
habian sido descriptas en trabajos precedentegrgi@b. A continuacion se agregd MAA, y el
tiempo de incubacion a 60° C por méas de 12 homstéedeterminante de la solubilidad en agua
del producto final. Con el agregado de peréxidbeezoilo se obtuvo un material gomoso que se
disolvio lentamente en agua destilada.
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Una estructura probable para el producto heteragéhtenido es de una mezcla de oligobmeros
constituidos por dos bloques, donde el tamafio debloques podria ser diferente en cada
molécula. Este modelo en bloque seria valido @anadyoria de las fracciones.

En una segunda etapa se abordd la exploracion diblg® aplicaciones de los productos
obtenidos.

Se utilizaron los sistemas heterogéneos CE&OWEGDE-MAA-2MI) / H0, Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) / HO, y Cu(l)-Poly(EGDE-DA) / H,O, en la decoloracién de soluciones de
MO, modelo de efluentes de la industria textil.d8é&ermind que la decoloracion ocurria por los
procesos paralelos de captacién y degradacion tvada través de una cinética de pseudo-
primer orden. De los sistemas heterogéneos probatlosmplejo con Cu(ll) resulté ser el mas
eficiente en cuanto a la velocidad de decoloragiana proporcién de MO oxidada.

Se verifico la actividad catalitica de los compdegn la activacion, a partir del reciclado del
material. Se evalud la disminucion en la eficiem@amaterial por pérdida del Co(ll) unido, y se
establecié que mediante recarga del ion se reclgarividad.

Los sistemas generadores dg’ Clueron empleados para un proceso de oxidaciérigbate
interés industrial: la conversion de epinefrinadrenocromo.

Los oligdmeros(EGDE-IM-co-MAA) fueron utilizados como agentes precipitanégsconjunto
con Fe(ll) para la co-precipitacidn situ del colorante azo-anionico DB273, y resultaron mas
eficientes que los adsorbentes poliméricos insefubl

La adicion deoligodmeros (EGDE-IM-co-MAA) a una solucion de Fe(ll) y acido citrico en
proporciones adecuadas dio lugar a la formacioneskeras huecas, por coordinacion y
agregacion de los oligdmeros en la interfase pestefdel pH acido. Su solubilidad a valores de
pH iguales o superiores a 7.0 las vuelve poteneialenadecuadas para la liberacion intestinal de
farmacos en el contexto de liberacion controlada.

Finalmente, se exploré la aplicabilidad del bioctea basado en SBPely(EGDE-MAA-2MI)

en la clasificacion de alimentos, particularmente bebidas. Las muestras de yerba mate
pudieron ser discriminadas por marca comerciahcrehadas con su origen geografico y/o
diferente método de elaboracion.

El reactor también genero resultados de utilidadigea en muestras de vino libre de sulfito. Las
muestras produjeron inhibicion de la respuesta tecoh Este comportamiento pudo ser
explotado para mejorar la autenticacion de vinoiamgd andlisis multivariado, por combinacion
de estos datos con otros pardmetros enoldgicoss Eeh los primeros estudios de aplicabilidad
de SBP en el &mbito analitico.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

La naturaleza ha sido una fuente de inspiraciola esintesis de nuevos materiales. Millones de
afios de evolucion han permitido el surgimiento steueturas con propiedades excepcionales, y
una increible funcionalidad. Desde tiempos remo&shombre observo las estructuras del
entorno que lo rodeaba y desde un principio quisal& sus sorprendentes caracteristicas.

Pero no fue hasta que pudo tener un desarrolloctécuficiente que pudo producir las
innovaciones necesarias que le permitieran entefi@namente estas estructuras y asi
reproducir sus propiedades mas relevantes.

De este modo intent6 reproducir estructuras ordasanaturalmente ya sea con un paralelismo en
la manera que estas se originan, por procesosisist&imilares; ya sea en el aspecto estructural;
ya sea en el funcional, de modo de obtener matsrghtéticos con similares propiedades, pero
siempre con el fin dltimo de introducir mejoraspesto del material original utilizado como
fuente de inspiracion.

La biomimética es un campo interdisciplinario eneetg en ciencia e ingenieria de materiales,
en la cual el estudio de las estructuras biologisaka base de disefio y la sintesis de nuevos y
mejorados materiales [1].

Estos materiales, denominados materiales bioirdgsracaparan cada vez mas atencion, debido
a las significativas ventajas que poseen por sebsecontrapartes naturales: la habilidad de
disefar (a través de la sintesis) precisamente estuscturas respecto de un amplio rango de
propiedades fisicas y quimicas, con un aumento eressabilidad y una mejora en su
procesibilidad [2].

Entre las muchas aplicaciones para los materiab@sspirados se cuentan: proteinas artificiales,
virus, enzimas, estructuras celulares y antenasoreap de luz [3], ademas deprinting
(reconocimiento molecular), en ingenieria de tejjdmtalisis para la obtencion de productos con
valor agregado o0 en remediacion, acoplados conimesz para la generacion
sensores/biosensores o como adsorbentes y abssbent

Dentro del gran espectro de materiales bionspiradbsomo sus contrapartes de la naturaleza, se
centrard la atencion en los hidrogeles, ya quele®materiales utilizados en este trabajo de
Tesis.

Aunque no existe una definiciébn quimica rigurosadéscripcion mas usual de un hidrogel lo
detalla como un material natural o sintético causto por polimeros hidrofilicos entrecruzados
en forma de red tridimensional, que al entrar emtaztio con el agua se hinchan, generando
compuestos elasticos, blandos, flexibles y adenws capaces de retener una cantidad
significativa de este solvente.

Las proteinas son un ejemplo biologico de hidrqm#imérico. Asimismo, son zwitteriones,
moléculas que portan tanto grupos acidos como dmsigor lo tanto, existe un pH al cual su
carga neta es cero. Esta caracteristica les peesiigdblecer interaccion con otras moléculas o
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iones, a través del establecimiento de uniones|eoes, uniones de tipo par idnico o la
formacion de complejos (como los hemo, porfirireagre otros). Materiales sintéticos, inspirados
en estas proteinas pueden servir como adsorbetestbentes, complejantes. Acoplados con
enzimas pueden utilizarse como sensores 0 comaigiréds de metabolitos o productos de
interés. Los hidrogeles sensibles a estimulos tanusilizados en una variedad de aplicaciones
novedosas: sistemas enzimaticos inmovilizadostdddén controlada de farmacos, procesos de
separacion, celdas de combustible y desarroll@dsoses.

Un campo de aplicacion de los materiales bioindpsaes la quimica ambiental. En los Ultimos
afios han cobrado mayor relevancia los problenasi@aados con la contaminacion de cuerpos
de agua. Es importante el caso de los colorante®pientes de la industria textil, los cuales son
vertidos en los efluentes. A su vez, existe eblgmma de presencia de iones de metales pesados
en las aguas.

Entre las alternativas de remediacion, la mas Bares la remocidn por adsorcion. Adsorbentes
tales como grafeno, carbon activado, arcillas nailesfarcillas modificadas, almidon vy celulosa
fueron ampliamente empleados con este propésitasitgnempleados como adsorbentes en la
remocion de colorantes y metales pesados [4,5e@lmargo, los hidrogeles poliméricos resultan
los mejores adsorbentes para la remocion de megtesesios debido a su eficacia, rapidez y gran
capacidad de absorcion de agua [6].

A su vez, el carbdn activado pese a su gran cagmhde adsorcion, resulta un proceso demasiado
caro y dificultoso para esta actividad (remociah3].

Por lo sefialado, los hidrogeles sintéticos surgemoc una alternativa interesante en el
tratamiento de esta problematica. Algunos benefid® los hidrogeles que se pueden mencionar
son: alta capacidad de adsorcion, estabilidad gaintiajo costo de produccion y un proceso
sintético sencillo.

En este sentido, existen numerosas investigacignesdan cuenta de soluciones para estos
inconvenientes. En particular, los hidrogeles capacidad de polianfolito o polielectrolito han
atraido un particular interés en el area de quimiaeromolecular debido a su versatilidad como
adsorbentes de compuestos quimicos [9].

Asimismo, para el tratamiento de estas problengaticasolo se emplean procesos fisicos como
los ya detallados, sino también procesos quimicos.

Los procesos avanzados de oxidacion que emple&alesl libres, son reconocidos como vias
efectivas en la degradacion de contaminantes arggudisueltos en agua [10].

El H,O, es un poderoso oxidante inespecifico que puedeusato en combinacion con
catalizadores o luz UV. La accion conjunta de egi@msera la produccion de radicales libres
solubles que ejercen este poder oxidante [11]adital oxhidrilo (OH) es una de las principales
especies que reaccionan con compuestos orgamsasiiados para alcanzar la parcial o total
degradacion de estos [11].

Por otra parte, se sabe que los cationes de elesnéet transicion coordinados producen la
activacion de KD, en reacciones de tipo Fenton, ventaja que egaddi en quimica ambiental
en la remocion de contaminantes por oxidacion.eBttivo de Fenton es una combinacion de
Fe(lll) y H,O, empleada en la oxidacion de hidrocarburos aromgtycfenoles, pero es solo
factible en condiciones &cidas [12-14].
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Esta reaccién tiene la ventaja de consistir en edionquimico adecuado, tiene la desventaja de
la generacion de lodos [4].

El ion Cu(ll) puede ser utilizado en reemplazo alon Fe(lll) en aplicaciones similares, pero
con la ventaja de poder ser utilizado en un amplgo de pH [11].

La actividad catalitica del ion cobre generagpalmente radical OH Se ha encontrado que
esta actividad aumenta drasticamente por compbejadel ion metalico con piridina, &cidos
organicos, aminodcidos entre otros agentes qaslgméro la recuperacion de estos catalizadores
es dificultosa, dado que son completamente sol@nlegjua [15-18].

Lo atractivo es que puede hacerse un uso conjuntosdhidrogeles poliméricos bioinspirados y
de estos procesos avanzados de oxidacion.

La combinacion de estos materiales bioinspirades metales de transicion, entonces, aporta
varias ventajas interesantes respecto de las oe@scide tipo Fenton en fase homogénea. Por
empezar, la reaccion puede efectuarse de la mismnara pero la fraccion insoluble puede ser
recuperada.

De esta manera, los materiales bioinspirados puedectuar la captacion de metales de
transicion, lo que permite no soélo para la remodérestos de soluciones acuosas sino que se
puede producir el aprovechamiento de la capaciddidadora de estos nuevos materiales
complejados para la remediacidén por oxidacion depriestos contaminantes.

Estas caracteristicas constituyen una alternafitexreésante, ya que combinan efectividad con
facilidad en la recuperacion del catalizador, cdngomencionado en el parrafo anterior.

Segun evidencias experimentales, el cobalto paseceun buen agente de transferencia de
oxigeno en la oxidacion de olefinas [19]. A pedada buena performance de los catalizadores
insolubles de Co(ll), sélo fue reportado en literatun namero limitado de complejos [19-21].

Los agentes oxidantes suaves, producen compuesatomlmente oxidados en lugar de una
mineralizacion completa. Esta caracteristica, qaestituye una desventaja en la quimica
ambiental, sin embargo, tiene un aspecto posittxisten moléculas que por oxidacién parcial
producen compuestos parcialmente oxidados de smtgué si son aislados, pueden ser utilizados
como intermediarios de sintesis.

Otro gran campo de aplicabilidad de estos materidi®inspirados es la inmovilizacion
enzimatica. La inmovilizacién de enzimas sobre g@&goy su confinamiento en reactores para
procesos industriales o bien con propositos acaditofrece una serie de ventajas practicas: facil
recuperacion de la enzima (catalizador bioldgicr) ieduccién significativa de costos; provision
de un ambiente mas compacto con el propésito dernrmentar las velocidades globales de
conversion de sustrato; reduccion de los volumeigeseactor y proteccion del biocatalizador
contra las condiciones ambientales adversas [22].

Existe un nimero importante de técnicas de innmEadlon de enzimas sobre una variedad de
soportes naturales y sintéticos con una pérdidanmairde actividad catalitica. Las técnicas
convencionales incluyen adsorcion fisica, union atente, entrecruzamiento, inclusion y
encapsulacion.

Los materiales usados para la inmovilizacion endga&on: silica mesoporosa [23], esferas de
vidrio-aminopropil activadas con glutaraldehido ][24 polimeros [25,26], resinas
intercambiadoras de iones [27], cascara de semifitexdas con glutaraldehido [28], entre otros.
Las esferas de vidrio de tamafio de poro contrglaglgan un rol importante en la inmovilizacion
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enzimatica debido a su estrecha distribucion deafianfuerza mecanica, rigidez estructural e
inercia quimica que satisface los requerimientoesisistemas de flujo en linea [24,29,30].

Las sintesis que rinden materiales oligomeéricosbi@mtienen un lugar de importancia en la
investigacion.

Entre los trabajos de investigacion recientes gueliicran materiales oligoméricos se pueden
mencionar: oligdmeros como filtros de bacteriad;[8londmeros de quitosano: en medicina, en
la prevencién y tratamiento de enfermedades crénf2]; oligbmeros de plasticos de descarte,
pueden ser utilizados como materia prima parani@sis de oligdbmeros que a su vez se utilizan,
por ejemplo, en la elaboracién de espumas plag8&as

Existen propiedades de oligdbmeros que son compartidn sus contrapartes poliméricas. Es
sabido que los polianfolitos en bloque, constitasigor subunidades homopoliméricas diferentes
unidas por enlaces covalentes, tienen un compatamen solucion distinto de los polianfolitos
con grupos distribuidos al azar. Los polimeros puoeddaptar diferentes estructuras
tridimensionales, supeditadas a la relacion eatextension de los distintos bloques poliméricos.
Estas estructuras pueden ser desde grandes aggegalizulares hasta micelas de tamafio bien
definido con un ndcleo formado por blogues de &amguesta y una corona constituida por el
bloque mas cargad®4-36]. El factor de estabilizacion que previeaddrmacion de infinitos
agregados frente al incremento en la concentradérpolimero es la repulsion electrostética
entre moléculas.

Las propiedades fisicoquimicas y, en consecueteiaplicabilidad de estos materiales han
demostrado estar relacionados con la proporciotoslegrupos cationicos respecto de grupos
anidnicos en el producto resultante, la densidadjrdpos cargados en la red, y el grado de
reticulacion de las cadenas [37,38]. En este smntida gran variedad de ejemplos practicos
evidencia la dependencia de las propiedades patiaséresultantes sobre la funcionalizacion
racional de la red acerca de la proporcion de grupaizables. Hidrogeles zwitterionicos,
betainas y sistemas de carga mixta que contiereemencla homogénea a nivel molecular de las
regiones cargadas positiva y negativamente han steso caracteristicas antiadherentes, por
ejemplo eliminacion de la adsorcion inespecificpiadeinas [38,39].

Existen muchos ejemplos exitosos en que las caistatas resultantes del material estan
fuertemente relacionadas a la proporcion de gréypusgonales ionizables en la mezcla inicial de
reaccion.

Técnicas de caracterizacion: ¢ para que las utilizaos?

Es esencial, en la produccion de materiales noesdosn el desarrollo de innovaciones sobre
materiales previamente desarrollados, acomparfieecgger los estudios de aplicabilidad con una
exhaustiva caracterizacion, para tener una competaprension de las caracteristicas y
propiedades de los materiales. Ademas, porquepestaite hacer ajustes del proceso de sintesis
para optimizar los atributos deseables o dirigir paopiedades del nuevo material hacia estas
caracteristicas. Entre las numerosas técnicasrdetegazacion que existen, se esbozara un breve
resumen de las técnicas utilizadas en el trabajbedes, poniendo el enfoque en la informacion
en particular que suministro en cada caso:
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» Espectroscopia infrarroja (FT-IR)
Es una técnica sencilla que permite la identifi@aale grupos funcionales. En el ambito de la
sintesis orgénica posibilita seguir cambios emfanisidad de las sefiales por la desaparicion o
aparicion de grupos funcionales por el establecitniele nuevos enlaces quimicos. De esta
manera se puede verificar que un paso de sintesisrspletd por aparicion o desaparicion de
cierta sefial y a su vez para establecer estrughuesentes en el producto final de una sintesis.
Estas sefales también se ven afectadas por progeso$eraccion intermolecular aunque no
signifiquen el establecimiento de enlaces quim{pos ejemplo, el establecimiento de puentes de
H).
Si la muestra es sodlida, los procesos de captadddimones metalicos pueden seguirse por
espectroscopia IR en pastilla. En particular, it& de FT-IR con accesorio de ATR nos
permite ver de manera simultanea el progreso dereawion sintética que se esta llevando a
cabo en solucion, a partir de la observacion debasren los grupos funcionales conforme ésta
procede.
Para materiales solubles, se puede hacer el seguonde procesos de precipitacion por
interaccion con iones a partir de las modificacoee las sefales de IR. Asi se puede determinar,
por ejemplo, que grupos funcionales estan principate implicados en procesos de
precipitacion por cationes o por cambios en lanmtda del solvente de disolucion.

* Resonancia magnética nuclear (NMR)
Se sabe que NMR es una herramienta poderosa poeguéte determinar el ambiente en el que
se encuentra cada C o H de una molécula. En splaosefiales obtenidas son anchas debido a
las interacciones anisotropicas, que son promeslipoiael movimiento molecular en el NMR en
solucion. Por lo tanto, debe emplearse polarizacidzada y rotacién de angulo magico (CP-
MAS).
MAS consiste en la rotacion de la muestra a un languvelocidad determinados a fin de
producir un efecto similar al que sucede cuandpremedian las anisotropias por rotacion (en
otras palabras, se emula la rotacibn que sucedgaimaente en solucion). La velocidad de
rotacion debe ser mayor que la rotacion anisotedpiel angulo de giro (54,74°) es siempre el
mismo y fue determinado experimentalmente.
CP, de manera sencilla, consiste en transferirigatadn desde los ndcleos mas abundantes a los
menos abundantes. Esto incrementa la intensidéab deefiales de los Gltimos y por consiguiente
la sensibilidad. Es particularmente til para l@srentos de baja abundancia isotépica, como el
3¢, cuya abundancia natural es del 1%.
Es sabido que iones paramagnéticos en interaccidriac muestra producen una disminucion
dramética en el iTde relajacion, por introducir una nueva fuenteafi@acion. En particular, esta
disminucion se observa cuando se producen caminiols @structura de un material como
consecuencia de modificaciones en su nivel deutatidn o por interaccion con orbitales
electronicos de otros elementos (como el casodtedegles con metales de transicion).
Es por esto que la espectroscopid i@ RMN de estado sélido, resulta muy util para aldis y
la caracterizacion de complejos entre metales atesition y materiales poliméricos, debido a
gue los primeros afectan ef de relajacion de los C. Estos cambios en los @alde T, pueden
observarse concretamente por la variacion en dil pde las sefiales en los espectros

(ensanchamiento o angostamiento de sefiales, @pacién en su altura).
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A partir de las modificaciones observadas se puédeer inferencias respecto de procesos de
captacion, asi como evaluar cambios en la crigdalthy estabilidad de los complejos formados.
Esta técnica se puede utilizar con fines comparstiwa que es posible, a partir del analisis de
los espectros, establecer diferencias entre migrabtenidos por variaciones del proceso de
sintesis.

Por integracion de las sefales de NMR en solu@@usde estimar la composicibn monomeérica,
a partir de las relaciones entre las distintaslssfi&n el caso de muestras solubles de distinta
composicion, se puede hacer la precipitacion difdad con distintos solventes y comparar las
sefales de los componentes aislados.

* Isotermas de adsorcion
Cuando un gas o un soluto en una solucién impadtee sina superficie sélida, puede rebotar o
guedar fijado sobre la superficie, es deantsorberse La molécula adsorbida puede difundir
(moverse) sobre la superficie, permanecer fijatirsuha reaccion quimica o disolverse en el
interior del soélido (este ultimo proceso es conoaomoabsorciorn. Pueden distinguirse dos
comportamientos limites de adsorcion (fisisorcidquimisorcion), aunque es frecuente observar
comportamientos intermedios.
En la adsorcidn fisica o fisisorcion, las molécidasmantienen unidas a la superficie del solido
por medio de fuerzas de Van der Waals (interacsialgolares, dispersion y/o induccion). En
adsorcion quimica o quimisorcién, las moléculasaatienen unidas a la superficie formando un
enlace quimico fuerte, las entalpias de quimisarsan mucho mayores que las de fisisorcion, y
generalmente son procesos exotérmicos que se efetiers la formacion de una monocapa sobre
la superficie (ya que implica la formacion de uraee entre adsorbato y el adsorbente). La
guimisorcion implica la rotura y formacion de emacpor lo que la molécula quimisorbida no
mantiene la misma estructura electronica que etrdafase.
Se pueden utilizar las isotermas de adsorcion desgaara cuantificar el area superficial
especifica de particulas de sélidos. Esta inforamacsulta interesante ya que nos da una idea de
su superficie de intercambio o de captacion, pecpge como ya fue mencionado tienen una
gran utilidad en aplicaciones medioambientaleslastriales.
Es importante la informacion de tamafio de porodaiiia por este estudio, ya que hay fenomenos
gue se ven favorecidos en materiales nano o messg®rimplican un enorme incremento
superficial que es esencial en fenomenos de datékterogénea. También es Util conocer esta
informacion cuando el objetivo es inmovilizar enaéno microorganismos ya que poros muy
grandes producen la pérdida del material y porosad@ado pequefios hacen imposible este
objetivo.
En este trabajo de Tesis reviste particular intexé&aptacion de iones metalicos Co(ll) y Cu(ll)
por hidrogeles sintéticos. El estudio del equitibde captacion de cationes sobre particulas
sélidas puede ser estudiado con el objeto de a@udms mecanismos involucrados en la
interaccion, y de estimar parametros termodinandcesdefinen el comportamiento del sistema.
Para caracterizar estos sistemas es posible mrea@lrrajuste de los datos experimentales
empleando varios modelos de adsorcidn tedricosnyesepiricos. A continuacion, se detallan los
aspectos teoricos de los modelos de adsorciontibmes metalicos utilizados en este trabajo.
Las isotermas de adsorcidon mas utilizadas en steajile los datos experimentales son las de
Langmuir, Freundlich, Temkin y Dubinin-Radushkev(ErR). La primera isoterma mencionada
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deriva de modelos tedricos y permite estimar laiddid entre adsorbato y adsorbente, la isoterma
de Freundlich puede derivarse tedricamente supdoigue la superficie contiene diferentes
tipos de centros de adsorcidn, en tanto que l&antes son funciones matematicas empiricas.

El modelo de Langmuir, el caso mas sencillo, prepgoe la adsorcion se produce en una
monocapa, y que el calor asociado al fenbmeno nmatifica durante todo el proceso de
cubrimiento

- quce
Q= ~
K, +C, )

Los parametro&.y gm, representan a la constante de equilibrio decidisivn y la capacidad
maéaxima de adsorcion de iones en la monocapa dettstge en estudio, respectivamer@g, en
tanto, representa la concentracion de iones eifitetucon ge, la cantidad de iones adsorbidos
por unidad de peso del material en estudio. A guKiees una medida de la energia de adsorcién
del ion. El cambio en la energia libre relacionada la captacion del ion puede ser calculada a
partir de K = 1/K_

AG =-RxTxIn K,

Donde R es la constante de los gases (8.314 % 30 mol* K') y T la temperatura
termodinamica.
El cumplimiento del modelo de Langmuir supone qaesuiperficie del adsorbente posee un

numero fijo de sitios de adsorcion; cada sitio puedr ocupado por una sola molécula del
adsorbato, por lo que la adsorcion maxima corredpaom la formacion de una monocapa
completa; el calor de adsorcion es el mismo patasttos sitios de la superficie, y no depende de
la fraccion de superficie cubierta; no existe iateidn entre las moléculas adsorbidas.

La ecuacion de Freundlich es una isoterma empitiga cumplimiento implica que la superficie
no alcanza un recubrimiento maximo y que la enatgiadsorcion decrece exponencialmente al
aumentar la superficie cubierta.

Ge = Kr (Ce (3)

SiendoK el coeficiente de distribucion o de sorcion, ggaresenta la cantidad de ion adsorbido
sobre la superficie del polimero, normalizada pordncentracion del ion en el equilibrign es
una medida de la heterogeneidad de la superfiogcya entre cero y uno, indicando una mayor
heterogeneidad para valores cercanos a cero.

Este modelo supone que la energia de adsorcioe &obBuperficie del material se distribuye de
modo heterogéneo, en forma de “parches”; cada @nellds agrupa sitios que presentan la
misma energia de sorcion (la energia de interaamére un adsorbente y su adsorbato) en toda
su superficie. Cada parche es independiente d&ras (no existe interaccion entre ellos) y cada
uno puede describirse con la ecuacion de Langrasidecir, que una superficie de Freundlich,
seria una suerte de combinacion lineal de supesfa® Langmuir.

La isoterma de Temkin, que deriva de la de Langmugiciona la condicién de que la energia de
adsorcion (que es funcion de la temperatura) dastdds moléculas en la capa decrecera
linealmente en vez de logaritmicamente con el gdadoubrimiento de la superficie.
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qe :ﬂln (KT Ce)
b (4)
Como se dijo previamente, el modelo de Langmuisygrene que todos los sitios de la superficie
tienen idéntica energia, mientras que los modelesFeundlich y Temkin suponen la
disminucion de la energia de los sitios a medida lgusuperficie se recubre. Esta Ultima
circunstancia debe ser la mas cercana a la mayeti@s casos reales, y solo es justificable el uso
del modelo de Langmuir si la evidencia experimehtade pensar que en la superficie existen
sitios con valores de energia de adsorcion muy gdidecentes.
La isoterma de Dubinin-Radushkevich es una ecuas&miempirica que fue originalmente
desarrollada para vapores sub-criticos en sélidosoporosos, donde el proceso de adsorcion
sigue un mecanismo de llenado de poros:

52

— -B
d. = 4, € ° (5)
Om representa la cantidad maxima de adsorbato quiemer adsorbido en los microporoBpy
es una constante relacionada con la energia asoaita interaccion. Los datos de adsorcion a
partir de una fase liquida también pueden serzadis mediante la ecuacion siguiente, donde la
cantidad adsorbida correspondiente a cualquier ectracion de adsorbato es considerada

funcién gaussiana del potencial de Polaayi (

£= RTIn(1+1j
C

¢ (6)

La ecuacién se aplica generalmente para expresaneehnismo de adsorcibn con una
distribucion gaussiana de energia sobre una soigehfeterogénea. La aproximacion se emplea
usualmente para distinguir la adsorcion fisica al#ooes de la adsorcién quimica mediante la
siguiente expresion:

(7)

El pardmetrcE es la energia libre media de sorcion, cuya magrsaurelaciona con el tipo de
interaccion establecida entre ambas fases, coyestitio asi la caracteristica mas relevante del
modelo. SiE es menor que 8 kJ mylimplica que el mecanismo de sorcién esta afeqpado
interacciones fisicas débiles, como puente de p@hd o fuerzas de Van der Waals.

Cuando el valor se encuentra entre 8 y 16 kJ'yralproceso de sorcién puede explicarse por
intercambio i6nico. Cuando el valor es mayor a 1énbl*, el proceso de sorcion se explica por
otro tipo de interacciones quimicas mas fuertasocpor ejemplo la coordinacion.

e Técnicas de analisis de superficies
Los materiales insolubles desarrollados en el cztmtele este trabajo de Tesis han sido
estudiados en procesos de captacion. Como estee mgedun fendbmeno superficial, resulta
esencial contar con estudios que nos permitanrdietar las caracteristicas de las superficies.
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0 Microscopias: son utiles ya que permiten hacematfisas visual de los materiales.

v Microscopia optica: permite una vision general daemales particulados (por su
menor poder de resolucion y limite de tamafio rdspete microscopias
electronicas). Si ademas se efectan cortes cordtanco, se puede tener una
vision del interior y exterior del material.

v Microscopia electronica de barrido (SEM): permibservar el aspecto superficial
de un material, la existencia de poros, y otrasiestras superficiales. A su vez,
es util a fines comparativos, ya que permite vidltan cambios en una superficie
luego de haber sido sometida a un proceso de @@api@de un cation metalico, por
ejemplo rugosidad. No permite estimar valores @a &uperficial, ni cambios en
ésta.

v Espectroscopia de energia dispersiva (EDS): eséanéca que permite obtener
informacion cuali-cuantitativa. Hace uso los el@oés que se producen
secundariamente al proceso de SEM. Puede obtameaiséentificacion sencilla
de elementos, ya que tienen transiciones elecaériaracteristicas, de acuerdo
con su Z. Esta técnica permite la determinaciotadsmposicion elemental de
zonas muy cercanas, ya que pueden barrerse argasiips. Sin embargo, los
limites de deteccidn no permiten el analisis deasa

o Espectroscopia fotoelectrénica por rayos X (XPS)uea técnica de andlisis de
superficies por excelencia. De hecho, la informaai@e suministra se limita a las
capas mas externas de un sélido, cuantitativanegnte 1 y 10 monocapas (es decir,
100 A). Determina el estado de oxidacién de un atomosy aez, de los atomos
adyacentes en la red. Proporciona informacién stzbreomposicion elemental, el
estado de oxidacion de cada elemento, la posiaolosl atomos con respecto a la
estructura cristalina del material, la homogeneidagberficial y el estado de
adsorbatos. A su vez, brinda informacion sobrenkagia de union de electrones: ésta
es caracteristica de un atomo y de su nivel elgicto La energia de enlace de los
picos asociados a la emisién de fotoelectronesnesyébien definida, lo que permite
identificar el estado de oxidacién de cationes iprags. Asi, atomos no equivalentes
del mismo elemento (diferencia en el estado deamitd, en las moléculas que lo
rodean o en la posicion en la red) provocan un gaagreciable (tipicamente entre 1-
3 eV) en la energia de enlace llamado “desplazdamopimico”.

* Andlisis térmico
Permite observar los cambios que se producenestriactura de un material durante procesos de
calentamiento de éste. Cuando se le suministra ealm sistema, la energia aportada a los
enlaces quimicos produce cambios de estado, qoeesken observar tanto como cambios en la
capacidad calorifica como en el peso de un material
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v Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
En esta técnica de analisis térmico, se graficaudiferencias entre la cantidad de calor aportado
a una sustancia incognita y la cantidad de calortago a una sustancia de referencia, en funcion
de la temperatura, cuando ambas muestras son dameti mismo programa de temperatura
controlado.
En los espectros se observan procesos endotérmoimo®g la fusidbn, como un pico negativo.
Procesos exotérmicos como la cristalizacion, sogsemiados como un pico positivo. En
materiales termoplasticos, durante el calentamjemttes del pasaje del estado sélido al liquido,
se pasa por un estadio intermedio donde las makdignen baja movilidad y se producen
cambios en las propiedades intensivas. La temparaula que esto sucede se denomina
temperatura de transicién vitreag]T Si bien hay un cambio en la capacidad caloritieh
sistema, no existe ganancia ni pérdida de calodopgue no hay un cambio en la pendiente de la
curva, pero si una modificacion en la linea de base

v' Termogravimetria (TG)
Consiste en el registro de la variacion de la niessana muestra sometida al calentamiento en
condiciones de atmdsfera controlada. El aumenttenhperatura durante el proceso se lleva a
cabo de forma lineal. Principalmente permite deigamla estabilidad térmica de un dado
material.

» [Espectrometria de masas (MS)
La espectrometria de masas es una técnica intezeganque permite la elucidacién de
estructuras. La técnica de desorcién por ionizatddar asistida por matriz (MALDI) tiene la
ventaja mas destacada de permitir la elucidaciématsral de compuestos termolabiles de alto
peso molecular, dificilmente ionizables por otrastados. MALDI permite también identificar
por separado componentes de una mezcla. Comovaealleabo en condiciones suaves, no son
fracciones moleculares producto de la fragmenta¢é® que se observan, sino moléculas
intactas. Para el éxito de esta técnica, resulpoitante la matriz que se utilice. De hecho, es
posible que no se consiga la ionizacion de todssclimponentes de la muestra sino que
solamente se produzca la desorcion de ciertasdrees
En el caso de esta Tesis, se empleé una matrizdesty no una desarrolladal hocpara el
producto en estudio. Como en el proceso de simesimérica utilizado en este trabajo, pueden
formarse oligdbmeros de distinta longitud, el amglide cada fragmento permite reconstruir
estructuras sintéticas mayores 0 mas complejasrta da la relacion m/q de los distintos
fragmentos de un compuesto.

» Electroforesis capilar zonal (CZE)

La electroforesis capilar zonal es una herramiseteilla y poderosa para la caracterizaciéon de
densidades de carga en polimeros solubles, aundauah grado de polimerizacion y la
hidrofobicidad afecten claramente el comportamieteatroforético [40,41].

De manera sencilla, es una electroforesis que geodentro de un capilar de vidrio pretratado de
manera tal que se produce la desprotonacién dgrigms silanol, que deja expuestos grupos
alcoxido. De esta manera, se establece una capantt@iones positivos provenientes del medio
de corrida que interactda con los silanoles despaatos. Frente a la aplicacion de un potencial
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eléctrico, se genera un flujo electroosmético pniemte de la migracion de esta capa de iones
positivos hacia el catodo. Este flujo produce lgragion de los componentes de la muestra,
segun su relacién g/m los cuales migran haciatettte. Los componentes mas positivos son los
gue aparecen primero en el frente de corrida, degude los neutros y por ultimo los negativos,

en el modo de operacion normal.

Cuando las corridas electroforéticas se haceneaedifes valores de pH, se obtiene informacion
sobre los grupos cargados presentes en el magepaitir de la comparacion de los diferentes

electroferogramas. Hay que tener en consideraci@n e voltaje, si es muy elevado, puede

producir disrupciones en ciertas estructuras g@stsdlecen en solucion.

» Resonancia de spin electronico (ESR)
Esta técnica espectroscopica consiste en irraaianulestra con radiacion electromagnética en la
region de las microondas (energia de radiofrecagnai fin de que se produzcan transiciones
electronicas.
La muestra debe ser paramagnética. Con esta témnmaeden determinar geometrias de metales
de transicion y perfiles de especies radicalaRas.monitoreo de su variacién cuali-cuantitativa
en funcion del tiempo, se pueden elucidar mecarsgque involucren especies radicales.
Desafortunadamente, no es siempre posible la dugérv directa de los radicales libres de
interés, cuya concentracion puede estar por delghjbmite de deteccion de los espectrémetros
de ESR. Ademas, algunos radicales, aln cuandonpa@sena concentracion por encima de este
limite de deteccién, no resultan observables gpéeatura ambiente o fisiolégica debido a que
los tiempos de relajacion son muy cortos, lo queegeun ancho de linea demasiado amplio para
ser observados por ESR. Algunos ejemplos de radicdé vida media corta son los DH
radicales alcoxilo, y radicales centrados en azaecomo los radicales libres cisteinil o gluitati
El atrapamiento de spin provee, en principio, uei@amienta para subsanar estos problemas. En
particular, 5-5-dimetil, 1-pirrolilN-6xido (DMPO) permite la deteccién de radicale$ COH" y
C® (centrados en C) mediante la formaciéon de aductospin (DMPO/OOH, DMPO/OH y
DMPOI/C, respectivamente) [42,43].
En el grupo de trabajo fue observado previamengecgartos hidrogeles complejados con Cu(ll)
producian la activacion del,8,, con la generaciéon de radical QHEstos estudios fueron
continuados y profundizados en este trabajo desTesi

» Viscosimetria
La viscosidad de un fluido es una medida de swstmsiia a las deformaciones graduales
producidas por tensiones cortantes o tensionesadeidn. Dicho de otro modo: es la resistencia
a fluir. Las mediciones de viscosidad suministraorimacion sobre cambios conformacionales
de un material en funcién del pH del medio. En mmaes con propiedad de polianfolito con
ordenamiento al azar de sus grupos funcionaleslepabservarse que en las inmediaciones del
punto isoeléctrico IEP) la solubilidad del material disminuye drasticateery con ella la
viscosidad. A valores de pH en los que el matesgabncuentra éptimamente solvatado y sus
cadenas expandidas, la viscosidad de la solucideata.
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» Potencial zeta(]
Se denomina potencial zeg @l potencial medido en la zona en que se uneaga de Stern y
la capa difusa de contraiones, para una particu@etacto con una solucién. Puede ser medido
de una manera muy simple, mientras que la carga deperficie y su potencial no pueden
medirse. Esta técnica es asiduamente empleada émduatria farmacéutica para evaluar
estabilidad de formulaciones, y permite determ@#EP de las particulas porque dladopta el
valor cero.

» Titulacién &cido base
Dentro de los distintos grupos funcionales hidicd8 presentes en los hidrogeles y en polimeros
solubles se encuentran los grupos intercambiaddeesprotones. En particular, en la
caracterizacion de estos materiales, resulta imptat determinar el comportamiento que
presentan estos grupos funcionales acidos y basmue al intercambio de protones, asi como
las constantes relacionadas con estos procesadpdetue le confieren propiedades definidas al
material al que estan unidos.
Sin embargo, no resulta sencillo, porque hay mudeosstos grupos funcionales que tienen un
comportamiento opuesto (por ejemplo, carga elécipuesta) y estan unidos fisicamente, es
decir, la distancia entre ellos es fija. Por esstriccion en la movilidad no se obtiene un
promedio de estas influencias, como sucede comt@éculas en solucién, las cuales tienen
todos los grados de libertad de movimiento. En ecumesncia, el andlisis y la comprensién del
comportamiento frente al intercambio ded¢ complejiza.
Sin embargo, del analisis de los datos experimesitale pueden obtener pardmetros empiricos
gue describen de manera satisfactoria el compatamiacido-base de materiales complejos
COmo estos.
Hay que tomar en cuenta que durante la titula@bmaterial como un todo va modificando su
carga y su porcentaje de protonacion de maner@oania diferencia de especies pequefas que
s6lo cuentan con un estado protonado y uno desw@ado o a lo sumo, tienen pocos estados
intermedios entre la protonacion y la completa d#epacion, y cuya variacion de estado puede
ser completamente determinada y por lo tanto, maectish exactitud. Por consiguiente, la &n
los hidrogeles y en polimeros solubles tambiénavats por ello que, en estos casos, se
determina su valor aparente. Esta constante, safaada por y varia con el grado de
disociacién &cida of. Este parametro adopta el valor cero (0) cuandgodimero esta
completamente protonado y el valor maximo de uhaando se disocia completamente.
Como se trata de un modelo empirico, las condisi@specificas de cada caso se detallan en la
seccion correspondiente.
De esta manera, se puede obtener la estandarizéeids propiedades de un dado material, asi
como prever el comportamiento de distintos loteghbs que resultan esenciales para después
poder llevar el material a escalas de produccidnireproceso de transferencia tecnolégica.

* Analisis elemental
Consiste en la determinaciéon del nimero de moledepresentes en una muestra de un dado
elemento quimico: C, H, N, por lo que con estaitéces posible calcular rendimientos de
sintesis de manera mas exacta. Para materialeslosrdescriptos en este trabajo de Tesis, si se
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compara esta informacion con datos obtenidos ptnpmmetria se puede determinar cuantos
grupos funcionales acido-base se han generad®ctesge los grupos funcionales que podrian
generarse tedricamente. Esto permite justificas daracteristicas acido-base de un material
observadas, respecto de las esperadas tedricamgintemo justificar otras propiedades como la
solubilidad, respecto a esta relacion entre mateftoimos totales y moles de grupos titulables.

Antecedentes del grupo de trabajo referidos a la dbncion, caracterizacion y estudios de
aplicabilidad de polimeros funcionalizados:

En nuestro grupo de trabajo se desarrollé una dedavestigacion con hidrogeles bioinspirados
obtenidos por reaccién del diepéxido etilenglicaglididil éter (EGDE) con mondémeros
funcionalizados (acidos y basicos) tales como ametacrilico (MAA), y N-heterociclos como
imidazol (IM) 2-metilimidazol (2Ml), pirazol (PYRY}riazol (TRZ) [44].

Estas sintesis constituyeron un antecedente okigimaue el empleo de EGDE como monémero
de sintesis en combinacion con MAA y N-heterociclosestaba descripto en la literatura. A su
vez, el hecho de que el producto sea obtenido emizo paso le confiere la ventaja de ser una
sintesis rapida y sencilla.

El proceso sintético del polielectrolito insolulele agua denominad@oly(EGDE-MAA) implico

la apertura de los grupos epoéxido del EGDE porciéaccon MAA y una polimerizacion
radicalaria iniciada por peréxido de benzoilo, @edegmentos de MAA covalentemente unidos a
EGDE. Cuando en el medio de reaccion fue agregdeimas imidazol (IM), los grupos epdxido
resultaron abiertos tanto por el acido carboxilebMAA como por el nitrogeno tipo piridinico
del N-heterociclo, y se obtuvo un polianfolito elsdico insoluble en agua, denominado
PolEGDE-MAA-IM) [19,20,45]. Cuando se produjo la mezentre EGDE e IM en ausencia
del iniciador de polimerizacién radicalaria, se usat un polielectrolito insoluble en agua,
denominadoPoly(EGDE-IM). También se efectuaron las sintesis devos polianfolitos y
polielectrolitos por reemplazo del N-heterociclo dr una variedad de otros N-heterociclos,
como 2-metilimidazol (2Ml), pirazol (PYR), y triak('RZ) [44,46,47].

Estos materiales poliméricos presentaron propieddédehidrogel, por lo que fue evaluado su
caracter coordinante, con Cu(ll) como ion modelonEcanismo de captacion fue evaluado por
NMR en estado solido.

Los materiales fueron extensamente caracterizades f@cnicas espectroscopicas,
espectrofotométricas, de analisis térmico, anaisisiental, potenciometrialy

El polianfolito PolEGDE-MAA-2MI) fue exitosamente aplicado en el deskéo de un
catalizador basado en su complejo con Cu(ll), fmeativacion de bD,. Por ensayos de ESR y
XPS se pudo verificar la produccion y hacer la fifieacion de los radicales generados, y
esbozar un mecanismo para la reaccion de activdeidhO..

Como ejemplo de aplicacién, estos materiales fueropleados en la degradacién un colorante
azo, Naranja de Metilo (MO) por oxidacién a padrla activaciéon de D, [11,44].

Este tipo de materiales altamente funcionalizadasi@ntran aplicabilidad en diferentes areas de
trabajo: catdlisis, remediacion de efluentes imihles, desarrollos analiticos y biotecnoldgicos.
En el area ambiental, los colorantes con uniones rapresentan el grupo de colorantes
industriales mayoritario y son resistentes a laat#arion en condiciones aerbbicas [48]. Por otra
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parte, si bien la unién azo puede ser reducidaoawdiciones anaerébicas, el proceso genera
aminas aromaticas, que pueden ser toxicas y cgémias [23]. En las investigaciones llevadas
adelante por el grupo de investigacion se utiliagiqularmente el colorante Naranja de Metilo
(MO) como compuesto modelo. MO es usado como iddicde pH en solucion acuosa al 0,1 %,
asi también como en tinciones de prendas textiesconsiderada una sustancia peligrosa de
acuerdo con OSHA 29 CFR 1910.1200. Es quimicanmesttble, persiste en agua y suelo y su
movilidad es elevada.

Los productos de degradaciéon de MO, resultado @edan de especies del oxigeno altamente
reactivas son bien conocidos. La degradacion fettdn de MO produce 4-dimetilamino
anilina, probablemente por clivaje del enlace &as.especies hidroxiladas y no hidroxiladas han
sido identificadas por Baiocchi y cols. A su vaze festudiada la fitotoxicidad y toxicidad del
colorante y de algunos de los productos de degrad@&n microorganismos. Se encontré que
MO es téxico y que los metabolitos obtenidos, tateso acido 4-amino sulfénico y N,N-dimetil
p-fenildiamina, no son téxicos para las plantaseermentales Triticum aestivumy Phaseolus
mungq y bacteriasocuria rosea, Pseudomonas aerugings&zotobacter vinelandii

Otro colorante utilizado por el grupo es el den@dm Direct Blue 273 (DB273), empleado
habitualmente en la industria del papel, cuya adgaolon fue reportada recientemente [50].

En este trabajo de Tesis, se presentara la estrategoxidacion mediada por radicales para
decoloraciéon de MO, y un proceso de separaciéasksfpor co-precipitacion para DB273.

El &mbito de aplicacion industrial de los polimefascionalizados se extiende a muchas areas,
entre las que puede mencionarse la biotecnologgaguimica analitica. Segun un analisis del
mercado de enzimas industriales, hay una demaedete por parte de diferentes sectores, de
incorporar biocatalizadores con actividad oxidodtdsa. Particularmente las peroxidasas, se
obtienen en abundancia a partir de tejidos vegetaleongos, y catalizan la oxidaciéon de una
amplia variedad de sustratos empleand02x bien otros peréxidos, mediante un mecanismo de
tipo ping-pong [51]. Estas enzimas han sido empleaen la remocién de contaminantes
fendlicos, en la industria de pulpa de papel, gledimbito del analisis quimico y clinico (kits de
diagnostico) [52,53]. La isoenzima C de la perosédale rdbano (HRP) ha sido la mas
investigada, pero existe interés en la busquedaeides alternativas debido a su elevado costo.
En este sentido, la peroxidasa de cascara de seamhailsoja (SBP) es una alternativa atractiva
presente en elevada concentracion en la cascagasqun producto secundario de la industria
alimentaria [54]. Se trata de una glicoproteina@mica de 40662 Da con un punto isoeléctrico de
4,1. Puede ser extraida con una solucién buffer gakcara podria ser luego empleada como
alimento animal. La SBP se caracteriza por tenarastabilidad quimica y térmica inusualmente
elevada, aun en medio &cido. Existen muy pocosrtepae su aplicacion en la literatura: se
menciona su uso en remocién de compuestos fen@i¢odrocarburos aromaticos policiclicos
[55-57], en aguas residuales [58], y en reaccidedsromacion, pero nunca habia sido empleada
con fines analiticos [59,60]. A su vez, en los sgsaeportes en que se encuentra su utilizacion,
siempre se menciona una purificacion previa [25,28]
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1.2. Objetivos de la Tesis

Los objetivos de este trabajo de Tesis se enmacam proyecto que abarca el desarrollo de
materiales bio-inspirados altamente funcionalizagosl estudio de su aplicabilidad en el area
industrial y ambiental. En este contexto, se podsereunir las funcionalidades presentes en
biomoléculas (residuos carboxilo y bases nitrogaspagara emular su capacidad de carga, asi
como su selectividad en ciertos procesos quimicns cendiciones de reaccion que
desnaturalizarian a la mayoria de los biopolimgqa®teinas.

Los objetivos generales del trabajo son:

v' La obtencién y caracterizacion de materiales bspirados: complejos de coordinacion
con Co(ll) y Cu(ll) que emulan la actividad seleatide moléculas bioldgicas;
macromoléculas funcionalizadas con grupos donoeeslectrones, capaces de formar
macroagregados o estructuras supramolecularesedésrindustrial.

v Los estudios de aplicabilidad de las nuevas esiracten procesos de interés ambiental,
analitico o biotecnoldgico.

Los objetivos especificos pueden ser agrupados siguiente manera:

I. Obtencion y caracterizacion de complejos bigirelos, insolubles en agua.
I.1. Obtencion y caracterizacion del complejo cow(I del polianfolito denominado
Poly(EGDE-MAA-2MI)
I.2. Obtencion y caracterizacion del complejo con(IF del polielectrolito denominado
Poly(EGDE-DA) (material derivado de EGDE vy 1,8-diamiB@-dioxaoctano).
I.3. Caracterizacion del complejo con Cu(ll)Rgy(EGDE-DA).
I.4. Estudios de las propiedades cataliticas dedasgplejos con Co(ll) y Cu(ll) en la activacion
de HO, para la generacion de radicales libres.

1.4.1. Identificacién de los productos radicalarjademas especies.

1.4.2. Estudios cinéticos del consumo d©kH

1.4.3. Postulacién de mecanismos probables deaaidir de HO,.

I.5. Estudio de captacion de compuestos idnicodeangoPoly(EGDE-MAA-2MI).
[.5.1. Captacion de un compuesto organico anionico.
[.5.2. Captacion de una enzima para su inmoviliaci

II. Obtencion y caracterizacion de un material ingpirado, derivado del diep6xido EGDE, de
MAA vy del N-heterociclo IM, soluble en agua, denaadooligomeros(EGDE-IM-co-MAA).

II.1. Desarrollo del método de sintesis.

II.2. Caracterizacion estructural.

I1.3. Postulacién de estructuras quimicas probables

lll. Estudios de aplicabilidad de los materialesug complejos.
lll.1. Evaluacion del desempefio de los complejos G@w(ll) y Cu(ll) como catalizadores
heterogéneos en la degradacion oxidativa de congauesganicos.
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[11.1.1. Estudios cinéticos de la decoloracion deiciones acuosas de Naranja de Metilo
(MO) un colorante azo, que constituyen un equivalanun efluente de la industria textil,
empleando KD, y los complejos insolubles. Evaluacion de la eficia de cada material
y la posibilidad de reciclado.
[11.1.2. Evaluacion del rol del catalizador hete¥ngo en las diferentes etapas del proceso
de decoloracion.
[11.2. Evaluacion del desempefio de los complejas Co(ll) en la obtencion de un producto
parcialmente oxidado (adrenocromo) con fines irrcales.
[11.3. Decoloracion de soluciones acuosas mediaotprecipitaciorin situ del colorante con los
oligdmeros(EGDE-IM-co-MAA).
Ill.4. Formacién de esferas huecas solubles a ygpersor a 7.0, a partir de ladigdmeros
(EGDE-IM-co-MAA), Fe(ll) y acido citrico.
[11.5. Desarrollo de un biorreactor enzimatico eegpldoPoly(EGDE-MAA-2MI) como soporte,
para su aplicacién en el analisis de alimentos.

A continuacion se desarrollaran los temas enunsjaglo tres capitulos. El Capitulo 2 abarca la
obtencidn y caracterizacion exhaustiva de los cejoplcon Co(ll) y Cu(ll), insolubles en agua.
Se presentaran y discutiran las propiedades de b&tmgeles que se relacionan directamente
con los estudios de aplicabilidad presentados eDapitulo 4. El Capitulo 3 estd dedicado al
desarrollo de un nuevo material soluble en agtamainte funcionalizado, cuya caracterizacion
permiti6 comprender su naturaleza heterogéneagzaslina estructura probable. En este caso
también se utiliza la informacion recabada paraifitar los estudios de aplicabilidad descriptos
en el Capitulo 4.
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CAPITULO 2

POLIMEROS INSOLUBLES EN AGUA

Los materiales insolubles derivados de EGDE, MAANiheterociclos son redes altamente
funcionalizadas con residuos hidrofilicos, que litari su interaccion con especies idnicas
presentes en muestras de interés analitico, imalugto ambiental. La heterogeneidad de su
estructura y la complejidad de sus propiedadesofigilimicas resultan de la combinacién de los
reactivos en adecuada proporcion en la mezcla miess [1-3]. En el caso del material
denominadoPoly(EGDE-MAA-2MI), el proceso continla con el agregade perdxido de
benzoilo, en tanto queoly(EGDE-DA) no requiere este reactivo. El contactesk®s materiales
con soluciones de ciertos cationes de elementdsadsicion da lugar a la formaciéon de los
complejos correspondientes.

En este Capitulo de la Tesis se presenta la obteryctaracterizacion de los complejos Co(ll)-
PolEGDE-MAA-2MI) y Co(ll)-PolyfEGDE-DA), asi como los estudios adicionales del
complejo Cu(ll)Poly(EGDE-DA) obtenido en una etapa precedente [3]piiner lugar, se hizo

el analisis espectroscopico de las modificaciomedyzidas en los materiales como consecuencia
de la captacion de cationes de elementos de tr@amsituego, el analisis calorimétrico y
termogravimétrico proveyo informacién complemerate los cambios en la estabilidad de los
materiales producto de la captacion de iones. @dmalidad de obtener informacion adicional
sobre la naturaleza de este proceso, se realil@gdsotermas de adsorcion y su ajuste a distintos
modelos tedricos y empiricos. Los valores obtenideson contrastados con determinaciones
experimentales de capacidad de carga. Se compl@mentarea superficial especifica, asi como
con microscopia electronica de barrido, a fin decanbios ocurridos a nivel de la superficie
debido a la adicion de cationes.

También se estudi6 la captacion de un colorantean@mico por las particulas del polianfolito
Pol(EGDE-MAA-2MI), y la captacién de una enzima (pedasa) para su inmovilizacién en un
biorreactor en sistema de flujo, con la correspemei caracterizacion de los productos
obtenidos.

En otra etapa se evalud la funcién de los comples Co(ll) y Cu(ll) en el proceso de
activacion de bD,. Se abordo la identificacién de los productosaadrios obtenidos mediante
resonancia de spin electronico (ESR), y se disoutis posibles mecanismos involucrados.

2.1. Caracterizacion de polimeros insolubles y sgemplejos con Co(ll) y Cu(ll)

2.1.1. Espectroscopia infrarroja por transformada @ Fourier (FT-IR)
Se emple6 espectroscopia FT-IR con el fin de dé@temtuales son los grupos funcionales
involucrados en el proceso de captacién de metal.

Poly(EGDE-MAA-2MI)
En la Figura 1 se presenta el espectr@adg(EGDE-MAA-2MI) (inferior) y sucesivos espectros
del material con cantidades crecientes de Cafifjo a altas concentraciones de Co(ll) se

observd una disminucion relativa de la sefial a 160 correspondiente al estiramiento
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asimétrico de —COO™ vy de la sefial a 1730 correspondiente al estiramiento simétrico del
C=0.

Es decir, no se observaron modificaciones en laalege de FT-IR (para carboxilo) a bajas
concentraciones de metal. Tampoco se manifestagpiakamientos significativos de las bandas
en los espectros FT-IR como consecuencia de laaaptde cation, sin embargo existio una
disminucion general de la intensidad de las bandasada por la heterogeneidad estructural que
resulta de esta captacion. Las particulas del ajmplabrian presentado un crecimiento en su
diametro en funcion de la cantidad de Co(ll) incogglo, originando un patron de interferencia
caracteristico en los ultimos espectros.

2,000 1,800 1,600 1,400 1,200 1,000 800 600
Numero de onda (cm?)

Figura 1. Espectro FT-IR de Poly(EGDE-MAA-2MI) (inferior), gon cantidades crecientes de Co(ll)
(superiores). Se utilizaron los materiales obtenigola isoterma de captacion de Co(ll).

Poly(EGDE-DA)
En general para ambos complejos (con Co(ll) y cofil), la resolucién de los espectros FT-IR
del material complejado resulté mayor que para idtogel nativo, ya que luego de la
complejacion, la rigidez aumentd, hecho que facibu fragmentacion en particulas mas
pequefias, mejores para la técnica.
El espectro FT-IR correspondiente al material mates decir, al producto a granel) presentd baja
resolucion por la presencia de particulas amorfaselegel, debido a la dificultad en la
pulverizacion homogénea del material (Figura 2). @&nbargo, se observaron algunas bandas a
1112 cnt, (correspondientes al estiramiento del enlace @eQos éteres), 1460 y 1650 ¢m
(deformacion del enlace —O—-GM —N—H, respectivamente), 2930 Crfestiramiento de C—H) y
~3400 cnit (estiramiento de los grupos N—H / O—H).
Al igual que en el caso deolyEGDE-MAA-2MI), los espectros de los complejos de
Poly(EGDE-DA) con Co(ll) y con Cu(ll) presentaron mejesolucion que el del polielectrolito
sin complejar. En particular, el material con Cufilesentd mejor resolucion espectral debido a
su mayor rigidez y menor tamafio de particula. Estdebe a que, el polielectrolito capté mas
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cantidad de Cu(ll) que de Co(ll) con un refuerzo lde interacciones entre las cadenas
poliméricas y este cation.

Para el complejo con Cu(ll), se observé una nuesad® en 603 cth asociada con el
estiramiento de la unién S—O del 8Q@ue actta como contraién del Cu(ll). Se encontraien
resueltas las bandas correspondientes al balarctss ditomos del enlace N-H en 880%cyn
también la banda de estiramiento de N—H a 3566-8600 Este perfil resulté indicativo de la
participacion del grupo —Ntn el enlace covalente coordinado con Cu(ll).

En el caso del complejo con Co(ll), el espectrolRTexhibié bandas similares a las observadas
para el complejo con Cu(ll), pero mucho mas déhilekido a la menor cantidad de Co(ll)

adsorbido.

NH OH C-0 s-0

Cu(Il)-Poly(EGDE-DA)

| —— Co(Il)-Poly(EGDE-DA)|

| —— Poly(EGDE-DA) |

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

namero de onda (cm 1)

T T
4000 3500

Figura 2. Espectros FT-IR dé?oly(EGDE-DA), Cu(ll)PolyEGDE-DA) y Co(ll)Pol(EGDE-DA)
conteniendo 107 mg de Cu(ll) y 23 mg de Co(ll) gamo de polimero.

2.1.2. Resonancia magnética nuclear (NMR)

La espectroscopia d&C-RMN en estado soélido, resulta muy util para eudis y la
caracterizacion de complejos entre metales deitt@ans/ materiales poliméricos.

En particular, los cambios en la estructura de aterial, como consecuencia de modificaciones
en su nivel de reticulacién o por interaccion cditales electronicos de otros elementos (como
el caso de los hidrogeles mencionados con metalésuasicion), producen modificaciones en el
tiempo de relajacion ;T Estos cambios, pueden observarse concretamenta pariacion en el
perfil de las sefiales en los espectros (ensanch@m@ angostamiento de sefales), o por
variacion en su altura.

Para los casos en estudio, eran esperables ladicacdines que fueran producto de la
coordinacion entre el ion metalico y la matriz p@rica. Estos cambios se deben a que los iones
paramagnéticos constituyen una nueva fuente fudeterelajacion, lo que produce una
disminucién en el Tde relajacién y un ensanchamiento de la sefial.
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Para el caso del polianfolito, se observo previdenfl] que la sefial de carbono carboxilico es
un parametro sensible para evaluar la unién de)Cu(l

Co(ll)- Poly(EGDE-MAA-2MI)
En estudios precedentes se asignaron las sefialespandientes a los diferentes tipos de C de la
estructura probable del polianfolito utilizado cotgando [2,3]. En el Esquema 1 aparecen
numerados los C que se mencionan en la Figura 3.

Esquema 1:Estructura probable deoly(EGDE-MAA-2MI). Fue representado el residuo 2Ml
monosustituido. Los nlmeros en negro sefialan fesedtes tipos de C asignados pi CP-
MAS.

10
6 H,C
H, SHs; OH OH 7 L H
2
—C -C—C—0—CH,CHCH,0CH,CH,OCH CHCH —N
2 57 1 ek 2 2CH; 2 2 \)
H,C40 "EGDE Segment" (3)
/ —GOH
CH3 "Poly(EGDE-MAA-2MI)"

I T T T T T Y T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
S13c/ppm
Figura 3. El espectrd®C CP-MAS dePoly(EGDE-MAA-2MI) (A) y de sus complejos con Co(lljesdo
(B) con 9y (C) con 29 mg de cation por gramo @éemial.

Se empled la espectroscopia NMR en estado solido qaaacterizar los complejos con Co(ll)

con el propdsito de obtener una aproximacion dgidopgos funcionales involucrados en la esfera
de coordinacion del ion metalico en la matriz péliita. Para evaluar la variacion en la
intensidad y el ancho de las sefiales de NMR, eridmrde la concentracion de Co(ll) sobre el
material, se emplearon dos niveles de concentral@d@ste cation.

Los cambios mas significativos que se observaranNMR, para el caso del complejo con

mayor cantidad de Co(ll) captado, se produjerorasrsefiales de los atomos de C del anillo
imidazodlico, (G g y el C carboxilico (¢, las cuales desaparecieron por completo del g#spec
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Este comportamiento indica que existe una fueterancion entre los centros paramagnéticos y
estos ligandos, lo que originé el ensanchamienéodgesaparicion de las sefiales de resonancia a
29 mg Co(ll) ¢. Por este motivo, el tiempo de contacto de paaitn cruzada en los
experimentos d&C CP-MAS fue reducido a 800 ps en lugar de los 1896el otro espectro de
¥%c CP-MAS.

Otro factor que afecto la intensidad de las sefiddeBIMR es el grado de disustitucion de los
residuos 2MI en el polimero. La muestraR#y(EGDE-MAA-2MI) complejado con Co(ll) se
obtuvo de un lote de sintesis distinto que una trauekel polianfolito complejado con Cu(ll)
descripta en trabajos anteriores [1]. Como la sisfgroduce un polimero estadistico, el grado de
disustitucion de los restos 2MI es variable ertdted, lo que justifica la diferencia en las sefiales
de NMR. Dado que la matriz empleada particularmesteestos experimentos no presentd
dominios positivos permanentes (es decir, hubormise&le disustitucién \N3 en los residuos
2MI polimerizados, segun se demostrd por medicialepotencial zeta y en las titulaciones
potenciométricas), se observé una completa reduct@das sefiales de 2MI porque estos grupos
actuaron como ligandos de Co(ll). En cambio, erctmsplejos con Cu(ll) se habia encontrado
un 45 % de disustitucion;\N3; de las unidades 2MI polimerizadas [1], por lo dag$a fraccion

no estaba disponible para coordinar el catiénsefel de C no desaparecié del espeé@aCP-
MAS.

A bajos niveles de Co(ll) unido (9 mg Co(I)';y se observé un leve efecto de los iones sobre la
intensidad de las sefales de log YCCyo (se produjo su ensanchamiento y disminucion de
intensidad). Aunque este cambio podria ser atribaidnodificaciones en la reticulacion del
material, las sefales de los ligandos.{§ no se vieron alteradas. Una diferencia con los
complejos del mismo material con Cu(ll), estudiaelograbajos precedentes [1], se observo en la
sefial del € que se vio especialmente afectada a partir de 8er@u(ll) g, teniendo presente
que los iones Cu(ll) producen mayor reduccion detiempos de relajacion del que los iones
Co(ll) [4]. Con estos resultados, se concluyo @sddnes Co(ll) deben estar coordinados con los
atomos de O de -COO™ y los N de 2MI, en el matwial9 mg Co(ll) § (Esquema 2) [5].

Esquema 2:Posibles estructuras quimicas de los complejof)ad@¢ly(EGDE-MAA-2MI). La
geometria mas probable es plano cuadrada u oatagdrdn el ion Co(ll) coordinado en
diferentes combinaciones a los grupos —COO .

R
\\CGIGIH' ST S04
R R R R R R
\‘Im , ﬂlm'/ \‘Im, ﬂlm/ \‘Im” . Im/
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Poly(EGDE-DA)
En este caso se efectu6 un estudio comparative esttrmaterial nativo y sus versiones
complejadas con Co(ll) y Cu(ll), en un Unico nidelconcentracion.
El Esquema 3 representa la estructura probablem@déérial [3] y los nUmeros en negro
corresponden a los diferentes tipos de C asignaadSC CP-MAS que se observan en la Figura
4. La sefial mas intensa (en verdad, la Unica sdéhblespectro), observada a 70 ppm,
correspondié a los C de los grupos metileno undicectamente a atomos de O (—-£8-),
presentes tanto en los segmentos “EGDE” como erfDdg. Sin embargo, no se obtuvo
informacion respecto de los C unidos a directamamNe En estudios precedentes del espectro de
Cu(I-Poly(EGDE-MAA-2MI) [1], se destacé la pérdida de la akediel C metilénico unido a N,
como un hombro de la sefal principal, alrededds@@pm, consecuencia del entrecruzamiento
del sistema en presencia de iones Cu(ll).

Esquema 3.Estructura probable del hidrogel denomin&addy(EGDE-DA).

(|JH

0 NH
OH [r‘/\\.«"o‘w’/\o' 'x./\“u’ﬁ“\/ '\/’A‘*O/\\/ 1
| ~
/\N"“\--\’ﬁ”'o-’“v B & i 7
/
N o |, — L
0 EGDE A ‘
\L H ” oo NHy
-
0 0 —0 in
\/_
OH OH OH 3 3 ) .
L oo LN | 2 ( 1 Poly(EGDE-DA)

\/N‘\\J" ‘O/A‘"v'f b ¥ o S .\l_’,D,\_l’/\_D/\.,\/,‘\NWDWO@“HZ
-1 3 K33 |

EGDE Segment (3)

Diamino Segment

\
[—— Po/AEGDE-DA)| / 3 \M

ad “\MUVU«N’\\,\WWNW"‘\/WJ
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Figura 4. Espectros®C CP-MAS de Poly(EGDE-DA) y de sus complejos con Cu(ll) y Co(ll)
conteniendo 107 y 23 mg de cation por gramo derob, respectivamente.
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En general, con la captacion de cation, hubo unjareen la relacion sefal / ruido debido a que
los iones Cu(ll) inducen la reticulacion del siséerio que produce un aumento en la sefial. Sin
embargo, aun con esta influencia, los iones pamaét@gs también favorecen la relajacion de los
C en la proximidad del ion metalico, que ocasiohafecto opuesto, con un predominio del
fendmeno producido por el ion paramagnético. Ptar eszén, la influencia del segundo efecto
fue mas marcada y en la sumatoria, se observaaggefial del C metilénico no se resolvio
completamente.

Por dltimo, para el caso de los complejod&(EGDE-DA) con Co(ll), el espectro d&C CP-
MAS fue similar al del material sin complejar, porque no hubo evidencia de coordinacién por
este método. Sin embargo, se encontraron algufexertiias en los espectros obtenidos con la
técnica de FT-IR (Figura 2), atribuibles a camldnda heterogeneidad del material y tamafio de
particula.

2.1.3. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) yTermogravimetria (TG)

Los resultados de la espectroscopia NMR sefalaferealcias en el grado de reticulacion entre
el material complejado y sin complejar.

Con la finalidad de analizar las modificaciones eh grado de reticulacion y en la
termoestabilidad, tanto de los hidrogeles comoutecemplejos de coordinacién, se llevaron a
cabo estudios de calorimetria diferencial de barfi@SC) y termogravimetria (TG).

Con la primera técnica, se pueden determinar llmsesade entalpia relacionados con cambios de
estado. Para los materiales poliméricos, es impirti determinacion de la temperatura de
transicion vitreaTg). Esta consiste en una transicion entre un estagm aparentemente sélido,
de movilidad extremadamente baja, y uno liquide.dPaima de |ag los enlaces secundarios de
las moléculas son mucho mas débiles que el movimmténmico de estas, por ello el polimero se
torna gomoso y adquiere cierta elasticidad y calaacte deformacion plastica sin fractura. Este
comportamiento es especifico de polimeros termopdds y no ocurre en polimeros
termoestables.

Poly(EGDE-DA)
La Figura 5 exhibe los resultados de DSC obtengdwa el polielectrolito y sus complejos. El
valor Tg obtenido a partir de las curvas de DSC fue dé& C2@nientras que para el complejo con
131 mg Cu(ll) § fue de 169.5° C. Este desplazamiento a mayomsderes de temperatura, se
debe al efecto estabilizador del electdbdel ion Cu(ll) coordinado, como se espera, y t@émbi
es otra consecuencia del entrecruzamiento entmatinas del polimero y el ion Cu(ll) [6]. Para
el complejo con Co (ll) el valor dé&g fue de 134.1° C, menor que para el caso del el
concordancia con la menor cantidad de ion Co(l$pduaido sobre el material polimérico, lo que
redujo el nimero de entrecruzamientos entre lasneeddel material y el ion metalico.
Como complemento, se efectuaron analisis termagegvicos sobre todas las muestras (Figura
6). Se observo en todos los casos una pérdideesie ipicial, debida a la evaporacién de
moléculas de agua adsorbida, a una temperaturacgeidié con un pico endotérmico
determinado en el primer ciclo de barrido en la &Sultados no mostrados). Para el material
nativo, la descomposicién se inicié-800° C, y se verificd la mayor pérdida de masa7a &
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Poly(EGDE-DA) = gel
—— Co(ll)-12.5 mg g - Poly(EGDE-DA)
——Cu(I)-131 mg g '- Poly(EGDE-DA)

I Y T f T ? T Y T ' T 4 T y 1
60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatura (° C)
Figura 5: Curvas de DSC paRoly(EGDE-DA) y sus complejos con Co(ll) y Cu(ll), cespondientes al
segundo barrido, en un rango de temperatura de260 &C.
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Figura 6. Termogravimetrias realizadas Raly(EGDE-DA) y sus complejos.

En el caso dedPoly(EGDE-DA) complejado, para ambos cationes se obagma disminucién en

la temperatura de descomposicion térmica. Estasnfenos denotan que la disminucién en la
estabilidad de la estructura del material se viertemente afectada por la captacion de iones
metélicos, aun cuando la proporcion de éstos fige bamo es el caso debly(EGDE-DA) con
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Co (I). El material complejado con Cu(ll) tuvo uteanperatura de descomposiciéon-@e0° C.

La presencia de un centro de Cu(ll) paramagnébicasion6 cambios en la densidad electronica
en las proximidades del centro metélico, que pa@ljdebilitamiento de las uniones quimicas
[6]. Este efecto resultd ser independiente de dasentraciones de Cu(ll) captado, como bien lo
muestran los perfiles termogravimétricos para lrsplejos con 50 o 131 mg de Cu(li}.gPor
otra parte, el complejo con Co(ll) exhibi6 un petérmogravimétrico similar a los de los
complejos con Cu(ll) [6].

2.1.4. Microscopia electronica de barrido (SEM) y leorescencia de rayos X por energia
dispersiva (EDS)

Se obtuvieron imagenes con microscopio electrodedarrido con el propdsito de poner en
evidencia modificaciones en la topografia de lati@das poliméricas como consecuencia de la
complejacion con cationes de elementos de tramsicdBomo complemento se efectuaron
estudios de espectroscopia por energia dispeis8)(con el fin de confirmar la identidad de
los elementos presentes y a su vez, verificar quaubiese artefactos.

PolEGDE-MAA-2MI)
Para ambos materialeBqly(EGDE-MAA-2MI) y Poly(EGDE-DA)), se observaron cambios en
el grado de homogeneidad de la superficie, comeemencia de la captacion de los cationes. Si
bien el método no permite determinar area supalfitas imagenes obtenidas luego de la
captacion del cation parecerian correspondersemamncremento de ésta (Figura 7.A'y B).
Mediante EDS se verifico la identidad de los caatras (Figura 7.C-E). Se observo sefal para el
azufre, cuando se utiliz6 Cog@ara obtener el complejo con Co(ll), lo que evaiemue el
SO® permaneci6 como contraion. La sefial del azufraivestausente en el control
correspondiente a complejos preparados a particefato de cobalto. La presencia de’S@s
una evidencia de la existencia de cargas positiijas sobre la superficie del material,
provenientes del Co(ll) y/o residuos 2MIKpolimerizados. Eventualmente el sulfato puede
intercambiarse por otros aniones, como se vera 8edcion 2.3.

Pol(EGDE-DA)
Los complejos déoly(EGDE-DA) con Cu(ll) y Co(ll) fueron caracterizadosn microscopia
SEM para evidenciar cambios en la morfologia, retspdel material nativo. En este caso, la
diferencia en la homogeneidad de la superficievfasgalmente mas marcada que para el caso del
Poly(EGDE-MAA-2MI). En el caso del polielectrolito nati, se visualizd la superficie
homogénea, en tanto que se percibieron las irnédaties de los materiales como consecuencia
de la complejacion.
Ademas, las imagenes del complejo CoPO(EGDE-DA) con magnificacion 1000 X
exhibieron arreglos regulares de macroporos, @d8um de didmetro, no observadas en otras
muestras (Figura 8.C).
La identidad del cobre y el cobalto, asi como ldodecontraiones de sus sales, fue verificada
mediante espectros de EDS (Figura 9). Por estactcse detectd la presencia del elemento
azufre (consistente con los resultados obtenido&pdR), debido a que fueron empleadas sales
de CoSQy CuSQ para la obtencién de los complejos respectivosamio que la sefial de azufre
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estuvo ausente en los complejos producidos a piricetato de cobalto. La presencia dg? SO
evidenci6é la existencia de cargas positivas fijabres la superficie de las particulas: Co(ll),
Cu(ll), y/o-RNH". El ion SQ? eventualmente podria ser intercambiado por otrimsas.

Fong

J0pm_ EHT = 3.00 kv WD = 28mm Mag= 2.00 K X Signal A= InLens [ JO0pm | EHT = 3.00 kv WD = 32mm

Mag= 2.00 KX Signal A= InLens

SEM dePoly(EGDE-MAA-2MI) (A) SEM de Co(Il)Poly(EGDE-MAA-2MI) (B)

o 1 2 o 1 2 3 4 ] [ T g

ull Seale 1167 otz Cursor: § BES (3 cts) ke ull Scale 1167 otz Curzor: §EES (1 cts) ket
EDS dePoly(EGDE-MAA-2MI) (C) EDS de Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI)
contraion SG (D)

Spectrum 1

1] 1 2 3 4 a3 5] T g
ull Scale 1167 cts Curgor: 8.665 (0 cts) ke

EDS de Co(ll)Pol(EGDE-MAA-2MI) contraion acetato (E)

Figura 7. Imagenes SEM de la superficie Bel(EGDE-MAA-2MI) (A) y Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-
2MI) (B) en una magnificacién 2K X. Espectros EDSRbly(EGDEMAA-2MI) (C), Co(ll)-Poly(EGDE-
MAA-2MI) obtenido de CoSQ(D) y Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI) obtenido de acetato de cobalto (I1)

(E).
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Figura 8. Imagenes SEM dePoly(EGDE-DA) (A), Co(ll)PolyEGDE-DA) (B y C) y Cu(ll)-
Poly(EGDE-DA) (D).
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Figura 9. Espectros EDS dPoly(EGDE-DA) (A), Co(l)PoIfEGDE-DA) (B) y Cu(ll)Poly(EGDE-
DA) (C).
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2.1.5. Propiedades &cido-base

PolEGDE-MAA-2MI)
Teniendo en cuenta los grupos funcionales presemted polianfolito se procedié a estudiarlo
por titulacion acido-base para cuantificar losdess —COOH y/o 2MI polimerizados. Se puso
en contacto el material con exceso de solucionraate de HCI, y se obtuvieron dos tipos de
grupos protonados: —COOH y 2MIHA continuacion se efectud la titulacion potencitrica del
polianfolito, empleando una solucion valorante d#OMN (Figura 10). Los puntos de inflexion
fueron determinados teniendo en cuenta la primsegynda derivada.

14

12 T oo o *
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XXX
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Volumen de solucién valorante NaOH (mL)

Figura 10. Curva de titulacién de la forma acida del poliditdd® oly(EGDE-MAA-2MI).

Una vez obtenidos los datos experimentales, seegi@ca calcular el nimero de sitios
protonados en funcion del pH, mediante un balaeceatigas, para luego obtener la densidad de
residuos protonables que se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Pardmetros empiricos paPaly(EGDE-MAA-2MI) estimados a partir de la titulacion
potenciométrica.

grupo —COOH grupo 2Ml

densidad de grupo 0.89 1.09
(mmol g% (2Ml titulable)
pKa°® 4.79 7.58
pKa mondémero 4.66 7.86

n 1.29 1.38
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Para PolfEGDE-MAA-2MI), donde coexisten dos grupos con ppedades &cido-base
diferentes, podemos definir dos constantes de ididioa acida partiendo de la unidad polimérica
completamente protonadaH):

N [II+][ IIPi‘]
HoP ﬁ HF + H Kal [H2|3+] 1)
HP® _ P + H - I[I il]

2
Donde HP' representa el polimero que posee —COOH y Z\idlimerizados; HPrepresenta el
polimero con grupos —COO  y grupos 2MIpblimerizados y por ultimo "Prepresenta el
polimero con grupos —COO y 2MI polimerizadéa,; indica la constante de disociacion acida
del grupo —COOH del MAA polimerizado y IKa, a la constante de los grupos 2MIH
polimerizados [3,6].
A su vez, el grado de disociacion acidpgara HP" se calculé a partir de la siguiente formula:
=N, +[H]-[OH]
Ctotal (3)
Donde Na'], representa la concentracion de iones sodio prentss de la base fuerte agregada
tras la neutralizacion del HCI en excesbl’][y [OH] son las concentraciones de iones hidronio
e hidréxido obtenidas de cada punto de titulaciéapectivamente, y§a €S la concentracion
total de restos acidos (—COOH y 2M)Hn la mezcla.
Por otra parte, y en ausencia de cargas elécipeasanentes, la carga promedio de la matriz
polimérica €|,) se encuentra relacionada con el grado de disonide la siguiente manera:
gp = (Fraccion molar de 2MI titulable)e- 4)
Conforme avanza la titulacién con solucion valogadé NaOH, disminuye el nUmero de sitios
protonados sobre el material y por tanto, la caega positiva del polimero disminuye. Cuando
la carga promedio es cero, el grado de disociaciincide con la fraccion molar de 2Ml
polimerizado titulable (es decir, 2MI monosustituigl accesible a la titulacion). De esta manera
puede obtenerse el punto isoeléctritBP) en polianfolitos que contienen solamente grupos
neutralizables débiles y sin cargas fijas permaseftipo amonio cuaternario) [3,6].
Por ultimo y con el objetivo de estudiar las intefanes electrostaticas entre grupos vecinos con
cargas opuestas se presentan las siguientes asicio

a.
pH = pKa® + n><|og1 !
a (5)
Ecuacion de Henderson—Hasselbalch modificada
pKa= pKa°+(n-1)xlog a
=@ @

Dondeq; representa el grado de disociacion acida para +HC@@or lo tanto la fraccion molar
de —-COO que depende del pH y varia conforme avanzalacion ¢ _coo : [MA™)/Ciotal maa)-
También o; representa el grado de disociacion acida para 2MIpbr lo tanto la fraccion molar
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de 2MI que depende del pbb(s = [2MI])/Cotal 2m1). EStos valores se calculan a partir del volumen
de valorante gastado en cada punto de la curvasnisidad de -COOH y de 2MiHtulables.

El pKa;° es elpKa; a una .coo: 0.5 y elpKa° es elpKa a unayy, : 0.5. Los valores dpKa
para los grupos ionizables son aparentes, sieraadbs por esta interaccién electrostética, y
pueden calcularse a partir del pH y gl mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbalch
tradicional para cada punto de la curva de titdla¢Figuras 11 y 12).
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Figura 11. Representacion de pKcalculado a partir de la ecuacién de Hendersorséflaalch vs. el
término log relacionado con el grado de disociacion acideodadsiduos MAA polimerizados (A); K
vs. fraccion molar de MA(o_coo) (B); pKa vs. pH (C).

El parametron esta relacionado con la fuerza de la interaccléatrestatica entre los vecinos
proximos a un grupo en estudio. Tambiese relaciona con la hidrofobicidad/hidrofilicidedl
entorno ya que su magnitud puede ser vista conindice de accesibilidad del'in la reaccién
acido-base. El calculo de este vataonstituye una manera empirica de cuantificanflaencia

de este entorno y brinda una medida de la desviatgdos polimeros estudiados con respecto al
comportamiento de pequefias moléculas, generalmehtbles, que presentan una constante de
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disociacion marcadamente definiden igual a 1. Valores méas altos in nos indican que la
disociacion de Hse ve afectada por el grado de disociacion y €Bph].

Py
.
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o
: 72 ‘
-1 -0.5 0 0.5 1
log (A (1-ap)
8.2 - 8.2 -
8 - 8 -
B .’ C ’0
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S 76 - ”M S 76 - ’.03”’
© @©
¢ g
L74 - o“’@"\ $74 - o"’.O"
7.2 7.2 -
7 T 1 7 T T
0 0.5 1 6.5 7.5 8.5
a2mi pH

Figura 12. Representacion de ja calculado a partir de la ecuacién de Hende-Hasselbalch vs. el
términolog relacionado con el grado de disociacion acida gedsiduos 2MII" polimerizados (A); pk
vs. fraccion molar de 2Mk(2MI) (B); pKa vs. pH (C).

Asi, los valores de p&K resultaron aparentes porque fueron sensibles adegas que s
encuentran en el entorno del grupo protonable &mdies esto quiere decir quvariaron de
acuerdo a las condiciones en las proximidades dsadgica el grupo en cuesticLa Tabla 1
presenta los parametros estimados a partir deetodtados obtenidos en la titulacion del lote
polianfolito empleado en la captacion de Co(ll).palametro empiricn resultd bajo para este
polianfolito cuando fue comparado con polielelitos y betainas, posiblemente debido ¢
presencia de segmentos neutros de las unidades EfsPEactlan apantallando los si
cargados [6].
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El pKa® del grupo €OO0H en el polimero resultd mayor que ea del monémero, y esto pue
asociarse a la hidrofobicidad y / o el grado deeenizamiento en el polimero en coincider
con una cierta cercania entre sickCOO™ que dificulta la disociacién de’. A pH inferior a 4.0
Y o _coo inferior a 0.4, el pla se mantuvo estable en el valor mas bajo, que cdincon el pta
del monémero.

Por otra parte, el pi€ del grupo 2MIF en el polimero result6 menor que el del mondmr
probablemente asociado a una distribuciéon en clug#elos residuos 2MI monosustdos
(protonables). La repulsion electrostatica entigogs vecinos cercanos facilitaria la disociax
de H'. El valor den result6 también ligeramente mas alto para esteogional

El punto isoeléctrico lEP) calculado a partir de la informacion los grupos funcionales
titulables fue 6.75 [2]. Este valor resultdé simigdlEP experimental de 6.77 obtenido a partir
las mediciones de potencial ze{) (Figura 13). Esta coincidenams indica que en este lote
polianfolito no existen residu de 2MI disustituidos y con carga positiva permaagamr’).

30
20
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T (mv)

-10 4 Py

-20

pH
Figura 13. Valores d€. para particulas dPoly(EGDE-MAA-2MI) en KCI 1¢3 M en funcién de pH. La
flecha indica elEP.

El analisis elemental de este lote POl(EGDE-MAA-2MI) fue: C: 51.0{ %; H: 8.19 % y N:
5.98%. Esto indica que la cantidad total de 2MI poliedio en el material fue de 2.13 mr
g *. Si se compara el nimero de mmoles de 2MI acessibla titulacién con el nimero total
mmoles de 2MI determinado por analisis elemi, se encontré que solamente el 51.4 %
accesible a la reaccion ac-base A partir de las mediciones realizadas por dispard® la luz
(en las determinaciones () se encontré que el didmetro aparente de partcolaedio de e
lote de polianfolito fue dé4+ 4 pm.

Poly(EGDE-DA)
La cantidad de grupos protonables fue determinaddiante el agregado de un excesc
solucion valorante de HCI con posterior titulac@mn solucion valorante de NaOH (Figura !
El primer punto final correspondiola neutralizacion del exceso de HCI. El segunddgfinal
correspondid a la neutralizacion de lo* unidos a los grupos basicos del polielectrolitaog
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pueden ser aminas primarias, secundarias o tasifsrmadas a partir del monémero DA
representadas como »MR donde R puede ser H o bien cadena orgé El nUmero de grupos
bésicos titulables determinados por potenciomfue 0.978 mmol .
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Figura 14. Titulacién potenciométrica dPoly(EGDE-DA) en presencia de un exceso de solt
valorante de HCI, empleando solucion valorante d®MN (A). Representacion de avs log @/ (1)) a
partir de los datos de la curva de titulacion

Por otra parte, la composicion elemental de lagquédas poliméricas result N: 5.1 %; C: 52.1
%; H: 9.2%. A partir de este resultado se dedujo que 1.8dlesnde DA estan unidos
segmentos EGDE por gramo de polimero, y que h8B#mmoles de grupos basicc. Aqui
se encontrd que solamente el 27 % de los &tomobs amstituyeron sitios basis titulables. A
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diferencia de los materiales que contienen IM dveddos, este polimero no presenta cargas
positivas permanentes en su estructura.

En la curva de la Figura 14 se observo una regiffea un pH alrededor de 10.0, debida a la
presencia de gruposR;N / —R.NH" en la red.Paralelamente, dEP determinado mediante
medicion del potencial de difusion fue de 10.5 (irigl5). Es decir, las particulas presentaron
cargas positivas a valores de pH inferiorelc®l, y a valores de pH superiored@P el material
resultd neutro.
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Figura 15. Niumero de transporte’ftvs pH a partir del método de potencial de difusiGado para
determinar elEP de la superficie de las particulas.

El equilibrio de disociacion éacida del polielecitml protonado {R,NH") se rige por la
correspondiente constante aparente de equilibay: (K

k =[HT[-RN]
RNH" RN + H " [-RNH"] e

El grado de disociacion acida)(para el grupo 4NH" se calculd a partir de cada punto del
experimento de titulacién de acuerdo con la expresierivada a partir del balance de carga,
representada en la Ecuacion 3, siendo C;NHR] + [-R2N].
Para analizar la interaccion electrostatica entxgas cargados, se empled la ecuacion de
Henderson-Hasselbalch modificada. El valor da p&sulté aparente debido a que fue sensible al
efecto de cargas eléctricas del mismo signo cescanal entorno, y también resultd sensible a
cambios conformacionales.
Los pardmetros y errores estandar estimados parecuacion de Henderson-Hasselbalch
modificada fueron:

Paraa<0.5 pKy: 9.96+0.03 n: 3.24 + 0.09

Para a>0.5 pKy: 9.97 +0.02 n: 0.21 £0.02

La Figura 14.B muestra la relacion entreap¥ el grado de disociacion acida del material
protonado. Aqui, cuando mas del 50 % de los grapossibles se encontraba protonage: (
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0.5), el efecto electrostatico repulsivo deNR™ provocéd que estas unidades fueran mas acidas y
se observo una disminucion de los valores da pépecto de p#& cuando el pH era bajo
(Figura 14.B); el parametmofue significativamente mayor a 1.

Cuando menos del 50 % de los grupos accesibles apegtan protonados, el efecto
electrostatico resultd menos significativo debiddaadisminucién de la densidad de cargas
eléctricas en la red. La disminucion degpiespecto de p& cuandoo se incrementd (Figura
14.B) podria atribuirse a cambios conformacionaeso resultado de la desolvatacion del
material con la neutralizacion, y como resultaddaddisminucion de la repulsion electrostética
entre cadenas. Es posible que dentro de la trarimépiza existiera una menor constante
dieléctrica que hiciera mas dificultosa la asodiacile H [6-9]. Visto desde otro angulo, la
ausencia de carga superficial a valores de pH @tsvdnabria favorecido la exposicion de
regiones hidrofébicas que repelieron las cargasipasy asi la acidez aumento.

2.1.6. Conclusiones de la Seccion 2.1

Mediante diversos métodos espectroscopicos y nu@pisos fue demostrado que estos
materiales altamente funcionalizados pueden cguét) y Cu(ll).

Los espectros FT-IR dBoly(EGDE-MAA-2MI) mostraron un ensanchamiento genelallas
bandas de absorcién como resultado de la captdeidones Co(ll), y evidenciaron un aumento
en el tamano de las particulas.

La técnica®®C CP-MAS brindé informacién inequivoca sobre latipgracion de los grupos
—COO vy 2Ml en la coordinacion de Co(ll), dado lmsesefiales de los atomos de C cercanos al
ndcleo paramagnético se debilitaron y desaparetiéeb espectro en funcion de la cantidad de
Co(Il) unido. Se observé un aumento en la rugosd#aths particulas de polianfolito luego de la
captacion del catién, a la vez que se determipodsencia de SO como contraién.

La tendencia a ceder protones por parte de losogra@OO  y 2MIH polimerizados se vio
afectada por el entorno en la trama poliméricajucBéndose en valores aparentes de pK
dependientes del pH y del grado de disociaciémazeérial. EIIEP del polianfolito estimado en
forma tedrica coincidié con el valor experimeng&lr{), o que indica que el material no presento
cargas positivas permanentes y por lo tanto n@k&lproducido la disustitucion de los residuos
2MI en el lote de sintesis utilizado para la captade Co(ll). La densidad de sitios titulables
totales fue de 1.98 mmoles.g

El hidrogel denominad®oly(EGDE-DA) present6 residuos de tipo amino que,gurdn los
grupos —OH provenientes de la apertura de ep6xidb&EGDE, permitieron la captacion de los
iones Co(ll) y Cu(ll). Los espectros FT-IR del pbdictrolito y sus complejos evidenciaron un
aumento en la resolucion de las bandas debidoirrctemento en la reticulacion y rigidez de las
particulas por captacion del cation. El incremdog®mucho més notorio en los complejos con
Cu(ll), en cuyos espectros también se encontréeecid de la presencia de S0Ocomo
contraién. Los espectros d&’C CP-MAS presentaron una Unica sefial importante,
correspondiente a &tomos de C de la red, sin r@éalu

Los resultados obtenidos por DSC evidenciaron atosesn lalTg en presencia de los cationes,
mas significativo para el Cu(ll), y fueron consiges con el incremento en el grado de
entrecruzamiento de las cadenas del polimero. ptaci@n de los iones también generd una
disminucion en la estabilidad térmica del mategain aumento en la rugosidad de la superficie
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de las particulas. Las mediciones por EDS demestriar presencia de $Ocomo contraion.
Aproximadamente el 27 % de los atomos de N delefedlirolito resultaron sitios basicos
titulables (0.978 mmol §. El IEP de Poly(EGDE-DA) determinado experimentalmente fue
10.5, ligeramente superior a una zona de pH estidala al equilibrio —-fN / —RNH". Los
valores de pH se vieron particularmente afectados por el entouamdo el grado de disociacion
acida del polimero fue bajo.

2.2. Estudios de captaciéon de gases, de iones ir@migos, iones organicos y compuestos
biolégicos, por los polimeros insolubles en agua

La elevada funcionalidad de estos materiales ledveuaptos para procesos de captacion de
diversas especies quimicas presentes en ambiatgescomo efluentes industriales, extractos
vegetales, fluidos biologicos, entre otros.

En esta seccion se presentan los estudios cingtioodel equilibrio de union de gases, iones

inorganicos y organicos, asi como de proteinasbigltivo es conocer la capacidad de carga de
los materiales usados, estimar la afinidad de éptwsla especie captada y adquirir el

conocimiento necesario para poder predecir su aplidad en la resolucion de diferentes

problemas analiticos, industriales o ambientales.

2.2.1. Captacion de My de vapor de HO

La primera etapa en el estudio de las propiedadesugderficie de las particulas suele ser la
obtencion de la isoterma de adsorcion de dlie brinda informacion sobre el area superficial
especifica, la existencia y las dimensiones dpdogs en las particulas.

La adsorcion de Nsobre los diferentes materiales estudiados (FsglBal8) fue modelada con
la isoterma de Brunauer-Emmet-Teller (BET) y losuteados se presentan en la Tabla 2:

Tabla 2: Area superficial de las particulas y ancho mediporo estimados mediante adsorcion
de N

Muestra area superficial BET Ancho medio de poro
(m?g™h de adsorcién (A)
Poly(EGDE-MAA-2MI) 0.6 n.d.
Poly(EGDE-DA) 0.2145 24.9151
Co(ll)-Poly(EGDE-DA) 0.4525 49.5847
Cu(ll)-Poly(EGDE-DA) 2.7870 285.9206

El &rea superficial especifica determinada medi@néelsorcion de Nresultd significativamente
baja en ambos polimeros, probablemente debidonatswaleza hidrofilica que repele en alguna
medida los adsorbatos hidrofébicos. El area aceepidra el gas resultdé incrementada con la
cantidad de cationes adsorbidos, probablemente @amsecuencia de la expansion de la red
polimérica debido a la repulsion electrostatica.

De acuerdo con los resultados tabulad®slEGDE-DA) podria ser clasificado como un
material mesoporoso, con un ancho medio de poraddercion en el limite inferior de esta
categoria [10]. Los mesoporos de tamafio signifiaaiente mayor que se observaron en sus
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complejos con Cu(ll) resultarian de la expansionlaie cadenas como consecuencia de la
repulsion electrostatica entre cationes adsorbidos.

Sin embargo, los valores extremadamente pequefi@seadesuperficial especifica obtenidos a
partir de la isoterma BET pone en dudas la utilidadeste método (basado en adsorcion gle N

para la determinacion de area en estos materigdesemte hidrofilicos.
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Figura 16: Cantidad de MNadsorbido sobr@oly(EGDE-DA) en funcién de la presién relativa para la
adsorcion (rojo) y la desorcién (lila). Represeitiaale la isoterma BET para los datos experimesitale
los resultados del ajuste.
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BET Surface Area Plot

QPP - 1))

Quantity Adsorbed (cm*/g STP)

B A oo PP O e
e S B

0o 01 02 03

04 05 08 07 08 08 10 00— o B A e
Relative Pressure (P/Po) 0. 002 004 008 oos 0. 012 oM 018 018 020
Relative Pressure (P/Po)

Figura 18: Cantidad de Nadsorbido sobre Cu(IPoly(EGDE-DA) en funcion de la presion relativa para
la adsorcidn (rojo) y la desorcion (lila). Represeidn de la isoterma BET para los datos experiatest

y los resultados del ajuste.

Frente a esta situacion, se realizé la adsorciomager de agua sobfRoly(EGDE-MAA-2MI)

con el fin de estudiar el comportamiento del matefiente a adsorbatos hidrofilicos y
compararlo con la adsorcion de, Me caracteristica hidrofobica.

Existen numerosas ecuaciones empiricas y semieapirfjue se emplean para correlacionar la
humedad de equilibrio con lg, @le diferentes adsorbentes, particularmente deeatws. Sin
embargo, las mas utilizadas en la industria daliosentos son las ecuaciones de B.E.T y la de
G.A.B. (Guggenheim-Anderson-de Boer). Dado el rangog (0.11-0.97) que abarca este
estudio, la caracterizacion de las isotermasode& (Figura 19) se efectud por medio de la
ecuacion de GAB (Ecuacion 8). Esta consiste emodelo a tres parametros y cuya expresion
matematica es:

(8)

donde m es el contenido de humedad de equilibrig, es el contenido de humedad de la
monocapa Yy fue estimado en 0.081 + 0.023,9 ldn 1 g de masa seda,es la constante de
Guggenheim relacionada con el calor de sorciéradednocapa estimada en 2.4 + 2.8 65 un
parametro que corrige la diferencia entre las pagues del agua en la multicapa respecto al
agua libre estimado en 0.919 + 0.027. El coefieiate correlacion, expresado com & este
estudio fue de 0.9823.

El area de adsorcion fue determinada mediantgeiesite calculo:

N.a, oM, 602x10”moléculag molx106x1072°m*xm_

A=
M 180 g/ mol

=3545xm, @)

que da como resultado un &area de adsorcién de dapagua de 287 ng*. Aqui es necesario
destacar la notable diferencia entre los valores grgieron de la adsorcion de M el de
adsorcion de agua. La magnitud del area estimadaterniltimo caso indicaria que las moléculas
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de agua han tenido acceso a la totalidad del rahtpor lo que su unién no se restringid a la
superficie sino que se extendié también al senla garticula, e hizo indistinguible el nucleo de
la region superficial.
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Figura 19. Valores del contenido de agua de equilibrio ewitin de la g experimentales (simbolos) y
predichos por la ecuacion de GAB (lineas).

2.2.2. Captacién de Co(ll) y Cu(ll)

En este segmento se presentan y discuten los @stdei captacion de iones metalicos de
transicion por los hidrogeleBol(EGDE-MAA-2MI) y PolyEGDE-DA). El objetivo de este
trabajo consistio en obtener informacion experimlepara estimar los parametros empiricos que
describen los equilibrios de unidén. Asi es posibtenparar la capacidad de carga de los
polimeros para cada ion en estudio, la afiniddd,egstabilidad.

La importancia de estos experimentos radica en @pies materiales organo-metélicos se
comportan como analogos de proteinas bioldgicate(rakes bioinspirados), segun se vera en la
Seccién 2.3. Es ampliamente conocido que los iatesnetales de transicion coordinados
producen la activacion de,8, en reacciones de tipo Fenton [11], ventaja quatiizada en
guimica ambiental para la remocion de contamingraesxidacion.

Se estudio particularmente la captacion de Cu@it)Roly(EGDE-DA), y la captacion de Co(ll)
por Poly(EGDE-MAA-2MI) y por Poly(EGDE-DA) (Figura 20).

En el analisis microscépico de las particulas depldimeros puestas en contacto con soluciones
de Co(ll) y Cu(ll) fue imposible de distinguir elicieo de la superficie, lo que indica que los
iones han alcanzado el interior de las particlHados cortes de las particulas se observo toda la

superficie de la seccibn homogéneamente coloredidarg 21). Si se produjera adsorcion del
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ion metalico solamente sobre la superficie expuektberia observarse un nucleo blanco. Esto
nos permite concluir que el fendmeno de interaccm el metal no fue superficial sino que el
cation alcanzé el seno del material, por lo quel@oeriamos referirnos a procesos de adsorcion

sino de captacion de metal.

Figura 20. Foto superior: PolfEGDE-MAA-2MI) (izquierda) y Co(l)Poly(EGDE-MAA-2MI)
(derecha). Foto inferior: Particulas de CuRHh(EGDE-DA) (derecha)Poly(EGDE-DA) (centro), y
Co(I)-PolyEGDE-DA) (izquierda).

Co(Il)-Poly(EGDE-MAA -2MI)

Cu(ll)-Poly(EGDE-DA) Cu(Il)-Poly(EGDE-MAA -2MI)

Figura 21. Fotografias de cortes de particulas de complejts@ricos.

Analizando particularmente el polianfolito, en ypramera etapa sus propiedades de hidrogel se

vieron favorecidas como resultado de la expans@las cadenas por repulsion electrostéatica de

los iones Cu(ll) unidos a residuos 2MI polimerizadeOH y/o a un grupo —COO  [6]. Esto
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produjo el hinchamiento progresivo del materialcentacto con la solucién de Cu(ll) o Co(ll).
Como resultado, estos iones quedarian retenidoal @merior, seriamabsorbidos y tendrian
acceso a los sitios de union internos (-COO //2MDH) que actian como ligandos.

El argumento de que la captacién de iones no seéngé a sitios de superficie, se correspondio
con el hecho de que el valor de area de adsor@dasdparticulas deoly(EGDE-MAA-2MI)
obtenido mediante estudios de adsorcion de vapagda fue llamativamente elevado (Seccién
2.2.1).

Si bien la unién de los iones no se restringié auperficie de las particulas, se procedié a
estudiar los resultados experimentales del eqgiglibrediante su ajuste a modelos teoricos y
empiricos que habitualmente se aplican a procegmsficiales.

Poly(EGDE-DA) resulté saturado por Co(ll) en todo ehga de concentraciones del ensayo
realizado. Entonces, se estudio la captacion del)Cugr PolfEGDE-DA) y de Co(ll) por
PolEGDE-MAA-2MI) a 24° Cy pH 6.0 [12,13].

El pH de trabajo fue seleccionado en ese valoriderendo diferentes aspectos. El uso de
valores de pH superiores habria favorecido el prenio de grupos —-COO  y 2MlI o -MRsobre
sus formas protonadas, pero al mismo tiempo haboaocado la precipitacién de los hidroxidos
de los cationes. Asi, la estabilidad del ion metaken solucion resulta crucial para obtener
resultados confiables, y el pH 6.0 es un valor @®promiso que asegura soluciones estables y
disponibilidad de ligandos.

Se realizaron los ajustes de los valores experaent cuatro diferentes modelos: Freundlich,
Temkin, Dubinin-Radushkevich (D-R) y Langmuir. Lesultados experimentales se representan
en la Figura 22, y los pardmetros estimados seeipias en las Tablas 3 y 4, junto con los
coeficientes de regresion no lineal e indicadostadésticos de ponderacion del mejor modelo
(ver Capitulo 6).

Los resultados de la interaccion Bely(EGDE-MAA-2MI) con Co(ll) ajustaron a los modelos
de D-R, Freundlich y Temkin, en tanto no obtuvoostp estadistico el modelo de Langmuir.
Esto indicd que el material es heterogéneo en owala distribucion de energia de union del ion.
El modelo semi-empirico de D-R permitié estimarparametroE (energia libre media de
sorcién) en un valor superior a 16 kJ thdEsto sugiere la coordinacién de Co(ll) con lagpgs
—COO yl/o 2MI polimerizados, y avala la suposidérheterogeneidad dado que estos sitios de
union hacen posibles diferentes combinacionesegagimetrias.

El color violeta intenso de Co(IBoly(EGDE-MAA-2MI), fue otra evidencia a favor de la
coordinacion, caracteristico de los complejos de&aleg de transicion con sus ligandos (Figura
20).

Como fuera mencionado previamente, cuando se éstli@quilibrio de captacion de Co(ll) con
el polielectrolito Pol(EGDE-DA), el material resultdé saturado en todo rahgo de
concentraciones usadas, y se obtuvo un produatoldemarrén (Figura 20).

Para el complejo Cu(lliRolyyEGDE-DA), el mejor ajuste de los datos experimiestae obtuvo
con Temkin, Langmuir y D-R. El modelo de Freundli@htuvo soporte estadistico segun la R.E.
basada en el criterio corregido de Akaike (AICEn este polielectrolito, la distribucion de
energia de adsorcion del ion resultaria menos dggeea que en caso del polianfolito,
funcionalizado con grupos de naturaleza muy diversa
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Figura 22. Isotermas de captacion de: Cu(ll) usafidy(EGDE-DA) (circulos) ajustada al modelo de
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Temkin; Cu(ll) usanddPoly(EGDE-MAA-2MI) (cuadrados) ajustada al modelo damke [6]; Co(ll)
usando PolyEGDE-MAA-2MI) (triangulos) ajustada al modelo de-RD Temperatura: 24° Cag
representa la actividad del ion en la solucioniemsion de equilibrio.

Tabla 3: Parametros y errores estandar estimados parantadilo, incluyendo coeficiente de

regresion no lineal (R), criterio corregido de Ada{AICc) y relacion de evidencia (R.E.).

Modelo

Parametros para
Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI)

R2

AlIC¢c R.E.

Temkin

Langmuir

D-R

Freundlich

Kt 54.5 + 2.7 L mmole$
6 (92.5 + 4.6) x 18L mg*
b: 168 + 42 kJ mot

gm: (30.5 + 1.4) x 18mmoles ¢
617.97 £0.80 mgy

K. (23.5 +4.5) x 18mmoles L
613.8+2.7mglL

AG: - 20.633 +0.083 kJ midl

Om: (60.9 2.6 ) x 1@mmoles ¢
6359+1.5mgy

Bo: (169.0 + 7.6) x 18 mol* kJ?
E: 17.18 £ 0.39 kJ mdi

Ke: (226.0+2.7) x 18
n:5.13+0.25

0.9652

0.8328

0.9753

0.9712

-134.26 5.14

-108.87 1680244

-137.54 1

-135.26  3.11
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Tabla 4: Parametros y errores estandar estimados paranwadilo, incluyendo coeficiente de
regresion no lineal (R), criterio corregido de Ada{AlCc) y relacion de evidencia (R.E.).

Modelo Parametros para Cu(ll)-Poly(EGDE-DA) R® AIC¢ R.E.

Temkin Ky 7.17+£043L mmoles 0.9687 -44.89 1
6 1.45 +0.52 L mg
b: 92 + 33 kJ mot

Langmuir Om: 2.436 + 0.061 mmoles’y 0.9517 -40.12 10.84
6154.8+3.9mg¥
K.: 0.395 + 0.067 mmolesL
625.1+43mgL
AG: - 19.351 + 0.074 kJ modl

D-R Om: 4.22 +0.28 mmolesy 0.9495 -39.63 13.88
6268+18mg{
Bo: (1.78 +0.20) x 18 mol* kJ?
E: 16.75 + 0.94 kJ mdi

Freundlich  Kg: 1.509 + 0.076 0.9259 -35.41 114.20
n: 5.31 £0.62

El signo negativo de la variacion de energia |{v@) calculada a partir de K en el modelo de
Langmuir, indicé la naturaleza espontanea de léacam. Por otra parte, el modelo de Temkin
predijo un incremento de las interacciones entseelspecies unidas en funcion del grado de
cubrimiento [14].

El valor deE estimado a partir del modelo D-R fue superior akdémol®, indicativo de la
coordinacion del Cu(ll) con los grupos de tipo,NRanima primaria, secundaria y/o terciaria),
con residuos —OH o bien —O- (éter) del polimeroc@br verde de las particulas fue otra
evidencia de coordinacion (Figura 20).

Otra evidencia de coordinacion fue aportada pogsglectro ESR de Cu(IBely(EGDE-DA)
(Figura 23). Estos experimentos fueron realizadwsepDr. J. M. Lazaro Martinez con el fin de
elucidar la esfera de coordinacion del cation f]bien las estructuras hiperfinas en la region
paralela no fueron resueltas, existiria mas de odonale coordinacion diferente en este material
en conjunto con cierto grado de interaccion dip@arCu o intercambio de acoplamiento como
resultado de una distancia corta entre complejogCall) (10-15 A). Los autores propusieron la
participacion de atomos de N y de O en la captad#bieation [5].
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Figura 23. EspectroE£SR para Cu(llPol(EGDE-DA) conteniendo 40 (negro) o 125 mg de Cuyfty
gramo de polimero (rojo).

Como complemento de los estudios del equilibriogdetermind experimentalmente la maxima
capacidad de carga de cada ion sobre los polimeossmateriales fueron puestos en contacto
con soluciones de cada ion en concentracion 0.loMet objeto de lograr la saturacion del

material (o aproximarse a ella). Luego se deterntanéantidad de ion captado en el complejo
mediante espectroscopia de fluorescencia de rayosErX la Tabla 5, los resultados

experimentales se comparan con los valores estsnmaddiante el modelo mas adecuado.

Tabla 5: Maxima captacion de iones estimada por el mejodaimode uniéndy,), y maxima
captacion de iones en cada material obtenida erpatalmentedey).

Material Om Y E.E. estimados Oexp Y D.E. experimentales
cu(ll) co(ll) cu(ll) co(ll)
Poly(EGDE- 2.436 £0.061 0.258 +0.049 1.68+£0.18 0.39 £0.05
DA) mmol g* mmol g* mmol g* mmol g*
154.8 £ 3.9 152+29 107 £12 23+3
mg g* mg g* mg g* mg g*
Poly(EGDE- 0.90+£0.03 0.609 £ 0.026 0.66 £0.08 0.44 £ 0.05
MAA-2MI) mmol g* mmol g* mmol g* mmol g*
57.0+£2.0 359+15 42 +5 26+3
mg g*[2] mg g* mg g* mg g*

Se observé que los parametrqg obtenidos a partir del ajuste a modelos de lo®sdat

experimentales estuvieron sobreestimados con res@edos valores dele,, excepto en la

captacion de Co(ll) pdPoly(EGDE-DA). En la determinacion dgy, el nivel de concentracion

de catiébn en la solucidon puesta en contacto coeOktlo correspondia a una situacion de
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saturacion, de acuerdo a lo observado en las iisaterEntonces, la repulsion electrostatica
producida entre cationes adsorbidos impediria ginapunto la ocupacion de todos los sitios de
union disponibles. Este efecto podria ser mas feotab el interior del hidrogel, cuando el
estiramiento de las cadenas poliméricas alcanzaalor limite. Con respecto a los valores
experimentales de captaciéon de Co(ll), encontraguesno hubo diferencia significativa entre
materiales, si bien la densidad de sitios de ud&ierrminada por titulacién fue diferente en cada
caso (1.98 mmoles de sitios titulables por gramBag EGDE-MAA-2MI) vs 0.978 mmoles de
sitios titulables por gramo deoly(EGDE-DA)). Sin embargo, la union de Cu(ll) al gdditrolito
presentd un incremento del 155 % comparado coali@nfolito.

Por otra parte, la captacién de Cu(ll) ha sido sapa la de Co(ll) en ambos materiales. Ambos
iones hidratados presentan configuracion octaéd@ioéll) presenta un radio i6nico de 0.74 A,
en tanto que Cu(ll) presenta distorsion de JahfeiTebn radio i6nico de 0.62 A en el plano
ecuatorial y 0.94 A axial. Dado que ambos cati@msdivalentes, la diferencia en la capacidad
de carga podria explicarse considerando la distorde Jahn-Teller en el acuocomplejo con
Cu(ll) de partida [15].

Aqui se considera que el impedimento estérico drn@éeen entre si las moléculas voluminosas de
polimero al competir con las moléculas de agua fmaraar enlaces covalentes coordinados en
[Co(H0)e]?*, es superior al caso de [Cu®)s]**. En este Gltimo complejo, la elongacién de los
enlaces metal-ligando en el gelisminuye la repulsion electrostatica entre el gmelectrones
del ligando y los electrones que se encuentranosnotbitales del metal que tienen una
componente. De hecho, las dos distancias axiales@son de 2.38 A, mientras que las cuatro
distancias ecuatoriales @D son de 1.95 A. Esto incrementaria la capacidadCddl) para
deformar la nube de electrones de los residuo®@EyEGDE-DA), y en menor medida en
Poly(EGDE-MAA-2MI), con desplazamiento de moléculasadea de la esfera de coordinacion.

2.2.3. Captacion de Direct Blue 273 (DB273), un @shnte azo aniénico

Considerando que el materRbdly(EGDE-MAA-2MI) puede presentar sitios 2MI protoneblasi
como residuos 2MI disustituidos que involucran aargositivas permanentes, se realizo el
estudio de captacién de un compuesto anionico. d%aa pruebas se seleccioné Direct Blue 273
(DB273, Esquema 4) un colorante sintético anioeimo uniones azo (-N=N-), extensivamente
usado en la industria textil, perteneciente al grd@ compuestos que causan seria contaminacion
ambiental [16,17]. La caracterizacion de la intei@t entre DB273 Yoly(EGDE-MAA-2MI)
permitiria determinar si el polimero resulta aptrapla captacion de especies anionicas y Si
presenta propiedades adsorbentes tales que persutaplicacion en remediacion de aguas
contaminadas. Es bien sabido que las matriceétisa suelen tener una mejor capacidad de
carga respecto a adsorbentes naturales [18].

Con motivo de verificar esta afirmacién, se hicemstudios de captacion pertinentes cuyos
resultados fueron modelados a las ecuaciones @asdyiempiricas conocidas. Las isotermas se
realizaron a tres temperaturas distintas y seajusta los modelos tradicionales. Los resultados
se observan en la Figura 24 en tanto que los pa@srestimados se presentan en las Tablas 6, 7

y 8.
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Esquema 4:estructura quimica de DB273.
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Figura 24. Isotermas de captacion de DB273 sdbo(EGDE-MAA-2MI) a 4° C @), 18°C ¢) y 24° C
(A).

A 18° C todos los modelos evaluados presentaroorsogstadistico, y el mejor ajuste fue
obtenido con la ecuacion de Freundlich. La capdciitaunion promedio predicha por el modelo
de Langmuir fue del orden de 0.46 + 0.08 mmibl gresultaron ocupados el 39 % de los sitios
positivos de union en el polimero (el nUmero tdilsitios fijos positivos en el lote de material
usado fue determinado en 1.19 mmd| giendo 0.36 mmoles de 2Mdlisustituidos g y 0.83
mmoles de 2MI titulables™.
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Tabla 6: Parametros y errores estandar (E.E.) de la isatéercaptacion de DB273 a 4° C y pH
6.0 sobrePoly(EGDE-MAA-2MI). Coeficientes de regresion, valod criterio AIG y relacion
de evidencia (R.E.) para diferentes modelos.

Modelo Parametros para T: 277 K R AlIC: R.E.
Langmuir Om: 335 + 24 mg § 0.9861 56.74 1
K.: 36 +5mg Lt
AG: - 23.3 £ 1.5 kJ mal
D-R gm: (2.94 + 0.56) x1bmg g* 0.9763 63.25 25.9
Kpr: (5.30 # 0.40) x18 mol* kJ?
E: 9.71+ 0.37 kJ mo!

Freundlich Ke: (6.4 +2.9) x16 0.9681 66.72 147
n:1.67+0.13
Temkin Kr: 0.371 +0.027 L mg 0.9859 56.94 1.1

b: 0.0351 + 0.0013 kJ miol
ge(mg g%) vs Ce (Mg L) excepto para D-R en el qGeesta en g g

Tabla 7: Pardmetros y E.E. de la isoterma de captacion B278 a 18° C y pH 6.0 sobre
Pol(EGDE-MAA-2MI). Coeficientes de regresion, valordsl criterio AIG y relacion de
evidencia (R.E.) para diferentes modelos.

Modelo Parametros para T: 291 K R AIC: RE.
Langmuir Om 482 +68 mg g 0.9733 63.05 15
K.:31.0+7.9mg
AG: - 24.8 +1.3 kI mdl
D-R Om: (6.2 = 1.5) x 16mg ¢* 0.9737 63.78 2.1
Kpr: (5.2 + 0.4) x10° mof kJ?
E: 9.81 £ 0.38 kJ mdl

Freundlich Ke: 23.1+3.8 09712 6229 1
n:1.48 £0.11
Temkin Kr: 0.531 £+ 0.064 L mig 0.9583 67.74 15.3

b: 0.0289 + 0.0020 kJ midl
ge(mg g%) vsCe (Mg L) excepto para D-R en el qGeestaen g g
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Tabla 8: Parametros y E.E. de la isoterma de captacon d27®B 24° C y pH 6.0 sobre
Poly(EGDE-MAA-2MI). Coeficientes de regresion, valordsl criterio AIG y relacion de
evidencia (R.E.) para diferentes modelos.

Modelo Parametros para T: 297 K R AIC: R.E.
Langmuir gm: 403 +44 mg g 0.9714 53.24 1.93
Ki:17.9+4.1mgL
AG: - 26.7 +2.7 kJ mdi
D-R Om: (4.3 = 1.4) x16mg g* 0.9531 57.71 18.13
Kor: (4.30 + 0.50) x18 moP kJ?
E: 10.78 + 0.63 kJ mdi

Freundlich Kr: 33.8+7.3 0.9444 59.24 38.86
n: 1.69 £ 0.20
Temkin Kr: 0.613 + 0.069 L mg 0.9753 51.92 1

b: 0.0289 + 0.0017 kJ midl
ge(mg g%) vsCe (Mg L) excepto para D-R en el qGeesta en g g

La capacidad de carga predicha por la isotermaatgrauir resulté mayor, comparada con la
adsorcion de otros colorantes cationicos y ani@gmbre adsorbentes inorganicos reportada en
literatura [19-21], pero menor, comparada con eesside intercambio i6nico comerciales
disponibles [22]. Las constantes de equilibrio deoaacién a diferentes temperaturdg, (
expresadas en unidades de M) fueron menores quepagadas para los ejemplos mencionados.
Al aumentar la temperatura se produjo un incremelgda espontaneidad de la captacion,
produciendo un desplazamiento a valores mas negadeA\G.

Los valores de entalpia y entropia de adsorcidrofuebtenidos a partir de los gréficos de van't
Hoff. El valor deAH determinado fue 21 kJ mby el valor deAS fue 0.16 kJ mdl. El valor
positivo paraAH indica que la captacion resultdé un proceso emohité. Tipicamente, la
entalpfa de un proceso de fisisorcion tiene unrvaenor que 40 kJ md] que se atribuye a un
conjunto de interacciones fisicas que involucrateractcion electrostatica, interacciones no-
polares, formacion de puentes con moléculasA® KM uniones H entre moléculas de colorante y
las estructuras adsorbentes [23]. En este casespaa que los residuos —SQOdel colorante
interacten con los residuos protonados de 2Mhpmizado (2MIH) asi como con las cargas
positivas fijas de las unidades 2MI disustituidadaered (2Ml). Si bien la presencia simultanea
de residuos —COO en la red podria generar uroafpaesto de debilitamiento en la unién por
repulsion electrostética, el efecto resultantedeieaptacion del colorante.

El valor positivo deAS indicé que se produjo un incremento en el graddesorden del sistema
interfase solido / solucion con la liberacion delénolas de agua desde las particulas hacia la
solucién frente a la captacion de moléculas derante, dado el mayor tamafio de estas Ultimas
[24].
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A continuacion se comparé la capacidad de unién abdbrante a diferentes materiales
relacionados estructuralmente, mediante un analisislos espectros UV-visibles de las
soluciones sobrenadantes a pH 6.0 (Figura 25).
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Figura 25. Espectros UV-visible de soluciones de DB273 (rdB273 luego del contacto con: Cu(ll)-
Poly(EGDE-DA) (turquesa), Cu(llRoly(EGDE-MAA-2MI) (mostaza), Co(lIPoly(EGDE-MAA-2MI)
(violeta), Poly(EGDE-MAA-2MI) (verde).

Se observé mayor union del colorante DB273 en [ac®nes puestas en contacto con
Poly(EGDE-MAA-2MI) y con Co(Il)Poly(EGDE-MAA-2MI). Este ultimo material incorporo
0.44 mmoles de Co(ll) gy el lote de polianfolito usado en ambos casoserda 0.89 mmoles
de grupos —COO™ gy 1.09 mmoles de sitios 2MI titulables (protonablg®. Los sitios de
unién de DB273 probables resultan ser los grupotHZMa través de sus grupos —SQ asi
como las regiones hidrofébicas (a través de sumam@iromaticos). La presencia de Co(ll) en el
material pareceria haber ocupado algunos sitiasd® del colorante, dado que la absorbancia
de la solucion de DB273 sobrenadante al complejqll}eBolfEGDE-MAA-2MI) fue
ligeramente superior a la de la solucion en coategh el polianfolito sin complejar.

Por otra parte, en la solucion sobrenadante a XXROIEGDE-MAA-2MI) se encontré mayor
cantidad de colorante en solucién. Aqui debemoscioear que la densidad de Cu(ll) unido al
polianfolito (0.66 mmoles fue superior a la de Co(ll) (0.44 mmoled) gtal vez debido a la
ocupacion de mayor proporcion de sitios 2MI polizedtos, que dejo menos residuos 2MIH
polimerizados disponibles al colorante negativo.

La menor proporcion de DB273 unido al material smipjo en el caso de Cu(IBely(EGDE-
DA), en coincidencia con un corrimiento en el mé&xime absorcion del colorante hacia
longitudes de onda mayores. En este complejo, daided de Cu(ll) (1.68 mmoles'gresultd
superior a la de los casos anteriores, y la n&zmadlel material polimérico influyé en el efecto
observado de captacion: los sitios de union de BBRifian —NKf, pero en el polielectrolito
habia solamente 0.978 mmoles de »Nittilables ¢. Todo esto indica que los residuos estaban
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afectados a la interaccion con Cu(ll), por esord@mu de DB273 fue pobre. También cabe la
posibilidad de que DB273 en solucion contribuyeraesorber Cu(ll) del complejo con el
polielectrolito, en el que se encontraba en altssidad, y formara con este catibn un complejo
soluble que ocasion6 el corrimiento batocromicolaldbanda de absorcion en el visible (y
aparicion de otra banda en el UV).

En la Figura 26 se observan las imagenes de sesctmparticulas de diferentes materiales que
han captado DB273. El colorante accedi6 a todartqoula, ya que no se distingue un nucleo del
color del material nativo. Sin embargo, en Cupgiy(EGDE-DA) se observaron regiones de
diferente coloracion, con lo cual se infiere quié @l Cu(ll) permanecioé unido, no ha sido
completamente desplazado por el colorante, y DB®@78e incorporo a la esfera de coordinacion
del cation inmovilizado.

Asimismo, mediante un sistema consistente en DBZB3uM, KNG en diferentes niveles de
concentracion Yoly(EGDE-MAA-2MI) se estudio el efecto de la fuerzai@a del medio en la
adsorcion del colorante. La concentracion de DB&7@I equilibrio de captacion en funcion de
la composicion del medio se presenta en la Tablé&Sd.observd la disminucion de la
concentracion de DB273 en presencia del poliaofokin embargo la cantidad remanente en
solucion resultdé claramente dependiente de la ctrason salina y por lo tanto de la fuerza
ionica.

Tabla 9: Efecto salino sobre la captacion de DB273 sobmufgerficie dePoly(EGDE-MAA-
2MI)

Sistema [DB273]*
(HM)
DB273 en agua 124.8
PolEGDE-MAA-2MI) + DB273 en agua 20.0
Pol(EGDE-MAA-2MI) + DB273 en KNQ 1.0 M 36.5
Poly(EGDE-MAA-2MI) + DB273 en KNQ0.2 M 38.9
PolEGDE-MAA-2MI) + DB273 en KNQ 0.05 M 44.4

* en el equilibrio

Frente la adicion de KNQla cantidad de DB273 captada por el polimero iigyd en un rango
entre 16 y 23 %, en comparacion con la unién débrante disuelto en agua pura. La
competencia del N con el colorante aniénico por los sitios de urpésitivos sobre la
superficie del material fue menos significativaeémayor nivel de concentracion ensayado (1.0
M), lo que se atribuye a una actividad ibnica menor

Se investigd el efecto de las especies iGnicasaaesorcion del colorante de las superficies
poliméricas a partir d@oly(EGDE-MAA-2MI) complejado con DB273 (Tabla 10), elegndo
especies ionicas modelo: dodecil sulfato s6dicoS)ISPKNGs. La desorcion del DB273 de las
particulas de DB27Boly(EGDE-MAA-2MI) resulté despreciable con KNQ.0 M y con SDS
1.0 mM, en tanto que una solucién de SDS 80 mM ool liberacion de un 10 % del DB273
unido.
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Figura 26. Imagenes dé’oly(EGDE-MAA-2MI) dividido en particulas (A), polianfitco cargado con
DB273 (B) y luego tratado con NaClO 0.1 M (@nhagenes de cortes de las particulas cargadas con
DB273, usando los siguientes materialRsly(EGDE-MAA-2MI) (D-F); Co(l)-Poly{EGDE-MAA-2MI)
(G-H); Cu(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI) (I-J); Cu(ll)-Poly(EGDE-DA) (K-L).
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Tabla 10: Efecto salino en la desorcion de DB273 captadoppdiculas d€oly(EGDE-MAA-
2MI)

Sistema [DB273J*
(HM)
DB273-PolEGDE-MAA-2MI) + agua 0
DB273-PolEGDE-MAA-2MI) + 1.0 M KNG; 0
DB273-PolfEGDE-MAA-2MI) + 1.0 mM SDS 0.4
DB273-PolfEGDE-MAA-2MI) + 80 mM SDS 13.4

* en el equilibrio

Por ultimo, el sistema DB27Bely(EGDE-MAA-2MI) fue tratado con soluciones de NaClO
como agente oxidante durante 4 horas en dos nidgesoncentracién: 0.10 y 0.35 M. La
decoloracion por oxidacion fue efectiva en ambasosgFigura 26), pero el tratamiento con
NaClO 0.35 M produjo la degradacion parcial delsldente.

2.2.4. Adsorcion de la enzima peroxidasa de cascata semilla de soja (SBP) y obtencién de
un reactor enzimatico

En esta seccion, se exploré la posibilidad de wmia biomolécula (que también presenta
propiedades de polianfolito) a las particulas datemal denominad®oly(EGDE-MAA-2MI),

en vistas de la potencial aplicabilidad de estaeclde complejos en el ambito biotecnoldgico,
analitico y ambiental. En el grupo de trabajo éxistl precedente de la inmovilizacion de
seroalbumina bovina sobre esta clase de polim&jo&l[ objetivo actual abarca la captacién de
una enzima, con el desafio de adicional de gamngigtabilidad fisica y quimica del complejo
formado, sin pérdida de actividad bioldgica.

Se empled el polianfolito insoluble en agRalEGDE-MAA-2MI) como soporte para la
inmovilizacion de la enzima peroxidasa de cascaaseimilla de soja (SBP, d&P: 4.1)
directamente de su extracto acuoso, sin necesgladrificacion previa, con el propésito final de
fabricar un biorreactor en flujo. Siendo conocidaafinidad dePoly(EGDE-MAA-2MI) por
seroalbumina bovina (BSA, dEP : 5.1) [7], la adsorcion de SBP a esta matrizoeedecible.

Aqui se presenta la caracterizacion del complej®@-8&ianfolito, asi como los parametros
cinéticos de la enzima inmovilizada (en batch yflejo) [25]. En el Capitulo 4 se presentara el
uso del complejo SBPoly(EGDE-MAA-2MI) en un sistema de inyeccion en fl(felA) para
detectar compuestos fendlicos que son sustratoBfe Esta enzima cataliza la oxidacion de
compuestos fenolicos por.8, con la liberacién de productos radicalarios. Feleczionado el
método amperomeétrico para monitorear la respuesg@alica de la forma oxidada (radical libre)
de cada analito.

2.2.4.1. Caracterizacion del lote Bely(EGDE-MAA-2MI)

El lote de sintesis de material polimérico paridal fue caracterizado para determinar la

densidad de grupos funcionales que podrian acwmao csitio de anclaje de la proteina. Se

determiné ellEP del lote usado en 8.2, y el didmetro aparenteadeaérticulas fue de 64 um
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(D.E.: 4). Estas particulas poseen grupos —COOB9 (thmol ¢*), grupos —OH, y residuos 2MI
polimerizados. Mediante los resultados del andétesnental, las mediciones de potencial zeta
(Q) y las titulaciones potenciométricas se pudo estiml numero total de residuos 2MI
polimerizados en 2.39 mmol‘gcon 1.41 mmol g de residuos 2MI monosustituidos y titulables
(protonables), y 0.91 mmol‘gle residuos disustituidos (2flicon carga permanente positiva.

2.2.4.2. Caracterizacion del complejo SBEIyY(EGDE-MAA-2MI)

Las particulas del polimero fueron tratadas en onecalino para eliminar oligdmeros
parcialmente solubles que pudieran interferir emdaorcion de la enzima. Luego, el extracto
enzimatico diluido en buffer fosfato 25 mM pH 6w fpuesto en contacto con el polimero, y se
observé un perfil de SBP unida vs SBP libre qustajal modelo de Langmuir. Los parametros
del ajuste fuerorg, 2.5 x 10° mol g* (E.E.: 0.3 x 18) 6 0.10 mg ¢; K.: 1.3 x 10* M (E.E.:0.5

x 10%); R% 0.9204.

Existen varios reportes referidos a la afinidadesipolielectrolitos y proteinas [7,26-29]. La
interaccion de proteinas con una superficie cargela@sencialmente de tipo electrostética,
combinada con puentes de hidrogeno multiples, yiamiento de tipon- =, re-arreglos
estructurales en la biomolécula (y posiblementebi@men las particulas), y cambios en la
hidratacion [28-31].

El balance entre repulsion y atraccion resulta wserfendmeno importante y caracteristico
asociado con las interacciones de los polianfo[ié8. En nuestro sistema, SBP es también un
polianfolito con carga neta negativa a pH 6.0,ama quePoly(EGDE-MAA-2MI) posee carga
neta positiva (con un valor de potencial zeta d@m¥). Sin embargo, ambas especies presentan
dominios positivos y negativos y podrian ser trasadomo dipolos. Concretamente, a pH 6.0
este lote de polianfolito poseia el 96 % de logpgsucarboxilo en su forma disociada (—CQO

El campo eléctrico de los dominios negativos de SBiede polarizar en cierto grado el
polianfolito sintético, acercar hacia si las unemdon carga positiva y alejar las unidades con
carga negativa. Asi, la atraccion electrostatiadriposer el principal mecanismo de interaccion
[29], modulado por la fuerza ionica de la soludity28].

2.2.4.3. Estabilizaciéon del complejo SBBYEGDE-MAA-2MI)

El complejo entre SBP y el polianfolito fue finalnte estabilizado por entrecruzamiento de la
enzima y otras biomoléculas conjuntamente adsasliddhextracto acuoso, mediante tratamiento
con vapores de glutaraldehido en una atmoésfersasiatuEl tiempo de exposicion a los vapores
influencia fuertemente la actividad catalitica post: poco tiempo conlleva una pérdida de
proteina en un medio salino (especialmente emsasten flujo); largo tiempo de contacto puede
inactivar a la enzima o bien los sitios activosdareresultar inaccesibles al sustrato.

Se probaron tres tiempos de exposicidon a la atmadste glutaraldehido: 30, 60 y 120 minutos.
El tiempo 6ptimo de contacto fue de 60 minutosgperprodujo la mayor velocidad inicial de
reaccion de fenol con ..

Las otras macromoléculas sin actividad enzimaticaguentes del extracto que se unieron a las
particulas contribuirian a estabilizar el compI8BPPoly(EGDE-MAA-2MI) y generaron un
microambiente adecuadamente solvatado para la anzim
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2.2.4.4. Parametros cinéticos de SBP libre e inlizada, en batch.
En este paso, se compararon los parametros cisgisn@a evaluar los cambios en la actividad
catalitica de SBP que han resultado de los progedios de inmovilizacion y estabilizacion. Se
empled un reactor en batch bajo agitacién contipag minimizar las restricciones en el
transporte de masa de reactivos y productos.
En este sistema, se estudi6 la influencia de laardracion de fenol (sustrato) en la velocidad de
catalisis de SBP libre e inmovilizada (Figura 2¥vpH 6.5 y 20 ° C. La enzima fue saturada con
H,O, y la velocidad inicial de la reaccion enzimatieadetermind segun
_ Vmax[fenol]
" K,, +[fenol
Donde Vmax €S la maxima velocidad de la reaccion enziméticando la enzima es también
saturada por fenoK,, representa la constante de Michaelis para feraidm HO, es mantenido
en condiciones de saturacion [32]. Los paramefragicos estimados se presentan en Tabla 11

(10)
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V (mM min-1)
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0.01 -

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
concentracion de fenol en el seno de la solucion (mM)

Figura 27. Velocidad inicial de oxidacién de fenol vs concaoton de fenol en el seno de la solucién,
para experimentos en batch con SBP libyee(inmovilizada sobrBoly(EGDE-MAA-2MI) (m).

Tabla 11: Parametros cinéticos y E.E. de la oxidacion eniomée fenol en batch con SBP
libre e inmovilizada.

Parametros SBP Libre SBP inmovilizada
Vinax (MM min™) 54+ 2 9.2+0.2

Km (mM) 3.3+£0.2 0.24 £0.02

R 0.9967 0.9976

La constante de Michaelis de SBP inmovilizada panal resultd significativamente inferior al
valor deK,, para la SBP libre. Esto podria deberse al nuewroannbiente que se establecid
alrededor de la enzima inmovilizada luego de lasatnientos y que puede haber afectado la
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difusion de sustratos y productos, lo que produja aiteracion en los pardmetros cinéticos y del
equilibrio.

En estos experimentos se empled la misma cantigaéndima libre e inmovilizada, pero
solamente se logré el 17 % de la actividad catalithdxima en la situacién de inmovilizacion,
resultado atribuible a una pérdida parcial de @tV enzimatica y/o inaccesibilidad del sitio
activo luego del tratamiento. La cinética de lagireas inmovilizadas en grietas de las particulas
suele ser afectada debido a efectos difusionalesdgpenden de las caracteristicas fisicas y
guimicas del soporte [33,34].

2.2.4.5. Desempefio del reactor basado en el capBfPoly(EGDE-MAA-2MI)

2.2.4.5.1. Ensayos con diferentes sustratos daderekctrones

El biorreactor, construido segun se detalla enaglitdlo 6, fue conectado al sistema de flujo y el
H.O, (uno de los sustratos de la enzima) fue agregatk solucién carrier. Cada analito
(compuesto fendlico, co-sustrato de la enzima)iriyiectado en el sistema de flujo y el producto
oxidado de la reaccion catalizada fue detectadoessnmétricamente a un potencial de trabajo
reductor.

Existen diferentes reportes relacionados con lacd&in electroquimica de productos oxidados
del catecol y otros compuestos fendlicos obtenalgsrtir de su reaccion con®} catalizada
por sistemas miméticos de peroxidasa [35,36]. Ha &abajo se selecciond el transductor
amperomeétrico sobre la base de esta informacion.

La actividad catalitica del biorreactor fue deteragia con catecol y otros compuestos
polifendlicos hallados en plantas, consideradosaos potenciales de SBP. Estos experimentos
fueron realizados con un carrier constituido pe®©H0.2 mM vy solucion de fosfato 30 mM pH
6.5a20°C.

Algunos de los compuestos seleccionados no gemeraspuesta amperométrica en este sistema
analitico. El acido galico no pudo ser detectadestas condiciones, probablemente debido a la
elevada reactividad del producto radicalario quériggpolimerizar antes de alcanzar la superficie
de electrodo. La rutina (glicésido flavonoide quejona la circulacion sanguinea) no fue
detectada en este experimento. El galato de epajalguina (hallado en té verde pero ausente en
té negro) no fue detectado probablemente debiddajé estabilidad del producto oxidado junto
con un elevado volumen molecular, que podria afettanteraccion con la enzima. El catecol y
el acido clorogénico (compuesto polifenélico hadlagh café, bambi y yerba mate) dieron
respuesta amperométrica en el sistema en flujaugiesg 5).

El rango Optimo de pH para la oxidacion catalitieacatecol y de acido clorogénico resulté ser
entre 5.0 y 8.0, coincidente con un rango de plin@ipteportado en la literatura entre 4 y 10 para
compuestos fendlicos [37,38]. Por esta razén,j&eslfipH del carrier en 6.5. El potencial 6ptimo
para el electrodo de trabajo resulto ser +100 mXg/2gCl para ambos analitos.

A modo de control, estos compuestos fenodlicos fuenyectados en el sistema en flujo en
ausencia del reactor, y sus respuestas electrazpgnfueron despreciables. Otro control
realizado consistio en inyectar estos compuestadif®s en el sistema en flujo con reactor y en
ausencia de ¥D,, y no se obtuvo respuesta electroquimica en niogéo. De esta manera quedd
demostrada la actividad de la enzima SBP inmowdézen el reactor, en el sistema de flujo.
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La Tabla 12 resume los parametros analiticos atwera una velocidad de flujo de 0.6 mL thin
en el rango lineal de la respectiva curva de cdibn.

Esquema 5.Estructuras quimicas de catecol (A) y de acidoogénico (B).

A B
OH HQ, CO,H

OH

OH
OH

Tabla 12: Rango lineal, sensibilidad (y E.E.), coeficienterdgresion (R) y limite de deteccion
(LoD) de catecol y de &cido clorogénico con elesist de flujo basado en SBP a 0.6 mLmjn
potencial de electrodo de trabajo en +100 mV vA4G1.

Sustrato Rango lineal Sensibilidad R° LoD

(mM) (uCoul mM™) (UM)
catecol 0.030 — 0.200 2.968 + 0.055 0.9963 ? 26
acido 0.100 - 1.200 0.869 £ 0.014 0.9993 "62
clorogénico

& Calculado segun el criterio 3anco -
® Calculado segun el criterio 3.

La sensibilidad a catecol resulté 3.40 veces soparia de acido clorogénico, lo que indica un
comportamiento selectivo del reactor enzimaticas tespuestas amperométricas a 0.6 mL'min
para una serie de 7 inyecciones consecutivas qd_2fe catecol 0.100 mM produjo un desvio
estandar relativo (D.E.R.) de 2.7 % para un vatomgdio de sefial de 0.2310 puCoul (area de
pico; D.E.: 0.0062 pCoul).

La estabilidad del reactor enzimatico fue estud@zalia semana monitoreando las pendientes de
la respuesta amperométrica a catecol en su ramg@ lile concentracion. La actividad enzimatica
resulté estable durante 2 meses, cuando el reeetmwnservé en agua destilada a 5° C durante la
noche. El procedimiento de preparacion pudo seodegido tres veces sin que se observaran
cambios significativos en la performance del reacto

2.2.4.5.2. Caracterizacion cinética del reactor ensistema de flujo. Determinacion de
parametros enzimaticos y restricciones difusionales

El grado de hinchamiento de este material polimésxiarié entre 1.4 y 5.3 g'gy resultd
fuertemente dependiente del pH, lo que ocasioncelevada resistencia al flujo de carrier en un
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sistema continuo [6]. Como consecuencia, se prasentimitaciones al transporte de masa de
los sustratos a los sitios cataliticos.

La adsorcion de proteina ocurrio solamente sobrsufzerficie externa de las particulas de
polianfolito (y eventualmente en fracturas o gsg¢t@debido a que el tamafio de poro del polimero
soporte fue demasiado pequefio en relacion conitendiones de SBP (gicoproteina anidnica
de 40662 Da). El ancho de poro promedio determipaddsotermas BET fue de 11.62 A (es una
aproximacion valida, si bien el material presenticgs sitios de adsorcion dey)N En
consecuencia, se esperaban solamente limitacioxtesnas a la transferencia de masa del
sustrato a los sitios cataliticos.

Cuando la reaccion quimica procede mucho mas ragido el transporte de masa de los
reactivos, existe un control difusional. La vel@ddde reaccion efectivd/’) deberia ser menor
gue la velocidad de reaccion sin limitaciones dadferencia de masa. Y la constante aparente de
Michaelis K'r,) deberia ser mayor qlg, debido a que no todas las moléculas de enzimdassta
en contacto con el sustrato en un rango de cormédir similar al del seno de la solucion
[39,40].

Estas limitaciones difusionales externas fueroestigadas mediante el procedimiento descripto
por Girelli [41] y otros autores [39,40]. En eltsima en flujo se inyectaron soluciones de catecol
en diferentes concentraciones a distintas veloeslade flujo. A partir de estos resultados
experimentales se estimaron las constantes cisétparenteK’'n y V'max Obtenidas bajo
restricciones difusionales (Figura 28).

La concentracion efectiva del sustrato dentro detoambiente resulté mas baja que en el seno
de la solucion debido a la deplecidn del sustratdareaccion. En este sentido, el tratamiento de
la reaccion consecutiva a la difusion en el estsdacionario satisface:

VoS
(K. +9S)
dondehs es el coeficiente de transporte del sustraiy, S son las concentraciones de sustrato en
el seno de la solucion y en la superficie cataljtrespectivament®maxy Km son los parametros
intrinsecos de la enzima inmovilizada, que difiedenlos parametros intrinsecos de la enzima
libre y estan condicionados por el nuevo microanteieLos valores dés para diferentes
velocidades de flujo fueron determinados de acuemio la metodologia desarrollada por
Engasser y Horvath [40], también descripta por (5[ ].

Los valores déhs crecieron linealmente con la velocidad de flum,que confirma el control
difusional de la reaccion enzimética, y fueron Higativamente inferiores a los valores tipicos
registrados para reactores de lecho empacado.d3tidmarse la actividad enzimatica en ausencia
de limitaciones difusionales externas, y pudierbtewnerse los parametros cinéticos intrinsecos
de SBP inmovilizada en el reactor [40,41]. Kaintrinseca fue 0.08 mM (E.E.: 0.01), inferior a
los valores obtenidos d€, y coherente con la presencia de restriccionesidifiales externas.

La Tabla 13 exhibe los parametros en funcion deliecidad de flujo.

hs(S, = 9) = (11)

m

69



0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Velocidad de reaccién (10-'2 ymol s-' cm2)

Concentracién de catecol (mM)

Figura 28. Método de Engasser para la determinacion de pamsnahéticos intrinsecos de la enzi
SBP inmovilizada VYmax ¥ Km). La velocidad inicial de reaccion fue graficada funcién de I
concentracion de catecol en el seno de la sol(tiitea a;m ). El valor deh, fue determinado a partir de
la tangente de la curva experimental al origeredih). Para cada punto detinado experimentalmente
(sobre curva a) una linea €-] fue graficada con pendiente igual &sa partir de la posicién apropia
en el eje horizontal. La concentracion de categpésicial se obtiene por la interseccion de dsieal cor
la posiciénhorizontal que representa la velocidad de reacli@a d). Estos puntos determina
graficamente if sobre la curva e) fueron usados para determirrapéwdmetros cinéticos intrinsec
Velocidad de flujo: 0.2 mL m™.

Tabla 13. Constante de Michae aparente K,'), velocidad maxima aparentVmax), Vmax

intrinseca para SBP inmovilizada, modulus de stasprara difusion externgt) y coeficiente de
transportelfs) para catecol en el sistema en flujo como unaidunde la velocidad de flujo, cc

catecol y HO, como sustrato

Vel flujo hs m K’ Vimax (10% Vimax (10
(mL minY) (10%cm <Y (mM) pmol s*cm?) umol st cm?)
0.2 44.: 4.3 0.48 21 16

0.4 13C 5.0 0.64 83 55

0.6 184 6.1 0.88 162 95

0.8 254 4.8 0.64 162 103

La Vmax intrinseca crecio linealmente con la velocidadldpfy se desvio de la linealidad rr
allad de 0.6 mL mitl. Esta evolucién podria atribuirse a un incremeteolos sitios activo
enzimaticos disponibles cuando aumenta la presid@i sistema de flu.
Las representaciones graficas del comportamientonético puede ser facilitada si se utiliz
dos cantidades adimension:
o0= S0/ K (12)
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o=V (19
h.K,
dondeop es la concentracidon adimensional del sustratolesemo de la solucion y es el
modulus del sustrato para la difusion externa.
Los gréficos de Eadie — Hofstee normalizados pdieretites valores d@t demuestran la
importancia relativa de las limitaciones en la siifln externa sobre las velocidades de reaccion

observadas (Figura 29).
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Figura 29. Gréaficos normalizados tipo Eadie — Hofstee pafareintes valores dg, el modulus de
substrato para difusién externa, a las diferenééscidades de flujo indicadas en la leyenda inserta

En estos experimentos se obtuvieron valoregi aémtre 4.6 y 6.5, coherentes con un control
difusional. El sistema catalitico habria estado loantrol cinético sit hubiera sido inferior a 0.1.
Las restricciones difusionales internas no existieen coherencia con la ausencia de mesoporos
accesibles para la enzima. Esto se confirmé alre@isgue el perfil de los graficos de Eadie-
Hofstee no presento curvas sigmoidales [39,40].

Puede observarse qié,, evoluciono linealmente cam hasta una velocidad de flujo de 0.6 mL
min?, y se confirmé de esta manera la influencia dedasicciones en la transferencia de masa
externa sobre este parametro aparente (Tabla 13).

Existen dos factores que pudieron afeétar el tiempo de contacto entre el catecol y SBH, y e
espesor de la capa limite para la difusion de obtecia la enzima inmovilizada. El incremento
de la velocidad de flujo produce una disminucioh tolampo de contacto y esto generaria un
incremento d&K’ . En paralelo, las velocidades de flujo crecient®s lugar a capas limite mas
delgadas para la difusién de catecol y esto produgna disminucién de€’ . Entre 0.2 y 0.6 mL
min™, el tiempo de contacto (primer factor) fue detevamie en la evolucién d€ ,, pero a 0.8
mL min® el efecto del espesor de la capa difusional (s#mtector) prevalecié y se produjo una
disminucion en este parametro aparente [40].
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2.2.5. Conclusiones de la Seccion 2.2.

En esta seccion se presentaron los estudios dac@aptde diferentes especies, junto con la
caracterizacion de esta union, con el propdsitoodener pardmetros empiricos utiles en
predicciones de comportamiento, estabilidad y dpsé@mde los complejos obtenidos.

En primer lugar se abordé el estudio del area §io@respecifica de las particulas, mediante la
adsorcion de p En paralelo se obtuvo el area de adsorcion A Hue serviria de informacion
complementaria para evaluar la utilidad de losslatsienidos por isoterma BET.

Si se compara el valor de area de adsorcion estipacPoly(EGDE-MAA-2MI) a partir de la
isoterma de adsorcion de®l con el area de adsorcién especifica de la isateleradsorcién de
N,, se observa que en el primer caso, el area deiedaifue mas de 200 veces mayor. Esto
sugiere quéPoly(EGDE-MAA-2MI) es mayoritariamente hidrofilico, deb a la gran cantidad
de grupos funcionales superficiales. El bajo valotenido con M indicaria, entonces, que las
regiones hidrofébicas son muy pequefas y/o escasas.

Por otra parte, los valores que surgieron de ldefisma BET para los polimeros son
caracteristicos de un sistema con baja adsorciperfatial, similar al comportamiento de
particulas de silice. En tanto que la isotermad$®r@ion de agua paRoly(EGDE-MAA-2MI)

dio fuertes indicios de que gran parte del aguaahsorbida (ya no se trataria de un proceso
restringido a la superficie).

A continuacion, se abordod la captacion de los nagoCo(ll) y Cu(ll). Se demostré que los
materiales se comportaron como hidrogeles, queafdacion de cationes hidratados no se
restringio a la superficie de las particulas y mseiltaron accesibles los sitios ubicados en tbdo e
seno de la red. Los resultados experimentalesstietiie del equilibrio de captacion ajustaron a
modelos empiricos indicadores de heterogeneidda emergia de union. Los sistemas en estudio
son materiales heterogéneos, ya que exponen déerépos de ligandos. En el polianfolito se
encuentran residuos 2MI polimerizados, —OH, —Oétdees y —COO . Por estudios precedentes
de FT-IR, se pudo concluir que los iones metale®soordinan en una primera etapa con el
grupo 2Ml y luego con los grupos —COO  [3,5],Ipayue era esperable que la energia de unién
se modificara durante el proceso. En el mismo denél polielectrolito presenta residuos —INH
—OH y —O- con electrones no compartidos que pufsderar uniones covalentes coordinadas.
Con respecto a los parametros del ajuste, no fisélpoelaborar conclusiones acerca de la
afinidad de los materiales estudiados por los iatiéigados, dado que los pardmetros estimados
no correspondieron a modelos tedricos. Por otréepagy resultd sobreestimado (excepto en
Co(Il)-Poly(EGDE-DA)), probablemente debido a la repulsidrctetestatica entre los cationes
unidos que desfavorecio la captaciéon de nuevossieneniveles elevados de concentracion. Se
puede concluir que la capacidad de captacion deCig(ll) fue superior a la de Co(ll) en los dos
materiales ensayados. Por otra parte, la capaodadna de carga de Co(ll) resulto similar en
ambos materiales, independientemente de la natardke sus sitios de union y de la densidad de
residuos.

En este sentido, se puede afirmar que la determdima&xperimental de capacidad de carga, asi
como las fotografias de los cortes de las parscedagadas con los diversos iones, permitieron
obtener un panorama mas realista de la interacEgtos experimentos fueron confirmatorios de
una captacion de iones a nivel de toda la particaestringida a la superficie, lo cual resulta
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altamente satisfactorio para una potencial aplicade los materiales en procesos de purificacion
de efluentes industriales contaminados con iomaslgculas pequenias.

En este mismo sentid®olEGDE-MAA-2MI) resultd ser una matriz efectiva pdaacaptacion

del colorante anidnico a un pH cercano a la ned&dl Los datos experimentales ajustaron al
modelo de Langmuir, lo que indica que las energiasunion de los sitios activos en el
polianfolito eran equivalentes en toda la partiqidsmiendo presente que no se restringié a la
superficie). La capacidad de carga del polianfglitma este colorante aniénico resulté mayor
cuando se comparo con la adsorcion de otros caésrainicos sobre sorbentes inorganicos, pero
resultd ligeramente inferior a la capacidad dengesde intercambio ibnico comerciales. Por otra
parte, la constante de equilibrio de disociacidimesgla K., expresada en unidades M) resultd
inferior, motivo por el que las sales que pudieestar disueltas en la muestra no afectarian
significativamente la eficiencia de captacion deloante sobre el material empleado. La
decoloracion del polianfolito cargado con DB273 @mmseguida por tratamiento con el agente
oxidante NaClO 0.10 M con preservacion de la estracqquimica del material. Como corolario,
puede afirmarse que la preconcentracion del cdieran la particula del polimero permitid
minimizar la cantidad de oxidante necesario pagealola degradacion.

El desafio continué con la captacion de una biooubée activa, pasando asi de solutos de
volumen pequefio a una macromolécula con multiptess s6nicos capaces de interactuar con
polimeros sintéticos funcionalizados. En este cdotse desarrollo un reactor basado en la
enzima SBP, empleando el polianfolito insoluBlely(EGDE-MAA-2MI) como soporte de la
biomolécula. EI complejo obtenido fue parte intégia un sistema de inyeccion en flujo
acoplado a un detector amperométrico disefiadogbamaalisis de potenciales sustratos de SBP.
El polianfolito, con sus grupos —COO , —OH y 2Mkultdé ser una matriz conveniente para la
inmovilizacion de SBP a partir de su extracto valgein purificacion previa. Esto trae implicitas
las ventajas de bajo costo de produccion y faeparacion. Por otra parte, se debe remarcar que
esta enzima esta presente en muy altas proporatoniescascara de semilla de soja, que es una
fuente de costo minimo porque se trata de un ptodgcundario de la industria alimentaria.

Con respecto a las variables operativas del requi@de afirmarse que la resistencia al flujo de
la solucién carrier ofrecida por el complejo SBEW¥EGDE-MAA-2MI) en el reactor, se debid

a la elevada densidad de grupos funcionales yt@lgahdo de hinchamiento del soporte. Este
problema se pudo minimizar mezclando fisicamentgqodas de silicagel con el complejo SBP-
polianfolito, segun se detalla en el Capitulo 6.

La fijacién de SBP inmovilizada mediante el usovdpores de glutaraldehido permitié retener la
macromolécula sobre el soporte en el sistema ¢& flton conservacion de parte de su actividad
biolégica. Se obtuvieron los parametros cinéticaglyequilibrio de la enzima inmovilizada en el
sistema de flujo usando catecol como sustratongélisas de las velocidades experimentales de
reaccion en funcién de la velocidad de flujo peidndetectar las restricciones difusionales
externas en la transferencia de masa.

2.3. Estudios de activacién de ¥D, catalizada por los complejos Co(INPoIEGDE-MAA-
2MI), Co(I)- PoIEGDE-DA) vy Cu(lh)- PoIMEGDE-DA)

Una propiedad conocida de los compuestos de camidim con Cu(ll) es la actividad catalitica
en el proceso de activacion dgd4 para la generacion de especies reactivas delroxifjiestro
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grupo de trabajo posee experiencia previa en kcterizacion del proceso de activacion dOH
por Cu(I)Pol(EGDE-MAA-2MI) 'y  Cu(ll)-PolyfEGDE-MAA-IM), empleando la
espectroscopia de resonancia de spin electroni8R)(§6,42,43]. Esta técnica se utiliza para
identificar especies paramagnéticas, y en nueso particular, radicales libres. A su vez, esta
clase de espectroscopia se emplea de manera camadrecla investigacion de la geometria de
complejos metalicos asi como la naturaleza de i@nuentre el ion metalico y sus ligandos,
especialmente complejos con Cu(ll) [5].

En los trabajos precedentes, nuestro grupo demqgsedos complejos con Cu(ll) de materiales
obtenidos a partir de EGDE y otros mondémeros caalla activacion de J@,, el cual genera
radicales libres que difunden a la solucion y pueskr detectados por ESR. Como se trata de
radicales de corta vida media, estos deben sdbilestdos con 5,5-dimetil-1-pirrolitd-Oxido
(DMPOQO) para poder ser detectados [6,42,43]. Elcedprincipalmente identificado en esos
trabajos fue el OM (aunque también en algunos casos se detectarmxilioity radicales
centrados en C, pero en menor proporcion respec@Hl). Por experimentos de XPS, pudieron
verificarselos estados de oxidacién del cation, fuerte evideque respaldé un mecanismo de
catalisis que involucra las especies Cu(ll) y C[43].

En este Capitulo de Tesis se evalla el procesoctiea@on de HO, empleando Cu(ll)-
Pol(EGDE-DA), y se aborda por primera vez el estudicadtivacion de b0, empleando los
sistemas heterogéneos con Co(ll). El objetivo e$onees, estudiar la propiedad de estos
complejos de participar en la generacion de espeawactivas del oxigeno en vistas de su
potencial aplicabilidad en el &rea ambiental yideesis organica.

En una primera etapa se procedid de la siguienteeraa se estudié el decaimiento de la
concentracion de #D, y la identidad de los productos obtenidos en s&tama heterogéneo. En
una segunda etapa, se efectud un estudio compaeatire los sistemas heterogéneos basados en
ligandos poliméricos con aquellos sistemas que egibpin ligandos monoméricos, mediante la
evaluacién de eficiencias en el proceso de actimaciLuego se abord6 el estudio de los
mecanismos de de activacion para cada situaciodiante la evaluacion del papel del metal
central y de los ligandos involucrados.

2.3.1. Activacion de HO, con Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI)

En estudios precedentes se demostré gi®, lén presencia d@oly(EGDE-MAA-2MI) no
presento una actividad oxidante frente a un coterarodelo (Naranja de Metilo, MO). También
se habia observado que la actividad oxidante e fiente a Cu(ll) en solucién era minima. Por
otra parte, la activacion de,®, tenia lugar cuando el catiéon Cu(ll) formaba conapleon
materiales poliméricos insolubles funcionalizad®] |

Se abordd entonces el estudio de la activacion A& Hor complejos con Co(ll), dado que
nuestros estudios preliminares con Co(ll) habiasfmude manifiesto esta actividad. EI material
Co(Il)-Poly(EGDE-MAA-2MI) fue puesto en contacto con® 42 mM en presencia de p&O,
0.1 M y la concentracién de,B8, fue monitoreada en funcion del tiempo (Figura 3Q).
reaccion siguidé una cinética de pseudo-primer grderacuerdo con el Criterio de Akaike (ver
Capitulo 6):

[H0,], =[H.0,]. +[H Olgeg €™ (14)
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siendo[H 03] » : 37.53 * 0.30 MM[H 0] geg: 4.63 + 0.45 mM, yk: 0.076 + 0.018 min , con

R? de 0.9642. Se observé una caida rapida de la mwac®n de HO, durante los primeros 20
minutos de reaccidn, seguida de una aproximaciiriotisa a 37.53 mM. Cuando se utilizaron
concentraciones iniciales de® mas elevadas, los cambios en la concentraciooriumenos
significativos.

El desprendimiento de un cierto nimero de burbsyagrio la formacion de Scomo resultado
del proceso de activacion de®. Se midio la presion parcial del gas en el sisteardenedor
del catalizador antes y después de la adicion e B sistema heterogéneo, y fue detectado un
incremento del 66 % durante los primeros 5 minwesreaccion. Complementariamente, se
detectd que el pH del medio de reaccién disminwey6.6 a 4.8 durante la activacion.
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Figura 30. Perfil de concentracion de,8, en el sistema heterogéneo,8@, 0.1 M / Co(ll)Poly(EGDE-
MAA-2MI).

2.3.2. Activacion de HO, con Co(ll)-Poly(EGDE-DA) y con Cu(ll)-PolyfyEGDE-DA)

Los complejos fueron puestos en contacto con sesdagiones de D, 42 mM y la
concentracion de #, fue monitoreada en funcién del tiempo. En cada,dasreaccion siguio
una cinética de pseudo-primer orden, de acuerdeloGriterio de Akaike (Figura 31).

[HZOZ]t :[H pZ]degxe_kXt (15)
Para Co(ll)PolyEGDE-DA), los parametros y sus errores estandanados fueron[H»0] geg
41.86 + 0.31 mM, ¥: (3.7 + 0.2) x 16 min™, con R: 0.9735. Para Cu(lIRoly(EGDE-DA), los
parametros y sus errores estandar estimados fUérgd;] geq: 41.82 £ 0.19 mM, k: (9.0 £ 0.6)
x 10* min™, con R: 0.9597.

El decaimiento de la concentracion dgbifue pequefio pero evidente. La liberacién de basouj
de gas sobre la superficie de las particulas dd)d@gdly(EGDE-DA) con la adicion de 40, y

75



s6lo en presencia de Co(ll) inmovilizado, resuftdi¢ativa de la formacion de,Oque coincidio
con el decrecimiento en una unidad de pH a los ib@tos de reaccion. El aumento de la presion
de Q fue determinado experimentalmente y fue partioodgate notorio en los complejos, pero
también ocurrid con el polielectroli®ol(EGDE-DA).

De la misma manera, el sistema heterogéneo GRY)EGDE-DA) / H,O, produjo burbujas
de gas que se correspondieron con un incrementia @eesion parcial de Osin detectarse
cambios de pH en el medio de reaccion.

Esta informacién resulta fundamental para delime@canismos que incluyan la liberacién de O
y la liberacion de Hen el sistema con Co(ll).

La evolucion de burbujas de gas desde la supetieidas particulas de Co(Pely(EGDE-
MAA-2MI), de Co(ll)-PolyfEGDE-DA) y de Cu(ll)PolfEGDE-DA) como consecuencia de la
adicion de HO, y solo en presencia de Co(ll) y Cu(ll) coordinadosr los materiales
poliméricos funcionalizados con grupos donoresldet®nes, es una clara evidencia de que la
activacion del HO, no procedid por catalisis en medio homogéneo gu® se tratd de un
fendmeno de interfase.
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Figura 31. Perfil de concentracion de,B, en el sistema heterogéneo CoRHIWEGDE-DA) / H,O, (¢)
y en Cu(ll)Pol(EGDE-DA) / HO; (e).

2.3.3. Produccion de radicales libres

Una vez verificado el decaimiento en la concentracie HO, por interaccion con los complejos
con Co(ll) y Cu(ll), se realizaron experimentosEfeR con la finalidad de confirmar que esta
disminucion fuera a través de un proceso de geiderde radicales.
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2.3.3.1. Identificacion de radicales libres en istesna heterogéneo Co(Pely(EGDE-MAA-
2MI) / H,0,

La produccion de radicales libres que difundierda solucion fue confirmada por experimentos
de atrapamiento de spin con DMPO. La Figura 32.4estra el espectro ESR de onda continua
(CW) producido por DMPO en contacto con alicuotalssdbrenadante del sistema heterogéneo
Co(I-PolyfEGDE-MAA-2MI) / H,O, 63 mM luego de 10 minutos de la adicion d©fen un
medio de NgSO, 0.1 M. La Figura 33 muestra el perfil de la inidad de la sefial generada por
los radicales libres en funcion del tiempo, lo gigmota un maximo de produccion a los 10
minutos de reaccion, y alcanzo un nivel de producconstante mas alla de los 20 minutos.
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Figura 32. Espectros CW ESR en banda X experimental (A)nyukido (B) CW obtenidos en los
experimentos de atrapamiento de radicales con DN@&Pema heterogéneo: Co(RplY(EGDE-MAA-
2MI) / 63 mM HO, en NaSO, 0.1M. La simulacion y ajustes del espectro expenia permitid
establecer la presencia de dos especies: aduct*ODDOH y DMPO/OH. Las fracciones molares de
DMPO/OOH y DMPO/OH fueron 0.88 y 0.12, respectivaiee

Para determinar la identidad de los radicales dilse requirieron experimentos adicionales. De
acuerdo con el perfil de la sefial, los aductos alstas serian: DMPO/OSB a partir de S¢3~

[44] y DMPO/OOH a partir de £ [45].

La primera opcién, S, fue considerada la menos probable debido al étepatencial rédox
estandark°) para este radical, superior en comparacién té&h eéel OH (E° OH"/ H,0:+2.8 V

vs ENH). Entonces, para descartar definitivameafgokibilidad de que la sefial fuera debida a la
especie S@-, se repiti6 el experimento en agua destiladagende hacerlo en N8O, 0.1 M. El
espectro obtenido en agua destilada no cambidfisaivamente del obtenido en PO, 0.1 M
(Figuras 34 y Figura 32.A, respectivamente).
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Figura 33. Evolucién de productos de la activacion de(d en el sistema heterogéneo Co(ll)-
Poly(EGDE-MAA-2MI) / 63 mM HO,: incremento de la presién parcial de € presencia¢j y en
ausencia (O) de Co(IRoly(EGDE-MAA-2MI); intensidad de la sefial ESR prodasidoor aductos de
DMPO de las especies reactivas del oxigenprfiedida a 3489 G.
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Figura 34. Espectro CW ESR en banda X experimental obtemidims experimentos de atrapamiento de
radicales con DMPO. Sistema heterogéneo: CBONMEGDE-MAA-2MI) / 63 mM HO, en agua
destilada.

Sin embargo, la especie $O podria provenir de los contraiones de los Sitisstivos sobre las

particulas de Co(llRolyEGDE-MAA-2MI), porque el complejo se obtuvo a jrade una

solucion concentrada de CoS®or esta razon se repitid el experimento en dgatilada con el
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catalizador Co(ll)Pol(EGDE-MAA-2MI) obtenido a partir de acetato de dobeen vez de
CoSQ. Nuevamente se registro el mismo perfil en el etspele ESR.

En resumen, se realizaron los experimentos coptesdentados en la Tabla 14, y la presencia o
ausencia de azufre en cada material fue confirrpad&DS (Figura 35).

Tabla 14: Resumen correspondiente a las reacciones de kefciuadas coPoly(EGDE-
MAA-2MI) y diversas sales de Co(ll), modificandoreédio de reaccion.

Muestra

Medio de reaccién

Funcién

Poly(EGDE-MAA-2MI)

Co(Il)-Poly(EGDE-MAA-2MI) con
SO %como contraion
Co(Il)-Poly(EGDE-MAA-2MI) con
SO, %como contraion

Co(I)-Poly(EGDE-MAA-2MI) con
acetato como contraion

H,0, en agua destilada
H,0, en agua destilada

H>O, en NaS0, 0.1 M

H.O, en agua destilada

Control negativo para Co(ll) y
SO

Control positivo para Co(ll) y
SO
Control positivo para Co(ll) y
SO e influencia de la
composicion del medio

Control positivo para Co(ll) y
negativo para Sg&

T T T T BB
i} 1 2 3 4 E [
ull Scale 1167 cts Cursor: 3665 (3 cts)

Spectrum 1

Spectrum 1

kev| Full Scale 1167 cts Cursor: 8.665 (1 cts)

T T L i
3 4 ] [ 7 g

EDS Poly(EGDE-MAA-2MI)

EDS Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI) contraion SG*

T T
i 1 2
ull Scale 1167 ctz Cursor: §665 (0 ct=)

T
3 4 3 5 7

EDS Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI) contraion acetato

Figura 35. Espectros EDS del polianfolito y sus complejos Gmfll) obtenidos a partir de diferentes

sales.
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En la Figura 35, se observan los elementos presenteeada muestra. Se verificé ausencia de
cobalto y azufre en el polianfolito sin complejayusencia de azufre y presencia de cobalto para
el control en el que se utilizdé acetato como cadrtray presencia de ambas sefiales para el
control con SGF como contraién.

En todos los espectros de ESR se observo el mienfib (figura 36), lo que permitio descartar
definitivamente la hipétesis de que la sefial podietzerse a la formacion de £0.

Cuando se consideré la segunda opcion, formacid®,te se realizaron simulaciones y ajustes
del espectro de la Figura 32.A que condujeron aufsla presencia de dos especies:
DMPO/OOH y DMPO/OH aductos de Oy OH®, respectivamente (Figura 32.B) [46].

Sl e Y 35(:_? G e 3460 3480 3500 3520 3540 3560
(Gauss) H (Gauss)
En Na,S0, 0.1 M (A) En agua destilada (B)

Figura 36. Espectros de ESR bandac¥rrespondientes a experimentos de atrapamientpidecon
DMPO. Sistema heterogéneo: Co@Py(EGDE-MAA-2MI) contraion SG / H,0, 63 mM en 0.1 M
NaSQ, (A) agua destilada (B).

Las fracciones molares de los aductos en la Fig2rfaieron 0.88 para DMPO/OOH y 0.12 para
DMPO/OH. La Figura 37 muestra la simulacion dedeBales de los aductos DMPO/OOH y
DMPO/OH. Los espectros simulados de las FiguraB $237.C se obtuvieron mediante la suma
de aquellas sefiales simuladas, ponderadas porfread#On molar. La Tabla 15 muestra las
constantes de interaccion hiperfinas para lostaduc

Tabla 15: Valores de las constantes de interaccion hipeiaia los aductos DMPO/OOH y
DMPO/OH. Los datos se obtuvieron de la simulaci@jugtes de los espectros experimentales.

Radical ay (G) aqp (G) any (G)
DMPO/OOF 13.¢ 11.C No resuelt
DMPO/OF 14.7 13.¢ -
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A B

Figura 37. Aducto simulado DMPO/OOH (A), aducto simulado DMP@ (B) y espectro simulado de la
Figura 3.B (C) obtenido por la adicién de (A) y (Babe mencionar que la interaccién hiperfinadel
aducto DMPO/OOH no fue resuelto.

A partir de este hecho, dada la posibilidad despugatase de una mezcla de ambas especies, se
penso la estrategia de eliminar la contribuciéruda de las sefales, la proveniente del aducto
con Q°7, por empleo de la enzima superéxido dismutasa {S©OB una actividad de 200 U mL

! Se esperaba obtener la dismutacion del radigaréxido y la ausencia de su contribucién en

la sefial o bien ausencia completa de sefial. Ekkadsuobtenido fue la sefial caracteristica del
aducto DMPO/OH debido a OHFigura 38), y resulté independiente del medioreccion
(agua destilada 0 N&QO, 0.1 M).

3460 3480 3500 3520 3540 3560 3460 3480 3500 3520 3540 3560

H (Gauss) H (Gauss)
Figura 38. Espectros CW ESR en banda X de experimentos @paatiento de spin con DMPO:
experimental (A) y simulado (B). Sistema heterogér@o(ll)-PolfEGDE-MAA-2MI) / H,O, 63 mM

con SOD 200 U mt, en agua destilada. La simulacion y los ajustespéctro experimental permitieron
establecer la presencia de DMPO/OH. Cabe mencipresael aducto DMPO/OOH no esta presente.
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De acuerdo con esto, se concluyd que se produeiimacion de la sefial originada pos*O
mediante agregado de SOD, en tanto que se conaelaa®efial correspondiente al Dibe
confirmé entonces, por un lado, la identidad de dws radicales y, por el otro, que la
complejidad exhibida por el espectro se debia ehdiele estar compuesto por la superposicion
de dos sefales espectrales.

2.3.3.2. Identificacion de radicales libres endsdemas heterogéneos CofPMy(EGDE-DA) /
H20.y Cu(ll)-Poly(EGDE-DA) / H,O-

El sistema heterogéneo Co(Rply(EGDE-DA) / HO, también produjo radicales libres que
difundieron a la solucion y fueron detectados pgreementos de atrapamiento de radicales con
DMPO (Figura 39.A). La simulacion y los ajustes dmpectro experimental permitieron
establecer la presencia de dos especies: el aDRD/OO0H debido al anién superéxido,{Q

con una fraccién molar de 0.93 y el aducto DMPOMe#Hido al radical hidroxilo (OH con la
fraccion molar de 0.07 (Figura 40.A). La adicionldeenzima SOD al medio de reaccion dio
lugar a un espectro de la forma caracteristicagguera el aducto DMPO/OH (Figura 41).

Por otra parte, el sistema heterogéneo Cu(ll)-BE@EE-DA) / HO, generd un espectro que se
muestra en la Figura 39.B. La simulacion y los tagislel espectro experimental permitieron
establecer la presencia del aducto DMPO/OH fornaaplartir de OFl(Figura 40.B).

Esto permitié considerar que, independientementéadeaturaleza de los ligandos usados, el
H,O, en presencia de Co(ll) en el sistema heterogéincoighr a la formacion deO (y tal vez
OH®), ademas de Ly H'. En tanto que kD, en presencia de Cu(ll) en el sistema heterogéneo
origin6 OH', ademas de O

(A)

(B)

(C)
[ ! [ ! | ! [ ! [ ! | ! | ! [ ! |
3470 3480 3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550
H (Gauss)

Figura 39. Espectros experimentales CW ESR en banda X deimg@os de atrapamiento de spin con
DMPO obtenidos luego de 10 minutos de la adiciémg®,. Sistema heterogéneo: Co(Rply(EGDE-
DA) / H,O, 63 mM (A); Sistema heterogéneo: Cu@py(EGDE-DA) / HO, 63 mM (B). El espectro
ESR de DMPO (control) es C.
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Figura 40. Espectros simulados de los experimentos de atrapéonile spin con DMPO presentados en
la Figura 10.A. Sistema heterogén€ao(ll)-Poly(EGDE-DA) / HO, 63 mM. La simulacion y los ajustes
al espectro experimental permitieron establec@rdsencia de dos especies: los aductos DMPO/OOH y
DMPO/OH. Las fracciones molares de DMPO/OOH y DMBB/fueron 0.93 y 0.07, respectivamente
(A).

Espectros simulados de los experimentos de atrapéonde spin con DMPO presentados en la Figura

10.B. Sistema heterogéneGu(ll)-PolfEGDE-DA) / HO, 63 mM. La simulacién y los ajustes al
espectro experimental permitieron establecer lagme&a del aducto DMPO/OH (fraccion molar: 1.00)

3470 3480 3490 3500 3510 3520 3530 3540 3550

H (Gauss)

Figura 41. Espectros CW ESR en banda X de experimentos d@aatiento de spin con DMPO:
experimental (A) y simulado (B). Sistema heterogéngo(ll)-Poly(EGDE-DA) / H,0O, 63 mM en
presencia de SOD 200 U fiLLa simulacién y los ajustes al espectro expertaigrermitieron establecer
la presencia del aducto DMPO/OH (fraccién molad0}.

2.3.4. Estudio comparativo de activacion de ¥, en sistemas con Co(ll) y Cu(ll)

Frente a estas evidencias preliminares se procddidtudio de la activacion de;®: en una
serie diversa de complejos con Co(ll) para evadli@afecto de la naturaleza del ligando sobre la
eficiencia del proceso.
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2.3.4.1. Produccioén de radicales libres empleandaptejos con Co(ll)

La simulacion y los ajustes de los espectros expertiales de activacion de®b por diferentes
complejos insolubles de Co(ll) permitio establelzeipresencia de dos aductos: DMPO/OOH
proveniente de £, y DMPO/OH proveniente de CH

Por el contrario, para el caso del control con a@luble en ausencia de®} se detectd una
sefial de OM débil (1.55 x 10 U.A. a 3500 G). Cuando el.B, fue afiadido, la sefial
correspondié Unicamente al aducto DMPO/OOH y nolgevieron contribuciones de OH

Los estudios cinéticos de activacion dgOklpor parte de los diferentes complejos con Co(ll)
mostraron produccion de radicales libres durante6l® minutos de duracion del experimento,
con una prevalencia neta dg’O Es necesario mencionar que la relaciéon molastiseadicales
libres se mantuvo estable durante todo el expetiomen

La amplitud de la sefial a 3488 G fue utilizada gamaparar la produccion de radicales libres
con los diferentes catalizadores con Co(ll). Ladprzion promedio de los radicales libres totales
(y la eficiencia de la activacion,B,) dependio de la naturaleza del complejo.

En la Tabla 16 se exhiben las especies radicalabssnidas a partir de B, activado por
complejos con Co(ll): fraccién molar promedio (yED), amplitud promedio de la sefial a 3488 G
o amplitud maxima de la sefial y tiempo en la quarsduce.

Se observé un estado estacionario en la produc#6@°’” y OH® por el sistema con Co(ll)-
Poly(EGDE-2MI). EI mismo comportamiento fue observadol@ produccion de OHpor el
sistema con Cu(llRol(EGDE-2MI), como se vera mas adelante.

La liberacion de radicales libres de los complefs(ll)-Poly(EGDE-MAA-IM), Co(ll)-
Poly(EGDE-MAA-2MI) y Co(ll)-Poly(EGDE-DA) disminuy6 en funcion del tiempo durante e
periodo monitoreado. En cambio, se observo un nmenéo en la produccién cuando fueron
evaluados los materiales Co(Rply(EGDE-MAA-PYR) y Co(ll)Poly(EGDE-MAA-TRZ).

La menor produccion de radicales se obtuvo conlEBAIY(EGDE-MAA-2MI). La presencia de
un ligando débil como TRZ o fuerte como IM, mejandistintamente la liberacién de,©. Por
otra parte, el papel de -COO como activador ndtéeslaro. La presencia de —COO  en la red
de 2MI afecté negativamente la produccion ¢& O TRZ como ligando del polianfolito result6
mejor activador para Co(ll) que para Cu(ll), coraorera luego.

Respecto de la naturaleza de los productos, laeeeid indica que el OHpodria ser liberado
tanto del sitio de Co (Il) como de los atomos derNlos ligandos mencionados anteriormente
[47]. Este ultimo aspecto, que sera ampliado esiglaiente seccion, es avalado por otros autores,
quienes encontraron incrementos en actividad eleatialitica en materiales con mayor contenido
de N tipo pirrdlico y sitios con menor densidadcaienica.

2.3.4.2. Produccion de radicales libres empleaodgptejos con Cu(ll)

Como se ha visto, la identidad de los radicalegdilesta directamente relacionada con el cation
implicado en el sitio catalitico. Cuando el Cu@bordinado fue usado como catalizador en la
activacion, el HO, produjo OH. El pH no varié significativamente al tiempo quedresion
parcial de @se incremento junto con la concentracion de logases libres.

El control, consistente en Cu(ll).8 en solucién no produjo ningun radical libre detble por
nuestro sistema de medida. Sin embargo el aductb@®H fue observado luego de la adicion
de HO,. Esto indica una pequefia capacidad activadoraCd@ll) en solucién, aunque la
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intensidad de la sefal resulté muy baja respectta die los sistemas con ligandos organicos

(Tabla 17).
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Los controles realizados con materiales polimérisas cation metalico complejado, no
produjeron especies radicales en ausencia ##&.H5in embargo, el aducto DMPO/OH fue
detectado luego de la adicion de,(d a la suspension de material polimérico sin catyosay
sefial fue monitoreada luego de 10 minutos de ctintBebe remarcarse que la activacion de
H,O, por los complejos con Cu(ll) con la formacién de *QBlsulté mas eficiente en todos los
casos, cuando se la compard con los materialesv@atios sin ion metalico (Tabla 18). Esta
activacion de KO, puede estar relacionada con la presencia de atdenbisde tipo pirrélico en
los polimeros, que generan un ambiente mas deficien electrones, lo que favorece la
movilidad de cargas [47].

Cuando se examinaron los perfiles cinéticos deymadn de radicales libres de los sistemas
heterogéneos con Cu(ll), estos resultaron clarameependientes de la naturaleza de los
ligandos. Aqui se trabajo unificando la cantidad dasa de cada complejo en el sistema
heterogéneo. Sin embargo, como la capacidad mé&kéngaptacion de un ion esta influenciada
por la naturaleza del ligando, la cantidad de igtalico para una misma masa de catalizador,
varia entre materiales. A su vez, como la producd radicales es dependiente de la cantidad
de ion metélico, se esperaban variaciones en kidednde radicales generados en funcion de la
densidad de sitios cataliticos.

Tabla 18: Intensidad de la sefial ESR a 3500 G, medid@ minutos de reaccioruego de la
adicion de HO, al sistema heterogéneo.

Amplitud de seial ESR y
D.E. (x 16 A.U.)

Polimero Polimero cargado con

sin Cu(ll) Cu(ll)
Pol(EGDE-DA) 3.78£0.92 479+1.8
Pol(EGDE-MAA-IM) 3.54+0.14 4.32+£0.27
PolEGDE-MAA-TRZ) 2.16 +0.36 5.21+0.42
PolfEGDE-MAA-PYR) 2.33+0.35 3.60 £ 0.23

Tabla 19: Intensidad de la sefial ESR a 3500 G del aducto @XaPl luego del agregado de
H.0,, e incremento de la presion parcial de Botencial rédox en sistemas heterogéneos con
Cu(ll) en ausencia de ;.

Amplitud de seiial en Miximo incremento

estado estacionario y ~ Maxima amplitud de seiial, D.E. promedio de presion  Potencial rédox
Complejo D.E. (x10°A.U) (x108 A.U)y tiempo parcial de 0: (%)  (mV vs Ag/AgCl)
Cu(IT)-H;0 4102010 - n.d. nd.
Cu(TI)-MAA en agua - 34 52£0.74 (40 min) nd nd.
Cu(TI)}-MAA en etanol - 7.14 £ 0.56 (10 min) 103 +376
Cu(TT)-2MI 244040 - nd. nd.
Cu(II)-TRZ - 8.54 £ 0.23 (60 min) n.d. nd.
Cu(IT)}-PYR 12.16 081 - 104 +380
Cu(Il)-Poly(AA) - 39.75£0.95 (30-40 min) nd. nd.
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La Figura 42 resume los resultados experimentadestchpamiento de radicales obtenidos a
partir de complejos con Cu(ll).

Figura 42: Espectros ESR del medio de reaccion en ausermmjaidrda) y en presencia (derecha) de
H.O, a los sistemas con Cu(ll), obtenidos luego delgagte de DMPO a la alicuota de muestra. En gris
se exhiben los espectros control.

Espectro ESR del medio de reaccion en ausen Espectro ESR del medio de reaccion €
de H,O, presencia de HO,
Tiempo de reacciéon: 10 min
Negro: DMPO en contacto con medio de Negro: aductos de DMPO con radicales
reaccion antes del agregado de .. originados en la activacion de KHO..
Gris: DMPO en agua. Gris: DMPO en agua.
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Cu(ll)-Poly(EGDE-2MI)
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En primer lugar, es necesario remarcar que.afifuelto fue activado por estos complejos con
Cu(ll), dando lugar a mezclas de especies radiaalauya identificacion excede los objetivos de
este trabajo de Tesis porque no se les ha enconitéidad en el &rea ambiental o industrial.

En la evaluacion de la eficiencia de activacionHi®©, de los complejos con Cu(ll) para
diferentes ligandos, se vio que la maxima producdél aducto DMPO/OH a partir de Obe
obtuvo con el material Cu(Iloly(EGDE-DA), seguido por Cu(llRolfEGDE-MAA-IM) 67

mg g* (Tabla 17).

En el caso del Cu(llRoly(EGDE-DA), el estado estacionario se alcanzé lwgtos primeros 5
minutos y se mantuvo hasta el final del experimeBio cambio, la producciéon de Olfle
marcadamente irregular en el sistema con CB@I){EGDE-MAA-IM) 67 mg g'. La menor
cantidad de OMdetectada coincidié con la alta producciéon de ueaala de otros radicales
libres no identificados (Figura 42). Este patropespuesto a la sefal del aducto DMPO/OH
podria, en principio, indicar cierta liberacionmaterial proveniente de particulas degradadas de
polianfolito. Sin embargo, los datos experimentale<oincidieron con el ajuste para aductos de
radicales libres centrados en C.

La cantidad de Cu(ll) unido oly(EGDE-MAA-IM) afectd claramente la cinética y la
eficiencia de la activacién de;8,. Cuando la captacion fue de 8 mg Cu(if) & amplitud de la
sefal del aducto DMPO/OH tuvo un incremento gradyahenor) durante los 60 minutos del
experimento, en tanto que no se registraron espadieionales.

La excepcional actividad catalitica de Cu@dy(EGDE-DA) puede estar relacionada con la
gran densidad de sitios de Cu(ll) (0o carga de Gu@ en el hidrogel (Tabla 17),
significativamente mayor que la cantidad de Cugdiptada por otros materiales, combinada con
la naturaleza del grupo donor de electrones déimgob en cuestion. Es bien sabido que, en la
serie espectroquimica, —Nlds un ligando de campo fuerte, en tanto que INNOG son mas
débiles, lo que es consistente con los resultadssreados.

El papel del N-heterociclo como donor de electrareks complejos con Cu(ll) se hizo evidente
en la activacion de #,. Cuando el N-heterociclo fue TRZ, la méxima captade Cu(ll) fue
comparable con los valores para los polimeros bbry PMI, pero la amplitud de la sefial del
aducto DMPO/OH fue menor.

El polielectrolito Cu(ll)PolfEGDE-MAA) presentd la menor densidad de sitiosiéitos. Sin
embargo, la eficiencia relativa en la producciéonQig® fue mayor que para el sistema con
Cu(ll)-Poly(EGDE-MAA-IM) 8 mg ¢*. Esta particular diferencia de comportamiento @n |
activacion de KO, parece estar directamente relacionada con la hegaradel ligando.
Claramente, el ligando —COQCen los complejos con Cu(ll) resulté mejor activader H,O, que

los N-heterociclicos. En el caso de los poliandsliton IM con baja carga de Cu(ll), los
complejos con Cu(ll) fueron establecidos de modampminante con residuos IM polimerizados
[5]. Asimismo, se demostré que el -COO fue induidmo ligando sélo en el caso en que la
cantidad de cation unido era cercana a la saturadgd material. En este sentido, se puede
concluir que la eficiencia catalitica de Cu@dy(EGDE-MAA-IM) se vio incrementada
significativamente en condiciones de alta captad®Cu(ll) debido a la contribucion del grupo
-COO .
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Otra comparacion equivalente puede hacerse entrél)-®olEGDE-2MI) y Cu(ll)-
Poly(EGDE-MAA-IM). La captacion de Cu(ll) resulté sirail en ambos casos, pero la maxima
eficiencia de activacién de,B, pareceria estar incrementada por efecto del —Cé@0el
polianfolito (aunque de todos modos fue alta parhas catalizadores).

Cuando el N-heterociclo en el polianfolito fue PY&captacion de Cu(ll) disminuyd en un 40 %
y la produccion de radicales fue, comparativameptdyre. Otra caracteristica particular del
complejo Cu(ll)Poly(EGDE-MAA-PYR) es que los atomos de los ligandosiacrados en la
esfera de coordinacion fueron independientes dariidad de Cu(ll) captado [5]. Las moléculas
de PYR covalentemente unidas a la red poliméricadamores débiles de electrones; el grupo
NH" piridinico present6 un piKmenor a 3.7 debido a su proximidad con el N uaidGDE [3].
Coincidentemente, en ambos polianfolitos con PYd®ry TRZ, la produccion de radicales libres
catalizada por sus complejos con Cu(ll) presentiimmo a los 30 - 40 minutos de reaccion.
También se estudié la actividad catalitica del dejopsoluble en agua Cu(IBely(AA). En
ausencia de ¥D, produjo un radical centrado en C y un radical mitt6. En este caso pudo
observarse la influencia deb@isuelto en la (in)estabilidad de la estructurks gmplitud a 3481

G fue de 29.3 x 10J.A. Cuando se adicion-8,, los radicales libres identificados fueron DH

y alrededor de 45.4 + 9.6 % de radicales centraddS (Tabla 19). La respuesta a 3500 G resulté
aun mayor que la sefial producida por los compleggados en monémeros MAA (Figura 42).

A continuacion se presentan los resultados de Xp&ramentos de activacion de,® con
complejos con Cu(ll) y ligandos monomeéricos, a mddaontrol (Tabla 19).

Cuando se los comparé con sistemas poliméricotuinles, estos complejos basados en ligandos
monomeéricos presentaron como principal desventajmestabilidad quimica en el medio de
reaccién, evidenciada por la produccion, princigadta, de radicales libres centrados en C. La
consecuencia de esto es el incremento del impauotmeatal junto con la dificultad de su
recuperacion y reciclado. Sin embargo, la eficientg activacion de estos sistemas homogéneos
fue relativamente alta, y fue resultado de la magmsidad de sitios cataliticos.

La produccién del aducto DMPO/OH a partir dgOplen contacto con Cu(ll)-2MI alcanzd un
estado estacionario. En ausencia g@©J1se registrd0 una sefial correspondiente a un aducto
DMPOIC, y la respuesta fue de 3.93 X WOA. a 3500 G, originada por la activacién dg O

En cambio, la producciéon de OHoor HO, en contacto con Cu(ll)-TRZ presentd un
decrecimiento con un minimo a los 30 minutos (Xx3@° U.A.), seguida de un incremento. La
respuesta en ausencia dglbise correspondio con dos especies diferentes dmalaslicentrados
en C.

Los complejos de Cu(ll)-PYR en contacto cogOblprodujeron OH y una especie de radical
centrada en C. La relacién molar dé& fGe estable en 0.0872 + 0.0061 hasta 40 minutos de
reaccion, para disminuir a 0.031 a los 60 minutos.

El complejo Cu(ll)-MAA, fue evaluado en agua y ethiEste catalizador evaluado en agua y en
ausencia de ¥D, produjo una sefial de gran intensidad (40.28 % WOA. a 3500 G)
presumiblemente originada por dos especies radiaadatradas en C. El,(activado podria
eventualmente atacar el grupo vinilo de los mondm®MAA, vy la intensidad de esta respuesta
puede estar asociada tanto con la reactividadrdpbgrinilo como con la naturaleza del —-COO
como un ligando fuerte. Cuando se adicionddHa la solucion, se detectd una produccion
importante de OM junto con la presencia minoritaria de especies npagaméticas no
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identificadas. La sefial del aducto DMPO/OH a 350f0&zalta, alin en periodos cortos de tiempo
(21.5 x 1§ U.A. a los 5 minutos), y aumenté en el tiempo hastaalor maximo en 40 minutos.
En este caso, la influencia del -COO como ligaesaltd muy evidente.

Cu(I)-MAA en etanol dio lugar a OHcomo producto principal durante los primeros 5 nuau
posteriores al agregado de,®. En adelante, fue detectada una mezcla de especies
paramagnéticas no identificadas en la cual no peddistinguido el OMdel resto.

En resumen, la mayor producciéon de Gtk catalizada por Cu(lpolfEGDE-DA), y —NH
resulté el ligando donor de electrones mas fuedecantidad de Cu(ll) unido (y la densidad de
sitios cataliticos) también afectd el nivel de proddon de radicales libres. La naturaleza de los
N-heterociclos determind tanto la capacidad de acatgl material como la eficiencia de
activacion de k.. El grupo —COO resulté mas activador que IM, enipolimeros con baja
densidad de sitios con Cu(ll).

2.3.5. Produccion de @

A su vez, se determiné el incremento de la pregaiial de Qtras la adicion de ¥D, para los
distintos materiales constituyentes del sistema&rbgéneo. En la Tabla 19 se presentan los
incrementos debidos a los complejos con Cu(ll)syrespectivos ligandos y en la Tabla 20, los
complejos con Co(ll) y los respectivos ligandos.

Tabla 20: Incremento en la presion parcial de d&bido a la adicion de B, a los diferentes
sistemas heterogéneos con Co(ll). La misma infoidngeara los ligandos en ausencia de cation.
Potencial rédox para los sistemas heterogéneosCoglt) en ausencia de ;B,. El desvio
estandar relativo % (D.E.R.) resulté menor al 26xX3epto en los casos sefialados con *.

Complejo Incremento maximo promedio Potencial rédox
en la presion parcial de Q (%) (mV vs Ag/AgCl)
Complejo Ligando Complejo Ligando
Co(ll)-Poly(EGDE-DA) 221 13 +262 +233
Co(ll)-Poly(EGDE-MAA) 5 5% +340 +360
Co(ll)-Poly(EGDE-2Ml) 71* +289 +363
Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-IM) 13.5 (5 mM)** 3* +320 n.d.
30 (100 mMm)**
Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-TRZ) 4 7 +348 +343
Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-PYR) 3 n.d. +285 +368
Co(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI) 248 n.d. +270 n.d.

*D.E.R. % entre 35y 48%
** Diferentes concentraciones iniciales de(d

Los catalizadores que resultaron mas eficientes lpaiberacion de Ofueron los complejos de
Poly(EGDE-DA) con Co(ll) y Cu(ll), y Co(ll)Pol(EGDE-MAA-2MI). Otros complejos con
ligandos 2MI o IM también tuvieron un buen desengpedimo activadores. Se puede inferir que
los ligandos béasicos contribuyeron a incrementardauccion de @independientemente de la
naturaleza del ion metalico.

A su vez, se hallé un aumento no esperado endaidal entre la produccién de @specto de
0,* para Co(ll)PolyEGDE-DA) y Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI), siendo particularmente baja
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la sefial del aducto DMPO/OOH. Se detectd la misehacion elevada de £ OH® para el
Cu(Il)-MAA en etanol. Tanto en el primero como énikimo caso, esto podria ser atribuido a
una peérdida de radicales libres por reaccion caondtiiz, avalado por el hecho de que la matriz
con DA se oscurece con el tiempo (lo que indicasemaibilidad a las especies dg el grupo
vinilo del MAA tiene cierta labilidad debido a seactividad. Evidenciando este planteo, la
Figura 42 muestra el espectro de ESR para la agiivade HO, en el sistema homogéneo
Cu(I-MAA en etanol, luego de 10 minutos de reaaciDurante los primeros 5 minutos de
reaccion, el principal aducto identificado fue DMP®. El radical OH podria atacar el doble
enlace C=C del MAA, e iniciar la polimerizacion digando.

Se menciono la inesperadamente baja producciondew@ndo Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI)

fue puesto en contacto con®}. En este sentido, una fracciéon dg @odria no ser liberada de
la solucion, pero si estar involucrada en la foioracde especies intermediarias del tipo
[(HOO)L-Co(lll)] sobre la superficie catalitica [}8La influencia del —-COO  fue asimismo
observada en este experimento. La esfera de cacidinfue bien estudiada anteriormente en
complejos con Cu(ll) [5]. Para el caso de CuRYK(EGDE-MAA-PYR), donde la liberacién de
O, fue minima, los atomos ligandos eran 3N,10 o 2NRO cambio, los Cu(ll)-polianfolitos
con IM y TRZ, que presentaron un incremento ernrdayccion de @ del 55 % y 22 %, tenian
como ligandos en la esfera de coordinacion 1N,3@emés, luego del tratamiento con un gran
exceso de bD,, Cu(ll)-Pol(EGDE-MAA-IM) exhibié un cambio en la esfera de odioacion
(3N,10 / 4N) conjuntamente con la pérdida de agadicatalitica.

Respecto de los catalizadores con Cu(ll) y ligandosoméricos, cuentan con un gran contenido
de ion metélico por gramo de complejo (en rela@én los complejos poliméricos), o que
permitiria explicar la alta produccion de gas. Papuesto, la labilidad de estas estructuras no
permitio la recuperacion ni el reciclado de losabaadores.

Las estructuras sin un metal central en preserecid@, también produjeron una pequefia pero
distinguible liberacion de £ en paralelo con la liberacion de OHComo fue discutido
previamente, la produccion de radicales catalipai®ol{EGDE-DA) fue inferior a la obtenida
con el complejo de coordinacion con Cu(ll). Poragbarte, estos materiales pueden pasivarse
facilmente en presencia de compuestos organicaslopgue la actividad catalitica no resulta
significativa para una aplicacion medioambient&][1

2.3.6. Mediciones potenciométricas

Se efectuaron mediciones de potencial rédg)xvé Ag/AgCl en una condicion de equilibrio, a
fin de elucidar si los ligandos tenian algun tigoinfluencia sobre éste. Para estos experimentos
se prepararon suspensiones de los materiales andagtilada, en la proporcién que se usa para
las reacciones catalizadas, pero esta vez en aasent}O,. Los materiales usados fueron los
polimeros sin complejar, o sus complejos con Co(IQu(ll).

Los sistemas con polimeros sin complejar en sugpeesghibieron un valor dE cercano a +360
mV, excepto para el caso Bely(EGDE-DA), que resulté 130 mV mas bajo.

Los valores dé& para los complejos con Cu(ll) estuvieron alredetiolos +360 mV (Tabla 17),
cercano al valor para Cu(ll) en solucién (+374 mmMp solucion de kD, (+350 mV).

Es conocida la tendencia del IM de incrementdE e la cupla Cu(ll)/Cu(l) mientras que los
ligandos que contienen grupos —Nidenen tendencia a disminuirla [49]. De hecho, fue
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observada una disminucién del potencial de la cQpi@l)/Cu(l) cuando el ligando fue el grupo
—NH, de Cu(ll)Pol(EGDE-DA), en relacion con los ligandos derivadesldl, lo que indica
gue probablemente existan trazas de Cu(l) en loglepos que adn no han tenido contacto con
H20..

Los valores bajos dE pueden estar asociados a la tendencia de los em®@ producir una
elevada cantidad de OHn los experimentos de activacion d€[50]. De hecho, el mendt
correspondié al sistema Cu(Pely(EGDE-DA), el cual estuvo asociado a una alta pcoifun

de OH y una alta liberacién des@n la activacion de 4@, (Tabla 17). Una explicacion paralela
puede encontrarse en la gran densidad de siti@iticas en Cu(ll)PolEGDE-DA) en
comparacion con otros complejos, lo que contribaiya eficiencia, junto con la baja actividad
rédox del sistema. Por otra parte, Bbbaqui comparados no resultaron suficientementeettifes
como para afectar la produccion de VOHPor esa razédn, la densidad de sitios cataliticos
constituyé un factor determinante de la eficiencia.

Luego se realizo la adicion de,®h a los sistemas Cu(IBoly(EGDE-MAA-IM) y Co(ll)-
Poly(EGDE-MAA-PYR), y una vez alcanzado el equilibré,valor E aument6 hasta +400 mV.
En el caso de la adicion de®ba Cu(ll)-H,O en solucion, €k se desplazé desde +374 mV hasta
+350 mV. En este experimento, el valor Beue determinado por la cupla rédox/I®0,,
considerando tanto la identidad como la cantidaldsleompuestos intervinientes.

Por otra parte, para los catalizadores con Cofél)escontraron dos grupos con potenciales
distintos: uno con uk cercano a +270 mV; y otro relacionado con polimenee contienen 2Ml,
DA o PYR, alrededor de +330 mV (Tabla 20). Y destte punto de vista, podria decirse que los
complejos Co(ll)PolyEGDE-2MI) y Co(ll)PolyEGDE-MAA-PYR) dieron lugar a ui entre

60 — 70 mV inferior al que generaron sus ligandios cation. En este caso, los estudios
preliminares de espectroscopia fotoelectrénicaagesr X (XPS) indicaron que la cupla rédox en
estos catalizadores esta constituida por los estaaglll) / Co(ll). Podriamos inferir que la
naturaleza de los ligandos como donores de elagraefinio la proporcion Co(lll) / Co(ll).

2.3.7. Estados de oxidacion de los iones metéli@slos complejos

Los polimeros complejados con Cu(ll) disefiadosmuastro grupo habian sido utilizados como
catalizadores heterogéneos para la activacion I i la degradacion de Naranja de Metilo
(MO), un colorante azf12].

Las propiedades cataliticas de Cudh(EGDE-MAA-IM) habian sido confirmadas por
reciclado del complejo en seis experimentos conisesude decoloracion de MO. A su vez, se
habian observado muchos cambios en el espectroR& d¢ Cu(ll)Pol(EGDE-MAA-IM)
luego del tratamiento con.B,, y complementando con el espectro Auger, se datérta
presencia predominante de Cu(l) [43].

Otra evidencia de la formacion de Cu(l) fue hallagala mediciones de ESR de Cu(ll)-
Poly(EGDE-MAA-IM) 67 mg g' luego del tratamiento con,8;[5]: los centros paramagnéticos
de Cu(ll) fueron reducidos principalmente a centfiagnagnéticos de Cu(l), s6lo permanecio un
5 % de centros Cu(ll). Los atomos de ligandos eredtera de coordinacion del Cu(ll)-
Poly(EGDE-MAA-IM) 67 mg g' fueron 1N,30, y cambiaron a 3N,10/4N luego detaimiento
con HO,. Ademas, los parametros de ESR luego del trataon@m HO, fueron similares a los
obtenidos con Cu(llRoly(EGDE-MAA-IM) 8 mg g*, donde el principal ligando fue IM.
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En cuanto al ion cobalto, como se mencionara pmee, existen estudios preliminares de XPS
gue indicaron la presencia de Co(ll) y Co(lll).

2.3.8. Posibles mecanismos de activacion de(d
2.3.8.1. Sistemas con Co(ll):

Existen dos mecanismos probables de activacion A® Ehtalizada por Co(ll) inmovilizado
descriptos en la literatura que resultaron consisgecon los resultados expuestos.
El mecanismo mas probable de activacion impligardauccion de @ O,°” y H" de acuerdo con
[45]:

( L-Co(ll) + 2 HO; pa— L-Co(lll) + 2HO + Q™ ) x2

2L-Co(lll) + KO, —> 2L-Co(ll) + Q + 2 H

5 HO2 Pa— 4HO + 2 Q" + O + 2 H

donde L-Co(ll) representa Co(ll)-polimero.
Los espectros ESR evidenciaron la sefial del addbt®O/OH proveniente de JHomo un
producto minoritario de la reaccion, y como el pipal producto luego de la adicion de SOD
[12,13]. ElI OH detectado en estos experimentos podria ser libgradla matriz polimérica (ver
Tabla 18). De hecho, cuando se afiadiHal control con Co(ll)-HO soluble, la sefal
correspondié Unicamente al aducto DMPO/OOH y nobdevieron contribuciones de OHOtra
explicacién puede hallarse cuando se divide el gripaso de la reaccion propuesta, de la
siguiente manera:

L-Co(ll) + HyO, —<——  L-Co(ll) + OH + OH

OH* + H0, pa— HO® + HO
HO,* < Q" +H
H" + OH —> H.O

La etapa de degradaciéon de Utteberia ser la mas lenta (aln en presencia deiama& SOD),
para explicar también la observacion de la seR&@MBO/OH.
Otro mecanismo probable de activacién, compatibke la producién de Oy radicales libres
seria el siguiente [51]:
( L-Co(ll) + HO, — HGQ® + OH + [(H:O)L-Co(ll)]* ) x 2
( HG® —= Q" +H)x?2

[(H20)L-Co(ll)]* + KO, <=—> 2LCo(l) + HO + Q + 2H

3 H,0, — 2Q" +20H + HO + Q + 4H
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Este segundo mecanismo posible predice una fracodlar igual a 0.5 para cada especie
radicalaria (H@* y OH®), que en principio no es consistente con la evideexperimental de la
preponderancia de;O en todos los casos observados (Tabla 16).

Una tercera alternativa deberia ser consideradaAdhoola y colaboradores presentaron
evidencia espectroscopica de la formacion de espeéstermediarias de cobalto con actividad
catalitica ([L-Co(III)(OOH)]), cuando los catalizats homogéneos con Co(ll) fueron oxidados
por HO, [48,51].

Los experimentos preliminares de XPS realizados mastro grupo de trabajo presentaron
indicios de la formacién de Co(lll) (resultados maostrados) en coincidencia con los
mecanismos propuestos y también con estas especiesmediarias hipotéticas |[L-
Co(lll)(OOH)].

Aqui debe considerarse que las superficies de eatakzadores son heterogéneas en términos de
composicion quimica. Las diferentes combinacionedables de los ligandos en la esfera de
coordinacion de Co(ll) en estos catalizadores bgésreos explicaria cierta heterogeneidad en
los E de los sitios activos (Tabla 20) y por lo tantgptabable coexistencia de los mecanismos
propuestos.

En los sistemas heterogéneos presentados enasi@tde Tesis, tanto el posible intermediario
[L-Co(lll)(OOH)] como los radicales libres, podrigventualmente, reaccionar con sustratos
organicos. En ese contexto se exploré la posibladoion de especies intermediarias sobre las
particulas de los compuestos de coordinacion. Eadl)-Pol(EGDE-MAA-2MI) no se
encontro evidencia experimental de formacion dermédiarios de cobalto con actividad
catalitica sobre las particulas en contacto ce®,Htal como se vera posteriormente en el
Capitulo 4. En cambio, para Co(Pply(EGDE-DA) se encontraron ciertos indicios de la
formacion de especies intermedias oxidadas solseptaticulas por reaccion con,®.
Concretamente, cuando se emple6 este materialeidacion de Naranja de Metilo (MO), ésta
no pudo ser justificada solamente por la acciotadeespecies en solucion’Oy OH® (ver el
Capitulo 4).

2.3.8.2. Sistemas con Cu(ll):

Los sistemas con Cu(ll) en presencia g®4produjeron burbujas de gas y QHEl pH no varié
significativamente al tiempo que la presion parcild Q se incrementd junto con la
concentracion de radicales libres.

Estos resultados encontraron un paralelismo coeXpsrimentos en fase homogénea de Ozawa
y Hanaki [52]. Estos autores indicaron que, cuafubmon mezcladas soluciones acuosas del
complejo de etilendiamina (Cu(ll)(eh)con HO,, no se observé el espectro de ESR tipico de
complejos con cobre, y el espectro visible de Q@ (Amax 555 nm) desaparecio por
completo, hecho que indicé que el ion de Cu(ll)apagnético fue reducido a ion Cu(l),
diamagnético. De este modo, cuando incluyeron DMEO el sistema Cu(ll)(esH.0,,
obtuvieron por ESR un espectro tipico del aductdPQVDH.

En este sentido, Pecci y cols.[53] determinaroneji®O, y el Cu(ll) interactian produciendo la
liberacion de @por medio de dos procesos distintos, relacionadostestado de coordinacion
del Cu(ll).
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Sobre la base de los estudios de activacion gl@, Hara los complejos con Cu(ll) recién
mencionadose plantea una posible reaccion [42,43]:

3 H0, [ — O, + 20H + 2HO
Y dos mecanismos que justifican esta estequioméinamecanismo desfera internael cual
gueda definido de esta manera:

L-Cu(ll) + HO; —————=  L-Cu(l’OH + H

L-CU(|).02H + HO, —/—— L-CU(l) + QO + OH + H,O
L-Cu(l) + HO; —————  L-Cu(ll) + OH + OH

OH + H [ — HO
Pecci y colaboradores [53] por un lado, describbiarmn complejo transiente de CullpeH) en
equilibrio con el complejo Cu(ll)(§H)™ a traves del intercambio reversible de un electréente
a la adicién de neocuproina (NC) a la soluciérealilibrio fue desplazado hacia la formacién
del quelato estable Cu(l)(Ng) la generaciéon de £°. En nuestros estudios de ESR con DMPO,
el aducto con anion superéxido no fue detectadel enedio de reaccion, para ninguno de los
casos en que se emplearon complejos con Cu(Ifeyedites ligandos insolubles.
Por otra parte, hemos simulado espectros de medelasiuctos DMPO/OH y DMPO/OOH en
diferentes relaciones molares. Se observo quddeida entre DMPO/OOH y DMPO/OH debia
ser mayor a 0.25 para poder ser estimada por delmidn.
En cambio, la reaccion desfera interngpropuesta por Masarwa y colaboradores [54] impéca
reaccion de k-Cu(l) con HO, para producir un complejols-Cu(l)(O.H") + HsO'. Este
complejo transiente puede descomponersee@u(ll) + OH* + OH, o bien puede reaccionar
con un sustrato organico como alcoholes de cadema @tanol, 2-propanol, o 2-butanol). Cabe
acotar que no se consider¢ la liberacion derm®este mecanismo.
Sobre la base de las investigaciones de Yamamdtawanishi [55], otra explicacion para la
liberacion de @puede ser la union del,8, con dos a&tomos de Cu(ll), que origina un complejo
hidroperoxo-dicobre y la formacion de fr transferencia de dos electrones, sin produatébn
intermediario G*.

Cu(II)
L+2Cm —> L
™~ cu(I)
Cu(II) Cu(Il)....O -
L +HO, —— L | + B
T~ Cu(In T~Cu(ll)...O-H
Cu(Il)....O - Cu(I)
- -
L | — 17 + 0y + H

T~Cu(ll)..O-H T~ cu(l)

99



A su vez, fue reportado que los complejos con Cuyilleden catalizar la descomposicién de
H.0, s6lo cuando la esfera de coordinacion del metalsté saturada por ligandos [56,57] lo que
sugiere que los complejos ternarios L-Cugéroxoestan involucrados en la reaccion [58].

Una pequefia modificacion en el mecanismeesiera internague implica la formacioén de un
intermediario de Cu(l) seria [59,60]:

H0, =—= OH +H
L-Cu(ll) + O,HT =——=  L-Cu(ll)(OOH)
L-Cu(ll)(OOH) =——=  L-Cu(l)(O,H)
L-Cu()("OH) + H0, —— LCulll) + O + HO + OH™

Aunque esta alternativa no parece que describ&hdobos, ya que no se genera *OHos
ligandos pueden inducir la liberacién de Valin en ausencia de un ién metalico central (Tabla
18), pero los efectos deletéreos del*@H moléculas blanco como el Naranja de metilo (MO)
s6lo se obtuvieron cuando los complejos con Cu{lifo(ll) de polimeros funcionalizados
catalizaron la activacion de,8; [13,42] (ver Capitulo 4).

Otra alternativa es el siguiente mecanismo de i@aate esfera externaconsistente con la
estequiometria de la reaccion [61-64]:

2L-Cu(ll) +2H0, Z—= 2LCu(l) +2¢ + 4H
20" + 2H == HO: + &
2L-Cu(l) + 2HO, <—=  2L-Cu(ll) +20H +2O0H
2H +20H ——— 2HO

La produccién de Cu(l) y £ se ha considerado tanto en ausencia [65-69] conmresencia
[52,70-74] de ligandos organicos.

Ambos mecanismos, el desfera externay el de esfera internason consistentes con los
resultados experimentales del presente trabajoedes,Ten los que se prevé un valor de pH
estable, junto con la liberacién de Yde OH a través de una reaccién de tipo Fenton entre
Cu(l) y H,0,. El intermediario soluble £ esperado para el mecanismoedfera externano

fue detectado por nuestro método de ESR lo quditgresuna fuerte evidencia que sustenta el
primer tipo de mecanismo frente al segundo tipo.

Las especies intermediarias consideradas en elniseua deesfera internano han podido ser
evidenciadas por ESR en los sistemas heterogénedestudiados. Por esta razon, eDkfue
activado por Cu(ll)Poly(AA) soluble y el sistema homogéneo fue monitorepdo ESR. Los
espectros simulados en funciéon del tiempo reprasemtOH (fraccion molar 0.48) y dos
especies de radicales centradas en C, probablementenientes de una degradacion parcial de
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Poly(AA). No se observaron cambios en los desplazawseqtiimicos de las sefiales de ESR
cuando se compararon con DMPO/OH; el valor reggliél al promedio de (3508 + 1) Gauss
para todos los sistemas con Cu(ll) aqui evaluaéws.otros articulos, fueron informados
desplazamientos de 7 G entre los aductos DMPO/@H gomplejos L-Cu(ll)-radical [74].

El sistema Cu(ll)-PYR también resulté ser homogéatespueés de la adicion de®3. Pese a que
el catalizador se disolvié y su color cambi6 del azwerde, el desplazamiento quimico de la
seflal de ESR se mantuvo en 3509 G. Los espectmudasios, obtenidos en el tiempo de
reaccion, ajustaron a las especies DMPO/OH (errelaeion molar 0.90 + 0.08) y a otra especie
radical no identificada.

La presencia necesaria de cierta cantidad de @a(§ apoyar estos mecanismos fue detectada
por XPS [43]. Estas mediciones fueron realizadasuastras pretratadas con®d luego de un
periodo de contacto relativamente largo en el 38, fue consumido. En esta condicion de
agotamiento de #¥D,, la etapa mas lenta de este ciclo catalitico padigferminar la forma final
del catalizador en la muestra analizada. Segurs @sézanismos, Cu(l) requiere®} para su
conversion a Cu(ll). De acuerdo con los resultatXPS y Auger, la conversién de L-Cu(l) a
L-Cu(ll) deberia ser el paso mas lento, de modolgQe(l) se acumularia frente al consumo de
H,0,, para predominar finalmente sobre Cu(ll) en elemal analizado.

2.3.9. Conclusiones de la Seccion 2.3

En esta seccién se describieron los productos detikeacion del HO, por empleo de diferentes
sistemas, homogéneos y heterogéneos, y se plamtearbables mecanismos sobre la base de
evidencia espectroscopica, informacion de la liteeaespecializada y experimentos previos de
nuestro grupo de trabajo.

En las condiciones experimentales elegidas parasigtemas Me(ll)-polimero / 4@, nos
encontramos en una situacion de gran exceso,0g ldspecto de la cantidad de sitios de cation
metalico. La hipotesis es que si la activacion d@jHse tratara simplemente de una reaccion
guimica rédox con el ion complejado, el catién iggalo resultaria ser el reactivo limitante, por
lo que deberia existir un Unico estado de oxidapena éste en la situacion de equilibrio. Por el
contrario, la coexistencia de dos estados de oxXidapara el ion metalico, indicaria que,
efectivamente se trata de un catalizador, ya qtu&aax nivel de trazas y se recicla entre dos
estados de oxidacion. A su vez, nos permite eshoranecanismo de reaccion, a partir de los
estados de oxidacion experimentalmente determinados

En experimentos previos, la reaccion de activad@ntO, catalizada por Cu(llRoly(EGDE-
MAA-2MI) siguié una cinética de tercer orden coraunde 1.26 x 1&mol? dn? s* para una
concentracion inicial de #, 0.1 mM. Sin embargo, para altas concentracionds,@eg inicial,

se observo una pérdida del ajuste a este model@iempl2]. De esta misma forma, se puso en
contacto Cu(ll)PolfEGDE-DA) con HO, 42 mM, cuya concentracion decay0 con una
constante cinética de pseudo-primer oden.

En los sistemas evaluados (que involucran Cu(lQo@ll)), el modelo cinético de consumo de
H.O, dependid de la concentracidn inicial del perdxiiara valores de 0.1 mM, el orden cinético
coincidié con el orden de reaccion. Al comparar [JARolyEGDE-DA) con Co(ll)-
Poly(EGDE-DA), el complejo con Cu(ll) presenté un camsude HO, mas lento, pero un
mayor nivel de liberacion de radicales libres.
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Se realiz6 una comparacion entre diferentes sisterataliticos, a fin de elucidar el papel de la
naturaleza de los ligandos en la activacion g@,HSe trabajé con materiales obtenidos a partir
de la complejacion con Cu(ll) y Co(ll) de distintdpos de ligandos carboxilicos, N-
heterociclicos, y aminas, tanto monoméricos conliongacos. De acuerdo con esto, se esperaba
gue, segun el ligando interviniente en la compiéjachubiera diferencias en la eficiencia
catalitica, ya que es diferente la densidad démrcairesente en cada material y se trabajé con el
mismo peso de complejo, en todos los casos. Denemt@ra, se analizo la influencia de estos
factores por separado asi como la contribuciomu®oa factores simultdneamente.

A partir de las simulaciones, se determiné queralgumateriales poliméricos (sin ion metalico)
activaron HO,, originaron la especie OHy una cantidad minoritaria de;OPara los materiales
complejados con Cu(ll), también se detectaron todyctos ORy O,. Los estudios cinéticos de
produccion de OM demostraron diferente comportamiento en cuanta eahtidad de radical
detectado, segun el ligando involucrado en el cejopfctivador de pO,. En algunos casos se
obtuvieron ademas radicales libres centrados en C.

Para los materiales con Co(ll), la activacion d®4generé @, OH® y O,. La informacién que

se obtuvo revelé que la proporcion de las espectemvés del tiempo se mantenia relativamente
estable, con el predominio de*Q Aqui se considerdé que Ohbodria provenir de la actividad
propia de la matriz polimérica y/o de la activiasd complejo.

De los experimentos efectuados se observé queidardos involucrados en cada complejo
pueden afectar la reactividad del Co(ll) o Cu(lp Ya cantidad de producto liberado, por tres
vias posibles [50]: por disminucion delde las cuplas Cu(ll)/Cu(l) o Co(lll)/Co(ll) a expas

de la reaccion tipo Fenton; por secuestro de ldEakes OH / O, liberados a la solucién; y
actuando como ligandos inaativadores d€ ©&,°". Este Ultimo caso hace referencia a aquellos
compuestos organicos que forman complejos y mariiem adecuad&, pero inactivan los
radicales libres a medida que se van formando mtdia generacion de metabolitos inocuos.
Por otra parte, debe considerarse la importancik diensidad de sitios activos cataliticos en
cada material, lo que constituye una variable eelex en la eficiencia catalitica observada. En el
sistema Cu(I)Poly(EGDE-MAA-IM) / H,0, la produccién de OHresultd incrementada junto
con la densidad de sitios Cu(ll). Cu(Rply(EGDE-MAA), Cu(ll)-PolfEGDE-MAA-IM) y
Cu(I)-Poly(EGDE-MAA-TRZ) exhibieron valores dg entre +355 y +360 mV, pero el primero
de estos tres complejos presentaba una densidsitiadecon Cu(ll) inferior y produjo menores
cantidades de OH O..

En los sistemas evaluados, el valoEd®o resulté una variable sensible para evaludiideercia

de los catalizadores porque el rangddeara los complejos con Cu(ll) presentd una angplite
solamente 50 mV, y para los complejos con Co(l¢) iftferior a 90 mV. No obstante, el mayor
valor deE fue obtenido con Cu(lliRolyfEGDE-MAA-PYR), que resulto ser el catalizador con
Cu(ll) menos eficiente.

Cuando se emplearon ligandos monoméricos o Bi@g(AA) soluble, la densidad de sitios
cataliticos fue mayor. La eficiencia en la prodancide OH mejoré cuando estuvieron
involucrados los grupos —COO o PYR. En cambioll)22iI ejercié un efecto aparentemente
inhibitorio en comparacion con el Cu(ll,8 disuelto en agua. No se obtuvo una evidencia
concreta de que el ligando 2MI se comportara caractivante; los resultados de ESR solamente
dan indicios cuantitativos de disminucion de ladpaxion de radicales libres, y los espectros
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ajustaron al aducto DMPO/OH. El 2MI podria bloqusdios disponibles sobre la esfera de
coordinacion de Cu(ll), donde eb®, deberia establecer interaccion [50,75].

A partir de la inspeccion visual y de los espectE&R atipicos, resultd evidente que algunos
ligandos pequefios fueron méas sensibles a los efdeietéreos de los radicales libres que los
polimeros. MAA y PYR resultaron particularmenteiléd a los productos (0 a la elevada
cantidad de ellos), se convirtieron en moléculasd® de estas especies reactivas, y los espectros
ESR obtenidos fueron la resultante de la contribuae las diferentes especies radicalarias
(algunas de ellas surgieron de la accién de ldsaked oxigenados sobre moléculas de ligandos).
El conjunto de la evidencia experimental permitengear los posibles mecanismos de activacion
de HO, con cada cation. Con respecto a los mecanismastid@cion empleando complejos con
Co(ll), existen diferentes modelos reportados efitézatura en los que participa la especie
Co(lll) (detectada en estudios preliminares de XR@lemas de £ O,°, OH" y H'. La
formacién de especies intermediarias de cobaltdipizIL-Co(ll1)(OOH) con actividad catalitica
en las particulas no ha podido ser demostrada iegtiamente en esta Tesis, si bien se han
encontrado ciertos indicios de su formacion.

Para los complejos con Cu(ll), los modelos plardsadvolucran Cu(l) (identificado por XPS),
OH® y Q.. En la literatura se reportan dos grandes grugomecanismos posibles: dsfera
interna y de esfera externa Dentro del primer grupo, se planteé la formacide los
intermediarios L-Cu(Il)(OOH), L-Cu(lj*OOH) o la produccién de £a partir de un complejo
hidroperoxo-dicobre. EI mecanismo propuestoedfera externdnvolucra Q°*~ como especie
intermediaria. Los resultados obtenidos fueron isterstes con ambos grupos, sin embargo no se
encontro evidencia de las especies intermedia@hg) la formacion de Cu(l).
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CAPITULO 3

OLIGOMEROS SOLUBLES EN AGUA

En este Capitulo se presenta la sintesis de urormeterial derivado de EGDE, MAA e IM,
mediante un método novedoso que consiste en l@adecuencial de los reactivos. Cabe la
comparacion con los materiales insolubles que dream este desarrollo, cuya sintesis constaba
de un solo paso mezclando todos los reactivosueaanestrategia utilizada resulté determinante
de la solubilidad en agua del producto obtenidd,camo del tamafio y funcionalidad de las
moléculas. A continuacion se describen todas lapast de caracterizacion que permitieron
elucidar una estructura probable y las propiedatdsnuevo material, que fue denominado
oligbmeros (EGDE-IM-co-MAA). El conocimiento de estas propiedades pedmijlanificar
racionalmente las potenciales aplicaciones delymtod que se describen en el Capitulo 4.

3.1. Sintesis de material derivado de EGDE, IM y MA, soluble en agua

La sintesis del material soluble, fue realizaddares etapas a temperatura constante de 60° C.
Esta es la diferencia fundamental con la estratélgiasintesis de materiales insolubles e
hidrogeles [1].

En una primera etapa, se hizo reaccionar EGDE bbrdrante 24 horas. De este proceso,
resultd el hidrogePoly(EGDE-IM), producto de la apertura de los grupoéxeip de EGDE,
debido al caracter nucleofilico de IM [1,2].

En una segunda etapa, se adicion6 MAA y se defxi@aar durante 12 horas. La reaccion que
procedié fue la esterificacion del &cido con lospgs —OH del hidrogdPoly(EGDE-IM) y la
apertura de los anillos oxirano remanentes conriésaeion del acido, segun la evidencia
espectroscopica que se presentara en este Capitulo.

La ultima etapa, consistié en la adicion de peroxieé benzoilo [1]. Este reactivo produjo la
polimerizacion radicalaria del doble enlace vimilidel MAA. En este paso, las variables
significativas fueron: temperatura, conveccion gtickad de perdxido. Como es bien sabido, la
polimerizacion no procede si la temperatura es meeo60° C. El inicio de la reaccion de
polimerizacion radicalaria se evidencio por la a@én de una turbidez. Para ello, resultd
fundamental que el peréxido fuera agregado endaes adecuadas y que hubiera una elevada
concentracion local, para que se generaran nudkpslimerizacion; es por esto que se elimind
la agitacion luego del agregado del peroxido. Lace®n procedio hasta que todo el material
producido se separo de la solucion, transcurridehama desde el agregado.

Finalmente, se recupero el sélido al que se adiciarminima cantidad de agua necesaria para
gue se produjera, con agitacion, la solubilizacdompleta. La concentracion final alcanzada fue
de 300 mg mt'y el rendimiento de la reaccién fue del 43 %. Ejuesna 1 presenta las etapas
de la reaccion, los productos intermedios y finpledables.
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Esquema 1.Etapas de sintesis y estructura probableligémerogEGDE-IM-co-MAA)
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3.1.1. Monitoreo de la sintesis por espectroscofd-IR

Primera etapa
Las asignaciones de las bandas observadas enplestres de la Figura 1 se encuentran en la
Tabla 1. Se siguio el progreso de la reaccion pbR/AT-IR. Los cambios méas notables, se
produjeron en las sefiales a 1256 cmorrespondientes al anillo oxirano (Figura 2)yacu
disminucion evidenci6 el ataque y posterior apartgl anillo, por accion de IM. En el mismo
sentido, se observé la desaparicién de las bargtikes a 703 cih y 980 cnit. Asimismo, las
bandas caracteristicas de los enlaces C=C y C=NMdél1258, 1330, 1480 y 1530 ¢
presentaron un significativo desplazamiento, lo quielencia los cambios estructurales de la
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molécula a causa del establecimiento de una nuedacovalente, propia del polimero. La
desaparicion de las bandas correspondientes a I8blenion, situadas entre 2600 y 3120'cm
atribuidas a las vibraciones N-H implicadas en nesoH, resulté otra evidencia de que la

reaccion con los grupos epoxido se produjo.

(A)
o \A—W\/‘\mm/

(C)
(D)

(E)

(F)

I T T T T T T T T T !
1800 1600 1400 1200 1000 800
namero de onda (cm %)
Figura 1. Espectros ATR/FT-IR de IM (A) y EGDE (B) en acetdito, mezcla de reaccion de EGDE e
IM en acetonitrilo a tiempo 0 h (C) y a tiempo:124D) a 60° C. FT-IR de pastilla de oligdbmeros (EED
IM-co-MAA) (E) y esferas huecas (F).

A VALY

N\

3800 3300 2800 2300
ntmero de onda (cm™)
Figura 2. Espectros ATR/FT-IR de la mezcla de reaccion d®E®@ IM en acetonitrilo at: 0 (A) y a t:
24 h (B) a T: 60° C; IM en acetonitrilo (C).
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Segunda etapa
Los cambios que sucedieron en los espectros deFATFR fueron la aparicion de la sefial tipica
de carbonilo, a 1700 ¢ como se esperaba. También aparecié la sefial an@s®0 crit,
correspondiente al grupo —COO ', dado que la adiigdvAA se produjo en un medio basico. Y
se observé un aumento relativo en la intensidald é@nda a 1565 cin(Figura 3). Esta banda,
observada en los espectros del polielectrdbitdf EGDE-IM), se atribuye a los estiramientos
vibracionales de los dobles enlaces C=C de loduesilM polimerizados. Sin embargo, también
se adjudica a los estiramientos asimétricos dglgrCOO , en los polianfolitos [3].
La composicion elemental presentada en la Tabhai2éd una cantidad promedio de 6.0 mmol N
g'y 3.0 mmol IM ¢ en el producto final (producto a granel o produntiodo de reaccion).
Ademas, los porcentajes de otros elementos fuenosisientes con una estequiometria de 3
mmol de MAA g', 2.5 mmol de EGDE y 5 mmol de HO g*. Si bien por este método se
hallaron cantidades equimolares de MAA e IM en mdpcto a granel, este material esta
constituido por una mezcla de oligdbmeros con bleqde diferentes tamafios (como se vera
luego) y por eso fue denominadaijomeros(EGDE-IM-co-MAA)".
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numero de onda (cm™)

Figura 3. Espectros ATR/FT-IR de la mezcla de reaccion ab@e EGDE e IM en acetonitrilo a t: 24 h
(A); con MAA a t: 0 h desde la adicion de MAA (Bxgn MAA a t: 24 h desde la adicion de MAA (C);
MAA (D).

En este sentido se puede mencionar que la mezclalide mondmeros contenia una mayor
proporcion de IM y que, por otra parte, la compdsiade los diferentes lotes de sintesis del
producto a granel y de su forma &cida resultd chprible.

El Esquema 1 resume las estructuras mas probditiesidas en cada paso de sintesis y muestra
los principales grupos funcionales integradosrada

Por otra parte, el espectro FT-IR del materialatigrico soluble se compar6 con el espectro del
material insoluble obtenido a partir de los mismasidmeros en la estrategia de un Gnico paso
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(Figura 4). Los perfiles obtenidos en ambos cagesoh similares. Esto indicaria que los grupos
funcionales unidos a la red serian los mismos,pedeéientemente de la solubilidad (como se
vera a continuacion, ésta resultd dependiente dsttategia sintética).

Tabla 2. Analisis elemental para el producto a granel deldtes de sintesis de loBgémeros
(EGDE-IM-co-MAA), sus formas acidas, y la composicion mas probabigatla de estos datos
experimentales.

mmol mmol mmol EGDE  mmol

%C %H %N MAAg' IMg™ gt H.0 g*
mezcla inicial 3.3 4.1 2.5
Lote | 50.28 7.56 8.49 3.0 3.0 2.5 5
Lote | forma acida 51.43 7.71 5.31 4.3 1.9 2.5 4
Lote Il 49.64 7.49 8.2 3.2 2.93 2.5 4.5
Lote Il forma acida 50.08 7.56 5.08 4 1.81 2.5 5
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Figura 4. Espectros obtenidos por ATR/FT-IR @aly(EGDE-MAA-IM) insoluble (A) yoligébmeros
(EGDE-IM-co-MAA) solubles en agua (B). El andlisis de cada neltéue hecho antes de su contacto

con agua.

3.1.2. Discusion de la evidencia obtenida

La hipdtesis que se plantea respecto de la depeiladda la solubilidad con la estrategia de
sintesis puede resumirse de la siguiente maneranarsintesis secuencial, se favoreceria el
establecimiento de blogues de polimerizacion gselt@ en un material con regiones acidas y
otras regiones basicas separadas fisicamente istterdo en una misma molécula, permitiendo
una solvatacion mas eficiente, lo que incrementosubilidad en agua.

En el primer paso de sintesis se formo el hidrBgh EGDE-IM), previamente caracterizado en
profundidad [4]. Alli se generaron unidades de amm N-monosustituidas (IM) y NNs-
disustituidas (IM), presentando estas Ultimas una carga positivangrente. Los grupos
monosustituidos pueden ser protonados con soluiacielicas que dan lugar a residuos de IM
polimerizado protonado (IMH, cuyo grado de disociacion depende del pH deianed
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En este punto resulta provechoso realizar una c@uiga entre la sintesis ya reportada de los
polianfolitos insolubles en agua corRolyEGDE-MAA-IM) y la sintesis dd?oly(EGDE-IM)

[1]. En el primer caso, se mezclan todos los momosnen una Unica etapa inicial y se forman
pares ionicos IMAMA™ antes de que ocurra la reaccién con EGDE. Es eé®ndiciones, la
polieterificacion es mas rapida que la formacion atkictos EGDE-IM debido a la baja
concentracion de IM monomérico libre (Esquema dpa&tA) [2]. La mayor cantidad de poliéter
da lugar a la formacién de polimeros que resuliaolubles en la mayor parte de los solventes
[1,3,5]. En cambio, cuando se sintetiza el hidrdg@y(EGDE-IM), prevalece la formacién de
aductos EGDE-IM (Esquema 1 etapa A) sobre la molfetacion (Esquema 1 etapa B), que da
lugar a un polielectrolito integral altamente stdB en contacto con agua, con carga eléctrica
positiva atin a pH 11.0 debido a los residuos INMistituidos (IM) [1].

En el segundo paso de sintesis, el agregado de #MldAnezcla de reaccion constituyo una etapa
crucial para la solubilidad en agua del produatalfiEn estos experimentos se encontré que si la
incubacion a 60° C antes del agregado de peroxedbedzoilo duraba menos de 12 horas, el
producto final era insoluble en agua, pero si sdopgaba por mas de 12 horas se obtenia un
producto soluble en agua.

Luego de la adicion del mondémero de MAA, la reagaitas rapida fue la formacion de un par
i6nico entre MAA e IM (es decir, la reaccion acidase con el IM libre, o bien IM
monosustituido que forma parte @oly(EGDE-IM)), y las reacciones mas lentas fueron la
apertura de grupos epoxido remanentes para forsigre8 de MAA, en paralelo con la
esterificacion de los grupos —OH Boly(EGDE-IM) con el acido carboxilico de MAA. Aqui, la
dispersion del monomero de MAA &oly(EGDE-IM) contribuyd a favorecer la solubilidad del
producto final en agua luego de la polimerizaciénas segmentos de MAA con la adicién del
peroxido. De esta manera, la correcta funcionabrade la red polimérica con carga positiva
mediante dominios dBoly(MAA) con carga negativa dependiente del pH, ocsaolamente en

el caso de que cierta cantidad (pequefia) de moonénugr MAA esté quimicamente unida al
hidrogel (esterificados). De no ser asi, el cardosoluble dePoly(EGDE-IM) prevaleceria aln
cuando existan mondémeros de MAA libres en la medelaeaccion en el periodo inferior a 12
horas.

3.2. Caracterizacion por NMR

Con la finalidad de analizar las caracteristichsieturales del material y determinar la existencia
de diferencias con los polianfolitos insolublestefizados con la técnica de Unico paso, se
efectuaron estudios de NMR en sélidos y en solucion

Primero, con el objeto de purificar y analizar d#ferentes fracciones de producto que surgieron
del proceso sintético, el material fue precipitdésde una solucidon acuosa con acetonitrilo o con
metanol. La fraccion precipitada con acetonitrile fedisuelta en J® y estudiada también por
NMR en solucion (la fraccion precipitada con metaesulto insoluble). En los espectros de CP-
MAS de los oligdmeros solubles se observo una poparion de las sefales de C del grupo
carboxilico y el éster en 183.8 ppm (Figura 5)yen de las dos sefiales bien resueltas a 180.0 y
185.0 ppm erPoly(EGDE-MAA-IM) insoluble (Figura 6). Esto indica ques entornos de esos
atomos de C fueron modificados por esta nueva rokigid de sintesis.

112



CO-,H

8 8 > 1 z

(1
(D)
(C)
(B)

3 5
» ; 8 49 6

(A)

I ! I i I ! I ' I ! I i I ! I ' I ! I i 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
u./PPm

i (n

7
ﬁs ] 6
44.0 43.5 43.0 4
12 MJI—H 5
A ‘ | N

rr 1 1+ 1.+ 1.1 1T 1T ° T 7

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O
3u/PPM

Figura 5. Espectros’®C CP-MAS para el granel deligémeros (EGDE-IMco-MAA) (A); material

precipitado con acetonitrilo (B) o con metanol &)artir de una solucién acuosa de oligémeros;mahte

de esferas huecas (D).(Espectros’C-NMR para el granel deligémeros(EGDE-IM-co-MAA) en D,O

(A) y el material precipitado con acetonitrilo artpade una solucion acuosa de oligébmeros y luego

disuelto en RO (B) (I ). Las sefiales de acetonitrilo residual fueronciadias con asteriscos.
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Figura 6. Espectros™C CP-MAS paraPoly(EGDE-IM-MAA) insoluble (A), granel deoligdmeros
(EGDE-IM-co-MAA) (B) y oligdmeros (EGDE-IM-co-MAA) precipitados en acetonitrilo (C) o en
metanol (D) a partir de una solucién acuosa.
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Figura 7. EspectrosH-NMR para el granel deligémeros(EGDE-IM-co-MAA) en D,O (A) y
para el material precipitado con acetonitrilo aipae una solucion acuosa y luego redisuelto en
D,O (B). Los restos de acetonitrilo se indican con@NA

El sélido obtenido de metanol (espectro C en laif@id.l) presentd una disminucion importante
en las sefales provenientes de los segmentos IBQH: en tanto que las regiones de MAA
polimerizado practicamente no presentaron camisiose(compara con el producto crudo o con
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el sdélido precipitado a partir de acetonitrilo)gestros A y B en Figura 5.1). Esto explicaria la
insolubilidad del sdlido precipitado con metandtitauible a una mayor proporcion de segmentos
de Poly(MAA). Estas evidencias indican que en la sintelt material soluble se habrian
generado por lo menos dos poblaciones: una rid4deh polimerizados, insoluble en agua luego
de su precipitacion con metanol (méas hidrofébica)tna, con un menor contenido de MAA
polimerizados, mas hidrofilica (precipité con acetidlo, menos polar que el metanol, pero se
redisolvié en agua).

El producto crudo de oligébmeros y la fraccion pgeéeda con acetonitrilo fueron disueltos en
D,0 y estudiados por NMR en soluciéon. El espeti®NMR en solucién del producto crudo
presentd un mayor nimero de sefiales de resonasrcesmondientes az@ de IM y de G del
EGDE en la unién con IM, en comparacion con el espedel material precipitado con
acetonitrilo. También se resolvieron las sefale€dg C,, confirmando la presencia de ésteres
de MAA, ademéas de —COOH (Figura 5.11). Paralelamemt'H-NMR se observaron diferencias
entre materiales en la region alrededor de (7 p@), indicando que existen al menos dos
dominios diferentes en términos de estructura gqurfrigura 7). Ademas fue posible estimar la
composicion monomérica IM : EGDE : MAA del producimido en 1.1 : 1.0 : 1.2 y del material
precipitado con acetonitrilo en 1 : 1 : 2. Con gstaidencias, el contenido relativo de MAA
polimerizado fue mayor en el segundo caso (peerionfal contenido de MAA del precipitado
con metanol). También se encontr6 que los mondmegp®gnentes sin polimerizar en el
producto crudo (luego de eliminar el exceso deesuly de reaccion) fue inferior al 0.05%
(asterisco en Figura 7).

3.3. Caracterizacién por electroforesis capilar

El comportamiento en solucién acuosa de oligobmgues presentan grupos acidos y basicos es
determinado por interacciones coulombimétricaseeggpecies anidnicas y catidnicas localizadas
en diferentes unidades monomeéricas. La electrafocapilar zonal (CZE) permite caracterizar la
densidad de carga de polimeros solubles aun sadbgle polimerizacion y su hidrofobicidad
afectan de alguna manera su comportamiento elecétafo [6,7].

Se tomaron muestras de las soluciones acuosas atetiah crudo denominadoligdmeros
(EGDE-IM-co-MAA), y se dializaron usando membranas de celutmsaun cut-off de 12 kDa
para eliminar residuos de solvente y eventualmaéat@onomeros. Estas muestras dializadas y el
material crudo sin purificar fueron analizadas @&E con polaridad normal a valores de pH
comprendidos entre 4.0 y 9.0.

Se observo la presencia de al menos tres bandaspates por delante de DMF (marcador de
flujo electroosmoético: EOF), que fueron resueltgdHa7.0. (Figura 8). La banda atribuida a las
especies con mayor densidad de carga positivabadetante de DMF a todos los valores de pH
probados.

A valores de pH comprendidos entre 4.0 y 6.0, semd una banda ancharanenores dé& de
DMF, lo que indica una dificultad en la separacitinlas especies positivas de polianfolito de
distinta relaciorcarga / radio Ademas, etr del marcador de EOF, se vio notoriamente afectado
por la muestra, y aumentd con el numero de carrillate efecto es una fuerte evidencia de la
interaccion del material con carga positiva contuddo capilar cargado negativamente, que
propendio6 a disminuir el EOF, debido a la neutealian de cargas [6].

115



*
j\J\pH:g 0 2 4 6 8 10 12

|
15 20 25 30
Tiempo (min)

o -
(¢)]
—
o

Figura 8. CZE deoligdmeros(EGDE-IM-co-MAA) solubles en solucién de fosfato 0.05 M a difetes
valores de pHL pico de DMF (marcador neutro agregado). InsertoE @ pH 7.0 de la muestra de
oligbmeros no dializada (A) y dializada durantei@sdB). La solucién no dializada fue diluida 12
mL (la concentracion final a pH 6.0 o superior, fiZemg mLY), y la solucién dializada fue diluida 1 en 2
mL.

Una buena resolucion de las tres bandas se coagiqui 7.0. Otras dos bandas se neutralizaron
a un pH cercano a 8.0, y corrieron junto con elcador neutro de EOF a pH 9.0. Si se considera
gue en el material crudo existen cantidades eqam@slde MAA y de IM mono y disustituido
(segun’H-NMR), una posible explicacién para la carga netsitiva en una poblacién de
oligdmeros aun a pH 9.0 consiste en la existeneiaigitas moléculas con grandes bloques de
Poly(EGDE-IM) unidos covalentemente a bloques mas pempiede Poly(MAA), con
preponderancia de sitios positivos permanented)(IM

Cuando la muestra se corri6 en modo reverso a PHn®. se detectd ningun pico a 214 nm
durante los 30 minutos de observacién. Ademéas séizanun estandar de 35 mg fhide
poliacrilato de sodioRoly(A )) en polaridad normal, y se obtuvo una bandga peguefa con un

tr superior al del DMF. El bajo coeficiente de exibmcde Poly(A ) (y eventualmente del
polimetacrilato,Poly(MA ")) explicaria la ausencia de bandas con caega negativa a pH
alcalino en los electroferogramas de la muestigrables para fracciones oligoméricas con un
importante exceso de bloquesREY(MAA) en su estructura.
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Cuando se corrio la muestra sin dializar junto apatrén del mondmero IM, se observo un
pequefio pico a 3.5 minutos, correspondiente aldsteo compuesto, pero en una proporcion
insignificante respecto del producto de sintess$o Ehdica que el exceso de IM libre permanecio
en el solvente de reaccién y fue descartado con él.

En general, las bandas obtenidas fueron anchassemaron “tailing”, hecho que denota
interaccion del producto con la pared del capilarheterogeneidad en la composicion quimica.
Para confirmar si los resultados se debian a lanclitn de una mezcla de compuestos de
distintos pesos moleculares, se realiz6 la didisisnuestras empleando membrana de didlisis de
12 kDa de cut-off y se hicieron corridas de aliesaxtraidas a distintos tiempos. Se observaron
perfiles similares cuando una muestra no dialiZagégacomparada con una dializada y con la
solucion externa a la membrana de didlisis lueg@4ldoras de purificacion. Estos resultados
evidenciaron que el peso promedio de las moléaidstizadas estaba por debajo de los 12 kDa,
y permitieron confirmar que el producto crudo eatabnstituido por una mezcla de oligdbmeros.
La banda mas positiva continu6 observandose eoll&ién dializada aun luego de dos dias de
comenzado el proceso de didlisis, con cambios érges del agua destilada externa, en tanto que
las restantes se diluyeron (Figura 8 inserto yrai@).

| >
*

0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Figura 9. CZE deoligébmeros(EGDE-IM-co-MAA) solubles, en solucién de fosfato 0.05 M a pd.5
* pico de DMF (marcador neutro agregado). Oligérearo dializados (A), medio externo de la dialiss d
oligébmeros luego de 24 h (B), oligdmeros dializadarante 2 dias, con cambio de la solucién externa

(©).

Al comparar la intensidad relativa de las bandascyrales de CZE en las muestras dializadas y
sin dializar se observaron diferencias cuantitatigatre ellas. La sefial correspondiente a las
fracciones poliméricas con mayor densidad de cpogdiva, se mantuvo intensa; mientras que
las otras bandas, menos positivas, disminuyerantensidad. De acuerdo con los resultados, se
concluye que las especies de menor solubilidad,cgstlizaron luego de largos periodos de
didlisis, fueron las que presentaron menor densiéazhrga eléctrica. Una razén probable de esta

modificacion en la solubilidad puede estar relaa@tancon la capacidad de estas macromoléculas
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de formar macroagregados (como se vera luego) rageso que aparenta ser reversible. Es
posible que por dialisis se lograra revertir estee@so, se liberaran las especies menos solubles
gue se encontraban en el interior de los macroadosgsolubles, y se provocara su precipitacion
en el medio. Mas exactamente, durante la dialisisolsservd cémo la solucién se tornd
opalescente, seguida de la insolubilizacién defrawxion del polimero en forma de precipitado
dentro de la bolsa de dialisis. Los cristales @icidbs obtenidos por secado de esta fraccion
insoluble fueron analizados por FT-IR. Los perfitieslos espectros, tanto de la fraccion soluble
como de la cristalizada, fueron similares en nimidandas y esta situacion se mantuvo a
diferentes valores de pH.

3.4. Propiedades &cido-base

Con el fin de estudiar las propiedades acido-batendterial soluble, se procedi6 de manera
analoga a lo realizado con el material insolubentuestra fue puesta en contacto con un exceso
de solucion valorante de NaOH. En esta condicibmagerial crudo fue considerado como una
base oligoméricadlig) constituida por dos tipos de grupos funcionaleggmables (-COO vy
residuos IM monosustituidos), y fue titulada coma splucion valorante de HCI.

En los distintos lotes titulados, cuando el pH @dealo en la titulacion fue cercano a 6.0,
comenzd a observarse el enturbiamiento de la €wlugi la formacion de agregados en
suspension, frente a la adicion de HCI.

La curva de titulacion (Figura 10) exhibid sélo gnstos de inflexion, lo que sugirié que solo
era posible determinar un comportamiento acido-lpgsmedio del material. Se utilizaron los
volumenes de solucién valorante de HCI para elut@lde densidad de sitios protonables, que
resulté ser 3.6 mmolg(D.E.: 0.3), significativamente mayor que par&aso de los hidrogeles
insolubles, como se vio en el Capitulo 2.
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Figura 10. Curva de titulacién de la forma basica dediigémeros(EGDE-IM-co-MAA).
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Para explorar la tendencia al intercambio de pestpee obtuvieron los parametros empiricos a
partir de los datos experimentales. Es posiblengtafina reaccion de disociacion 4cida para la
unidad oligomérica protonad®lfgH"), donde K es la constante de disociacion acida aparente,
afectada por el grado de disociacion acida. Lacftacmolar de la especie protonadiigH™ (o)
puede ser calculada con la Ecuacion 1:

- - +
[Cl ]+[0CH 1 —[H307] o

Total

Dondea; es la fraccion molar de la forma oligomérica bag@lig), [CI7] es la concentracion de
solucién estandar de HCI agregada después de tealimacion del exceso de NaOfH '] y
[OH] son las concentraciones de protdn y oxhidrilo atagounto de la titulacion, yra es la
concentracion total de residuos protonables erulestma.
El pKa se vio afectado como consecuencia de las intenaegielectrostaticas entre los grupos
cargados vecinos. La dependencia deh mén a; se describe en la ecuacion de Henderson-
Hasselbalch modificada:

0.’0=1_a1=

aq
T )
El pKa puede ser calculado a partir de la ecuacion deléisan — Hasselbalch tradicional para
cada valor de pH, y esta relacionado con un vadiqular dea; en la titulacion. Del grafico de
las dos variables, se obtuvieron elgdKcorrespondiente a;: 0.5) y el parametrm de los
oligbmeros, estimados en 6.92 (E.E.: 0.01) y 198 .( 0.01), respectivamente (Figura 11).
Se analizé la evolucion del pkcon la variacion de (Figura 11.B y C). Aa, inferior a 0.25,
correspondiente a un pH inferior a 6.0, elapide de 6.5 y no se vio afectado por el grado de
disociaciéon. Luego, cuandg fue superior a 0.25, el valor de @lse incrementd con; hasta
disociacion completa de’Hel pKa adquirié un valor puntual de 6.9 0.50, coincidente con el
pKa del monémero IMA. En esta region se observo el efecto de cargesiess vecinas: cargas
negativas de —COQ , y cargas positivas de/INVH". El efecto de interaccién con el vecino
cercano, reflejado en el pardmeirdfue levemente mayor en magnitud que en los politws
insolubles [5,8]. A valores de pH superiores a €0produjo un incremento del valor degoK
debido a la influencia de los residuos basicosed&rno que desfavorecieron la disociacion del
H*.
Si bien el valor de p& obtenido fue cercano al pkle IMH', los grupos que intercambiarori H
serian mayoritariamente —COOH (porque, como se eriola Seccion 3.3, en el bloque
Poly(EGDE-IM) existiria una proporcion alta de IMy es sabido que el @del residuo MAA
aumenta en un entorno polimérico hidrofobico [4h B Seccion 3.6 se demostrara que se
produjeron macroagregados de oligdmeros en solupamlo tanto es factible que se generaran
regiones donde la carga de los residuos —COO tasabmpensada por la de los residuos IM
En ese entorno se veria desfavorecida la libera@oH a partir de —-COOH. Ademas, existe la
posibilidad de que el pH de este entorno en etiorteel macroagregado soluble fuera diferente
del pH de la solucion externa como consecuenciandedisminucion de la constante dieléctrica
por condensacion de los iones de carga opuestatfagrarte, se ha reportado en la literatura que
el pKa dePoly(MAA) varia entre 6.0 y 7.0 en funcion de valoresad Esto se asemeja al perfil
determinado para los oligdmeros, en el que el ralegoka vario desde 6.4 hasta 8.1 [4].

pKa = pK? + (n— 1) x log
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Figura 11. Representacion de pKcalculado a partir de la ecuacién de Hendersorséfiaalch vs. el
término log relacionado con el grado de disociacion acidaodetoductos (A); pKvs. pH (B); pka vs.
grado de disociacion acida) (C).

En este punto es posible realizar una comparaadnnectitulacion dd?oly(EGDE-IM) [1]. Para

el polielectrolito, el pla resulté igual a 6.5 a valores de pH en los queatkrial se encontraba
completamente protonado. Luego elgp&umento6 hasta 7.7 para una fracciéon molar derfago
protonada igual o menor a 0.3, y permaneci6 cotestapH mayores [1]. Aqui se percibe una
diferencia sustancial entre el comportamiento dediigomeros (EGDE-IM-co-MAA) vy el
polielectrolito PolyEGDE-IM): los rangos de valores dg en los que pK no resulté afectado
por el grado de disociacion &cida fueronw@abajo en los oligbmeros, y a; alto en el
polielectrolito. Y esta estabilidad de alse relaciond con la region de pH en la que existig
menor carga eléctrica en la molécula observada.

Los resultados de andlisis elemental, electroferespilar y NMR de las muestras al@yomeros
(EGDE-IM-co-MAA), aportaron informacion adicional sobre losigos ionizables. Como ya fue
mencionado, por analisis elemental se determineamtidades equimolares de grupos MAA e
IM en el material crudo (3 mmol'y de cada uno). La integracion de las sefialeHeMR
arroj6 una composicion monomérica IM : EGDE : MAA d.1 : 1.0 : 1.2. Sin embargo, el
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namero de sitios protonables detectados por titula@&cido-base, resultdé menor (3.6 mmoles de
sitios titulables totales. Esto implica que algunos grupos no pudieronds¢ectados por el
método potenciométrico. En este sentido, es impt@teecordar que los residuos IM podrian
encontrarse monosustituidos y por lo tanto, com@n un grupo protonable (IMY o
disustituidos, con una carga positiva permaneri®)(l Esta carga permanente ()Mpuede
establecer uniones con OEbmo contraidn, al comienzo de la titulacién akggr un exceso de
OH". Sin embargo, la neutralizacién del O¢bntraion no puede distinguirse por potenciometria
del OH libre agregado en exceso, por lo tanto estosssitié" no se incluyeron en la
cuantificacion por titulacion. Por otro lado, loemdmeros de MAA pueden estar polimerizados,
con los grupos —COOH disponibles como intercambigide H, o, por el contrario, parte de
ellos pueden estar esterificados, como se confironé°’C-NMR (Figura 5.11).

Considerando que las cantidades de MAA e IM totalaered polimérica del material crudo
determinadas por analisis elemental fueron equi@®laina posible explicacion al hecho de la
permanencia de la carga positiva a pH 9.0 en afgunaléculas podria ser a causa de la
formacion de grupos éster por reaccion de MAA carpgs epédxido de EGDE. Esto llevaria a
gue en realidad, los grupos —COOH intercambiaddesprotén ya no fueran equivalentes en
namero a los grupos con carga positiva y que happor lo tanto, un exceso de carga positiva.
Es decir, la esterificacion de MAA sumado a la &xisia de residuos IMresulta en que la
densidad de sitios titulables sea inferior a laresia por andlisis elemental y NMR.

3.5. Caracterizacion _por_mediciones de potencial e (), de viscosidad y estudios de
solubilidad

Aunque los experimentos de CZE no pusieron en auidda existencia de estructuras con carga
neta negativa, la presencia de cantidades equiesotkr grupos acidos y basicos en el producto a
granel sumada a la evidencia espectroscopica dpiddodePoly(MAA), permitiria suponer la
existencia de un punto isoeléctrid&R) para la mezcla oligomérica. La Figura 12 presérga
datos de potencial zetd)(en funcion de pH, a partir de los que se estimdEP) de 5.7 para el
material crudo.

Los espectrog€ obtenidos a pH cercano a 6.0 exhibieron dos sef@aespondientes a una
poblacion positiva y a una negativa. Por otra pdote espectros obtenidos a valores de pH por
debajo dellEP presentaron varias bandas anchas al mismo tienmgosq producia una
separacion de fase; aquellos obtenidos a pH su@@ilieP presentaron una banda predominante
con carga neta negativa y una pequefia banda neutra.

El perfil de viscosidad en funcién de pH entre ¥.02.0 siguié la misma tendencia qde con
una marcada disminucion cerca de pH 6.0 debidgeelgpitacion de una fraccion oligomérica.
Sin embargo, a pH 12.0 se observd una disminuciéeperada de la viscosidad. Este hecho
experimental, podria explicarse a partir de un ¢ancbnformacional del material cuando se
encuentra en un medio de fuerza idnica elevadaohatacion resulté mas baja, lo que derivé en
un colapso en la estructura, que se comprimiriamiduiria la viscosidad de la solucién.

Aunque fue posible detectar UBP mediante las mediciones depara el producto a granel, su
solubilidad en funcion del pH resultd un nuevo amlide que el material era una mezcla
heterogénea de oligdmeros con una relacion varetite grupos acidos y béasicos.
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Lowe y McCormick explicaron que los polianfolitostadisticos tienden a ser solubles a un pH
alrededor delEP, en tanto que los polianfolitos en bloque tiendeser solubles a valores de pH
superiores o inferiores d#EP pero precipitan alrededor del pH critico [9].
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Figura 12. Valores de{ o potencial zeta 4§ y viscosidad ¢) en funcion del pH para lasligdbmeros
(EGDE-IM-co-MAA). La concentracion de oligoémeros fue de 15mig* para las mediciones dey 200
mg ¢ para las mediciones de viscosidad.

En cambio, looligobmeros(EGDE-IM-co-MAA) resultaron totalmente solubles solamente a pH
superior a ®, se formo una suspension estable cuando el piielveea valores entre.@dy 60, y
se obtuvo un material tipo latex a pH inferior.@.4
Se hicieron estudios de solubilidad con la finalidde determinar las caracteristicas y
propiedades de las distintas fracciones presentes moducto a granel. Se trabajé con distintos
solventes, por modificacion de la acidez del medjmor variacion de la naturaleza del cation
precipitante.
Algunas fracciones del material precipitaron a ipage su soluciébn acuosa bajo ciertas
condiciones experimentales tales como simple dituacton agua destilada, en mezcla con
metanol o acetonitrilo, mezcla con soluciones deerdbs cationes (Fe(ll), Fe(lll), Al(l),
Cu(ll)), mezcla con HCI diluido y como consecuendi@ una didlisis prolongada en agua
destilada (Figura 13).
En los FT-IR de los distintos precipitados obterjdse observaron cambios cualitativos:
desaparicion de la banda a 1510’cem el espectro del material precipitado con adteiiono
metanol y en el espectro del material cristalizaoiodialisis (Figura 14).
Se observé un desplazamiento de la banda desdeal$302 crit cuando se usé Fe(ll) como
agente de precipitacion. Esta sefial se atribugs ambdos vibracionales de los enlaces C=N de
las unidades de IM cuando se produce la protonad&tos N piridinicos, ya que la banda
permanecio tanto en los espectros del materialomatdmo en los de su forma acida (Figura
14).En este caso, el desplazamiento podia sercaitholi de interaccion entre el heterociclo y el
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Fe(ll). Es conveniente remarcar que los estudioNBMHR arrojaron una conservacion de la
aromaticidad que, en este contexto, implica la emasion de la estructura de IM luego de
formada la red polimérica. Ademas, el desplazamidrtla sefial de 1560 &nmacia 1590 ci,
posiblemente se deba a una interaccion del caban-€00  y/o los restos IM polimerizados.
Las bandas de estos compuestos fueron mucho naefissasty mucho mejor resueltas que las
obtenidas para el material liofilizado o bien pardorma acida del polimero, como se espera de
una reaccion de coordinacion.

Figura 13. Imagenes deligdmeros(EGDE-IM-co-MAA): antes de la disolucion en agua (I); disuekos
agua (Il); agregados con solucién de HCI (lll);ezg@dos con solucion de FeS©Y/).

Se hicieron estudios de FT-IR del producto de agiéa Al(lll)-(EGDE-IM-co-MAA) a
diferentes concentraciones de AINBO:),, y se observaron cambios espectrales evidentes a
concentraciones de sal superiores & WD (Figura 15). En esos casos, los espectros atugni
fueron la resultante de la adicion de las sefiada dal a las bandas de los oligdmeros, con una
mejora en la intensidad y resolucién de las sefi@lesio control, se demostré que el anién’SO
a partir de sales de Na K" no indujo precipitacién de fracciones oligoméricas
Se observé una banda a 1640'cen el espectro de la fraccién precipitada conomiteilo,
metanol, HCI, o cristalizada por didlisis. Esta dmmodria surgir ya sea de la flexién de los
enlaces H-O-H de las moléculas de agua o de IggogrG=0 internos que forman puentes de H.
Esta ultima posibilidad podria tener lugar en reg®donde las unidades MAA estan unidas
(regiones dePoly(MAA)). De hecho, los precipitados a partir de melao acetonitrilo
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presentaron un desplazamiento de la banda de C=0Xecnt a 1695 cri, caracteristico de
los enlaces de H internos o dimeros ciclicos coPAMi& cadenas cercanas (Figura 14) [10].
Asimismo, la banda de C=0 fue significativamenteoseintensa en los precipitados a partir de

acetonitrilo.
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Figura 14. Espectros FT-IR deoligbmeros(EGDE-IM-co-MAA) antes de su disolucion en agua (A);
oligbmeros agregados por adicién de acetonitriloa/Bnetanol (C); oligémeros agregados en solucén d
FeSQ 0.02 M (D); oligbmeros agregados en solucion dé (Y oligémeros liofilizados (F); oligdmeros
cristalizados por dialisis (G).

Tomando en cuenta todos estos resultados expedlegnes posible realizar un resumen y
elaborar una serie de conclusiones. Las fraccigmesipitadas por adicion de acetonitrilo o
metanol, presentaron un contenido elevado de uesddd MAA, mas alto en el caso del sélido
precipitado a partir de metanol. Este residuo MAnta estar involucrado en la esterificacion
con residuos EGDE y/o unido por polimerizacion catfiria a través de los grupos vinilo. Estas
fracciones podrian tener, ademas, un menor comtetgdresiduos IM polimerizados, dado que
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las sefiales a 832 &ny 1510 crit del heterociclo unido a EGDE dejaron de detectarssu
espectro (Figura 14), evidencia que se correspoaddos resultados de CP-MAS. Asi es que
estas estructuras con mayor proporcion de resto# Maélimerizados deberian tener mayor
densidad de carga neta negativa en un amplio rdegpH (si es que la esterificacion no
predomina en la red), y efectivamente fueron datiest por mediciones dea pH superiores al

IEP (aunque no se detectaron por CZE).
~—~ Y

1,900 1,400 900 400
numero de onda (cm)

Figura 15. Espectros FT-IR denligdmeros(EGDE-IM-co-MAA) liofilizados (A); oligdmeros agregados
con AINH,(SQy), 10° M (B), 10° M (C) y 10" M (D); AINH4(SO,), (E).

En este contexto cabe mencionar que la fracciGgowiérica cristalizada por dialisis podria
también tener un bajo contenido de residuos IMnpatizados, respaldado por la pérdida de las
sefiales a 832 ¢y 1510 cnit, correspondientes al heterociclo polimerizado.

No se observé una separacion de fases en medimalodademas, a pH 9.0 el @Kdel granel de
oligbmeros(EGDE-IM-co-MAA) fue cercano a 8.0 y el grado de disociaciéida () fue 0.92,

lo que indica que la cantidad de residuos Mpblimerizados seria baja. Asi, para aquella
poblacion de oligobmeros que alcanzo la neutralal@dd 9.0, las cargas negativas de los grupos
—COO™ estarian compensadas mayoritariamente por résgluos IM permanentes.
Sorprendentemente, estas moléculas neutras perigr@mesolubles en solucion acuosa a pH 9.0.
Cuando el producto a granel fue disuelto en agstlalda, el pH vario entre 6.2 y 6.5 entre lotes
de sintesis. En este rango de pH, el producto mi@s®rga neta negativa con un pequefio (en
magnitud) valor d€ pero suficiente como para asegurar la estabiligad solucion.

A un pH inferior a 6.0, una fraccion del material separé de la solucion, en tanto que otras
fracciones permanecieron solubles. Fue posibleathatiformacion adicional en el andlisis
elemental presentado en la Tabla 2 para el prodaiagoanel (liofilizado) y su forma acida
obtenida por precipitacion con HCI: las fracciode&las exhibieron mayor proporcion de MAA
y menor cantidad de residuos IM polimerizados eeda

Para comprender todos estos resultados, deberi@neglerar oligdmeros constituidos por dos

bloques como estructura probable, donde el tamafiosdbloques podria ser diferente en cada
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molécula. Es decir, podria suponerse una distidinuestadistica del tamafio de cada bloque en
las moléculas de oligobmeros. Este modelo en blagpréa valido para la mayoria de las
fracciones, excepto para aquella detectada conteangor CZE a pH 9.0. En este ultimo caso, su
solubilidad podria explicarse de dos maneras difese a) es un oligdbmero constituido por dos
bloques que en solucion esta formando parte dééodale macroagregados; b) que se trata de un
oligébmero con propiedad de anfolito que presentadistribucion estadistica de los mondémeros
en su trama, y por ello es soluble al pH @ [9]. Considerando ademas, que el voltaje usado
en CZE podria producir la disrupcion de los maaregados solubles, la opcién b) para la
estructura de la fraccion neutra a pH 9.0 pareceprabable.

Como es bien sabido, pueden existir soluciones ligdneeros con un nivel bajo de
entrecruzamiento con una estabilidad prolongadafoema de soluciones acuosas de baja
viscosidad o dispersiones, en tanto que, un caodipH a la proximidad déEP produce la
coacervacion iénica, (con la consiguiente pérdielaaubilidad) [9]. Sin embargo, aunque no se
observo precipitacion del material en medio al@glsi ocurrié a pH inferior a 6.0. Para explicar
este comportamiento, la estructura del compuesten@mo debe ser tal que las cadenas de
Poly(MAA) deben estar unidas covalentemente a las esddaPoly(EGDE-IM) por medio de
los grupos éster establecidos entre —COOHPd(MAA) y grupos funcionales de EGDE
(Esquema 1).

Por una parte, es un hecho probado que los blatpiBsly(EGDE-IM) fueron formados en el
primer paso de sintesis [4]. Con respecto a laglues MAA, una cierta proporcion de estas
unidades podria estar involucrada en la formacrgmipos éster, segun la evidencia'ie
NMR.

Por otra parte, el p&estimado para el producto a granel fue cercanb a pH acido, ademas

fue 0.22 a pH 6.0 y 0.14 a pH 5.7 (Figura 11 B yl@Que indica que la mayoria de los grupos
—COOH de MAA estaria presente en la forma neut@hgblemente formando parte de puentes
de H internos [10]. Esta conformacién particularregiones de bloques acidos relativamente
grandes afectaria significativamente la solubilidaduna fraccién de la muestra de oligobmeros
con exceso de grupos MAA (aun con la inclusion ake dargas positivas de IMHe IMY),
posiblemente formando regiones donde la hidrodifidi estaria sustancialmente disminuida. En
coincidencia con esta hipotesis, se ha reportado lgs interacciones fuertes entre grupos
carboxilo en cadenas poliméricas causan la formadé peliculas interfasiales gruesas en
emulsiones de tipo aceite-agua a valores bajo$id&@. Esto se evidencié también en la forma
acida del material obtenida por precipitacion, poedominio de residuos MAA polimerizados y
baja proporcion de IM polimerizado.

La estructura planteada de oligobmeros en diblogquebkes en agua es consistente con la
estrategia aplicada para la sintesis, en la quesidciona con EGDE en una primera instancia
formando bloques de los aductos EGDE-IM, seguidalpadicion de MAA (en la cual se
produce la formacion de algunos grupos éster) yratamiento final con peréxido de benzoilo
para polimerizar los grupos vinilicos del MAA (lbry esterificado). Esta estructura seria
configuracional y tridimensionalmente diferente lds polianfolitos estadisticos insolubles
obtenidos mediante una estrategia de sintesis esolanpaso, pero con la conservacion de los
grupos funcionales. En los polianfolitos insolublés polieterificacion prevaleceria sobre la
formacion de aductos de tipo EGDE-IM.
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Concluyendo la discusién, es posible afirmar que dderentes poblaciones de oligobmeros
exhibieron diferencias en la longitud/tamafo deadaldque constitutivo, pero aun asi fue posible
determinar urlEP para el granel de sintesis. Ademas, el sélidopgeeipitdo a un pH inferior a
4.0 presentd un exceso de residuos MAA polimerigagn tanto que por CZE se detectaron
moléculas neutras a un pH superior a 6.0 que petieen en solucion.

3.6. Determinacion de peso molecular de ladigémeros(EGDE-IM- co-MAA)

A partir de la didlisis se obtuvo informacién pnelnar respecto del peso molecular del producto
a granel: las membranas de cut-off 12 kDa resuiltpesmeables a todas las fracciones.

Los ensayos de cromatografia de exclusion por tanf8&C) fueron realizados en solucién
acuosa de acuerdo con protocolos de separaciowol@dafplitos derivados de MAA y grupos
amino [11]. Se detectaron bandas de alrededor Ge-380 kg mol (sobre la base de un
estandar de pululanos), cuando se inyectd en tnssuna solucién acuosa 10 mg e
producto a pH 8.5. Estas bandas fueron detectadde<elotes sintéticos diferentes (Figura 16 y
Tabla 3). Las mismas bandas fueron observadas gugiones de material previamente
precipitado en acetonitrilo o en metanol.

Estos resultados constituyen una evidencia a fdeda formacion de macroagregados solubles
de las moléculas oligoméricas. Los nimatesagregacion detectados resultaron (n): 2, 2§, 35
60, cuando se tomé como referencia la banda de mp=s® molecular (15.0 kg mdl Este
hecho es consistente con que los polianfolitoslequle forman micelas en un amplio rango de
valores de pH, a ambos lados dEP [12,13]. Asimismo, se observé que el tamafio de los
macroagregados aumento en forma proporcionalraptede preparacion de la solucion.

Durante la dialisis, se podria producir la ruptw@ los macroagregados solubles como
consecuencia de la diluciéon, lo que habria permitad difusion de las moléculas individuales
hacia el medio externo de la bolsa de dialisis.

La estabilidad de estos macroagregados tambiérigpudrse afectada en los experimentos de
CZE, donde las muestras fueron analizadas empleandodiferencia de potencial de 5 kV
(contra 16 V en las mediciones €le Han sido reportadas evidencias de que bajdllzeimcia de
campos eléctricos fuertes los polimeros funciomdtiz cambian su estructura espacial a una
configuracion totalmente extendida y sélo una pégueaccion de la muestra permanece con su
estructura organizada [14]. Este hecho tambiénigakplicar el comportamiento particular de
estas muestras a un pH superionEP, donde se observd la movilidad positiva en algunas
fracciones por CZE. Seran necesarios estudios epngpitarios para una mayor comprension de
este fendbmeno.

Se obtuvo informacion adicional de peso moleculgradir de la espectrometria de masas
(MALDI-TOF) (Figura 17), realizada con la finalidade obtener informacion estructural
confirmatoria 0 complementaria a la obtenida potoahgs espectroscopicos.

Asi fueron detectados oligébmeros de bajo peso mla@econ un rango de masas de entre 300 y
900. Fueron particularmente abundantes los picosnte 483, 551 y 607. Las estructuras
propuestas compatibles con estos valores de m/z@wistentes con el mecanismo de sintesis
planteado que involucra reacciones de esterificadé monomeros de MAA con EGDE
mediante la apertura de los anillos oxirano, oréiscion del MAA por reaccion con los grupos
—OH del EGDE formados luego de la apertura delaapdr reaccién con IM.
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Figura 16. Cromatogramas dexclusion molecular de dos lotes sintéticoligémeros(EGDE-IM-co-

MAA) 10 mg mL* (linea roja) usando fase mévil Il (MPII buffer TRD.050 M, pH 8.50, KCI 0.10 M):
lote 1 (A); lote Il (B); solucion deoligomeros (EGDE-IM-co-MAA) previamente precipitados con

acetonitrilo, lote | (C). Los picos denominados PP8 corresponden a estandares de masa molar de

pululanos (linea negra).
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Figura 17. Espectros MALDI-TOF deligémeros(EGDE-IM-co-MAA) en matriz CHCA (linea negra) y
matriz CHCA (linea roja) (A); y espectros MALDI-TQfe oligdmeros(EGDE-IM-co-MAA) en matriz
nHo (linea negra) y matriz nHo (linea roja) (B).
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Las estructuras probables para las m/z mas abesison:

O
(@)
D\/O\AO/\(\DNFP |>\/ \/\O DNH"

OH = )
Chemical Formula: C15H,3N,05
Chemical Formula: C1;H1gN,O4* Exact Mass: 311.2

Exact Mass: 243.1 Observed m/z: 310.0
Observed m/z: 242.5

= OH

\\/N N/% \/‘\/
NH*
00 =/
Chemical Formula: CygH,7N,O5* I (@]
Exact Mass: 379.2 . . "
Observed m/z: 379.7 Chemical Formula: CygH37,0g

Exact Mass: 415.2
Observed m/z: 415.6

T

OH H*
)H(O\JVO\AOA(\ == O ¢} o H* 0
N
—N O\)\/O
(0] OH NF \/\O/ﬁ/\o
Chemical Formula: CygH33N,Og* O O o]
Exact Mass: 415.2
Observed m/z: 415.6 Chemical Formula: Co4H35010"

Exact Mass: 483.2
Observed m/z: 483.5

O, OH | Ht
oH H* HO CHs
o\/‘\/o =\ °
v\o N/\\
=N °
o e}
o .
R O Chemical Formula: CysH39015*
emical Formula: Cp3H3sN20g Exact Mass: 519.2

Exact Mass: 483.2 )
Observed m/z: 483.5 Observed m/z: 519.4

OH  H*
)H(O\)\/O /W/\ )Y
(0]
Chemical Formula: Cp4H43013" o/ﬁ/\OH
Exact Mass: 539.3

Observed m/z: 539.5 OH

Chemical Formula: Cy7H3gN,01¢*
Exact Mass: 551.3
Observed m/z: 551.5

JYW e
X
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()j/ij H* o)
O\/I\/O
)H( ~ N O/Y\ OMOH
o) o) (0] o)
Chemical Formula: CogHs7015*

Exact Mass: 575.3
Observed m/z: 575.5

X .
s
\)\/OV\

0~ o :
)ﬁl/o\/&/o\/\o
© 0

Chemical Formula: CpgHs;045" o/\<|
Exact Mass: 595.3 o

Observed m/z: 595.6

O.
OH H*
O\/I\/O /=N OH
)H]/ \/\O/w/\N
o) —

o OH

(o)

Chemical Formula: Cy7H47N,043* \/\O/ﬁ/\OH
Exact Mass: 607.3 OH

Observed m/z: 607.6

0] (6] H* 0]
ot o
)H( \/\OMO
0] OJ\'io
Chemical Formula: C3;Hs;N>O1,"

Exact Mass: 643.3
Observed m/z: 643.6

OIO (o]
O\)\/O
)\H/ \/\O/WAO)J\(
O.
Chemical Formula: Cg;HssN,Oq5* \/\OA(\

Exact Mass: 663.4 OH
Observed m/z: 663.8

NH*

)—\
N
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X

o0~ S0 H* 0
OJ\/O\/\O/\K\O/U\(
o) b oH
\)\/O\/\O

Chemical Formula: Cg,H5016" /\hOH

© © Exact Mass: 699.4 OH
Observed m/z: 699.6

+

OH H OH
Jﬁ]/o\)\/o\/\o/ﬁﬂo
© o\ji/o oH
Chemical Formula: C35Hg3015" \/\O/\(\O\)\/O\/\o/\/\OH
OH

Exact Mass: 735.4 OH
Observed m/z: 735.8

El pico mas abundante correspondio a una relaciarbfi, consistente con una estructura de par
ionico, formada en el segundo paso luego del ageeda MAA (Figura 17). Podemos concluir
gue una fraccion de este compuesto intermediarioesaltd atacada por los radicales libres
generados en el tercer paso y permanecio en ldarszeceaccion como un producto secundario.

Tabla 3. Masas moleculares para picos que eluyen de lamoals SEC. La fase mévil | (MPI)
fue buffer TRIS 0.050 M, pH 8.50, KCI 1.00 M; lsstamavil Il (MPII) fue buffer TRIS 0.050

M, pH 8.50, KCI 0.10 M.

Muestra Pico Masa molar (kg mot’)
MPI MPII
Lote | 1 344 337
Lote Il 1 739 716
2 414 432
3 28.3 n.d.
4 15.0 n.d.
Lote | tratado
con acetonitrilo 1 339 311
Lote | tratado L 13 -
con metanol

n.d.: no detectado n.m.: no medido

La estructura de m/z 735 confirmé la existenciaeties menos hidrofilicas debido a cierto grado
de polieterificacion que ocurrié cuando la concaritm del mondémero IM decrecié en la
reaccion. Los espectros de FT-IR y NMR evidenciapo@Poly(EGDE-IM) unido aPoly(MAA)
constituye la mayor proporcion de los productosrebecion en el material crudo. Si bien el
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método MALDI-TOF no permiti6 detectar oligdbmeros deayor tamafio con blogues de
Poly(EGDE-IM) unidos covalentementePoly(MAA), la existencia probada de aductos de tipo
EGDE-IM permitiria explicar todas las propiedadesdatiptas en este Capitulo [1]. Es necesario
considerar que en el primer paso de sintesis seafBoly(EGDE-IM), que los aductos EGDE-
IM fueron detectados por nuestro grupo en trabpjesedentes usando el método ESI-MS [1]
(aunque no fueron detectados por MALDI-TOF), y dae fracciones con carga neta positiva
fueron detectadas mediante CZE.

3.7. Conclusiones del Capitulo 3

La evidencia experimental sustenté la formaciénotigdmeros con una estructura quimica
probable basada en copolimerizacion en bloque.

La adicion secuencial de los reactivos y la incidragor mas de 12 horas, previas a la
polimerizacion radicalaria resulté determinanteaplar condicién de solubilidad en agua de la
mezcla de oligobmeros basada en EGDE, IM y MAA. iithpr paso de la reaccion produjo un gel
de Poly(EGDE-IM) en el cual la disustitucion de IM genedrgas positivas permanentes sobre
la molécula (IM). Luego, se agregd MAA a la mezcla que formo padaicos con los sitios
basicos y reacciono lentamente con otros grupasdoales de la red, con una baja cantidad de
grupos éster. Finalmente, la polimerizacion a sadé los grupos vinilo de MAA establecio
bloques dePoly(MAA), que pueden adquirir carga negativa en funcidel pH, y que
permanecieron unidosRoly(EGDE-IM) por medio de estos grupos éster.

La unién covalente de bloques polianiénicos aldgePoly(EGDE-IM) mediante uniones éster
resultd fundamental para incrementar la solubilidacagua del producto final. La formacién de
grupos éster requirié la incubacion Bely(EGDE-IM) con MAA a 60° C por mas de 12 horas.
El método de FT-IR permiti6 monitorear las reace®uimicas durante la sintesis. El espectro
FT-IR del producto final presento indicios de qa@éturaleza de los grupos funcionales en estos
materiales solubles en agua era la misma queltzssdesolubles.

La caracterizacion por NMR del producto a granelotiggmeros(EGDE-IM-co-MAA) y de
fracciones precipitadas con solventes organicosbiExkefiales dé°C e’H consistentes con la
union covalente de los monomeros IM a la molécuta EGDE. Ademas, se verifico la
conservacion de la aromaticidad de los heterociglts apertura de los anillos oxiranos. Los
entornos quimicos de los grupos —COOH en los olegos solubles en agua, fueron distintos
que en el caso de los materiales no solubles. taai@ion de ésteres entre MAA y EGDE fue
confirmada por®*C-NMR, y a su vez evidenciada por MALDI-TOF, jurtton la existencia de
Poly(MAA) y Poly(EGDE).

Es importante tener presente que la existenciagdePoly(EGDE-IM) ha sido demostrada
anteriormente [1,5]. La prevalencia en la formacidel aducto EGDE-IM por sobre la
polieterificacion ha sido estudiada en esa ocagion ESI-MS, y han sido identificados
oligdmeros de 500 Da en una fraccién particulautdel en agua.

El incremento de la solubilidad en agua a valoeepld superiores dEP puede estar relacionado
con la formacién de bloques Bely(MAA), en asociacion con bajo grado de polieteaion, la
existencia de cargas positivas permanentes ennodigis que posean una elevada relacion de
Poly(EGDE-IM) / Poly(MAA), y/o la posibilidad de formacion de macroagmdos altamente
solvatados.
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Estos oligdbmeros solubles interactuaron con un @rde cationes y como consecuencia se
formaron precipitados (agregados tipo latex). Laursdeza de la interaccion podria estar
relacionada con las cualidades intrinsecas debrcatia precipitacion por Fe(ll)/Fe(lll),
procederia a través del establecimiento de commmett coordinacion. Cuando los grupos
—COO™ fueron neutralizados por &lvalores de pH inferiores l@P, la formacion de puentes de
H internos entre —COOH explicaria la disminucion ldesolvatacion de las cadenas en los
bloques largos deoly(MAA) unidos a bloque®oly(EGDE-IM) mas pequefios, lo que dio como
resultado una masa de material agregado tipo latex.

El producto a granel presento lEP de 5.7 determinado por mediciones fleLas propiedades
descriptas en este capitulo pueden ser explicanlalap asimetrias en tamafio/longitud de sus
bloques constitutivos para cada poblaciéon de olafonpresente. Es decir, la naturaleza del
material crudo resulté claramente heterogéneajuropbsible determinar la existencia de una
Unica entidad, ya que se trataria de una mezclpotkaciones de moléculas constituidas
esencialmente por dos tipos de bloque con difesdotegitudes de cadena, siempre inferior a 12
kDa.

Del conjunto de las evidencias, se concluye qudrkaiones que pudieron ser ionizadas y
detectadas con el método MALDI-TOF correspondieesencialmente a intermediarios de
reaccion que no han participado en el Ultimo paso pdlimerizacion radicalaria, pero
permanecieron en el producto a granel. Si biemolg®meros de mas de 700 Da no fueron
observados por MALDI-TOF, probablemente por suwcdlfad para ser ionizados y desprendidos
de las matrices usadas, la sumatoria de los expeto®s efectuados constituye prueba suficiente
para demostrar su existencia.

La técnica de CZE permitié poner de manifiestotaiporcentaje de disustitucion de residuos IM
(IM™) que generaron moléculas con carga neta positig@imanente) a pH 9.0. Por otra parte,
las mediciones dé dieron indicios de que a pH alcalino existen fiages con carga neta
negativa, no detectadas por CZE. Toda esta evaelnuestra la obtenciéon de una mezcla de
oligbmeros, con carga neta positiva o negativagaensidad es dependiente del pH).

Las fracciones neutras detectadas a pH superiorQOae® los experimentos de CZE
permanecerian en solucion posiblemente como parteatroagregados solubles en agua, o bien
porque se trata de oligbmeros con distribucion déstiga de grupos funcionales [9]. La
formacion de estos macroagregados de oligdmerdsbles en agua, cuyo tamafo se vio
incrementado con la edad de la solucion, fue cwmafita por SEC y por experimentos de
medicion de tamafio de particula por dispersioradez. Estos macroagregados solubles podrian
experimentar disrupcion por efecto de la diluciérizebolsa de didlisis, con el pasaje de algunas
moléculas al medio externo y la cristalizacion deen el medio interno. También podrian
desagregarse bajo el campo eléctrico usado enxfmrimentos de CZE, lo que permitiria la
observacion de las moléculas constitutivas.

La aplicabilidad de estos materiales en la formradé capsulas huecas y de agregados con
colorantes, resultd un ultimo indicio a favor dekiencion de oligdmeros funcionalizados, como
se vera en el Capitulo 4 [15]. En vista de la wdidad de los materiales obtenidos y de su
aplicabilidad en diferentes areas, en el afilo 20&3pfesentada la solicitud de patente de esta
estrategia novedosa de sintesis [16].
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CAPITULO 4

ESTUDIOS DE APLICABILIDAD DE LOS MATERIALES
DESARROLLADOS

En este Capitulo se exploran potenciales aplicasiode los materiales desarrollados,
seleccionadas sobre la base de sus propiedades fysquimicas. Los polimeros resultaron aptos
para la adsorcion o captacion de iones disuelttsddea su elevada funcionalizacion, y se
explord este aspecto particular con compuestos lmgde pueden encontrarse en efluentes de la
industria textil. Asimismo, los complejos con cags de elementos de transicion resultaron
excelentes catalizadores de la activacion g@,Hin agente oxidante de bajo impacto ambiental
gue puede utilizarse en procesos de decoloraci@stds efluentes.

Las macromoléculas solubles en agua pudieron samdiadas en combinacion con Fe(ll) /
acido citrico para dar lugar a esferas huecas qdeigm emplearse en formulaciones para la
liberacion controlada de farmacos.

Y el complejo peroxidasa — polianfolito pudo secarporado en un sistema de andlisis por
inyeccion en flujo para la deteccion directa oliedia de sustratos de la enzima.

A continuaciéon se detallan los resultados obtenglosada caso y se discuten los potenciales
ambitos de aplicacion.

4.1. Decoloraciéon de Naranja de metilo (MO)

Los colorantes sintéticos con uniones azo congtitlgl mayor grupo de colorantes industriales
producidos anualmente y son resistentes a la degitaden condiciones anaerdbicas.

En trabajos precedentes se describié la captac@&ncaimpuestos organicos (modelo de
contaminantes de cuerpos de agua) sobre los niesanaolubles sintetizados por nuestro grupo,
asi como su degradacion mediante oxidacion [1].

Considerando las caracteristicas de los complepms @o(Il) y Cu(ll), desarrolladas en los
Capitulos precedentes se decidido evaluar el desempe Co(ll)Pol(EGDE-MAA-2MI),
Co(IN)-Poly(EGDE-DA) y Cu(l)Poly(EGDE-DA) como catalizadores de la activacion ¢OH
para la oxidacion radicalaria de Naranja de MetM®), colorante azo-anidnico usado como
compuesto modelo.

En los sistemas heterogéneos, la decoloracion ldeisoes de MO ocurre por dos fenbmenos
paralelos: captacion del colorante sobre el matgaaticulado y degradacion oxidativa por
especies reactivas del oxigeno [1].

Se espera que el proceso de degradacion oxida#aaas lento que el de captacion, porque en
este Ultimo so6lo esta involucrado un fendomeno aesporte de masas y la formacion de enlaces
no covalentes. En cambio, la degradacion oxidativalucra el transporte de masa delO4 al
catalizador insoluble, la formacién de radicaldses sobre la superficie de la particula, el
transporte de masa de los productos radicalariog led seno de la solucion y la reaccion
guimica de oxidacion del colorante en solucionpamalelo con la eventual aparicion de especies
intermediarias con actividad catalitica en losithctivos de las particulas. En este Gltimo caso,
las moléculas de MO deberian ser transportadaswgpkxficie de las particulas para ser oxidadas
por las especies intermediarias.
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Los objetivos del trabajo abarcaron el estudioadeficiencia del fendmeno de decoloracién asi
como también el estudio de los fendmenos inheresitggoceso. En primer lugar, se quiso
verificar la actividad oxidante de,8, activado por los complejos estudiados. Luego beedd

la elucidacién de detalles del proceso tales comera efectivamente una reaccion en fase
heterogénea. Asimismo, si, al ser un catalizadomcc tal, deberia mantener su actividad
catalitica luego de varios ciclos de catélisis.

En los estudios preliminares realizados empleandwmptejos de Co(lPol(EGDE-MAA-2MI),

se observé una captacién muy notoria del coloraobee las particulas del catalizador, motivo
por el que se utilizaron soluciones de MO en9@ 0.1 M para minimizar esta interaccion. En
este caso, se establecié una competencia entresaspeacies idnicas por los sitios de unién del
polimero, que resultdé en una menor captacion deraimte. Para preparar el medio de reaccion
se seleccion6 SO, se descartaron nitratos, cloruros (produgeenchingde radicales libres) y
fosfatos (favorecen la desorcién del Co(ll) porglee parte de la catélisis ocurre en medio
homogéneo). Esta estrategia también fue ensayaddgsacomplejos dBoly(EGDE-DA), pero

el uso del catalizador en presencia de ioneg $orecié su desintegracion.

En una primera aproximacion, se verificé la dismido de la concentracion de MO en la
solucion por simple captacién por el material patddo, en tanto que para el estudio de
decoloraciéon que involucra captacion y degradacgentrabajo en presencia deQd Para
demostrar que el material actuaba como catalizadbrproceso de activacion de,®4, se
realizaron varios ciclos de reaccion recuperandeusilizando la misma muestra del sdlido, tal
como se describe en el Capitulo 6.

Por ultimo, se realizaron experimentos con la iitel de elucidar detalles relativos al
mecanismo de degradacion oxidativa del MO: el eoladmatriz sélida, la posible participacion
de los centros metalicos como especies intermadian la reaccion de oxidacién, como un
posible centro peroxo-metélico.

Los estudios cinéticos de decoloracion de MO eeraia y en presencia de®b exhibieron un
decaimiento exponencial y fueron ajustados al nwo€eelpirico de pseudo-primer orden.

[MO], = [MO] iy, x€& " + [MO] oy x & ™" + MO, "

Los pardmetros se distribuyen en tres términos dliacion, dos de los cuales corresponden a
un proceso diferente de decoloracion y el tercercefiere al MO que permanece en solucion.
Asi, [MO] captes la cantidad total de MO por litro de solucioe geria removida por captacion; y
[MO] ¢eg €5 la cantidad total de MO por litro de soluci@re geria removida por degradacion en
presencia de ¥D,. [MO] . representa el MO libre que permanece en soludibdegradarse; o
bien se descompone a una velocidad muy baja, yaggueralmente se observa remocion
completa luego de 24 horas de reaccion en presdadi#0,. A cada proceso se le asigno una
constante de pseudo-primer ordkn (

Comentario Se observo que los valores de los parametrosisakdos con el proceso de
captacion presentaban una diferencia entre replicasuperior a la de los pardmetros
relacionados con el proceso de degradacion. Estdepdeberse a la dependencia de la captacion
con la conveccion en el sistema heterogéneo, Idifiei reproducir de manera exacta entre
experimentos. Se constatd que los valorekgeno diferian significativamente entre replicados.

capt
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Por esta razon en las Figuras de este Capituleesergan los resultados experimentales de uno
de los replicados de cada experimento.

4.1.1. Complejo dePoly(EGDE-MAA-2MI) con Co(ll)

4.1.1.1. Estudios cinéticos

En la Tabla 1.A y B se exhiben los parametros eston para Co(llRoly(EGDE-MAA-2MI).

La Tabla 2.A y B corresponde a Co(Rply(EGDE-DA) y la Tabla 3.A y B corresponde a
Cu(ll)-Poly(EGDE-DA).

En ausencia de 4@,, MO fue captado por Co(IPoly(EGDE-MAA-2MI) a partir de la solucion
41 + 1uM, y la cantidad unida dependié de la composiciémaedio. En agua destilada, el 52 %
de MO fue removido en menos de una hora. El restacptado mas lentamente por la matriz.
Por otra parte, el N8O, disuelto, ejercié una clara inhibicion de la captaael MO sobre las
particulas, ya que sélo el 6.3 % de la cantidaciahdel MO resulté removido de la solucion
(Figura 1).

L

[MO]{uM)

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (min)

Figura 1: Perfil de concentracién de MO debido a la captasigbre Co(Il)Poly(EGDE-MAA-2MI): en
NaSQO, 0.1 M (#) y en agua destilada), El experimento fue llevado a cabo en ausencid.@g, usando
0.1000 g de Co(llRolEGDE-MAA-2MI) en 100 mL de solucién de MO 41 M.

En presencia de 4@,, se asigné el proceso de captacion a aquél térdara ecuacion empirica
gue presento el valor mas alto kledebido a que es considerado el proceso mas répatda
1.B).

En un estudio comparativo, se procedid a oxidar &hQun sistema homogéneo constituido por
Co(ll) 0.35 mM y HO, 63 mM. En este medio se oxidd menos del 2 % deraate en 1 hora
de reaccion, indicativo de que la cantidad de edégclibres generados por las especies de Co(ll)
solubles en su interaccion cop®4 fue despreciable.
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Tabla 1.A. ParAmetros y errores estandar estimados paranasias en la concentracion de MO
debidos a la captacion sobre particulas de CBAIKEGDE-MAA-2MI), a partir del modelo
empirico presentado en la Ecuacion 1. La captafii@énensayada en dos medios diferentes
(N&S0O, 0.1 M y agua destilada), usando 0.1000 g de sélidd00 mL de solucion de MO 41 +
1puM.

Captaciéon de MO en 0.1M NaSO, Captaciéon de MO en agua
[MO] capt (1M) 2.51+0.1 [MO] capt1 (M) 22.59 : 0.3€
Keapt (mMin™) 0.246 +0.02 Keapt1 (Min™) 0.1011 + 0.003
[MO] .. (uM) 37.19+0.0 [MO] capt2 (UM) 20.80 + 0.3

Keapt2 (Min™) 0.0007 + 0.00C
R? 0.954¢ R? 0.998:

Tabla 1B. Parametros y errores estandar estimados paranasi@s en la concentracion de MO
debidos a los fenbmenos conjuntos de captaciore qudnticulas de Co(llpoly(EGDE-MAA-
2MI) y degradacion, a partir del modelo empiricegantado en la Ecuacion 1. La captacion fue
ensayada en dos medios diferentes, @02 0.1 M y agua destilada), usando 0.1000 g de sdlido
en 100 mL de solucion de MO 41 M y H,0O, 63 mM. El catalizador fue evaluado en su
primer ciclo de uso, y en un segundo ciclo conigrescarga de Co(ll).

Decoloracion de  Decoloraciéon de MO Decoloracion de MO

MO en agua en NS0, 0.1M en NSO, 0.1M

Condicion primer ciclo primer ciclo catalitico segundo ciclo
catalitico catalitico;
Co(ll) recargado

[MO] capt (uM) 9.09 + 0.56 1.96 £0.14 55+3.9
Keapt (mMin™) 0.343 £ 0.047 0.558 +0.079 0.036 £ 0.018
[MO] geg (LM) 21.96 £ 0.51 29.09 £ 0.20 19.3+£2.9
Kdeg (Min™) 0.0174 +£0.0014 0.0092 + 0.0010 0.0075 + 0.0024
[MO] & (uM) 9.33+£0.63 9.50 +0.22 13.7+1.4
R? 0.9990 0.9991 0.9862

Para Co(ll)PolyEGDE-MAA-2MI) en presencia de &, y N&SO;, 0.1 M, puede observarse
gue sélo un 4.8 % de MO fue captado sobre el eatir, y 71.7 % fue degradado por accion de
los radicales. Ademas, la cantidad de MO captagl@ducana a la estimada en ausenciaxi®.H
Por otra parte, solamente el 54.4 % de MO fue diegi@ en agua destilada, pero la constante
cinética fue 1.89 veces mayor quédda, estimada en medio salino (Figura 2).

Considerando ambas vias de decoloracion (captgaitegradacion), cerca del 70 % de MO fue
removido de agua destilada en 120 minutos. Sin egoban NaS0O, 0.1 M el mismo porcentaje
de decoloracion requirié 260 minutos.
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Figura 2. Perfil de concentracién ddO en el sistema heterogéneo, consistente en 0.4@R0Co(ll)-
Poly(EGDE-MAA-2MI) en 100 mL de MO 41 + &M y H,O, 63 mM. Los medios de reaccion fueron:
NaSQO, 0.1 M (#) y agua destiladaaj. El catalizador fue recargado con Co(ll) despiedgprimer ciclo de
reaccion, y el experimento fue repetido en3@ 0.1 M (). El sistema homogéneo también fue probado
con MO 41uM, Co(ll) 0.35 mM, HO, 63 mM y NaSQ, 0.1 M (*).

4.1.1.2. Estudios de estabilidad quimica del MQadppor las particulas de catalizador

Aqui es necesario mencionar que el MO adherides pdaticulas de Co(llroly(EGDE-MAA-
2MI) continu6 observandose aun después de la decidm completa de la solucion de MO en
contacto con kD,. Entonces, se llevaron a cabo experimentos coontolel fin de medir la
estabilidad quimica del colorante captado por tatiqulas.

En el primer experimento control, el MO fue adheradparticulas de Co(IRoly(EGDE-MAA-
2MI). En paralelo, una solucion de®} fue puesta en contacto con otras particulas sétidas
Co(I)-Poly(EGDE-MAA-2MI) durante 10 minutos, con el fin detigar el H,O, y producir la
maxima concentracion de radicales libres. LuegoCe(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI) con el
colorante adherido fue puesto en contacto con lizcism de HO, activada previamente. Se
observé una decoloracion parcial de las partiadilaante los primeros 60 minutos de contacto y
la completa ausencia de MO adherido, después dea8.h

Cuando el experimento control fue repetido sinaslgpprevio de activacion de®}, es decir, la
activacion del HO, se produjo por el material con el colorante adiwerel color de MO sobre el
material se conservo durante los primeros 60 miytero fue completamente decolorado luego
de 12 horas de contacto. Esto demuestra que, ésmdente, el colorante inmovilizado fue
también susceptible de la degradacion oxidatival saterial pudo producir la activacion del
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H,0O,, aun con el colorante adherido. Sin embargo, M8eadherido afectd en cierta medida la
cinética de activacion de,B..

4.1.1.3. Efecto de las proporciones catalizddmiucion de MO

El efecto de la cantidad de catalizador sobre lacidad de decoloracién también fue estudiado.
Cuando se modificd el volumen de solucién respédetla masa de catalizador de 1 a 2.5 en agua
destilada, se registré un incremento del 33.4%aenahtidad de MO degradado por litro de
solucion, y una disminucion del 85.6 % en kg, comparando con los parametros
correspondientes en una relacion igual a 1 (Figwy&abla 2).
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Figura 3. Perfil de concentracion de MO en presencia dellcBAly(EGDE-MAA-2MI) / H,O, 63 mM
en agua destilada con una relaciérvdieimen de soluciéfL) a masa decatalizador(g) de 2.5 A) y 1

(m).

Ademas, cuando se probd una concentracion inigidh, inferior a la que se utilizd en los
primeros ensayos, se vio particularmente afectadeahtidad de MO adherido por litro de
solucion, y disminuyo légeg COMO se esperaba.

Con respecto a los productos de degradacion de biéhidlos, en el espectro UV-visible de los
extractos tratados se encontraron bandas de afsceac400 nm aun cuando la solucion se
observé completamente decolorada (Figura 4). Et@dnsistente con la presencia de productos
aromaéticos, lo que demuestra que no fue consegu@anineralizacion completa [2-4].
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Tabla 2. Parametros y errores estandar estimados para logi@am®en la concentracién de M
debidos a captacion y degradacion por el sistertexdggnecCo(ll)-Poly(EGDE-MAA-2MI) /
H,O, en agua destilada, a partir ;nodelo empirico presentado en la Ecuaci. La reaccion
fue probada usando dos diferentes concentracion®alés de LO, ([H20;]o) y dos diferentes
relaciones deolumen de solucic (L) / masa de catalizaddg).

volumen / masa 1 2.5 1 2.5

[H202lo  (MmM) 63 63 42 42

[MO] capt (uM) 9.09 + 0.5 11.53+0.57 21.69 +0.5 20.20 + 0.46

Keapt (Min'™) 0.343 +0.04 0.0834 0.0905 +0.002 0.0676
+0.0095 +0.0033

[MO] geg (M) 21.96 +0.5 29.30+0.52 18.08 0.2 22.70 £ 0.45

Kdeg (Min™) (17.4+1.4) x 1 (2.5#0.2)x 10 (11.0+0.9)x1r* (0.8+0.2)x 10’

[MO] & (uM) 9.33 +0.6: - 2.95 + 0.4 -

R? 0.9990 0.9920 0.999¢ 0.9964

0.9 -
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Figura 4. Espectros UVwisible de la reaccién de MO M con el sistemiCo(ll)-Poly(EGDE-MAA.-
2MI) / H,O, 63 mM en NgSC, 0.1 M a diferentes tiempos de contacto: 0 (A)h (B).
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4.1.1.4. Estudio de los mecanismos probables dedagjon de MO

Los siguientes experimentos se planificaron comprepodsito de poner en evidencia el/los
mecanismo/s de degradacion de MO, el papel de taznsaélida y la potencial participacion de
especies intermediarias de cobalto en la reacciitativa de MO.

Dicho en otros términos, se quiso establecer skidacion de MO ocurria solamente en medio
homogéneo y era debida a la accion de los raditbtes producidos por la activacion de(d,

o si ademas el ¥, generaba cambios en la superficie del materialstoamandola en una
superficie catalitica que actla directamente slalsrenoléculas de MO.

Tabla 3: Protocolo de trabajo para evidenciar producteogermediarios

Material Reaccion® Sobrenadante Sélido Reaccién con  Sistema final®
solucién de MO
Co(I)-Poly(EGDE- 4 - v 41 uv Solido activad
MAA-2MI)
Co(ll)-Poly(EGDE- v v - 41 uM luego de la Sobrenadant
MAA-2MI) mezcla, al inicio  gctivado
del experimento
Me(Il)-Poly(EGDE- v - v 41 vV Sélido activad
DA)
Me(Il)-Poly(EGDE- v v - 41 uM luego de la Sobrenadant
DA) mezcla, al inicio  gctivado

del experimento

#Reaccién durante 10 minutos cop4, seguido de filtracion
P Se evalud cada fendmeno aislado, asi como lailoocitin de la sumatoria de ambos fenémenos.

El protocolo resumido en la Tabla 3, puede ex@eale la siguiente manera. En primer lugar, se
hizo reaccionar Co(llRoly(EGDE-MAA-2MI) con una solucion de 4@, durante 10 minutos
(en ese periodo se produce la mayor concentraedgadicales libres), luego de los cuales se lo
separd de la solucion por filtracion. El precipdgatlamado aqui “sélido activado”, se puso en
contacto con una solucién de MO 41 uM y se monit@edecaimiento de la absorbancia a 464
nm. Por otro lado, se tomé el sobrenadante y secltmeon una solucidon de MO, en una
concentracion resultante inicial de 41 pM. Esta aleezser4d denominada “sobrenadante
activado”.

Se graficé la concentracion de MO en funcién deimpo para la reaccion con el sistema
completo, el control de captacion de MO y un cigferativo obtenido con el “sobrenadante
activado”. Asimismo, se graficé la contribucién #Enomenos independientes (control de
captacion y reaccion con el “sobrenadante actiactmho la suma de ambos comportamientos y
se compard con el perfil obtenido para la reacd®decoloracion completa (Figura 5).
Analizando el comportamiento del “sobrenadantevadt” (Figura 5) se observo que la
concentracion del colorante exhibié una fase lagldeminutos, seguida de un decaimiento
exponencial de pseudo-primer orden con kpgde (8.9 + 0.2) x 18 min. Estos parametros
coincidieron con los determinados previamente ghraistema completo Co(IBoly(EGDE-
MAA-2MI)/ H ;0, 63 mM, es decikgegde (9.2 + 1.0) x 1® min™ (Tabla 1.B). En esta solucion
denominada “sobrenadante activada’degradacion de MO puede ser atribuida exc@nsénte a la
accion oxidativa de los radicales libres deDFpreviamente activaddJn experimento control llevado
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a cabo con MO y kD, en ausencia del catalizador, no exhibié ningunbiaran la absorbancia
de la solucion de MO (Figura 5).
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Figura 5. Perfil de concentracién de MO en 8@, 0.1 M bajo diferentes condiciones experimentales:
con HO, 63 mM (*); con Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI) (A); con Co(ll)Poly(EGDE-MAA-2MI) /
H,O, 63 mM ¢); con el “sobrenadante activado” usando el sist€udl)-Poly(EGDE-MAA-2MI) /
H,0, 63 mM (tiempo de contacto con el catalizador: 10 minufes)la suma de los efectos individuales
de la captacién de MO y de la degradacion poradrenadante activado” (+).

Por otra parte, cuando fueron combinados los st independientes obtenidos a partir de la
captacion de MO sobre el catalizador, con los tadas de la degradacion de MO por accién de
los radicales libres en el “sobrenadante activadbperfil resultante coincidié claramente con la
decoloracion de MO realizada con el sistema heésreg completo ((+) y#§, respectivamente
en Figura 5).

En una segunda aproximacion, se buscdé poner erereid la formacion de especies
intermediarias de Co(ll) y estudiar su rol en lgrddacion de MO. En esta ocasion, las particulas
sélidas de Co(IlPoly(EGDE-MAA-2MI) fueron activadas con J@, para luego ser puestas en
contacto con una solucion de MO. El perfil resultade la concentracion de MO resulto
consistente con un proceso de decoloracion poaci@pt sobre el sdlido.

Luego, la activacion del solido con®} fue repetida dos veces mas, y el “solido activede”
puesto en contacto con la misma solucion de MOuissgde cada ciclo de activacion, que resulto
en una pequefia disminucién de la concentracion @ectvindo se alcanzo el equilibrio. En este
caso, el MO adherido en el primer contacto paradesber sido degradado durante el segundo
ciclo de activacion, con la subsecuente regenerat@dlgunos sitios de unién. Si alguna especie
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intermediaria del Co(ll) se formé durante la aatiéa del catalizador, no se encontrd suficiente
evidencia sobre su actividad catalitica directéaategradacion oxidativa de MO (Figura 6).

Sobre la base de esta evidencia experimental, seluge que el mecanismo principal de
degradacién de MO involucraria la accion oxidatledos radicales libres presentes en el seno de
la solucion. La contribucion directa en la oxidacide MO, de una hipotética especie
intermediaria peroxo-cobalto en las particulascdghlizador, seria minima. EI MO unido a las
particulas de catalizador no seria degradado gaitims cataliticos; en lugar de ello el colorante
sufriria el atague oxidativo de,© presente en la solucion, y seria decolorado cancimética
mas lenta que la correspondiente a la degradaeidmotéculas disueltas.
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Figura 6. Perfil de concentracion de MO en presencia delleBAlY(EGDE-MAA-2MI) activado y en
ausencia de #D,: primer @), segundo A) y tercer @) ciclo de contacto con soluciéon de MO en3{@,
0.1 M. La captacion de MO sobre Co(@plyEGDE-MAA-2MI) no activado en ausencia deCH
también es presentada (O).

4.1.1.5. Reciclado del catalizador y estabilidanhmca

Se recuperd el complejo Co(Pely(EGDE-MAA-2MI) para su reutilizacion en tres ciclos
operativos de 30 minutos cada uno, con el prop@steonfirmar que este material no es un
reactivo oxidante, y para demostrar la actividadliteca del solido.

Durante el primer ciclo operativo de 30 minutosN#®SO, 0.1M se produjo la captacion en
simultaneo con la degradacién de moléculas de M®Olgpque se esperaba que en los dos ciclos
sucesivos s0lo tuviera lugar el proceso de degi@aaEn el tercer ciclo, solo el 27 % de MO fue
degradado, y lagegresultd ser el 82 % del valor obtenido en el prioieio operativo (Figura?).
Sobre la base de estos resultados, se consideta gaelida de eficiencia en los ciclos sucesivos
podria deberse a una pérdida de iones Co(ll). élrase determiné mediante espectroscopia de
fluorescencia atomica, el Co(ll) remanente en sotupara tres ciclos operativos de catélisis. La
méxima capacidad de carga del polianfolito paiareCo(ll) fue determinada en 26 + 3 mg g
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Figura 7. Perfil de concentracion ddO en presencia de Co(IPely(EGDE-MAA-2MI) / H,O, 63 mM
en NaSQ, 0.1M: primer ciclo operativo de catdlisi § tercer ciclo operativo de catdlisig.(Control de
captacion de MO en ausencia dgokl(~); reaccion de MO y HD, en presencia de Co(ll), en sistema
homogéneo (*).

En nuestro sistema, se encontrd una liberaciorBdeugd de Co(ll) en 10.0 mL de reaccion una
vez alcanzado el equilibrio luego del primer ciofmerativo, lo que represento el 34.0 % del total
de Co(ll) en el sistema. Debemos destacar que sdtecion recuperada del primer ciclo
operativo no exhibi6 actividad catalitica cuanddesagregd mas MO y 4,; es decir, si bien
habia Co(ll) en solucion, éste no se encontrabgplsjado con ligandos organicos o bien el
complejo formado en solucidn no logré activar gDkadicionado. Por otra parte se observé que
la cantidad de Co(ll) liberado no dependi6 de lapaosicion idnica del medio de reaccion.

Para el segundo y tercer ciclo operativo de ci&ake detectd 19.4g (7.46 %) y 0.92:g (0.35

%), respectivamente. Esto implica que cerca de¥od@el Co(ll) captado interactué débilmente
con el polianfolito, en tanto que la otra fraccfae fuertemente retenida por la matriz y estuvo
disponible en los sucesivos ciclos operativos. AguH0, actuando como ligando de Co(ll) en
la reaccion de activacion, competiria con los ldysn mas débiles del polimero por la
coordinacion del catién, lo que condujo a la lilbéa de una fraccion del Co(ll) del catalizador
heterogéneo.

A partir de esta informacion se evalu6 la posihitidle recargado del material para devolver al
sistema las condiciones iniciales y ver si en ess cse restauraban sus propiedades. Para
explorar la regeneracion del catalizador luegopdigher ciclo operativo, el material usado fue
recuperado, recargado con Co(ll) y evaluado nuemtamen la activaciéon de B, para la
decoloracion de soluciones de MO (Figura 2). Aqgsei abservd que l&kjeg NO vario

significativamente cuando fue comparada con lgdeier ciclo catalitico, lo que mostré que la
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eficiencia en activacion de,B, se recuperd con la recarga de Co(ll) (Tabla 1Bj).d®a parte,

la keapt decrecio en un 93.5 % en tanto MO] capr NO presentd una variacion significativa, lo
gue indicaria que se produjeron ciertos cambiosrs@ves (probablemente conformacionales) en
las particulas de catalizador como resultado @earmiento. Las moléculas de MO con carga
negativa debida a la presencia de grupos s—$SQnteractuarian con los residuos 2Mi
polimerizados a medida que estos grupos resul@ormados luego de la liberacion dé éh el
proceso de activacion de®h.

A partir de estos resultados se concluy6 que elizatlor necesita ser recargado con Co(ll) entre
ciclos operativos para conseguir la mayor efici@nci

4.1.2. Complejos dé?oly(EGDE-DA) con Co(ll) y con Cu(ll)

4.1.2.1. Estudios cinéticos

El proceso de decoloracion de MO también se prab® los sistemas heterogéneos Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) / H0,63 mM y Cu(ll)Poly(EGDE-DA) / H,O, 63 mM.

En reportes precedentes se menciona que el Ca(pjesencia de 4D, en sistema homogéneo,
al igual que el Co(ll), oxida menos del 10 % del MiSuelto en una hora [1].

Los primeros estudios de interaccion entre MO ynhaderiales mencionados fueron realizados
en ausencia deJ,, y se observo que el 64.4 % del MO fue captadoGugil)-Poly(EGDE-
DA) y 47.7 % por Cu(Il)Poly(EGDE-DA) (Tabla 4).

Los sitios de unién mas probables de las molécdéasO con carga negativa sobre estos
materiales, son los residuos,NR* provenientes del monémero DA y los cationes adberi

En presencia de 4@, 63 mM, la cantidad de MO unida fue menor en amiieeemas. La
fraccion de MO degradada pos®} activado fue 40 % con Co(IBely(EGDE-DA) y 71 % con
Cu(ll)-Poly(EGDE-DA). El parametrdgeq relacionado con la oxidacion de MO fue 17.2 veces
mayor con Cu(Il)Poly(EGDE-DA) que con Co(lIRPol(EGDE-DA).

Tabla 4. Parametros y errores estandar estimados del mogedtico de pseudo-primer orden
para la decoloracion de soluciones de MO mediaotiwvagion de HO, empleando Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) o Cu(ll)Poly(EGDE-DA). Concentracion de MO inicial: 4.

Parametros 1% ciclo operativo de  Captacion de MO por 1% ciclo operativo de  Captacion de MO por

Co(ll)- Pol(EGDE-DA)  Co(ll)- PolfEGDE-DA)  Cu(ll)- POl(EGDE-DA)  Cu(ll)- Poly(EGDE-DA)
[H205]o: 63 MM sin H,0, [H205]p: 63 mM sin H,O,

[MO] capt (1M) 23.87+£0.3 28.23+£0.6 123+ 1. 19.46 £ 0.7

Keapt (Min™) 0.2867 £ 0.007 0.234 £0.01 29+ 1. 0.81 0.0

[MOlgeg (M) 15.58 + 0.2 - 29.7x 1. -

Kgeg (min™) 0.0102 + 0.00C - 0.175+£0.01 -

[MO]., (uM) - 15,50+ 0.4 - 21.37+£0.1

R 0.997: 0.989: 0.995] 0.970¢
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La Figura8 muestra que el 87 % de MO fue removidd @ minutos con Cu(lliRoly(EGDE-
DA), en tanto que demor6 110 minutos con CAdP)y(EGDE-DA). Cuando los catalizadores
fueron reciclados, los sitios de captacion para p@manecieron ocupados por las moléculas
unidas en la primera etapa, y se observd®i@® ., se incremento en los dos ciclos sucesivos.
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Figura 8. Perfil de concentraciéde MO en el sistema heterogéneo, que consisti®@mlL de solucién
de MO 42uM en contacto con: 0.1000 g de Co@py(EGDE-DA) y HO, 63 mM @); 0.1000 g de
Co(ll)-PolyEGDE-DA) (); 0.1000 g de Cu(llPol{EGDE-DA) y HO, 63 mM (e); y 0.1000 g de
Cu(ll)-Poly(EGDE-DA) (©).

4.1.2.2. Comparacion de eficiencia de los sistecadaliticos basados éoly(EGDE-DA) con
Co(Il) y con Cu(ll)

Se comparo la eficiencia normalizada de CdP)y(EGDE-DA) y Cu(ll)Poly(EGDE-DA).
Cuando se usaron cantidades equimolares de s#iaditicos en el medio de reaccién (0.6
mmoles de sitios por litro de solucion de MO), 8l%% del MO inicial fue decolorado por
accion de HO, con Co(ll)PolyEGDE-DA) contra el 77.9 % con Cu(IBely(EGDE-DA), y la
kiegfue 1.66 veces mayor para el catalizador con C{figura 9). El experimento control en
ausencia de D, mostrd 67.3 % de captacion de MO sobre Cé{tly(EGDE-DA) contra el
39.5 % sobre Cu(llRolEGDE-DA), consistente con la mayor masa de cormpien Co(ll) y
menor masa de complejo con Cu(ll) necesarias gatener un numero equimolar de sitios por
volumen de solucion.

A la luz de estos resultados, el catalizador cofllCiwe claramente mas eficiente en términos
cinéticos, y su menor capacidad de captacion dect&bord para minimizar la pasivacion de la
superficie activa.

Para mejorar el desempeio del catalizador CBAIKEGDE-DA) y evaluar la influencia de
solutos adicionales, la decoloracion de MO fue wadd en dos diferentes medios de reaccion:
agua destilada y N80, 0.1 M. La cantidad de MO decolorado por degradas&increment6 un
50 % en presencia de sales inorganicas, pdideesultdo 3.39 veces mayor en agua destilada. Si
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bien los iones inorganicos contribuyeron a minimilea captacion de MO, produjeron cierto
efecto inhibitorio sobre la oxidacion quimica. Aden la estabilidad quimica de Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) fue afectada en presencia dé W8Q”, ya que se observé una pérdida parcial
de complejo luego de cada ciclo operativo.
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Figura 9. Perfil de concentracion ddO en el sistema heterogéneo, que consistio enrdrél de sitios
en 100 mL de solucion de MO 4M. Las cantidades de complejos fueron: 0.6 mmoCdél) L™
usando Co(l)PolEGDE-DA) en presencia de,8, 63 mM @); 0.6 mmol de Co(ll) ! usando Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) (©); 0.6 mmol de Cu(ll) I! usando Cu(IlPoly(EGDE-DA) en presencia de,8, 63
mM (e); 0.6 mmol de Cu(II) L™ usando Cu(ll)Poly(EGDE-DA) (o).
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Figura 10. Perfil de concentracion de MO en el sistema hgtareo, que consistio en 100 mL de MO 42
uM en contacto con: 0.1000 g é®ly(EGDE-DA) y HO, 63 mM (A); y 0.1000 g de Poly(EGDE-DA)

(A).
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4.1.2.3. Decoloracion de MO en presencid@d(EGDE-DA)

La concentracion de MO también fue monitoreadaresgncia d®oly(EGDE-DA). La cantidad
de MO removida por captacion sobre la superficiesitp@ del polielectrolito fue
significativamente mayor que la cantidad de MO adatpor las particulas de los complejos con
Co(Il) y Cu(ll). En otro experimento cdholy(EGDE-DA) en presencia de,8,, se produjo la
liberacion de @y la decoloracion de la solucion mayoritariamerde gaptacion del MO sobre
las particulas, junto con una reaccion alternafj@ridativa) que involucraria los grupos
funcionales del polielectrolito (=R, ver Capitulo 2) y contribuy6 solamente con uh®. de la
remocion de MO (Figura 10).

4.1.2.4. Evidencia sobre los productos de degradaitenidos

Los espectros UV-visible de las soluciones de M@rssentan en la Figura 11.

De la misma manera que en el sistema heterogén@-€oly(EGDE-MAA-2MI) / H,0,, la
evidencia sobre los productos de degradacion se éados espectros UV-visible de MO en
solucion acuosa. El espectro de MO se vio modifigaat el agregado de,8,, que produjo una
banda ancha de absorcion por debajo de 300 nmaguregra y azul, respectivamente, de la
Figura 11.A). La reaccion de degradacion comenadao se agregé Co(IPely(EGDE-DA): la
banda a 464 nm disminuy6 su intensidad a lo lagyd@ minutos y la intensidad del color
naranja de la soluciéon de MO también resulté aflsgtal tiempo que una nueva banda centrada
en 310 nm fue incrementando su absorbancia.

Asi, es posible concluir que el primer paso dedgradacion oxidativa implicd el dafio de la
estructura conjugada de MO, al tiempo que se farmproducto de degradacion mayoritario. El
méaximo de absorbancia a 310 nm fue consistentelacgmesencia de un derivado de tipo
bencenodiamino. Otros productos de degradacion blessirelacionados corp-amino
bencenosulfonato tienen una pequefia banda de efvsoecca de 300 nm.

De la misma manera, en la Figura 11.B, la curvaptesenta el espectro de MO en solucion
acuosa. La adicién de,B8, produjo una banda ancha a longitudes de ondaadrdgera 300 nm.
La reaccion de degradacion comenzé cuando se adgteid)-Pol(EGDE-DA): la banda a 464
nm disminuyo rapidamente en intensidad duranteptomeros 10 minutos y la intensidad del
color naranja de la solucion de MO también ressijaificativamente afectada (espectro en linea
azul). Pasados los 10 minutos se observo la aparitg opalescencia en la solucion junto con el
incremento de la absorbancia en el rango por det@jd00 nm (espectros en linea marron).
Posteriormente, méas alla de los 300 minutos, lacgmt vird del amarillo pélido y translicido al
incoloro, y la absorbancia se mantuvo baja a ladgs de onda superiores a 300 nm (espectros
en color gris, curvas Il y 1lI).

Analizando estos resultados, se puede concluiretjypeimer paso de la degradacién oxidativa
llevo al dafio de la estructura conjugada del MOnedida que tenia lugar la reaccion de
decoloraciéon. Durante el segundo paso, los inteiaried oxidados con anillos bencénicos
presentaron apertura del anillo y generaron lospec@stos alifaticos con grupos oxidados.
Eventualmente, estos productos seguirian su degiéadaxidativa hasta la produccion de £0
H.0.
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Figura 11. Espectros UV-visible a diferentes tiempos de réacpara la solucion de MO 4#M con

Co(Il)-Pol(EGDE-DA) / O, 63 mM (A) y con Cu(I)Poly(EGDE-DA) / HO, 63 mM (B).

También se estudio la capacidad de captacién depbiQdiferentes materiales, mediante el
andlisis de los espectros UV visible de las soh&sosobrenadantes (Figura 12). Este colorante
con carga neta negativa presentd afinidad relagwéenbaja por los materiales probados, en
lineas generales. En el polianfolito sin compleghrMO parece haber ocupado sitios de union
diferentes de los que ocupa el Cu(ll), en tantosguenié muy poco a Co(IBely(EGDE-MAA-
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2MI) y a Cu(Il)Pol(EGDE-DA). Cabe destacar que el MO es una mol§medgiefia, y posee un
solo grupo —S@, lo cual parece desfavorecer (0 en alguna medieldiitar) su anclaje a los
polimeros.

2.

200 300 400 500 B00 700 800
namero de onda (nm)
Figura 12. Espectros UV visible de soluciones de MO previamgnuestas en contacto con diferentes

materiales: Cu(lPoly(EGDE-DA) (turquesa); Co(llRolEGDE-MAA-2MI) (mostaza); Cu(ll)-
Poly(EGDE-MAA-2MI) (violeta); PolEGDE-MAA-2MI) (rojo).

4.1.2.5. Estudio de los mecanismos probables dadagon de MO

Los siguientes experimentos fueron realizados @adenciar los mecanismos de degradacion de
MO, el rol de la matriz sélid®oly(EGDE-DA) y la potencial participacion de las espsc
intermediarias de Co(ll) y Cu(ll) como posibles ttes metal-peroxo, en la reaccion de
oxidacion de MO.

Se comenzd con el material denominado Ca{tly(EGDE-DA). Primero, se monitored la
concentracion de MO en la solucion cogOplactivado (“sobrenadante activado”), en funcion del
tiempo, que exhibié un decaimiento exponencial skugo-primer orden con un valor kigsde
(3.50 + 0.04) x 18 min™ (Figura 13). El valor de este parametro resultbese34.4 % del
estimado para el proceso de degradacion cuandonpke® el sistema heterogéneo completo
Co(Il)-Poly(EGDE-DA) / 0,63 mM (0.0102 + 0.0006 mih) (Tabla 4).

El comportamiento de Co(IRoly(EGDE-DA) como catalizador fue diferente del obselv para
Co(l)-PolyfEGDE-MAA-2MI). Se habia demostrado que los radisdlibres del kKD, en el
“sobrenadante activado” por Co(Pely(EGDE-MAA-2MI) fueron suficientes para degradar
MO con la misma eficiencia que el sistema heteregécompleto Co(IIPoly(EGDE-MAA-
2MI) / H,0, 63 mM. En cambio con Co(IPoly(EGDE-DA), la oxidacién quimica de MO en
solucion por accion del “sobrenadante activado’epiolo con un solo ciclo operativo no
represento el proceso completo de la degradacidmQle

La diferencia observada en el comportamiento decétalizadores con Co(ll) probablemente
reside en la naturaleza del ligand@oly(EGDE-MAA-2MI) es un polianfolito que combina
cargas positivas y negativas en la misma red, réo guePoly(EGDE-DA) es un polielectrolito
positivo que intercambié Hpor Co(ll) en la formacion del complejo. Por estetivo, las
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especies tales como,© podrian ser repelidas hacia la solucién Poly(EGDE-MAA-2MI) y
atraidas poPoly(EGDE-DA) en el proceso de activacion dgOql

Entonces se realiz0 la busqueda de evidencia @éeiespntermediarias de Co(ll) formadas sobre
la superficie del catalizador por accion delOpl que actuasen como sitios cataliticos. Las
particulas activadas de Co(Pply(EDGE-DA) (“sdlido activado”) fueron puestas en tamto
con la solucion de MO, que exhibié un decrecimieatola concentracion de MO con un
decaimiento exponencial. En este experimento, datica de decoloracion fue principalmente
regida por la captacién de MO, sin embargo la cotnaeion de MO resulté ligeramente inferior
a la lograda en los experimentos de captacion sargia de bD,) a tiempos superiores a 15
minutos (Figural3). Esto ultimo podria deberse fadaacion de una cierta cantidad de especies
intermediarias activas en el solido, pero no camgtiuna evidencia.
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Figura 13. Perfil de concentracion de MO en 100 mL de MQuiPen contacto con: 0.1000 g de Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) y HO, 63 mM @); 0.1000 g de Co(llRoly(EGDE-DA) ©); H,O, 63 mM previamente
activado con 0.1000 g de Co(Pely(EGDE-DA) (+); y 0.1000 g de Co(IBoly(EGDE-DA) previamente
activado con KO, 63 mM ). El sistema homogéneo fue también probado cond2@M, Co(ll) 0.35

Luego se exploro la accion de Cu(@ply(EGDE-DA). La concentracion de MO en presencia de
H.O, en el “sobrenadante activado” exhibié un decaitoiegxponencial de pseudo-primero
orden corkgegigual a 0.0415 + 0.0012 miln(Figura 14), representando el 23.7 % de la cotestan
cinética estimada para el proceso de degradacidelcsistema heterogéneo Cu@y(EGDE-
DA) / H,0, 63 mM 0.175 + 0.011 mih(Tabla4).
Por otra parte, la busqueda de evidencia de espetegmediarias de Cu(ll) sobre la superficie
de las particulas condujo a un resultado pecuéiazantidad de MO removido de la solucién por
el “sélido activado” (37.1 %) fue inferior a la remda por captacion sobre el catalizador sélido
sin activar (47.7 %) (Figurald). Esto podria seibaido a una disminucion en el numero de
sitios de captacion positivos para el MO con carggativa, como resultado de la activacion.
Ademas, este hipotético intermediario de Cu(ll)ep#r ser inactivo en contacto con MO.

154



En el mismo sentido, la suma de los efectos ddir&smdante activado” y del “sélido activado”
sobre la concentracion de MO (correspondienteialgorciclo operativo) no explico el proceso
de decoloracion completo de MO usando CWRI)YEGDE-DA) / HO,. En este caso, no se
sumoé la contribucion de MO captado a la de “soltante activado”, porque quedd demostrado
gue en presencia de® se une menos cantidad de MO al catalizador.
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Figura 14. Perfil de concentracién de MO 48M (100 mL) en contacto con: 0.1000 g de Cu(ll)-
Poly(EGDE-DA) y HO, 63 mM (e); 0.1000 g de Cu(Il)-Poly(EGDE-DA) (0); H,O, 63 mM previamente
activado con 0.1000 g de Cu(Pely(EGDE-DA) (+); y 0.1000 g de Cu(Ipoly(EGDE-DA) previamente
activado con KD, 63 mM (). La suma de los efectos del sobrenadante actiyatid solido activado
sobre la concentracion de MO también fue repredar(:3.

4.1.3. Conclusiones de la Seccion 4.1

En el tratamiento de soluciones de MO ca®Hen presencia de los activadores se observé un
decaimiento exponencial de la concentracion deraote, atribuido a los procesos paralelos de
captacion y degradacion oxidativa [7,8]

En el tratamiento no se logré la mineralizacion ptata de MO, de acuerdo con la evidencia
espectroscopica. Aqui es necesario tener preseetéaq soluciones de MO resultaron téxicas
para ciertas plantas y bacterias modelo, lo cdauttia la eleccion de métodos biolégicos como
etapa inicial para la decoloracion de efluentesusirthles. Por lo tanto, el método de
decoloracion de bajo impacto ambiental propuestesta Tesis puede resultar adecuado para
iniciar el proceso de degradacion del colorantstehagotamiento del /@, agregado, y luego
podria ser completado por microorganismos quezatilicompuestos organicos pequefios como
fuente de C y/o N.

De los sistemas heterogéneos probados, el compbejcCu(ll) resultd ser el méas eficiente en
términos dekgeqy de[MO] qeg Con respecto a los posibles mecanismos de decworde MO
para el sistema Co(IPoly(EGDE-MAA-2MI) / H,O,, se observo que el empleo del denominado
“sobrenadante activado” permitié justificar todo mloceso de degradacion oxidativa del
colorante. Esto implica que los radicales libraslas especies involucradas en la reaccion.
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Sin embargo, para el sistema Coi(EGDE-DA) / HO,, la cantidad de radicales libres
generados a partir de,®, durante los primeros 10 minutos de activacioneasulté suficiente
para equiparar el proceso completo de degradaa@dv@. Por otra parte, los resultados de los
experimentos de activacion de la matriz sélidahhsd, indicarian cierto nivel (aunque bajo) de
actividad catalitica en la degradacion de MO, pepose encontré evidencia suficiente. La
degradacién de MO con el sistema CuRHh(EGDE-DA) / HO, ocurrié mediante la accion de
los radicales liberados al medio a lo largo de teti@roceso de activacién; no se encontré
evidencia que confirme la participacion de espetiesrmediarias reactivas del Cu(ll) en la
matriz sélida.

También se efectuaron estudios con el fin de warifla pérdida de Co(ll) con los ciclos de
catalisis del sistema Co(IPely(EGDE-MAA-2MI) / H,O,. Se determind que cerca del 40 % del
Co(ll) captado se perdié en dos ciclos operatieastanto que resultd despreciable en los ciclos
subsiguientes. Es decir, el 60 % restante permangtddo en forma estable. A partir de esta
informacion se evalud la posibilidad de recargaddas materiales, que permitio devolver al
sistema a las condiciones iniciales. Y se obsenglgs moléculas de MO permanecieron unidas
a los sitios de captacion cuando el catalizadoecelo.

4.2. Oxidacion parcial de Epinefrina

Una caracteristica de los catalizadores basadasres Co(ll) combinados con,6; es su
caracter de oxidantes suaves. El anion superoxXmd)(puede ser Util para acelerar ciertos
procesos de degradacion en los que el sustra® tierpotencial rédox bajo. En algunos casos,
esta cualidad constituye una ventaja, por ejemmotrd de la quimica industrial, donde
frecuentemente se utilizan compuestos parcialn@qatiados como intermediarios de sintesis.
Un ejemplo de éstos es el caso de la epinefrinaodidacion parcial controlada de esta
catecolamina puede conducir al derivado adrenocroque es un precursor de drogas
hemostaticas como el carbazocromo, lo que lo caevim un compuesto de interés industrial.

El carbazocromo es usualmente sintetizado copOAgomo oxidante [9], y es deseable su
reemplazo por un oxidante de impacto ambientalriofe El adrenocromo (catecolamira
quinona) es coloreado (rosado), por lo tanto, sed@umonitorear facilmente por técnicas
espectrofotométricas.

4.2.1. Estudios cinéticos

Se ensay0 el comportamiento de los distintos nadésripoliméricos en la oxidacion parcial del
compuesto epinefrina con@h.

Para monitorear la oxidacion, la solucion de epinaffue tratada con J@, en presencia del
catalizador con Co(ll), y se efectuaron una seeecdntroles para demostrar la actividad
catalitica. En las Figuras 15 y 16 se represerganrdsultados experimentales de uno de los
replicados realizados. Cabe mencionar que no sengacon diferencias significativas en los
parametros cinéticos empiricos obtenidos entrécaaiis.

Cuando se utilizd Co(llIRoIfEGDE-MAA-2MI), la oxidacién de epinefrina alcanzé 80 %
dentro de los primeros 6 minutos, con una constingica de pseudo-primer orden de 0.397 +
0.025 min'. En ausencia del catalizador, la oxidacién deefpiima por HO, fue practicamente
despreciable.
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Figura 15. Porcentaje de conversion de epinefrina a adrenaxren NaSQO, 0.1 M: en presencia de
Co(Il)-PolEGDE-MAA-2MI) (A), en presencia de Co(IBely(EGDE-MAA-2MI) con burbujeo de
argon &), en presencia de Co(IBelyfEGDE-MAA-2MI) y H,O, 46 mM @), y en presencia de,8,46
mM (o).

Un control efectuado sobre epinefrina con Cdpih)y{EGDE-MAA-2MI), en ausencia de 5,
arrojé cierto grado de oxidacion, pero apreciabl@menenor que la observada en presencia del
oxidante. Entonces, el experimento se repiti6 miuiela absorbancia a tiempo final, pero
produciendo el burbujeo de argdn en la muestra alecalamina y en una suspension del
complejo, previo a la mezcla de ambos. El objetieeste proceso fue desplazar gh@herido

al material, asi como el disuelto en la muestrapieefrina, y luego saturar la atmdsfera con gas
inerte. En este caso, la cantidad de adenocronuugpida fue despreciable, indicando que, en
presencia de Co(lllroly(EGDE-MAA-2MI), la oxidacién de adenocromo tambigumdo lograrse
con G atmosférico cuando éste fue activado de algunaragor el catalizador.

La Figura 16 presenta los resultados de convem#&mpinefrina en presencia de(d y de
Co(I)-Poly(EGDE-DA). En 30 minutos de reaccion resultd oxmatl 77 % del compuesto, con
una constante cinética de pseudo-primer ordenld&s@ 0.019 mi-

Con el precedente de la oxidacion parcial de epireepor accidon del ©en presencia de Co(ll)-
Poly(EGDE-MAA-2MI), se estudio este mismo efecto budanjdo argon sobre la solucion de
epinefrina y sobre una suspension de C&RU)WEGDE-DA) para luego mezclarlas, agregar
H,0,, saturar la atmosfera de reaccion con este gas,iryecerrar el sistema. Asi se realizé una
medicion de absorbancia a tiempo final, y se \@&itina disminucidén en la oxidacion en un 11%
con respecto al experimento precedente, lo queidmmue en aquel experimento e}
prevalecio como agente oxidante y que la contrioudel Q disuelto en la conversion fue pobre
pero evidente.

Otro experimento control con epinefrina y Cofiphy(EGDE-DA) en ausencia de,8,, mostrd
cierto nivel de oxidacion de la catecolamina (ewwlado por aparicion de color rosado en el
medio), pero en menor nivel que la oxidacion ce®@H EIl experimento control fue repetido,
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habiendo previamente burbujeado la muestra y uspessgion de Co(lllRoly{EGDE-DA) con
argon, y continuando el burbujeo durante la reacdith este caso, la conversion de epinefrina
ocurrié en una proporcion muy baja. Estos resuftammfirman que la presencia de D este
sistema también permitié la oxidacion de la catoaha, en ausencia de®p, al ser activado
por Co(Il)PolfEGDE-DA); a la vez se detecté una muy pequeiaribaicion de oxidacion de
epinefrina por parte del mismo catalizador, aleraipreviamente tratado con argon.
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Figura 16. Conversion de epinefringn presencia de Co(IBely(EGDE-DA) (), en presencia
de Co(ll)Poly(EGDE-DA) con burbujeo de argon (*), en presen@aCa(l1)Poly(EGDE-DA) y
H.O, 46 mM @), en presencia de Co(IBely(EGDE-DA) y H:O, 46 mM con burbujeo de argdén
(), y en presencia de;B, 46 mM ().

4.2.2. Conclusiones parciales de la Seccion 4.2

El anion Q°*” es considerado menos reactivo que®QB que permite un tratamiento oxidante
suave. Esta especie fue util para la aceleraciériaittns procesos de degradacion en los que el
sustrato tiene un potencial rédok) (bajo. Ademas, la cantidad de oxidante necesai@a p
producir una concentracion efectiva de radicalbeed pudo también ser minimizada con el
método propuesto en esta Tesis.

En este contexto, el método fue probado en la oliterde un producto industrial parcialmente
oxidado, como el adrenocromo a partir de epineffimaprecursor de drogas hemostéticas tales
como el carbazocromo), que es usualmente sintetizad AgO como oxidante. Aqui, la Ag
podria ser reemplazada por un oxidante de menadto@ambiental.

En este trabajo, también se observd que.abfbién pudo ser activado por los complejos con
Co(ll) [7,8].
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4.3. Decoloracion de soluciones del colorante aniénicoir®ct Blue 273 (DB273) empleand:
oligdbmeros(EGDE-IM- ca-MAA)

4.3.1. Estudios cinéticos y caracterizacion del mamagregado insoluble

Los oligobmeros(EGDE4M-co-MAA) solubles generaromagregados insolubles por interacc
con Fe(ll) (Figura 17.A). La interaccidén entre amapecies puede ser resultado de la atra
electrostatica y/o la coordinan a través de los grupos donodeselectrones unidos a la t

[DB 273] (uM)

Tiempo (min)

Figura 17. Material agregado a partir de una solucioroligobmeros(EGDE-IM-co-MAA) en contacto
con FeSQ(A). Perfil de concentracién de DB273 en funcid@h tiempo, en presencia de loligdmeros
(EGDE-IM-co-MAA) luego de la adicion de Fe(ll). Inserto: imageneladmlucion de DB273 76 uM (I
la suspension obtenida en presencia dioligdmeros(EGDE-IM-co-MAA) y Fe(ll) en el equilibrio (11 y
1), (B). La remocion del colorante sstudié en una soluciéon de DB273 76 uM (67.7 ') luego de la
adicion de oligémeros 0.46 ¢* y Fe(ll) 0.017 M.

En los estudios preliminares se observo que lascpks producto de la interaccion entre
oligbmeros (EGDE-IM-ca-MAA) solubles y Fe(l) poseian una extraordinaria capacidac
captacion de contaminantes iénicos cuando éstasreabarnin situen el medio contaminado,
gue las convertia en una interesante alternativardediacior
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Se utilizé el colorante azo-anidnico DB273 en umiacentracion igual a 76 pM, como modelo de
aguas residuales de la industria textil, con eldéndemostrar la extraordinaria eficacia de este
sistema en el proceso de decoloracién por separdeifases.

El monitoreo de la absorbancia de una diluciébredadiestra en funcion del tiempo posterior a la
mezcla de los reactivos permitio obtener el pedilconcentracion que se presenta en la Figura
17.B.

Se observo un rapido decaimiento en la concentrat@déDB273, que disminuyo un 73 % luego
de 3.3 minutos de reaccion. La union a los siti@na@s accesibles continué con una constante
cinética de pseudo-primer ordef) e 0.041 + 0.016 mihhasta una concentracién de colorante
remanente en solucion del 7 % de la concentraaigial. Es decir que luego de 55 minutos, un
93 % del colorante result6 adherido a los macraggtes insolubles.

A continuacion, la depuracién de las aguas resédufale optimizada, con una reduccién casi 400
veces la cantidad daigomeros(EGDE-IM-co-MAA) utilizado y 8 veces la cantidad de Fe(ll)
requerido para alcanzar la misma eficiencia deldemtion obtenida en el experimento cinético,
trabajando con una solucién de DB273 760 uM. Bafascondiciones, alrededor de 30 mmol
(27 gramos) de DB273 por gramo de oligdmeros, fueemovidas de la solucion.

Esta capacidad de captacién de DB273 puede seractadgpcon la capacidad &ely(EGDE-
MAA-2MI). La méxima unién obtenida experimentalmesbbre el polianfolito fue 280 mg'g

el méximo valor estimado por el modelo de Langnfur 403 mg g y por el modelo de D-R
resulté 430 mg§ Esto significa que la eficiencia de depuraciéariejorada casi 100 veces con
la precipitacionn situ del adsorbente.

Se realizaron los controles correspondientes auesegue los oligobmeros estaban involucrados
en la decoloracion y eran necesarios para queieia separacion de fases. Asi, la mezcla
oligomérica fue reemplazada por el monémero IM;ki@m se reemplazé alternativamente cada
reactivo por HO. En la Figura 18 se observa que el reemplazoodeoligdmeros por el
mondémero IM impidié la agregacion; la solucion fueservada durante los dias sucesivos y se
encontro que después del cuarto dia se producisgpaaacion de fases, pero la decoloracion no
resultd eficiente. Y las otras combinaciones erdayao originaron un precipitado.

De esta manera quedé demostrado que fue la prassnuiltanea de los oligdbmeros y el catidon
Fe(ll), la condicién necesaria para que se produjerprecipitacion del colorante.

Figura 18. Oligémerog EGDE-IM-co-MAA)agregados con Fe(ll) y con DB273 (A); DB273 cofllFg
monémero IM (B); DB273 con mondémero IM (C); DB27@nd~e(ll) (D).
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Se realizaron estudios de FT-IR al material préaifw con Fe(ll), y luego en co-precipitacion
con el colorante (Figura 19). Las bandas correspates a los grupos funcionales principales,
no sufrieron ningun desplazamiento por la adsordéncolorante. Mas aun, las bandas a 1590
cm?, 1448 crit y1198 cnit se vieron intensificadas en presencia del colord&t® se debi6 a la
contribucion de los estiramientos vibracionales MeH, N=N y S=0O del colorante,
respectivamente.

1,900 1,400 900 400
numero de onda (cm™)

Figura 19. Espectros FT-IR de los oligobmer¢&GDE-IM-co-MAA) agregados con Fe(ll) (A) y con
DB273 (B); colorante azo DB273 (C).

Sin embargo, dos bandas intensas del DB273 a (13086) cnt atribuidas al enlace C-N vy al
estiramiento S=0O del grupo —0no se encontraron en el precipitado. Este Ultambio seria
una evidencia de la interaccion electrostaticaeeltts sitios positivos de los agregados y los
grupos funcionales anionicos de DB273. La pérdiedadbanda C—N podria estar relacionada
con la formacion de puente de H entre el colorgrites grupos —OH de los oligdmeros. Cuando
el DB273 se unié a las particulas del polimero luide Poly-(EGDE MAA-2MI) resultd
evidente la pérdida de la banda a 1300'cpero la sefial a 1036 &rpodria estar superpuesta a
la sefal principal de C—O-C de los residuos EGDEngoizados [10]. En este sentido, se puede
afirmar que la naturaleza de la interaccion del ZB2on las particulas fue esencialmente
electrostatica, combinada con la formacion de pudatH.

4.3.2. Conclusiones de la Seccion 4.3

En esta seccion se explor6 una aplicabilidad artddielel nuevo producto denominado
oligobmeros(EGDE-IM-co-MAA) [11]. Los agregados insolubles de los oliggogecon Fe(ll)
presentaron una extraordinaria capacidad de indacio-precipitacion del colorante anidnico
DB273, que representd un uso potencial en el andstda quimica verde. Es sabido que la
industria textil (particularmente en nuestro pais) consigue decolorar completamente sus
efluentes mediante los métodos tradicionales, deeraaque las propuestas en este sentido
resultan de interés.
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Los controles realizados demostraron que la aabé@olorante se debio a la combinacin situ
de la solucion de oligébmeros y la solucion de F, en la solucién de DB273. Los monOme
constitutivos de los oligébmeros o el Fe(ll) y sasmbinaciones no produjeron este efe
Comparando la eficiencia de decoloracion de esteriahcon la de los polimeros insolub
desarrollados en nuestro gru aquella resulté claramente superior.

La evidencia experimental indicé que la naturakbz#a interaccion del DB273 con las partict
resultd esencialmente electrostética, combinaddactormacion de puers de H.

4.4. Aplicacion deoligémero: (EGDE-IM- co-MAA) en la preparacion de esferas hueci
4.4.1. Desarrollo de las esferas huecas y caractation del material constitutivc

Respecto de la preparacion de las esferas hugeneralmente constituidas por compue
organicos e inorganicosecibieron considerable atencién en el &mbito avamté debido a su
aplicaciones potenciales en liberacion controladafatmacos, células artificiales, catalisis
sensores oOpticos, entre otras-15]. En este trabajo de Tesis se demuestra laifpdad de
formacion de esferas huecas por coordinacionfasi@t de los oligobmeros con Fe(ll) / &ci
citrico en un protocolo sencillo de un pi

Como se sefal6 en el Capitulo 3, los oligobmeromfuagregados y se separaron de la solt
en forma de pecipitados amorfos en presencia de una serie ras imetalicos, pero formar
esferas cuando fue usado el cation Fe(ll) en caaelin con &cido citrico. Asimismo, cuandc
omitio el Fe(ll), se obtuvo un precipitado amorfo mresencia de acido citripor disminucion
del pH.

Concretamente, el proceso consisti6 en la adicidta @ gota de una solucidn viscosa
oligbmeros a una solucion de Fe(ll) / acido citid@omenor viscosidad y pH 2.1, lo que proc
la formacion de esferas interfasiales en 10 acido (Figura 20.A-C).

Figura 20. Imagenes de esferas huecas en medio acido (Aprg sma superficie de vidrio (B y C).
radio de la esfera en funcion de la concentrac®Re(ll) fue decreciendo de izquierda a derechi

Ademas fue estudiado el efecto de diferentes concemtnasi de oligobmeros vy la relacion er
las soluciones de Fe(ll) / &cido citrico en la farynestabilidad de las cdpsulas forma

La mejor condicion se obtuvo con una mezcla déoécitrico /cirato monobéasico 0.9 M a p
2.1 y solucién de FeS® x 1C3 M. Sobre la solucién anterior se agregé gota a lgosalucion
oligomérica de 300 g, con una pipeta automatica de 1.00 mL, y se obtariesferas huec
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gue resultaron mecanicamente estables en el tidmagasferas fueron retiradas de la solucién y
cortadas en mitades, a fin de verificar que efantiente fuesen huecas.

Cuando los experimentos fueron llevados a cabosotution de citrato de sodio, en lugar de
acido citrico /citrato monobéasico a pH 2.1, no b&uwieron estas esferas. Cuando se usaron
menores concentraciones de Fe(ll) y &cido citseoformd una suspension coposa. Asimismo,
también fueron probadas mayores concentracion&smezcla oligomérica (intentando disolver
el producto a granel en cantidades menores de agua)la viscosidad resulté demasiado alta
para formar cdpsulas esféricas, lo que resultonanfarma de lagrima o estructuras con "cola".
En este sentido, Driver y col. obtuvieron los mismmesultados cuando una de las soluciones
poliméricas utilizadas fue demasiado viscosa [15].

El radio de las esferas decrecio como resultadeaa®umo de Fe(ll), hasta que la solucién se
agoto por consumo de cation. Como se observa énglaa C, las esferas a la izquierda se
formaron con la més alta concentracion de Fe(ll).

Cuando una alicuota de 1.00 mL de solucién de )Heéitido citrico fue utilizada, se obtuvieron
cuatro esferas con un radio promedio de 4.0 + 04 Bespués, el radio se redujo en un 19 %
para las préximas cuatro estructuras y en un 38 %aselltimas cuatro esferas (Figura 20.C). Al
final del proceso, las esferas eran demasiado &tapara ser retiradas de la solucion.

Las esferas fueron secadas a 37° C para su ca@aci@n por espectroscopia de NMR y FT-IR.
Las estructuras colapsaron como consecuencia deskidratacion. Los espectros € CP-
MAS para el material de las esferas se exhiben aerFigura 5 del Capitulo 3. Los
desplazamientos quimicos y las intensidades raktie los picos fueron similares al perfil de los
oligobmeros(EGDE-IM-co-MAA), lo que es indicador de que este materiahlestincluido en la
estructura.

Los espectros de FT-IR de las esferas huecas fueatinadas a partir del material desecado en
pastillas de KBr. Exhibieron un decrecimiento eimtansidad de las bandas a 1510'dFigura

1 del Capitulo 3), en comparacién con el espeattardterial original (Figura 1 del Capitulo 3),
indicador de interaccion entre el heterociclo IMIye(ll). La banda de estiramiento de C=0, a
1715 cm' y el estiramiento asimétrico de —-COO™ a 1570 prasentaron una intensidad relativa
mayor. La banda a 1640 enuecrecié en intensidad en comparaciéon con la sigéatro de la
forma &cida. Esto puede deberse a la pérdida dmadgpuentes de H internos, unidos a los
grupos C=0 de las regiones Bely(MAA) ahora implicadas en la coordinacion de Fe(Wgr
Capitulo 3).

Para el andlisis de su estabilidad quimica y fislaa cépsulas fueron transferidas hacia
soluciones de diferentes valores de pH con unaa@@it suave (60 rpm), resultando
completamente disueltas a pH igual o mayor que Esfos resultados evidenciaron el efecto
combinado de la agregacion interfasial por protamade los bloques deoly(MAA) y por la
coordinacion del Fe(ll) con grupos donores de elees provenientes de los oligdmeros. La
presencia de Fe(ll) o grupos carboxilicos no fu@atesi suficiente para estabilizar la estructura
tridimensional de la esfera.

Las propiedades mecénicas de estas esferas limitamplicacion en reactores de agitacion
continua para aplicaciones biotecnoldgicas o medidentales. Estas limitaciones pueden estar
relacionadas con el tamafio relativamente grandeeptealmente puede ser mejorado con el
desarrollo de estructuras mas pequefias.
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4.4.2. Conclusiones de la Seccion 4.4

En esta seccion se demostro la posibilidad de foesf@ras huecas a partir del producto a granel
denominadmligdmeros(EGDE-IM-co-MAA) [11]. Esta mezcla oligomérica formo las esfer
por goteo sobre una solucion menos viscosa de) Fégldo citrico de una composicion definida.
El efecto combinado de la coordinacion del Fe(ll)ayagregacion de los oligdmeros en la
interfase determiné la morfologia de estas estrastuSu solubilidad a valores de pH iguales o
superiores a 7.0 las vuelve potencialmente adesyzata la liberacion intestinal de farmacos en
el contexto de liberacion controlada.

El hecho de que estos materiales formen capsulégcas es un indicio que avala su tamafio
molecular. No puede tratarse simplemente de oligdsénferiores a 1000 Da (segun los
resultados parciales de MALDI-TOF del Capitulo dho que deben co-existir especies en un
rango de peso molecular entre 1 kDa y 12 kDa g@noglucto a granel.

4.5. Aplicaciones analiticas del reactor enzimétideasado en SBARRoIEGDE-MAA-2MI)

En este apartado se resumen los estudios de alniadbanalitica del reactor enzimatico
reutilizable basado en SBP, descripto en el CapfulLa innovacion consistié en la aplicacion
del polianfolito insoluble en aguRoly(EGDE-MAA-2MI) como soporte para la inmovilizacion
de la enzima SBP directamente de su extracto acsiwsnecesidad de su purificacion previa. La
aplicabilidad del biorreactor fue estudiada enigtema de analisis por inyeccion en flujo (FIA).
Asi, el reactor acoplado al detector amperoméfueoprobado como herramienta analitica para
discriminar yerba mate por marca, y vinos tintosmaiuraleza y proceso de afiejamiento.

La yerba mate liex paraguariensis da origen a la infusion (mate) rica en flavonside
compuestos fendlicos tales como &cido clorogéicinlo p-cumarico y acido ferulico. Luego de
la cosecha, las hojas se exponen a la accion aidsdtfuego para detener su fermentacion y
oxidacion. Una vez secas, son rotas y sometidasperodo de estacionamiento supervisado en
el que desarrollan el flavor, color y aroma qudintisie cada variedad. Alli el producto es
triturado de una manera equilibrada, y empacado.

El contenido de polifenoles en infusidn de yerbaenes significativamente mayor que en la de té
verde [16]. La cantidad de polifenoles extraidoglgoroceso es altamente dependiente del grado
de trituracion de las hojas, porcentaje relativohdgas o palo en el producto comercial, y
procedimiento de extraccion (tiempo de contactoperatura, pH). En este Capitulo se presenta
la comparacion del método basado en el reactorBiRe ¢®n un meétodo colorimétrico estandar
para el analisis de yerba mate de diferentes mgroggen.

Por otra parte, el vino es una muestra interesprgesufre complejas transformaciones durante la
maduracion y afiejamiento [17,18]. El vino, espeocgite el vino tinto, es una rica fuente de
polifenoles tales como flavanoles (catequina, épqrana), flavonoles (quercetina, rutina,
myricetina), antocianinas (la mas abundante de dasles es malvidin-3-O-glucdsido),
proantocianidinas oligoméricas y poliméricas, asittmolicos (acido gélico, acido cafeico, acido
p-cumarico) y estilbenos (trans-resveratrol). Sedportado actividad bioldgica en muchos de
estos compuestos, atribuida principalmente a stefaetividad antioxidante y antirradical [19].

La dosificacion del @que recibe el producto es una de las tareas cgoregmdesafios en la
elaboracion del vino, dado que las cantidades g@eisinistren tendran un impacto mayor en las
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caracteristicas organolépticas del producto temaing20]. La micro-oxigenacion resulta
actualmente una eleccion alternativa al afiejamienttoneles de roble. En este proceso, el gas
es burbujeado lentamente en el vino, de esta maeeir@cia una mejora en los atributos de la
bebida [21]. En este Capitulo se presenta el eng#eceactor enzimatico para la discriminacion
de vino tinto tanto por naturaleza como por esgjiatde afiejamiento.

4.5.1. Andlisis ddlex paraguariensis(yerba mate)

Se analizaron 8 marcas comerciales de yerba matelo®l reactor basado en SBP en el sistema
de flujo con deteccion amperométrica a +100 mV g&AGCI. La solucion carrier contenig®h

0.2 mM a pH 6.5. Este valor de pH resulté el m&caddo para esta aplicacion.

El sistema fue calibrado con &cido clorogénico corompuesto estandar en un rango de
concentraciones entre 0.10 y 1.20 mM. EIl acidoogénico es uno de los polifenoles méas
abundantes hallados en la infusion. Y una soluegtandar de catecol 0.10 mM fue inyectada
entre muestras para monitorear la estabilidadedettor basado en SBP.

Las sefiales amperométricas vistas en la Figura&tbri angostas para estandar de catecol y mas
anchas para las muestras como consecuencia danavgriedad de sustratos oxidables alli
presentes. Era de esperar que el comportamiengéticciny las restricciones difusionales en el
reactor fueran fuertemente dependientes del volun@acular de los polifenoles [16].
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Figura 21. Respuesta amperométrica a +100 mV vs Ag/AgCl obteoon el sistema de flujo basado en
el biorreactor-SBP para inyecciones de muestragedea mate diluidas 1/20. Carriero®3 0.2 mM,
solucion fosfato 30 mM pH 6.5. Velocidad de flufpp6 mL miri*. Una solucién de catecol 0.10 mM fue
inyectada entre las muestras de yerba mate.
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El contenido de polifenoles en los extractos deégenate fue estimado por interpolacién de cada
sefial amperomeétrica en la curva de calibraciontogda con soluciones estandar de acido
clorogénico en el rango lineal. Las muestras iragat en el sistema en flujo sin reactor no
generaron ninguna respuesta amperometrica. La balelsume el contenido de polifenoles como
un promedio de equivalentes de &acido clorogéniéd(Eextraidos délex paraguariensis

Tabla 5. Contenido de compuestos fendlicos y desvio estdedamuestras dgerba mate
expresado como equivalentes de acido clorogéeniB€)Edeterminado con el reactor basado en
SBP y con el método colorimétrico de Folin-Ciocal(E-C), y el nivel de contenido de polifenol
establecido estadisticamente.

Muestras de EAC por EAC por Nivel de contenido
Yerba mate SBP (mg @) F-C (mg g% de polifenol

Y1 (productor I) 2.227 +0.035 97.3+3.0 Alto

Y2 (productor II) 2.15+0.10 81.2+22 Alto

Y3 (productor II) 2.05+0.16 79.7+1.1 Medio-alto
Y4 (productor III) 1.890 + 0.086 77.7+1.2 Medio

Y5 (productor II) 1.79+0.18 67.0 +8.7 Medio

Y6 (productor V) 1.66 £ 0.15 60.9+£8.2 Medio

Y7 (productor II) 1.45+0.13 57.0+2.6 Bajo

Y8 (productor V) 1.264 + 0.055 53.2+3.7 Bajo

El contenido de polifenoles también fue determinago estas muestras por el método
colorimétrico de F-C, y los resultados reportadotaelabla 5. Como se esperaba, los contenidos
de polifenoles determinados por el nuevo métodmfusignificativamente inferiores a aquellos
obtenidos con el método de referencia (F-C). Egtde atribuirse a la selectividad del reactor
basado en SBP hacia polifenoles de bajo volumeraular. De acuerdo con estos resultados, el
reactor no seria una herramienta analitica adecpadadeterminar el contenido total de estos
analitos.

Por otra parte, se observo una relacion lineakegitcontenido de polifenoles determinado con el
reactor basado en SBP y el determinado con el méledF-C, con una pendiente de 0.0217
(E.E.: 0.0029), una ordenada al origen de 0.25.(ECR21) y un R de 0.9011. Este
comportamiento indicaria que los resultados obtenabn el biorreactor pueden ser usados para
inferir el nivel (bajo, medio o alto) del contenide polifenoles.

Ademas, para ambos métodos de andlisis se detequandos valores promedio de polifenoles
en las muestras no eran todos iguales, de acuerdel @ndlisis de la varianza con P<0.05. Los
resultados obtenidos con el biorreactor fueron asgwhra agrupar las marcas comerciales en
“clusters” o grupos, de acuerdo con el test deifstgusion para el promedio de dos muestras con
P<0.05 [22]. Un grupo caracterizado por el mas luajotenido de polifenoles (Y7 e Y8, de
diferentes productores) presentd una diferenciaifgigtiva en el valor promedio, comparado
con las otras muestras. Otro grupo caracterizaddgsovalores mas altos en el contenido de
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polifenoles (Y1 e Y2, de diferentes productoresfigpser distinguido. En el grupo de valores
intermedios se encontrd una diferencia signifieatntre Y4 e Y6 (ambos de la misma zona
geogréfica pero diferentes productores). Las maestP, Y3, Y5 e Y7 provenian de la misma
zona y del mismo productor pero presentaron difegeniveles de polifenoles.

Cuando se analizaron los datos experimentales idotepor el método de F-C, generaron los
mismos grupos. Se concluyo que las diferenciasadiedl en las marcas de yerba mate estan
relacionadas con su origen geogréfico y/o difererdéeodo de elaboracion.

El reactor basado en SBP resulté una alternatinfiadie para discriminar yerba mate por marca
en un intento de detectar alteraciones o adultamasi en los productos comerciales. La nueva
metodologia es de bajo costo y de bajo impacto emtddi es una alternativa al uso de
compuestos de molibdeno y de tungsteno propiosdaido de F-C.

Finalmente es importante mencionar que los extsad® té negro o té verde no generaron
respuesta amperométrica con este reactor probafientebido a un menor contenido de
polifenoles (entre 5 y 50 % de la cantidad totdlada en yerba mate [16]) en conjunto con un
elevado volumen molecular de estas especies guimica

4.5.2. Andlisis de vino tinto

También fue explorada la aplicacion del biorrea@BP como herramienta analitica en la
industria vitivinicola.

Los polifenoles con alto grado de polimerizacidasgntes en vinos surgen de la condensacion
entre antocianinas libres y taninos, seguida demgaizacion [17,18]. Era de esperar que estos
polifenoles no fueran sustrato de SBP debido desta@o volumen molecular y las restricciones
difusionales halladas en este sistema de flujo.eS§egeraba que fueran sustrato aquellos
polifenoles solubles de bajo volumen molecular oaspbles de las caracteristicas organolépticas
de las muestras. Y en este caso, la respuestéiandei este sistema deberia reflejar cambios en
el estado oxidativo del vino, relacionado con eitenido de polifenoles.

Se analiz6 vino tinto libre de sulfitos y otros iaridantes externos, expuesto a diferentes
procesos de oxigenacion: una muestra de vino jgm@ducido en 2011), tres muestras de vino
afiejado (producido en 2009 y 2010) por micro-oxé@ém, y cuatro muestras de vino
suplementado conO

Se utilizé el biorreactor-SBP en el sistema deofiepn deteccion amperométrica a +100 mV vs
Ag/AgCl como una eleccion alternativa para la dateacion del estado oxidativo del vino. La
solucion carrier a pH 6.5 contenia®3 0.20 mM. Este valor de pH resultd el mas adecypada
esta aplicacion. El sistema fue calibrado con chteemo compuesto estandar en un rango de
concentracion entre 0.030 y 0.200 mM. Las muestemyino afiejado W5 y W7 dieron una
respuesta electroquimica promedio equivalente 229.& 0.0003 mM y 0.0312 + 0.0003 mM de
catecol, respectivamente. Las muestras de vincesgnitadas con ON6 y W8 dieron una
respuesta electroquimica promedio equivalente 3v76.@ 0.0004 mM y 0.0337 + 0.0002 mM de
catecol, respectivamente. Las otras muestras dendrgeneraron respuesta electroquimica. Por
otra parte, ninguna de las muestras inyectadas sstema en flujo sin reactor generé respuesta
amperomeétrica.
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Esta respuesta amperométrica hallada en vinosdaejgodria asociarse con los compuestos
guimicos de bajo volumen molecular producidos deran envejecimiento en condiciones de
micro-oxigenacion, posibles sustratos de la enzima.

Las muestras fueron inyectadas sucesivamentecatdedo tres inyecciones de catecol 0.10 mM
en medio. Se observo que la respuesta del cate@oidar obtenida inmediatamente después de
la inyeccion de cada muestra de vino era menoragnitud que la respuesta del estandar antes
de la inyeccion de la muestra, y se recuperaba agnitad inicial con la tercera inyeccion
(Figura 22). Este comportamiento resulté mas marcach las muestras de vino producidas en

2011.
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Figura 22. Respuesta amperométrica a +100 mV vs Ag/AgCl obeeoon el sistema en flujo basado en
el reactor-SBP, para inyecciones de muestras de @Garrier HO, 0.20 mM y pH 6.5. Las flechas
indican el punto de inyeccién de la muestra. Veladide flujo: 0.6 mL mih Una solucién de catecol
0.10 mM fue inyectada entre muestras de vino (SC).

En este sentido, los resultados indicarian quedogponentes de las muestras de vino que no son
sustrato de la enzima podrian afectar la respuisteatecol. Este comportamiento es conocido
como el efecto matrizy fue evaluado mediante el proceso de agregad@sténdar por
suplemento de la muestra W7 con catecol en un rdegoconcentraciones entre 0.050 mM y
0.200 mM. La proporcion de catecol agregado dedecéanperométricamente con el biorreactor-
SBP (ensayo conocido como estudio de recuperaaiérnfy entre 68 % y 86 %. La variacion de
la respuesta amperométrica en funcion de la corazedn de catecol agregado (conocida como
sensibilidad a catecol) decrecié en un 9 %, congj@acan la sensibilidad obtenida de la curva de
calibracion de catecol en solucion buffer; de esaera, se evidencio electo matriz
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Finalmente, la ordenada al origen de la curva dibraaion de catecol decrecidé un 47 % en la

mezcla del sustrato con vino afiejado, cuando s@aanton la ordenada al origen de la curva de

concentracion de catecol en solucion buffer; da esanera, fueron puestas en evidencia las

interferencias

Con estos resultados, se concluye quesfecto matrizy las interferencias causaron una

inhibicidn en la respuesta de las soluciones eatéiel catecol exhibidas en la Figura 22, cuando

la enzima inmovilizada fue previamente expuest@a muestra de vino en el sistema en flujo.

Esta inhibicion resultd ser reversible y pudo squl@ada con fines analiticos, tal como han

reportado otros autores [23].

El porcentaje de inhibicio(® inhibicion) de la respuesta del catecol causada por las ras ekt

vino fue calculado como

area pico, —area pico,
area pico,

% inhibicion=100x

(2)
Donde areapicq es la respuesta amperomeétrica del estandar deoc@t€60 mM anterior a la

inyeccion de cada muestra de vinoagea pico, es la respuesta amperométrica del estandar de

catecol 0.100 mM inmediatamente posterior a ladoim de cada muestra de vino.

Este porcentaje de inhibicion mostré una dependetmn la naturaleza del vino: el porcentaje
decrecio en los vinos afiejados W5 y W7, en comgaramon la muestra de vino joven W1
(Tabla 6). Ademas y como fuera mencionado previdendas muestras W5 y W7 produjeron
respuesta amperomeétrica.

La muestra W3 correspondiente a vino afiejado pt&@sen comportamiento similar al de una
muestra joven. W3 y W5, ambos de 2010, provienetiifdeentes lotes de produccion.

Cada muestra suplementada corp@dujo practicamente el mismo porcentaje de initib que

Su respectiva muestra original, lo que indica demate que los cambios quimicos asociados con
una exposicion aguda a oxigeno molecular no afattéa interaccion de la muestra con el
reactor enzimatico.

En la Tabla 6 se presentan otros parametros rekais con la maduracion del vino [24]:
absorbancia a 512 nm de las muestras de vino ddu{delacionada con el contenido de
antocianinas [17,18]), pH, potencial rédd), ru, y el contenido promedio de polifenoles
determinado por el método de F-C expresado comwagates de acido galico (EAG).

Aunque el pH no estuvo directamente asociado cad#a del vino, los valores de pH de las
muestras suplementadas con fDderon significativamente inferiores a los valords las
respectivas muestras originales, como resultadoddte una oxidacion aguda.

El potencial rédoxEy es el potencial de reduccion relacionado con ldureion del vino. Este
parametro fue usado para monitorear el estado txadde las muestras ya que es consecuencia
de procesos de 6xido-reduccion que ocurren enmnel durante el periodo de afiejamiento. Para
las muestras originales (W1, W3, W5 y W7) el valerEy se incrementd con el afiejamiento,
mientras que en el caso de las muestras suplemsnteon @ el E; se incrementd
significativamente en la muestra joven y en unagstnaede 2010 cuando fueron comparados con
la respectiva muestra original.

El parametray se calcula a partir de la ecuacion de Nernst yrdamedida de la capacidad de
oxidacion o reduccién independientemente de sur\ddopH [24]. El valor de este parametro
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para las muestras originales decrecié con el afiefaop en tanto que para las muestras
suplementadas con,@esulté inferior al de cada muestra original (gxoeara W8).

Ey = 59.16 x (2X pH -FH) (3)
Las antocianinas son responsables en gran medidzolde rojo del vino tinto, pero su gran
sensibilidad y reactividad frente a} ©ausa que desaparezca gradualmente en el afidantien
espectro UV-visible de cada muestra diluida mostré banda de absorcion con un maximo en
512 nm asignado a las antocianinas [17,18] (Fig@3)a Esta banda decrecié significativamente
en el vino afiejado W7 y W8, y resulté muy intens#as muestras W5 y W6.
El contenido de polifenoles también fue determinadaenuestras de vino mediante el método de
F-C con acido galico como estandar. Se encontndagbr contenido en las muestras W5 y W6
asociado al elevado contenido de antocianinas,haléé muy disminuido en las muestras W7 y
W8. El cuadrado del coeficiente de correlaciéndin@®) entre contenido de polifenoles y
absorbancia a 512 nm fue de 0.8747.

Tabla 6: Valores promedio de porcentaje de inhibicion ded@al de catecol y desvio estandar
en el sistema de flujo para muestras de vino ti@tros pardmetros enoldgicos: afio de
produccién, absorbancia a 512 nm de muestras ddujpH, potencial rédoXy), ry y el valor
promedio de contenido fendlico total expresado cemgvalentes de acido galico (EAG):

Muestra Afio % Inhibicion Absorbancia pH Ex(mV)® ry EAG

(512 nm) (mg LYP
W1 2011 65.1+£34 0.587 3.70 241 3.321173
W2 201t 66.6 +4.2 0.621 3.60 258 2.84 1097
W3 2010 519148 0.483 3.80 258 3.24 1058
W4 2016 404 +2.6 0.503 3.70 261 2.99 1047
W5 2010 24.7+14 1.025 3.88 271 3.19 1345
W6 2010 24.6 £ 2.7 0.886 3.76 265 3.05 1305
W7 2009 99+19 0.188 3.66 319 1.93 532
w8 2009 46+3.1 0.183 3.57 300 2.07 496
@vs. Ag/AgCl °D.E.R. inferiora1.5% °®Muestras de vino suplementadas con O
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Figura 23.Espectros visible de vino joven (a) y vino afiejémo
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Figura 24. Biplots de componentes principales obtenidos Baraestras y: 6 descriptores (% inhibicion
incluido) (A); 5 descriptores (% inhibicién excloid(B). Scores normalizados (O); loads (+): absactza
a 512 nm (1); pH (2Ex (3); ru (4); contenido de polifenoles totales (5); % inbibn (6).

El valor de R para la correlacién entre el porcentaje de inféhig E fue de 0.7337. En este
caso, un bajo valor d&y estuvo asociado a un contenido de polifenolesadimvios que
pudieron eventualmente reaccionar con los producdgalarios del catecol obtenidos en el
reactor-SBP del sistema en flujo. En consecuenaiaespuesta amperomeétrica del catecol
oxidado podria haber sido afectada por los polleEendel vino inyectado previamente, si éstos
fueron retenidos por el material del reactor meediama interaccion débil. Del mismo modo, un
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valor alto deEy podria asociarse con la presencia de polifenolémenzados y oxidados que
tendrian menor capacidad de interactuar con ragidéres.

No se encontré otra correlacion entre las variabtesizadas para estas muestras de vino tinto.
Los resultados fueron analizados por analisis depooentes principales (PCA) para la
clasificacion del vino segun su estado de afiejamigia naturaleza de cada muestra. Las dos
primeras variables no correlacionadas (PC1 y PEPyesentan en los biplots de la Figura 24. La
comparacion de la Figura 24.A con 24.B sugierellevancia del porcentaje de inhibicion como
buen descriptor en la discriminacién de muestragm® Esta muestra permitio la separacion de
las muestras de 2010 y 2011.

En la Figura 24.A, W5 y W6 se ubicaron en el cuaidrdV, y caracterizadas por una elevada
absorbancia a 512 nm y alto contenido polifendliemel cuadrante | se encontraron las muestras
de vino joven W1 y W2 caracterizadas por un elevaoicentaje de inhibicion, y W3 y W4
distinguidas por valores de score normalizado bdjeas muestras W7 y W8 del afio 2009
tuvieron valores negativos de score para PC1 yssiaglieron por valores elevadosge

En resumen, las muestras de vino pudieron seredif&das por su naturaleza y proceso de
afiejamiento. La administracion de @gdé un rol clave en la maduracion del vino tinBe
observé que el pH de todas las muestras fue atept@adel suplemento agudo de, Pero que las
demés variables no sufrieron cambios sisteméatiPos. otra parte, la micro-oxigenacion en
botellas afecto el potencial réeddj, el parametroy y el porcentaje de inhibicion. La cantidad
total de polifenoles y la presencia de antocianuzei con el afiejamiento del vino pero también
con la naturaleza intrinseca de cada vino.

4.5.3. Conclusiones de la Seccion 4.5

Se desarrollé un reactor basado en SBP con emplgmlianfolito insolublePoly(EGDE-MAA-
2MI) como soporte de la enzima. Fue parte de uemi de inyeccion en flujo acoplado a un
detector amperométrico disefiado para el analigmtinciales sustratos de SBP [25].

El polianfolito, con sus grupos —COO , —OH y 2Mkultdé ser una matriz conveniente para la
inmovilizacion de peroxidasa de cascara de sendidasoja desde su extracto acuoso sin
purificacion previa. Esto trae implicitas las véadade bajo costo de produccion y facil
preparacion. Por otra parte, se debe remarcar Gte @nzima estd presente en altas
concentraciones en la cascara de semilla de sogaes una fuente de costo practicamente nulo
porque se trata de un producto secundario de lesind alimentaria.

El andlisis de las velocidades experimentales decién en funcion de la velocidad de flujo
permitid determinar la existencia de restricciodd@asionales externas en la transferencia de
masa de los sustratos.

Se explord la aplicabilidad del biorreactor en lasidicacion de alimentos, particularmente en
bebidas: en extractos de yerba mate y en vino diriesanal.

Las muestras de yerba mate pudieron ser discrimm@adr marca comercial, probablemente
debido a diferentes procedimientos de elaboradi@nadectaron el contenido total de polifenoles
y la respuesta analitica de cada infusién. Si lkrtontenido de polifenoles determinado
mediante el uso del reactor resultd inferior altenito determinado por el método de referencia,
existio una correlacion lineal entre los valoreliagi@s por ambos métodos. Aqui resulté evidente
gue el biorreactor resultd mas selectivo a polifende bajo volumen molecular, y sus resultados
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pudieron emplearse para inferir el nivel (bajo, mea alto) del contenido de polifenoles. El
estudio permiti6 concluir que las diferencias tddla en las marcas de yerba mate estan
relacionadas con su origen geogréfico y/o difererdéeodo de elaboracion.

El reactor también genero resultados de utilidaalidra en muestras de vino. Solamente las
muestras de vino afiejado por micro-oxigenacion odieuna respuesta amperomeétrica,
probablemente asociada con los compuestos quird&dmjo volumen molecular producto del
afiejamiento, posibles sustratos de la enzima. étana¢nte se encontré que los componentes de
las muestras de vino que no son sustrato de lanarfabdrian afectar la respuesta amperométrica
del catecol usado como estandar. Este comportamneoiocido como ekfecto matrizfue
demostrado mediante ensayos de recuperacion dwlastgregado a la muestra: se vio afectada
la sensibilidad al catecol y el porcentaje de recaqion. Asimismo, las variaciones en la
ordenada al origen de la recta de calibrado pusieroevidencia lasterferenciasproducidas

por la muestra.

Con estos resultados, se determind quefedto matrizy lasinterferenciasproducidas por las
muestras de vino causaron una inhibicion en lauestp de las soluciones estandar de catecol
cuando la enzima inmovilizada fue previamente egfaua una muestra de vino en el sistema en
flujo. Un alto porcentaje de inhibicidon podria asoge con un contenido de polifenoles elevado
en la muestra de vino previamente inyectada, lespyuieron eventualmente reaccionar con los
productos radicalarios del catecol obtenidos enrealctor-SBP del sistema en flujo. En
consecuencia, la respuesta amperométrica del tadeaado podria haberse afectado (ser
disminuida) por los polifenoles del vino inyectgateviamente si fueron retenidos por el material
del reactor mediante una interaccion deébil. Delnmismodo, un valor bajo de porcentaje de
inhibicionpodria asociarse con la presencia de polifenolésm@adzados y oxidados que tendrian
menor capacidad de interactuar con radicales lillfste comportamiento pudo ser explotado
para mejorar la autenticacion de vino medianteisinahultivariado, combinando estos datos con
otros parametros enoldgicos.

Estos constituyen los primeros estudios de aplidabi de SBP en el &mbito analitico.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES GENERALES

En este trabajo se presentd la obtencion y caizatéin de los complejos bio-inspirados Co(ll)-
Pol(EGDE-MAA-2MI) y Co(ll)-Poly(EGDE-DA), a la vez que se completé la caracteiirac
del complejo Cu(ll)PolyEGDE-DA). Se trata de especies bio-inspiradascpatener cationes
de elementos de transicion que intervienen en rsusr pasos metabolicos involucrando
transferencia y/ o transporte de electrones. Laadke funcionalidad de la matriz polimérica
confiere selectividad, solvatacion, capacidad deadelectrones para generar enlaces covalentes
coordinados, que emulan estas biomoléculas y logren mayor estabilidad de la estructura
resultante.

Las metodologias modernas de analisis estructanpleadas permitieron obtener informacion
acerca de la naturaleza de la interaccion entrifeess metalicos y los hidrogeles probados. Las
sefales de los atomos de C del N-heterociclo y&&do carboxilico se ensancharon y
desaparecieron de los espectrod’8eCP-MAS del complejo Co(llRoly(EGDE-MAA-2MI), lo

gue constituye una evidencia inequivoca de laaot@dén de los centros paramagnéticos con los
ligandos. El hidrogePoly(EGDE-DA) presentd una Unica sefial importanté*enCP-MAS, por

lo tanto la técnica mas adecuada para analizatdeaiccion con cationes resultd ser FT-IR, en la
gue se encontré mejor resolucién de las sefiale® aamsecuencia de la captacion de estos
iones.

Otras técnicas y estrategias empleadas brindargrdetélles confirmatorios de la coordinacioén,
se encontré un aumento en el grado de reticulaciigosidad de los materiales, y se evidencio
una disminucién en su estabilidad térmica.

Una de las propiedades mas interesantes de loslejommgle coordinacion obtenidos fue su
actividad catalitica en la activacion deQ para dar lugar a la formacion de radicales lilyres
O,. Era ya conocida la capacidad activadora de logptzgjos con Cu(ll), que fue verificada para
el sistema heterogéneo Cu(@ply(EGDE-DA). Se explord por primera vez el efectotipalar

del ion Co(ll) usando dos ligandos de naturaleztereite: PolfEGDE-MAA-2MI) vy
Poly(EGDE-DA). La técnica de ESR resulté una herranaigrderosa para detectar y confirmar
la formacién de la especie,0, ademas de OH Se demostrd que este Ultimo producto también
fue generado por los materiales que constituyendgiz, debido a la presencia de atomos de N
que facilitarian la transferencia electronica emespncia de $D,. Toda esta informacion
contrastada con los controles necesarios y losd#diteratura permitio postular los posibles
mecanismos involucrados en la activacion d@jtpor catalisis heterogénea.

Sobre el complejo Co(lllRolyEGDE-MAA-2MI) se trabajo la posibilidad de recugeion del
catalizador heterogéneo, la pérdida del cation lericdo operativo y su aptitud para la
regeneracion con el fin de recuperar la actividsgtdlitica. Asi se determin6 que el material podia
recargarse con Co(ll) y recuperaba su eficiencia.

Otra de las propiedades relevantes de estas nsapratenéricas fue su capacidad de adsorcion
y/o captacion de especies idnicas, que surge ddtslgrado de funcionalizacion. La elevada
capacidad de carga de estos polimeros para lasiespinicas Co(ll) y Cu(ll) pudo ser estimada
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y cotejada experimentalmente. Se estudio la captai®| colorante Direct Blue 273 sobre un lote
de Poly(EGDE-MAA-2MI), como modelo de compuesto organiam csustituyentes cargados
negativamente en interaccion con un polianfolitevando mas adelante esta idea, se estudio la
adsorcion de la enzima peroxidasa de cascara ddasdmsoja sobre otro lote doly(EGDE-
MAA-2MI) con el fin de preconcentrarla e inmovilita para la preparacion de un biorreactor en
sistema de flujo.

Paralelamente se desarroll6 otro material solubleagua, bio-inspirado funcionalizado con
residuos —COO e IM, los cuales imitan la estraaferpéptidos y proteinas con la pretension de
emular sus propiedades. Para lograr una estrudtfier@nte de la de los hidrogeles mencionados
anteriormente, se optd por modificar la estratelgissintesis, haciéndola secuencial en lugar de
proceder a la mezcla simultdnea de todos los weactAsi, en una primera etapa se obtuvo el
hidrogelPoly(EGDE-IM), y en una segunda etapa se agregé MAZerdentro que el tiempo de
incubacién de MAA en contacto cdPoly(EGDE-IM) determinaba la solubilidad en agua del
producto obtenido. Superando las 12 horas de @acmi60° C se logré que el hidrogel
Poly(EGDE-IM) adquiriera la funcionalizacion necesagpi@a su posterior solubilizacion. Esa
funcionalizacion consistio en la formacion de gmupéster entre el MAA y los —OH de
Poly(EGDE-IM) o entre MAA y los grupos epoxido remarenenPoly(EGDE-IM). La etapa
final consistid en la polimerizacion radicalarialds monémeros de MAA a través de su resto
vinilo, formandoPoly(MAA) que mayormente quedaba unido covalentementesaresiduos
MAA esterificados corPoly(EGDE-IM).

El material obtenido fue heterogéneo, con bloquesay(MAA) unidos covalentemente a
Poly(EGDE-IM), de longitud variable en las distintasléonlas. El tamafio de los oligdbmeros
resulté inferior o igual a 12 kDa, y el producteibéd el nombre d®ligdémeros(EGDE-IM-co-
MAA).

El mecanismo de sintesis que se propone en e$igdrasi como la estructura probable del
producto surgioé de la puesta en comdn de una easencia experimental obtenida por CZE,
mediciones de potencial zetd),(analisis elemental, titulaciones acido-basematografia de
exclusién molecular (SEC) y MALDI-TOF.

NMR y FT-IR permitieron demostrar que estas moksyloseian los mismos grupos funcionales
gue los polimeros insolubles, con una modificacém la proporcion de los residuos
polimerizados constituyentes. Se hicieron expertogemle electroforesis capilar zonal (CZE),
con la finalidad de separar las diferentes fracsoen funcidén de su relacién carga / tamafio a un
determinado pH. Se observo migracion hacia el cattdlante del marcador neutro, que denoto
carga total positiva, excepto a pH 9.0 en que secapuna banda neutra. Las medicioneg de
indicaron la presencia de especies con carga yesitpH inferior a 5.7, asi como especies con
carga negativa a pH superior. Se realiz0 un enskey&EC, en el que fue confirmada la
formacién de macro-aglomerados solubles en aguaagoentaban de tamafio con el paso del
tiempo de permanencia en solucion; por otra pagedetermind que las moléculas poseian
tamafo inferior a 12 kDa. Mediante ensayos de MALDIF, se pudieron establecer estructuras
de bajo peso molecular que evidenciaban las difesereacciones quimicas ocurridas en el
proceso de sintesis: apertura de epoxido y formadedaductofoly(EGDE-IM), formacion de
uniones éster entre MAA y EGDE, formacion de cadeRaly(MAA) por polimerizacion
radicalaria, y formacion deoly(EGDE) por eterificacion.
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En principio se detectd ulEP para el producto a granel disuelto en agua, etual no se
produjo disminucion de la solubilidad del mates&lo a valores de pH inferiores. Paralelamente
se determin6 que la composicion del material etarbgénea, por lo que cabia la posibilidad de
gue algunas moléculas alcanzaranER a pH acido y esta situacién provocara la sepanabéd
fases. Sin embargo se encontré que las formassapreaipitadas poseian bloquesly(MAA)

mas extensos que las moléculas que permanecieoilEmon.

Es posible afirmar que las distintas poblacionesoligomeros exhibieron diferencias en la
longitud / tamafio de cada bloque constitutivo, [@&no asi fue posible determinar l&® para el
granel de sintesis. Ademas, el solido que precpitd pH inferior a 4.0 presentd un exceso de
residuos MAA polimerizados, en tanto que por CZElstectaron moléculas neutras a un pH
superior a 6.0 que permanecieron en solucion.

Para comprender todos estos resultados, fue necesarsiderar una estructura probable de
oligbmeros constituidos por dos bloques, dondarabfio de los bloques podria ser diferente en
cada molécula. Es decir, podria suponerse unabdisitbn estadistica del tamafio de cada bloque
en las moléculas de oligomeros. Este modelo enublagria valido para la mayoria de las
fracciones, excepto para aquella detectada comtranpor CZE a pH 9.0; su solubilidad
indicaria que se trata de un oligdbmero con propiatia anfolito que presenta una distribucion
estadistica de los mondémeros en su trama, en Vielpglees.

Estas moléculas presentaron la propiedad de fom@roagregados solubles en agua cuyo
tamafio aumenta con el tiempo de disolucion. Swigdsdn por dilucion (por ejemplo, como
resultado de la dialisis) determind la cristalibacide aquellas formas menos solubles,
posiblemente incluidas en el ndcleo del macroagiega

El conocimiento de todas estas propiedades enwsigmbrmitid proyectar las posibles
aplicaciones plasmadas en el Capitulo 4.

Se utilizaron los sistemas heterogéneos CE&OWEGDE-MAA-2MI) / H,0, Co(ll)-
Poly(EGDE-DA) / HO, y Cu(l)-Poly(EGDE-DA) / H,O, en la decoloracién de soluciones de
MO, modelo de efluentes de la industria textil.d8éermind que la decoloracion ocurria por los
procesos paralelos de captacién y degradacion tvada través de una cinética de pseudo-
primer orden.

En el tratamiento no se logré la mineralizacion ptata de MO, de acuerdo con la evidencia
espectroscopica. Por lo tanto, este método de alecidn de bajo impacto ambiental puede
resultar adecuado para iniciar el proceso de dagi@d de este colorante en particular, hasta
agotamiento del D, agregado, y luego podria ser completado por métbaddgicos.

De los sistemas heterogéneos probados, el comgbejcCu(ll) resultd ser el mas eficiente en
cuanto a la velocidad de decoloracion y a la prdparde MO que resulta oxidada.

La degradacion de MO con el sistema CoPidiy(EGDE-MAA-2MI) / H,0O,, tuvo lugar por el
ataque de las especies radicalarias liberadassaldaion durante los primeros 10 minutos de
activacion. Sin embargo, para el sistema CHUWEGDE-DA) / HO,, fue necesario mas
tiempo de activacion; si bien existen ciertos imaticde formacion de especies intermediarias
reactivas del Co(ll) en la matriz sélida, no seqpddmostrar su existencia.

También se efectuaron estudios con el fin de earifla pérdida de Co(ll) con los ciclos de
catalisis del sistema Co(IBely(EGDE-MAA-2MI) / H,O,. Se determind que cerca del 40 % del
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Co(ll) captado se perdi6é en dos ciclos operatiyaa, 60 % restante permanecio unido en forma
estable. A partir de esta informacion se evalupdsibilidad de recargado de este material, que
permitid devolver al sistema a las condicionestaaé iniciales.

La degradacion de MO con el sistema Cupldiy(EGDE-DA) / HO, ocurrié mediante la accion
de los radicales liberados al medio a lo largoatko tel proceso de activacion; no se encontré
evidencia que confirme la participacion de espetiesrmediarias reactivas del Cu(ll) en la
matriz sélida.

Los sistemas generadores dg Clueron empleados para un proceso de oxidaciorigbate
interés industrial: la conversion de epinefrinaadrenocromo. El anién superoxido resulta util en
la aceleracion de procesos de conversion en loglguestrato tiene un potencial réd&) bajo.

Los oligébmeros (EGDE-IM-co-MAA) fueron utilizados en conjunto con Fe(ll) pala co-
precipitacion in situ del colorante azo-aniénico DB273. Comparando l&iegfcia de
decoloracion de este material con la de los mdgsriasolubles desarrollados por nuestro grupo,
aquella resulto superior.

La adicién deoligomeros (EGDE-IM-co-MAA) a una solucion de Fe(ll) y &cido citrico en
proporciones adecuadas dio lugar a la formacioneskeras huecas, por coordinacién y
agregacion de los oligdmeros en la interfase pestefdel pH acido. Su solubilidad a valores de
pH iguales o superiores a 7.0 las vuelve poteneialenadecuadas para la liberacion intestinal de
farmacos en el contexto de liberacion contralada

Finalmente, se explord la aplicabilidad del bioctea basado en SBPely(EGDE-MAA-2MI)

en la clasificacion de alimentos, particularmemidebidas: en extractos de yerba mate y en vino
tinto artesanal. Las muestras de yerba mate pudsgodiscriminadas por marca comercial. El
biorreactor resulté mas selectivo a polifenolesbd@ volumen molecular, y sus resultados
pudieron emplearse para inferir el nivel (bajo, meal alto) del contenido de polifenoles. El
estudio permiti6 concluir que las diferencias hadl® en las marcas de yerba mate estan
relacionadas con su origen geogréfico y/o difererdéeodo de elaboracion.

El reactor también genero resultados de utilidaditica en muestras de vino libre de sulfito. Se
encontrd que los componentes de las muestras deguig no son sustrato de la enzima podrian
disminuir la respuesta amperométrica del catecaldmscomo estandar cuando la enzima
inmovilizada era previamente expuesta al vino esiglema en flujo. Un alto porcentaje de
inhibicion podria asociarse con un contenido defgules elevado en la muestra de vino
previamente inyectada, que pudieron eventualmeaiecionar con los productos radicalarios del
catecol obtenidos en el reactor-SBP del sisteméfliga. Este comportamiento pudo ser
explotado para mejorar la autenticacion de vino iamd andlisis multivariado, combinando
estos datos con otros parametros enologicos. Betotos primeros estudios de aplicabilidad de
SBP en el ambito analitico.
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siguientes publicaciones:

“SYNTHESIS OF WATER-SOLUBLE OLIGOMERS FROM IMIDAZOE, ETHYLENEGLYCOL
DIGLYCIDYL ETHER, AND METHACRYLIC ACID. AN INSIGHT INTO THE CHEMICAL STRUCTURE,

AGGREGATION BEHAVIOR AND FORMATION OF HOLLOW SPHERE'. Lucia V. Lombardo Lupano,
Juan Manuel Lazaro Martinez, Nora Matilde Vizidiimas Ignacio Torres y Viviana Campo
Dall’ Orto. Macromol. Mater. Eng301 (2) (2016) 167 — 181.

“SYNTHESIS, CHARACTERIZATION, AND CATALYTIC PROPERIES OF CATIONIC HYDROGELS
CONTAINING COPPER(Il) AND COBALT(Il) IONS.” Lucia V. Lombardo Lupano, Juan Manuel
Lazaro Martinez, Lidia L. Piehl Emilio Rubin de {SelRosa Maria Torres Sanchez, and Viviana
Campo Dall’ OrtoLangmuir, 30(10) (2014) 2903-2913.

“ACTIVATION OF H,0, AND SUPEROXIDE PRODUCTION USING A NOVEL COBALT CORLEX BASED
ON A POLYAMPHOLYTE". Lucia V Lombardo Lupano; Juan M Lazaro Martineid L. Piehl;
Emilio Rubin de Celis; Viviana Campo Dall’ Ortappl. Catal. A467( 2013) 342 — 354.

“DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF A POLYAMPHOLYTE-BASED REACTOR
IMMOBILIZING SOYBEAN SEED COAT PEROXIDASE FOR ANALYICAL APPLICATIONS IN A FLOW

SYSTEM.” L.R. Denaday, M. V. Miranda, R.M. Torres Sanchek). Lazaro Martinez, Lucia V.
Lombardo Lupano, V. Campo Dall’ Ort@iochem. Eng. B8-59 (2011) 57-68.

Solicitud de Patente n°: 20130101144. Fecha deitsli 09/04/2013. Fecha de publicacion:
28/01/2015. N° de documento: AR091332 Adventores: Campodall’ Orto V., Lombardo
Lupano, L.L., Del Rio L.A., Lazaro Martinez J.M.tllb: “Proceso para preparar plianfolitos
solubles en agua derivados de acido metacrilicdaimoles y un diepoxido.”

Perspectivas del trabajo futuro:

La experiencia obtenida en esta labor de Tesispanto al manejo de meétodos instrumentales,
desarrollo de procesos de sintesis de polimerategietacion de resultados, y exploracion de
potenciales aplicaciones de los materiales, abrabanico de posibilidades y de nuevas lineas
de trabajo en diferentes areas del conocimiento.

Por una parte es posible modificar el método deesigrdesarrollado por el grupo para obtener
materiales mas homogéneos, funcionalizados dedwgen la aplicacion directa que se les dara.
Esto es posible debido a que se logroé conocerdofehmecanismo de reaccion.

Este es un paso esencial para mejorar la estabitiddos complejos con Co(ll) y Cu(ll) en su
proceso de activacion de,®h, ya que se evita de esta manera la necesidadcdegae el
catalizador luego de un ciclo operativo. Se traf@j@ntonces con nuevos monomeros que
actuarian como ligandos mas estables en el complejo

Otro aspecto interesante consiste en mejorar Ebikdad mecanica de las esferas huecas
desarrolladas. Y esto esta directamente ligaddaaitgn precedente de modificar los pasos de
sintesis y/o los mondmeros utilizados. En esteajoalde Tesis se ha logrado el primer paso:
obtener las esferas. Aqui se abre un panorama@udwglirabajo que abarca la optimizacioén de la
estructura supramolecular, y a continuacion losdéss de aplicabilidad de estas esferas.
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Se ha demostrado que los materiales presentanlewvada capacidad de carga de pequefias
moléculas idnicas e incluso biomoléculas. Esto tiioiye en si una vasta posibilidad de
exploracion de aplicabilidades de interés ambignbabtecnologico.

Se puede concluir que este trabajo ha generadeaniealad de lineas de estudio para explorar.
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CAPITULO 6
EXPERIMENTAL

6.1. Sintesis de materiales poliméricos

6.1.1. Reactivos empleados

Reactivos de la sintesis:

2-Metilimidazol (2MI; 99 %), imidazol (IM; 99 %), cdo metacrilico (MAA; 99 %), 1,8-
diamino-3,6-dioxaoctano (DA), y etilenglicol digilid éter (EGDE; 50 % en etilenglicol dimetil
éter) fueron adquiridos a Sigma-Aldrich. Peréxide benzoilo fue adquirido a Fluka.
Acetonitrilo grado HPLC fue marca Baxter.

Otros reactivos:

Epinefrina bitartrato, 5,5-dimetil-1-pirroliN-0xido (DMPO), galato de epigalocatequina, rutina,
acido clorogénico y catecol fueron adquiridos arigAldrich. Superoxido dismutasa (SOD) fue
adquirida a Biosidus (Buenos Aires, Argentina). &hel grado HPLC fue marca Sintorgan.
Direct Blue 273 (nimero CAS: 76359-37-0; formuldngica: GsH,CuNsO1;,S:. 3Na; PM: 891.26) fue
marca ClariantCoSQ y acetato de cobalto fueron adquiridos a Mallintr@diSA). NaSO, y
H.0, (30 %) fueron adquiridos a Merck (Darmstadt, GerylaNaranja de metilo fue adquirido
a Santa Cruz Biotechnology Inc. El agua necesaia [ps experimentos fue obtenida con un
destilador de vidrio FIGMAY (Cordoba, Argentina)odos los otros reactivos utilizados fueron
grado analitico.

6.1.2. Método de sintesis del polianfolito insolublen agua denominadd@oly(EGDE-MAA-

2MI)

El polianfolito utilizado en estos experimentos Rietetizado en tubos de hemdlisis. En cada
tubo se mezclaron 0.10 gramos de 2-metilimidazd (tilimoles de 2Ml), 0.10 mL de acido
metacrilico (1.2 milimoles de MAA) y 0.20 mL deletiglicol diglicidil éter (0.64 milimoles de
EGDE) con 0.4 mL de acetonitrilo. La boca del tdbe cubierta con papel de aluminio y la
mezcla fue puesta en estufa a 60° C durante 3Qtesinbuego se agregaron 3.0 mg de peroxido
de benzoilo triturado y se termostatizd la soluca®0° C durante 24 horas. Se obtuvo un
monolito que fue triturado en particulas, pueste@mtacto con agua destilada, lavado 3 veces y
secado en estufa a 60° C. El rendimiento de lxi@afue del 50 % [1].

6.1.3. Método de sintesis del polielectrolito inadble en agua denominad®oly(EGDE-DA)

En cada tubo de ensayo se afiadieron 176 pL dea8na-3,6-dioxaoctano (1.2 milimoles de
DA), 0.40 mL (1.28 milimoles) de EGDE y 0.40 mL deetonitrilo. La mezcla se calenté en
estufa a 60° C durante 24 horas y posteriormensgegaron 5 mL de agua destilada dejandolo
reposar 24 horas para obtener un gel hinchadoupge Ise lavo y se lo dejo secar por 24 horas
en estufa a 60° C [1]. El rendimiento de la reacéiie del 98 %.

6.1.4. Método de sintesis de oligdmeros solubles agua denominadonligomeros(EGDE-
IM- co-MAA)
En un balon de 100 mL de capacidad se afiadieroarbog (88.2 milimoles) de IM, 24 mL de

acetonitrilo y 12 mL (38.5 milimoles) de EGDE. Sgregd una barra magnética cubierta en
181



teflon y se cubrid la boca del balon con una lamdeaaluminio. El balén con la mezcla fue
puesto en un bafio de glicerol termostatizado a366®n una placa calefactora, con agitacion
magnética durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo, se agregaron 6 mL (70.0nmiles) de MAA, se cubrié nuevamente la
boca del balon con la lamina de aluminio y contituéeaccion con agitacion durante otras 24
horas a 60° C.

Transcurrido el tiempo se agregaron 10 mL de adeatory una porcion de 200 mg de peroxido
de benzoilo a la solucién en agitacion a 60° C. kmdisuelto, se agregd otra porcion de 300
mg de peroxido de benzoilo, se esperé hasta disollmompleta en ausencia de agitacion y
luego de unos minutos se produjo enturbiamientéadslucion y formacién de una goma de
color blanquecino suspendida en el medio liquidoedecion. Se empled una varilla de vidrio
para facilitar la difusion del peroxido de benzodb interior del material y para facilitar la
separacion de las dos fases formadas, se retadd@ del bafio de glicerol y se procedié a volcar
la fase liquida para separarla del elastdmero roeadb.

El sélido fue retirado del balén con la ayuda de espatula y fue colocado en un vaso de
precipitados de 250 mL. Se lavé con tres porciatee80 mL cada una de acetonitrilo y se dejé
secar superficialmente en estufa a 37° C. Luegagsegaron 30 mL de agua destilada en
agitacion y el sdlido se disolvio lentamente enaalidad. Finalmente se agregé mas agua para
realizar diferentes ensayos de caracterizaciodigagpones [2].

6.2. Preparacion de complejos y métodos de caradizacion

6.2.1. Espectroscopia infrarroja (FT-IR), analisislemental y espectroscopia UV-visible

Los espectros de FT-IR fueron obtenidos en un égpeetro Nicolet 380 utilizando, segun el
caso, pastillas de KBr o un cristal de reflexionagmMulti-Bounce HATR (reflexion total
horizontal atenuada) de ZnSe, un angulo de incidete45° y un intervalo éptico de 4000 — 650
cm™,

El andlisis elemental fue realizado con un equiprlcC Erba EA 1108. Las mediciones
espectrofotométricas UV-visible se realizaron usacdbetas de cuarzo con un equipo HP
modelo 8452A con arreglo de diodos y un equipo &t Array UV-visible Spectrophotometer

Thermo Scientific con arreglo de diodos.

6.2.2. Resonancia magnética nuclear (NMR)

Los espectros de NMR de alta resolucién de estatidosde **C fueron obtenidos con la
secuencia de rampaH}—{**C} CP-MAS (polarizacién cruzada y giro en angulogé) con
desacople de protones durante la adquisicion. Thmdosexperimentos de resonancia magnética
nuclear en estado solidesNMR) fueron llevados a cabo a temperatura ambientan equipo
Bruker Avance 11-300 equipado con una sonda MA@ dam. Las frecuencias de operacion para
los protones y los carbonos fueron de 300.13 y6/MMz, respectivamente [3]. Se usé glicina
como referencia externa para los espectro§@ey para establecer la condicién de Hartmann-
Hahn en los experimentos de polarizacion cruzadd).(El tiempo de reciclado fue de 4
segundos. Se emplearon dos tiempos de contacterdidés durante la CP: 800 y 1500 ps. La
secuencia SPINAL64 se uso para el desacople hetdean durante la adquisicidon con un campo
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de desacople d# que satisface /21 = yyH1y = 62 kHz. La velocidad de giro para todas las
muestras fue 10 kHz.

Los experimentos de NMR en solucion fueron hectmosreespectrometro Bruker Advance II-
500. Se realizaron diferentes niimeros de barridos la adquisicion de los espectros en

las muestras.

Para el caso particular de los oligobmeros soluiteagua, una alicuota de 0.15 g del material fue
disuelta en 5.0 mL de agua y mezclada con 2.0 emimdtanol o 2.0 mL de acetonitrilo. El
material agregado en ambos casos fue precipitademgeratura ambiente. Se realizaron
espectros dé*C CP-MAS con el fin de caracterizar las fracciomescipitadas con estos
solventes orgénicos. Se realizaron espectrdsl dMR y *C NMR a partir de la redisolucién en
D,O de fracciones de material, previamente precipgadon acetonitrilo. Las muestras
precipitadas con metanol, no pudieron ser rediasielt

6.2.3. Microscopias

Los polimeros fueron caracterizados superficialmentlizando microscopia electronica de
barrido (SEM) y la determinacion de la composicfgmental en cobalto y azufre en diferentes
regiones de los materiales, fueron realizadas medliespectroscopia de rayos X por energia
dispersiva (EDS). Las mediciones fueron llevadasabho con un microscopio de barrido
electronico Field Emission SEM (Zeiss Gemini DSM2P&®perado a 0.3 kV de voltaje de
aceleracion, para SEM y provisto de un accesor@ANEnergy (Oxford Instrument), para EDS.
Las imagenes de la superficie de los materialesfuebtenidas sin ninguna modificacion.

Para elucidar si la captacion de Cu(ll) y colorameurria solamente en la superficie de las
particulas o bien en todo el material, se decigliizar una técnica comun de histologia que es la
obtencion de imagenes microscopicas de muestrdsidas en parafina, las cuales pueden
dividirse en secciones de micrometros de espesaoa. Mo, se procedid a realizar la inclusion de
las muestras en parafina para luego realizar cadesmicrétomo y finalmente observar al
microscopio Optico las secciones de la muestrajndancho promedio de 12 pum. Las secciones
de material para microscopia se obtuvieron con ionétomo Leitz Wetzlar RD5367/12-1345-
USA.

6.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) ytermogravimetria (TG)

La temperatura de transicion vitr@g) medida para el polielectrolito y sus complejos Go(Il)

y Cu(ll), fue determinada en un calorimetro diferahde barrido Shimadzu 60. Las condiciones
de aumento de temperatura fueron de 15° C'miimante el segundo barrido de T, bajo purga de
N». El primer barrido de temperatura se hizo solampata eliminar la humedad de la muestra.
Las mediciones termogravimeétricas fueron hechasiooequipo TA Instrument SDT Q600, bajo
flujo de N, sobre un rango de temperatura entre 30 y 400®i€Cuna rampa de temperatura de
10° C min*. El tamafio promedio de la muestra fue 10 mg.

6.2.5. Estudios del equilibrio de captacion de Cdjlpor PolyEGDE-MAA-2MI)

Los estudios de union de Co(ll) fueron hechos c6B@ g del polianfolito y 4.0 mL de solucion
de CoSQ en un rango de concentracion entre 2.6 y 21 mM.rhaestras fueron centrifugadas y
filtradas luego de 48 horas de contacto a 24° Gonaentracién de Co(ll) libre remanente en el
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equilibrio en cada solucion sobrenadante pudo ermiinada espectrofotométricamente debido
a que los iones Co(ll) forman un complejo con S€N presencia de HCIl y acetona, que absorbe
a 622 nm [4].

6.2.6. Estudios del equilibrio de captacién de Cdjlpor Poly{EGDE-DA)

Los estudios de unién de Co(ll) fueron hechos c®@ g del polielectrolito y 4.0 mL de
solucién de CoS@en un rango de concentracion entre 5.0 y 40 mM. ibaestras fueron
centrifugadas vy filtradas luego de 48 horas deamtata 24° C. La concentracion de Co(ll) libre
remanente en el equilibrio en cada solucibn soble@ma pudo ser determinada
espectrofotométricamente debido a que los ionesl)Clofman un complejo con SCNen
presencia de HCl y acetona, que absorbe a 622 Jam [4

6.2.7. Estudios del equilibrio de captacion de Cuflpor Pol(EGDE-DA)

Los estudios de union de Cu(ll) fueron hechos c@23D g del polielectrolito y 4.0 mL de
solucién de CuS@en un rango de concentracion entre 4.0 y 70 mM. ibaestras fueron
centrifugadas vy filtradas luego de 48 horas deamtata 24° C. La concentracion de Cu(ll) libre
remanente en el equilibrio en cada solucibn soble@ma pudo ser determinada
espectrofotométricamente dado que el complejo CyKH(formado por la adicion de N}
absorbe radiacion a 640 nm.

6.2.8. Estudios del equilibrio de captacion de Dict Blue 273 porPoly(EGDE-MAA-2MI)

Las isotermas fueron efectuadas a 4° C, 18° C 2% 0.0500 g de polianfolito y100 mL de
solucion de DB273 en un rango de concentracionntie 0 y 220 uM. Las muestras fueron
centrifugadas vy filtradas luego de un tiempo detaxio de 48 horas, en el cual llegaron al
equilibrio. La concentracion de DB273 libre en lalusidon sobrenadante se determino
espectrofotométricamente a 588 nm.

Asimismo, mediante un sistema consistente en 12@enDB273 125 uM, KN@en diferentes
niveles de concentracién y 0.0600 griEyY(EGDE-MAA-2MI) se estudio el efecto en la union
del colorante por modificacion de la fuerza iénica.

Se investigo el efecto de las especies idnicasaetesorcion del colorante de las particulas
poliméricas empleando 0.0740 g Bely(EGDE-MAA-2MI) cargado con DB273, en 120 mL de
solucién. Las especies ionicas elegidas fueron aodelfato sédico (SDS) y KN La
desorcion del DB273 de las particulasRidy(EGDE-MAA-2MI) resulté despreciable con KNO
1.0 My con SDS 1.0 mM, mientras que una soluceisBdS 80 mM produjo la liberacion de un
10 % del DB273 adsorbido.

Por ultimo, 0.0740 g d@olEGDE-MAA-2MI) cargado con DB273 fueron tratadascl20
mL de soluciones de NaClO como agente oxidante nteird horas en dos niveles de
concentracion: 0.10 y 0.35 M.
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6.2.9. Ajuste de datos experimentales por regresidm lineal y procedimiento para juzgar la
bondad del ajuste

Los parametros de las isotermas y los parametnésicds fueron determinados por regresion no
lineal, empleando un algoritmo basado en el métddoGauss-Newton. Se utilizaron los
programas comerciales SigmaPlot foyExcel.

Se hicieron los ajustes a varios modelos empigidesricos, con el fin de encontrar el que mejor
describiera el proceso estudiado. La funcién dereempleada para evaluar el ajuste fue el
criterio corregido de AkaikeA|Cc) de segundo orden [5]:

AIC=NIn [Rl\ﬁmp (1)
AIC, :A|C+w (2)
N-P-1

DondeP es el numero de parametros en el modelel, nUmero de datos experimentald?SSa
suma de cuadrados residuales. Los pesos de Alksokeados\(V) al mejor y el peor modelo son:

1
V%etter = 1 3)

-=NAIC
1l+e?
—EAAIC

2

e
Waorse =5 4)

worse — 1
—-=DNAIC
1+e 2

AAIC representa la diferencia en los valores\tie entre dos modelos que compiten.

Estos pesos proveen informacién sobre la fuerzka dwvidencia que sustenta a cada modelo,
cuando son comparados de a pares. La relacioa mstrdos pesos de Akaike,pdé/Wworse
denominada relacién de evidencia (R.E.), repredameobabilidad relativa a favor del mejor de
los modelos que compiten. Como fue reportado posa@utores, un valor de R.E. mayor que 20
indica una fuerte evidencia estadistica a favoragbr modelo [6,7].

6.2.10. Preparacion del complejo Co(IIPolEGDE-MAA-2MI) para sSu uso como
catalizador

El complejo fue preparado mezclando 0.5000 gransopdalianfolito en polvo y 40.0 mL de
CoSQ 70 mM en agua destilada a 24° C por 48 horas.d.legmuestras fueron centrifugadas,
lavadas con tres porciones de 20 mL de agua disstp@ara remover el Co(ll) débilmente
adsorbido sobre las particulas, filtradas, secad#®® C y trituradas en un mortero.

6.2.11. Preparacion del complejo Co(IIPolyfEGDE-DA) y Cu(ll)- Poly(EGDE-DA) para su
uso como catalizador

Los complejos fueron preparados mezclando 0.508thag de polielectrolito en polvo y 40.0
mL de CoSQ 70 mM para Co(IIlPolyEGDE-DA) y CuSQ 140 mM para Cu(IIPoly(EGDE-
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DA), en agua destilada a 24° C por 48 horas. Lu@ganuestras fueron centrifugadas, lavadas
con tres porciones de 20 mL de agua destiladarparaver el cation débilmente adsorbido sobre
las particulas, filtradas, secadas a 60° C y &dtas en un mortero.

6.2.12. Determinacion de las isotermas de adsorcide N, y de H,O

La isoterma de adsorcion de fle colectada a 77 K con un equipo Micromeritiesy®i 2360.

El area superficial especifica fue calculada usaa@cuacion BET (Brunauer—-Emmett—Teller).
La isoterma de sorcién de vapor dgoHue determinada con el método isopiéstico. Pioase
distribuyeron alicuotas de 0.200 g de polimero iafes de vidrio de 3 mL de capacidad y se
expusieron a atmosferas dg eonstante, en desecadores evacuados a 25 °C. fstas
obtenidas mediante el empleo de soluciones saetasadas (LiCl (0.11 %),,830.K (0.22 %),
K2C0O5(0.44 %), NaBr (0.58 %), NaCl (0.75 %), KCI (0.84,BaC} (0.92 %), kSO, (0.97 %),

y se pesaron periédicamente hasta peso constamteve? alcanzado el equilibrio, el contenido
de agua se determino por diferencia de masa ardespués del secado en estufa de vacio a 98°
C, durante 48 horas.

6.2.13. Determinacion de densidad de grupos funciales por titulacion potenciométrica

Las titulaciones potenciométricas de los gruposifurales solvatados presentes en los diferentes
materiales se realizaron empleando un pH-metro HANMstrument con electrodo de vidrio,
modelo HI 8424, a 20° C en un recipiente de viddondicionado adecuadamente, bajo agitacion
constante y en atmésfera de.NPara preparar las diferentes soluciones se emgpie@
recientemente destilada y enfriada. A la celdagsegd la masa de muestra y 40.0 mL gOH
Todos los gréficos de titulacion se obtuvieron paplicado y los puntos de inflexion se
determinaron teniendo en cuenta la derivada segunda

Para el caso particular de la titulaciéon de loedadePoly(EGDE-DA), ésta fue realizada en
presencia de un exceso de solucién valorante ded#gileando NaOH 0.100 M como valorante
por retorno. Alicuota de muestra: 0.5000 g.

Para la titulacion de los oligdmeros solubles dez@tla solucion acuosa, midiendo 1.00 mL de
la misma o bien pesando 1.0000 gramo, se adicior®d® mL de agua recientemente destilada
y enfriada, una cantidad exactamente medida deisalwalorante de NaOH 0.100 M hasta pH
11.5 con el propdsito de neutralizar los gruposiaggi Se tituld por retorno con solucion
valorante de HCI| 0.100 M.

6.2.14. Potencial zet#()

Para los oligobmeros solubles, las determinaciorespdtencial zetal] se realizaron en un
analizador ZetaPlus (Brokhaven Instruments Corporag 25°C y una fuerza idnica constante
de 10° M KCI. El material polimérico a estudiar se disgfelen suspensién constante con la
ayuda de un agitador magnético. El pH fue ajustadoKOH o HCI y el pH del sobrenadante
fue medido antes y después de medir el potenaalinidad 6ptica consté de un laser rojo de 35
mW (longitud de onda 660 nm). Las mediciones saiten a cabo con un campo eléctrico de 16
V cm’, una corriente de 15 mA y 21 adquisiciones.
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Para el polieletrolito POIEGDE-DA), el punto isoeléctrico IEP) fue obtenido por
determinacion de potencial de difusion [8]. Las itiedes de fuerza electromotriz fueron hechas
con un instrumento digital Keithley 616 con eledtre de calomel de Metrohm.

6.2.15. Electroforesis capilar

Las soluciones del producto soluble a granel yllakzadas, fueron analizadas por electroforesis
capilar zonal (CZE) con el fin de determinar lardual presencia de mondmeros, y la carga neta
de las distintas poblaciones de productos en fardeb pH.

Condiciones de separacion: electrolito backgrolB@E): 0.050 M de fosfato de sodio, pH: de
4.0 a 9.0; capilar: silice fundida (Polymicro Teglugies, Phoenix, AZ, USA) de d.i. 50 mm x
d.e. 365 mm, largo, 31 cm (longitud efectiva 21 ;cmojtaje aplicado: 5 kV, polaridad normal;
introduccion de la muestra: 5 s a 3.45 kPa; delacckl4 nm; marcador de flujo
electroendosmético (EOF): 5 x 1M dimetilformamida (DMF); Temperatura: 25° C. Ent
corridas, el capilar fue lavado con agua duranteritos, y buffer (BGE) por 3 minutos.

6.2.16. Cromatografia de exclusion por tamafio

La fase movil fue preparada con 0.050 M de buffendtoximetilaminometano (TRIS), se
prepararon dos fases maviles conteniendo 1.00 6 Mlen KCI, llamadas MFI y MFII,
respectivamente, de pH 8.5 [9]. Se utilizaron fagsg se filtraron a través de un filtro de nylon
Milipore de diametro de poro 0.45 um, previo a so.U5e prepararon alicuotas de 2.0 mL de
soluciones de oligémeros 10 mg lobtenidas por dilucién de las muestras en lafa®él, se
filtraron con un filtro de nylon Millipore de diartre de poro 0.2 um. La curva de pesos
moleculares fue elaborada empleando estandaradularnms.

6.2.17. Mediciones de viscosidad

Se utilizé la variacion de Stormer del viscosimai@torio de Couette.El fluido que se debe

comprobar se pone en el espacio anular entre tllodros circulares concéntricos. Se hace girar
un cilindro con respecto al otro. Las mediciones ndemento de torsion y gradiente de

velocidades se pueden correlacionar con la visadsidomo se hace mediante una calibracion
con liquidos de viscosidad conocida. Se utilizai@hmL de cada solucion de oligdmeros

estudiada.

6.2.18. Espectrometria de masas: UV MALDI-TOF MS (dsorcion / ionizacion laser asistida
por matriz con analizador de tiempo de vuelo)

Los experimentos de UV MALDI-TOF se llevaron a cabon la finalidad de obtener
informacion estructural confirmatoria o0 complemeiataa la obtenida con métodos
espectroscopicos, sobre la estructura quimicageligomeros sintetizados.

Los experimentos fueron llevados a cabo utilizarides matrices: 9H-pirido[3,4-blindol,
norharmano, nHo (Sigma-Aldrich): 1 mg fLacetonitrilo : agua (1:1); &cida-ciano-4-
hidroxicinamico, CHCA (Sigma-Aldrich): 1 mg ril. acetonitrilo : agua. 0.1 % A&cido
trifluoroacético (3:7); 2,5-acido dihidroxibenzojcacido gentisico, DHBA (Sigma-Aldrich): 1
mg mL* agua. La nuestra fue evaluada en diluciones 1/100 y 1/1000.
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Las muestras fueron analizadas en los modos pmgitivegativo con las tres matrices, y no se
obtuvieron sefales en el modo negativo con dichatsices. Tampoco se obtuvo sefial en el
modo positivo con la matriz DHBA. El equipo usade fin Ultraflex 1l de Bruker Daltonics, con
un laser de nitrégeno con una longitud de ondangsi@de 337 nm (ancho de pulso de 3 ns),
utilizando un voltaje de aceleracion de 20 kV.

6.3. Estudios de activacion de D, catalizada por complejos con Co(ll) y Cu(ll)

6.3.1. Determinacion de KO,

El H,O, reacciona con fenol y 4-amino antipirina, catal&z@adr peroxidasa de soja (SBP), dando
un producto coloreado que absorbe a 505 nm. leisol reactiva fue preparada a partir de 9 mg
de 4-aminoantipirina y 200 mg de fenol disueltosselucion de fosfato 0.10 M pH 6.5, en un
volumen final de 10 mL. La reaccion se inicid atipate la mezcla de 40QAL de solucién de
fosfato, 100uL de reactivo de antipirina, 6L de extracto de SBP 300 U mly 100 L de
muestra. Se efectué un control positivo con 100 de estandar de J,. La lectura de
absorbancia se realiz6 luego de 30 segundos.

OH HaC NH, H,yC N:<:>:0
2H202 + © + Hzc/'\?\l\lio H3C/>\10 + 4H20

N

505 nm

En los estudios cinéticos de consumo d®xcatalizado por los complejos de polimeros con
Co(Il) y Cu(ll), se suspendieron 0.0500 g de camlapdejo en 50 mL de ¥, 42 mM. Luego se
monitored el decaimiento de la concentracién g@.bmando alicuotas de 20 puL del medio de
reaccién en funcion del tiempo, y diluyendo adeanmaehte para luego efectuar la reaccién
colorimétrica [10]. La reaccion con Co(Pely(EGDE-MAA-2MI) se efectué en un medio de
N&S0,0.10 M.

6.3.2. Deteccion de radicales libres por Resonanala Spin Electronico (ESR)

Los espectros fueron obtenidos en un espectrometsand ESR Bruker EMX Plus (Bruker
Biospin GmbH, Germany). 5,5-Dimetil-1-pirrolid-6xido (DMPO) fue usado como agente
atrapador de spin.

Se utilizaron 0.0500 gramos de complejo con Catligon Cu(ll), suspendidos en 50 mL de
solucion de HO, 63 mM y se monitored la produccion de radicaleses por ESR. El medio de
reaccion fue alternativamente agua destilada cgwiNgSO, 0.10 M.

A modo de control se utiliz6 un complejo obtenidpatir de acetato de cobalto en vez del
clasico obtenido a partir de Cos@tro control se realizd en presencia de la enznperoxido
dismutasa (SOD) con una actividad de 200 U'ndgregada al sistema antes que £para
descomponer el anién superéxido formado.
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Las alicuotas de 32 uL de medio de reaccion futoradas a diferentes tiempos y mezcladas
con 16uL de DMPO 3 M, y luego de una incubacion de 3 nuawge registraron los espectros
ESR de onda continua (CW) para detectar los addetepin, a 20 ° C.

Los pardmetros de ajuste del espectrémetro fuersrsiguientes: centro de campo: 3515 G;
ancho de barrido: 100 G; potencia de microonda®: h@V; frecuencia de microondas: 9.85
GHz; tiempo de conversion: 2.56 ms; constante elago: 2.56 ms; frecuencia de modulacion:
50 kHz; amplitud de modulacién: 0.11 G; gananci@0x 1d; resolucién: 1024 puntos. Todos
los espectros fueron obtenidos con una acumula@do barridos.

Dado que el espectro de ESR posee formas y anehidsedis equivalentes a diferentes tiempos,
la intensidad de las sefiales es proporcional anaentracion de radicales. La intensidad de las
sefales de los aductos con DMPO fue determinadatia ge la medicion de la altura total del
primer pico de cada sefial. Los espectros simuladosbtuvieron a partir del ajuste con el
algoritmo de Levenberg-Marquardt. Las relacionedares y los valores de las interacciones
hiperfinas, fueron obtenidas a partir de los espsdimulados.

6.3.3. Medicion de presion parcial de @

La presion parcial de Que medida por triplicado en sistemas con la misamaposicién que los
descriptos para la medicion de radicales libregysal0 minutos de reaccion. Se empled un
instrumento portéatil JPB-607 A Portable Dissolved/@en Meter.

6.3.4. Medicion de potencial rédoxK)

Se prepararon suspensiones de 0.0500 g de cadaaimaite50 mL de solucion de NaCl 1M, y
fueron dejadas 24 horas en contacto y agitaciéa pkanzar el equilibrio. Transcurrido este
tiempo, se procedid a medir el potencial rédBk de las soluciones empleando un electrodo
indicador de platino y un electrodo de referenata Ab/ACI, tomando lecturas durante 10
minutos.

En ciertas mediciones, se produjo la adicion d@,Hle concentracion analitica 63 mM, con el
fin de determinar si esto ocasionaba variaciones| @otencial. A su vez, se realizaron algunos
controles con soluciones recientemente preparadfss,de determinar si existia una diferencia
en la estabilidad del potencial en estas condisiofeeron efectuados controles con una solucion
de NaCl y una solucién de CusO

6.3.5. Medicion de Co(ll) y Cu(ll) unidos al catalzador y liberados al medio de reaccion

Para determinar experimentalmente la densidadtide sataliticos en los solidos, asi como para
determinar la pérdida de los mismos en el procesactivacion de D, se recurrio al estudio de
los sistemas con un espectrometro de fluoresceeaiayos X Bruker con geometria de reflexion
total (TR-XRF), PICOFOX modelo S2.

6.3.6. Decoloracion de soluciones de Naranja de NMe{MO)

Para el caso particular del estudio de aplicalllida los polimeros insolublePdly(EGDE-
MAA-2MI) o Poly(EGDE-DA)), se decidio trabajar con el colorante MOmMo ejemplo de
contaminante organico, un compuesto ampliamenieado en la industria textil. EI seguimiento
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de la variacion de la concentracién del colorargepsodujo por espectrofotometria por su
robustez y simplicidad experimental.

Se realizo el ajuste del decaimiento de la conaeidin de MO a modelos empiricos, tanto para
las reacciones de oxidacién como para los contd#esdsorcion.

6.3.6.1. Decoloracién de MO empleando CoAOy(EGDE-MAA-2MI)

Se suspendieron 0.1000 g de CoHHMEGDE-MAA-2MI) en 100 mL de una solucion que
contenia inicialmente MO 41 + @M y H,O, 63 mM. El medio de reaccion usado fue
alternativamente agua destilada o soluciéon deS®a 0.10 M (en este Ultimo caso, para
minimizar la captacion de compuestos organicos esdas particulas del catalizador). La
absorbancia de la solucion fue monitoreada en dnndel tiempo a 464 nm. Para correccion de
turbidez, se midié la absorbancia a 700 nm y seaasa la absorbancia a 646 nm. El control de
adsorcion de MO sobre particulas del catalizaderdéalizado en ausencia del4.

Para las verificaciones de catalisis, se emplecicdos operativos de 30 minutos de duracién. Se
efectud, asimismo, un control de uniébn o captadien MO, empleando las condiciones
pero en ausencia de catalizador.

El control de activacién de B, en fase homogénea se realizd con una solucioro86®.35
mM, MO 41uM, H,0, 63 mM y NaS0O,0.10 M. Este control fue efectuado con el propddéao
determinar si alguna forma soluble de Co(ll) (acaoiplejo) podria interactuar con,®} y
generar radicales libres en solucion.

Para la evaluacion de la estabilidad quimica d@lizador en su reutilizacion, el experimento de
decoloracion de MO fue repetido tres veces (e dg@ se realizaron tres ciclos operativos) con
el mismo catalizador reciclado y nuevas alicuogassalucion. Cada ciclo operativo tuvo una
extension de 30 minutos y se utilizé solucion de MIOuUM en NgSO, 0.10 M. Luego de cada
ciclo operativo, la suspension se centrifugd, sal®o el sobrenadante y el sélido se lavd dos
veces con N&0O, 0.10 M y una porcidn de agua destilada para luegark a 40° C para un
Nnuevo uso.

Para explorar la regeneracién del catalizador uksefyp del primer ciclo operativo, se recupero
el solido por centrifugacion, se lavo con tres mores de agua destilada y se sec6é a 40° C.
Luego, 0.1000 g del catalizador utilizado fuerocargados con 8.0 mL de solucion de Co30
mM en agua destilada a 24° C durante 24 horas.dzzlmse centrifugd, se lavé con 3 porciones
de 20 mL de agua destilada para remover el Coéb)lishente unido a las particulas, se filtrg, se
seco a 40° C y se tritur6 en un mortero para sgtaien un nuevo ciclo operativo.

Se efectuaron experimentos para determinar la ikdéab quimica de las moléculas de MO
unidas a las particulas. Una alicuota de 0.2000e gCd(Il)Poly(EGDE-MAA-2MI) fue
suspendida en 200 mL de una solucion de MQuMilen NaSO, 0.10 M. La suspension fue
centrifugada, el sdlido fue lavado con tres poretode agua destilada y secado a 40° C (se
obtuvo asi el material cargado con MO). Una aligwt® 0.1000 g del material cargado con MO
fue puesta en contacto con 100 mL de una soluadhb®, 63 mM en NaSO, 0.10 M, que
habia sido previamente activada con catalizadaarderl0 minutos. El experimento se repitid
con otra alicuota de 0.1000 g del material cargawlo MO en contacto con 100 mL de una
solucion de HO, 63 mM en NaSO, 0.10 M, esta vez sin activacion previa. En amlasos se
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hizo una inspeccion visual para determinar si selyia una disminucion en la intensidad del
color de las particulas.

Para la deteccion de especies intermediarias dgl) @ataliticamente activas, una alicuota de
0.1000 g de Co(llPoly(EGDE-MAA-2MI) fue puesta en contacto con 100 mLue solucién

de HO, 63 mM y NaSQO, 0.10 M durante 10 minutos. La suspension fue degada, se
descart6 el sobrenadante, las particulas fueraragaglas con tres porciones de agua destilada y
no fueron secadas. Las particulas activadas daizzator (“solido activado”) fueron puestas en
contacto con 100 mL de solucién de MO Nl en NaS0O, 0.10 M, y la concentracion de MO
fue monitoreada en funcion del tiempo por espeatoofietria visible. La activacion del sélido
con HO, fue repetida dos veces, y el catalizador fue pusstcontacto con la misma solucién de
MO luego de cada ciclo operativo para monitoreaolecentracion del colorante.

Los experimentos realizados para estudiar la dagr@a de MO por accion de los radicales
libres solubles, se realizaron con 0.1000 g delizBOlY(EGDE-MAA-2MI) suspendidos en 80
mL de una solucion de 8, 79 mM. Aqui la solucion de #, fue activada durante 10 minutos
con las particulas sélidas del complejo. Luegsulpension fue filtrada con membrana de nylon,
y el sobrenadante libre de particulas (“sobrenadactivado”) fue recuperado y mezclado con 20
mL de una solucién concentrada de MO (2M) tal que la concentracion de MO inicial resulté
ser 42uM vy la concentracién analitica de;® fue 63 mM. La concentraciéon de MO en la
solucion resultante fue monitoreada en funciortideipo.

6.3.6.2. Decoloracién de MO empleando CoPOy(EGDE-DA) y Cu(ll)Poly(EGDE-DA)

El procedimiento para los estudios cinéticos quenfien verificar catélisis es el mismo que se
empleé con el sistema precedente, pero el medioedecion empleado fue siempre agua
destilada (se probd una solucion de$@, 0.10 M pero produjo degradacion del catalizador).

Y siguiendo los mismos protocolos que fueron engdsaon Co(ll)Pol(EGDE-MAA-2MI) se
realizaron los controles de estabilidad quimicacd¢alizador en su reutilizacion, el estudio de
degradacién de MO por radicales libres en soludidbmogénea, la deteccidn de especies
intermediarias de Co(ll) o Cu(ll) cataliticamentetizas. Se realizaron controles adicionales
modificando la relacion deasa del catalizadofg) a volumen de solucidfh).

Para los experimentos con cantidades equimolarsgidg cataliticos se prepararon sistemas con
0.6 mmol de sitios £. Para ello se suspendieron 0.1540 g de CBOI{EGDE-DA) en 100 mL

de MO 42uM, y 0.0360 g de Cu(llRoly(EGDE-DA) en 100 mL de MO 4gM. Se agrego bD-
para iniciar la reaccion catalitica, y estuvo atesen el control de captaciéon de MO.

6.3.7. Oxidacion parcial de Epinefrina

Una alicuota de 0.0400 g de CoMy(EGDE-MAA-2MI) o de Co(ll)PolfEGDE-DA) fue
suspendida en 20.00 mL de epinefrina 2.0 mM@+46 mM (cantidades mayores resultaron
menos efectivas). El medio de reaccién fugS@a 0.10 M para Co(lI)PolyEGDE-MAA-2MI)

y agua destilada para Co(Pply(EGDE-DA).

La absorbancia de la solucién fue monitoreada eoida del tiempo a 480 nm. Para correccion
de la turbidez, se midi6é la absorbancia a 700 nge yestd al valor obtenido a 480 nm. Un
experimento control de la oxidacién de epinefrinaua sistema homogéneo fue hecho con una
solucion de epinefrina 2.0 mM y.8, 46 mM en el medio correspondiente. Otro contra fu
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realizado con 0.0400 g del catalizador con Co(@yespondiente suspendido en 20.00 mL de
epinefrina 2.0 mM en el medio de reacciéon en auaate HO,. Este experimento fue repetido
con previo y continuo burbujeo de argon en la sotupara desplazar el,@isuelto; también se
repitid el experimento en el sistema heterogénetpteto con previo burbujeo de argon.

6.4. Aplicaciones de oligbmeros solubles en agua

6.4.1. Decoloracion de soluciones del colorante DB2con oligdmeros solubles en agua

La remocion del colorante DB273 fue estudiadaaatiido una solucion de DB273 76 uM o 67.7
mg L' a la que se le adicionaron 0.46 g e solucién de oligomero soluble y 0.017 M de
Fe(ll). Una vez hecha la mezcla se extrajeron aléua diferentes tiempos, se centrifugaron y se
monitoreod la absorbancia del sobrenadante a 58&amealizé un control con 300 mg de IM en
120 mL, en reemplazo de la muestra de oligdbmeroscdntroles adicionales se reemplazo
alternativamente cada reactivo por agua destilada.

6.4.2. Formacion de cépsulas huecas con oligomesmsubles en agua

Se disolvié acido citrico en una solucion 0.10 MNBEOH de manera de obtener una solucion
con una concentracion analitica de 1.0 M en &ditlice, de pH 2.1. Una alicuota de 1.9 mL de
esta solucion de acido citrico/citrato monobaseasaldio, fue puesta en contacto con 0.10 mL de
solucion de FeS£D.10 M. Posteriormente, se produjo la generaciolasiesferas huecas por la
adicion gota a gota de una solucién 300'gle oligomeros, sobre la primera solucién descripta

6.5. Obtencidn de un reactor enzimatico para apligaones analiticas en un sistema de flujo
6.5.1. Instrumental

El sistema en flujo consisti6 en una bomba de HRdCratica Spectra System P1000, una
valvula de inyeccion Rheodyne modelo 7125 con op ke 20 pL para la carga de muestra, una
guarda columna, el biorreactor y una celda de fhaj@ deteccidbn amperométrica.

El reactor consisti6 en un cartucho de acero iratel de 30 x 2.1 mm de la firma Grace
Davison Discovery Science. Fue empacado manualnmmorieel complejo SBPoly(EGDE-
MAA-2MI) fisicamente mezclado con silicagel.

La deteccion amperométrica de los productos oxisldéda reaccion catalizada fue realizada con
un analizador electroquimico desarrollado por ¢l 8. Sobral. Se us6 una celda de 7 uL de
capacidad, de tipo capa delgada, equipada con egtrado de trabajo de carbdn vitreo
(Bioanalytical Systems, 7 nfiny un contraelectrodo de acero inoxidable, opemgmtencial
constante vs Ag/AgCI.

La solucién carrier contenia KAO, 30 mM, pH 6.5 y HO, 0.2 mM, adecuadamente filtrada
(usando membrana de 0.45 pum de diametro de paledgasificada.

El método de 4-aminoantipirina puede ser usado giaierminar la concentracion de peroxidasa
de cascara de semilla de soja (SBP), gt de fenol.

6.5.2. Preparacion del complejo SBPoly(EGDE-MAA-2MI) y determinacion de proteina
inmovilizada

La forma basica del polianfolito insolubRol(EGDE-MAA-2MI) fue empleada como soporte
de la enzima SBP en la construccion del react@istema de flujo.

192



El extracto crudo de SBP fue obtenido por contaldocascaras de semilla de soja con una
solucion compuesta por acetato de sodio / acidicac®0 mM y CaCGl 5 mM. El homogenato
fue centrifugado a 2000 x g por 15 minutos y elrspadante fue separado. La masa de proteina
en el homogenato clarificado fue 50 Mgy la actividad catalitica de la enzima fue de 5000

! determinada por comparacién con el estandar simyior Sigma: Peroxidasa extraida de
Glycine maxP-1432, 50 — 150 unidades por mg de solido. Undadnforma 1.0 mg de
purpurogalina a partir de pirogalol en 20 seg &pHa 20° C.

Para la construccién de la isoterma de union de @&BBlianfolito, se prepararon soluciones de
SBP en buffer fosfato 25 mM pH 6.0, entre 3.6 \81fg L* con una fuerza i6nica entre 25 y 29
mM.

La forma basica del polianfolito se prepard pocii de 25 mL de NaOH 0.1 M a 1 gramo de
polianfolito nativo. Luego, el sélido fue separapor filtracion, lavado 3 veces con agua
destilada y secado a 60° C. Previamente a los iexgraios de adsorcidn, se pesaron alicuotas de
0.0500 g del material polimérico que fueron hiddatacon agua destilada y luego dispersas en
0.400 mL de solucién de SBP en el rango de core@dtr mencionado, a 25° C en agitacion. En
el equilibrio, el sélido fue separado por centréaign y filtracion, y se midié la concentracion de
SBP remanente en el sobrenadante.

La estabilizacion del complejo SBRIYEGDE-MAA-2MI) fue realizada por contacto con
vapores saturados de glutaraldehido. Una cantidgacb@ mg de polianfolito fue cargada
adecuadamente con SBP vy distribuida sobre unafi@edentro de una camara de 450°cm
saturada con 200 pL de glutaraldehido 70 %. Luegdieatto tiempo de contacto, el complejo fue
lavado con agua destilada y la actividad enzimdtieaprobada mediante la oxidacion de fenol
2.0 mM con HO; 0.20 mM.

6.5.3. Experimentos cinéticos de oxidacion de fencatalizada por SBP, en batch

En un reactor en batch, se estudio la influenciéadmncentracion de fenol en la velocidad de
catalisis de SBP libre e inmovilizada a pH 6.5 § €0en agitacion.

El H,O, fue probado como sustrato en un rango de concétrantre 0.050 mM y 0.400 mM, y
asi saturd la enzima en todo el rango de concébra®ara preparar el complejo SBP-
Poly(EGDE-MAA-2MI), se mezclaron 0.1000 g de polimemnd5 mL de SBP 12.5 mg'Len
solucion de fosfato 25 mM pH 6.0.

La velocidad inicial de reaccion enzimétidd) fue determinada siguiendo los cambios en la
concentracion de fenol en funcion del tiempo, danéodo de 4-aminoantipirina para fenol.

6.5.4. Preparacion y caracterizacion del reactor efiujo de SBP inmovilizada

Se pesaron 0.0900 g del complejo polianfolito-SB&n(una carga de 9.0 ug de SBP) y se
mezclaron con 0.0220 g de particulas de silicageddd um de didmetro promedio. Se empaco la
mezcla en el cartucho de acero inoxidable y seatéree la bomba de HPLC. La mezcla con
silicagel permitio disminuir la presion en el siatey estabilizar el flujo.

Todos los experimentos con el reactor fueron hea¥ C. El reactor fue almacenado a 5° C en
agua destilada, durante la noche.

La solucién carrier contenia KAO, 30 mM y HO, 0.20 mM. La concentracion de® se fijo

en 0.20 mM porque SBP sufre inhibicion por estdrates a concentraciones mayores en este
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sistema. La solucién de fosfato 30 mM fue prepacaeagua destilada y el pH fue fijado en 6.5
en funcidon del rango Optimo para la oxidacion ¢ttal de todos los compuestos fendlicos
probados (el pH fue previamente evaluado entre.pH B.0).

Los niveles de concentracion de catecol usados lgarealibracion quimica en todas las
aplicaciones de este reactor, estuvieron entré(.@200 mM.

Los productos oxidados en las reacciones enzinsaiinael sistema de flujo fueron detectados
amperométricamente a un potencial reductor. Lauestp amperométrica fue expresada como
area de pico, en microCoulombs (uCoul). Los expemiws de voltametria hidrodinamica fueron
realizados con cada analito estandar para encdaganejores condiciones de deteccion. Las
muestras de yerba mate y de vino tinto fueron zaaddis a +100 mV vs Ag/AgCI.

En el sistema en flujo se inyectaron alicuotas @elL2de cada muestra. Todas las muestras
fueron filtradas usando membranas de nylon de Q#bde diametro de poro antes de su
inyeccion y diluidas adecuadamente con solucidiosfato 30 mM.

La mayor parte de los experimentos fue hecha emgdeana velocidad de flujo de 0.6 mL min

! excepto para el estudio de restricciones difdamen el que la variable independiente resulté
ser la velocidad de flujo.

6.5.5. Preparacion de extractos de yerba mate

Se seleccionaron 8 marcas comercialeiedeparaguariensi® yerba mate, para el estudio de
discriminacion, y fueron analizadas por triplicado.

Se pes6 1.0 gramo de cada producto comercial dm yaate (sin molienda adicional), y se
extrajo con 20.0 mL de buffer fosfato 30 mM a pH.6.a mezcla fue sonicada durante 10
minutos a temperatura ambiente (no se trabajo &8®ra minimizar la polimerizacion de los
compuestos fenolicos). La suspension fue filtragd yolumen se llevé a 25.00 mL finales con
buffer; la solucion fue centrifugada vy filtrada corembranas de nylon de 0.45 um de diametro
de poro. Una alicuota de 5.00 mL de cada filtrazldikiyé a 100.0 mL finales con buffer para el
analisis en el sistema de flujo.

El contenido de polifenoles totales fue determinadpectrofotométricamente mediante el
método de Folin-Ciocalteu (F-C) usando &cido cléragp como estandar [11].

Para discriminar las marcas comerciales de yerlia sgauso el analisis de la varianza y el test
de significacion para la media de dos muestras.

6.5.6. Preparacion de las muestras de vino tinto

Las muestras de vino suplementadas con sulfito uthepn ser analizadas por este método
debido a que el sulfito produce una respuestaretpdimica al potencial de trabajo.

Se probaron muestras de vino artesanal, libre ¢f@dosuy otras sustancias reductoras que
pudieran inhibir la formacién de productos de ogida radicalarios en el biorreactor.

Fueron analizadas 4 muestras de vino tinto, migigemadas en botellas de vidrio con tapon de
corcho: una producida en el afio 2011, dos prods@d#®010 y una producida en 2009.
Paralelamente se obtuvieron otras 4 muestras & plrtla suplementacion de.Ga las
mencionadas anteriormente. Cada muestra fue supledzecon @de la siguiente manera: una
alicuota de 100.0 mL de vino fue colocada en uo amerto bajo agitacion durante 24 horas a
20° C. Luego de este proceso, se completo el agdadp por evaporacion conp® destilada.
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Las muestras de vino fueron filtradas con membrdeasylon de 0.45 um de didmetro de poro y
analizadas en el sistema de flujo por triplicadacdatenido total de polifenoles fue determinado
espectrofotométricamente por el método de F-C wsaoidio galico como estandar. Se empled el
método de andlisis de componentes principales (PG#&d entorno MatLab 5.3® para
discriminar entre diferentes muestras de vino tinto
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ABREVIATURAS

AICc: criterio corregido de Akaike

ATR/FT-IR : espectroscopia infrarroja por transformada deriépy accesorio de reflectancia
total atenuada

CP-MAS: polarizacion cruzada y rotacion en el angulo m&gi

CW ESR: resonancia de espin electrénico de onda continua

CZE: electroforesis capilar zonal

DA: 1,8-diamino-3,6-dioxaoctano

DB273 Direct Blue 273

DE: desvio estandar

DER: desvio estandar relativo

DMF: dimetil formamida

DMPO: 5,5-dimetil-1-pirrolin-N-6xido

D-R: Dubinin-Radushkevich

DSC.: calorimetria diferencial de barrido

EAC: equivalentes de acido clorogénico

EAG: equivalentes de &cido galico

EDS: espectroscopia de energia dispersiva

EE: error estandar

EGDE: etilenglicol diglicidil éter

EOF: flujo electroosmdético

F-C: Folin-Ciocalteu

FT-IR : espectroscopia infrarroja por transformada de&i€ou

h: horas

H: campo magnético

IEP: punto isoeléctrico

IM : imidazol

MA : metacrilato

MAA : acido metacrilico

MALDI-TOF : ionizacién por desorcion laser inducida por nmaaton analizador por tiempo de
vuelo

min: minutos

MO: naranja de metilo

MS: espectrometria de masas

NMR: resonancia magnética nuclear

oligbmeros(EGDE-IM- co-MAA) : oligomeros solubles en agua obtenidos a partE@BE, IM
y MAA

PYR: 1H-1,2-pirazol

Poly(AA): acido poliacrilico

Poly(A ) poliacrilato

Poly(EGDE-DA): polielectrolito insoluble en agua obtenido a ipakt EGDE y DA
Poly(EGDE-MAA-2MI) : polianfolito insoluble en agua obtenido a paterEGDE, MAA y 2MI
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RE: relacion de evidencia

SBP. peroxidasa de cascara de semilla de soja
SEC: cromatografia de exclusion molecular
SEM: microscopia electronica de barrido

T,: tiempo de relajacion espin-red

Tg: temperatura de transicion vitrea

TG: termogravimetria

tr: tiempo de retencion

TRZ: 1H-1,2,4-Triazol

XPS: espectroscopia fotoelectrénica por rayos X
2MI: 2-metilimidazol

¢: potencial zeta
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